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I- INTRODUCTION GENERALE

L. 1- La pathologie cancéreuse

Le cancer est ’'une des principales causes de mortalité et sa proportion ne cesse
d’augmenter. Sous le terme de cancer, on regroupe plusieurs dizaines de maladies distinctes
(certainement entre 100 et 200), qui se caractérisent toutes par un déreglement du cycle
cellulaire. Ces cellules sont bloquées a un stade précoce du processus de
différenciation/maturation et elles ne répondent plus aux facteurs contrdlant la prolifération et
la différenciation entrainant une croissance anarchique des cellules. Ainsi, elles sont engagées
dans un processus d'immortalisation, proliferent indéfiniment, n'assument plus les fonctions
biologiques pour lesquelles elles étaient destinées et par conséquent donnent naissance a un
clone malin appelé tumeur.

En revanche, quand son origine est liée a des cellules qui sont issues d’un systeme
d’organes répartis dans tout le corps, on parle alors de leucémies ou de lymphomes. De ce

fait, le cancer apparait comme une maladie complexe, qui croit au détriment de 1’organisme

sans autre finalité apparente que la destruction et la mort.
D’une maniere générale, la meilleure fagon de réduire les risques de développer un
cancer consiste a minimiser ces facteurs externes et de s’orienter vers une stratégie de

prévention: la chimioprévention.

I. 2- Cancer et moyens thérapeutiques

En matiere de lutte contre la pathologie cancéreuse, la cancérologie a fait et continue a
faire des progres, grace a I’amélioration progressive des modalités thérapeutiques et en
diversifiant les procédés utilisés. Mais la meilleure facon, a long terme, d’obtenir les chances
de survie les plus élevées est d’améliorer le dépistage afin de permettre une prise en charge et

un traitement le plus précoce possible.

Lorsque la tumeur est encore bien localisée, I’exérese reste le traitement le plus adapté.
Cependant, la chirurgie peut entrainer la formation de métastases et / ou la dissémination des

cellules tumorales. La radiothérapie, qui utilise des rayonnements ionisants est également
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couramment utilisée pour des tumeurs localisées, et souvent de maniere complémentaire a la
chirurgie.

Néanmoins, certains types de cancers comme les lymphomes ou les leucémies ne
peuvent étre traités que par une stratégie médicamenteuse, la chimiothérapie. Cette stratégie
constitue un outil thérapeutique prépondérant, seul ou en complément d’autres thérapeutiques.
De plus, elle est aussi bien utilisée pour réduire le volume de la masse tumorale primaire que

pour éliminer les cellules circulantes et métastasiques.

La chimiothérapie consiste en 1’utilisation d’agents qui interferent avec le métabolisme
et la vie cellulaire, ce sont des agents cytotoxiques (qui provoquent la mort cellulaire) et
cytostatiques (qui bloquent la croissance cellulaire) naturels ou de synthese.

Si ces médicaments entrent dans des classes précises, certains d'entre eux peuvent
avoir une activité préférentielle de type antibiotique par exemple mais aussi une activité
alkylante. Ces produits anticancéreux peuvent intervenir, seuls, ou en potentialisant l'effet
d'autres thérapeutiques : les agents se liant a ' ADN sont connus notamment pour potentialiser
l'effet de la radiothérapie. Ils peuvent intervenir a toutes les phases du cycle cellulaire et, le

plus souvent, sur la phase la plus active, c'est-a-dire la phase (S) de synthese.

Il existe aujourd’hui différents médicaments disponibles, classés en plusieurs groupes :

» Les antimétabolites sont des produits voisins des métabolites normaux, mais qui se
substituent a des nucléotides. Par ce biais, ils empéchent les syntheses nucléotidiques ;
secondairement, ils empéchent la réplication d’ADN, rendant la mitose impossible.

» Les alcoylants ou alkylants agissent directement sur I'ADN grace a la présence de deux
groupements alkyles tres électrophiles. Ils présentent donc une affinité pour les structures
nucléophiles tels que les acides nucléiques, provoquant des lésions qui empéchent la
duplication et la transcription.

» Les intercalants. Leur mode d'action est basé sur une interaction avec 1'ADN. De
nombreux dérivés dépendent de cette classe de médicaments et particuliecrement les
anthracyclines qui correspondent a 1'une des familles les plus importantes de produits
anticancéreux dont le chef de file est la doxorubicine. Outre l'interaction avec I' ADN, les
anthracyclines interviennent par d'autres mécanismes notamment par formation de
radicaux libres (superoxydes) qui génerent des cassures de I’ADN et par liaison avec les

membranes cellulaires au niveau des lipides.
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» Les "poisons" du fuseau ou antimitotiques sont pour la plupart des extraits de plantes. Les
alcaloides de la pervenche interviennent en empéchant la formation du fuseau
achromatique rendant impossible la division cellulaire.

» Les inhibiteurs de topoisomérase II regroupent des médicaments qui peuvent agir selon
deux mécanismes d’action. Le premier groupe est constitué de substances capables de
s’intercaler entre les bases de I’ADN et les molécules du second groupe peuvent inhiber
de maniere directe 1’action de la topoisomérase II mais sans activité intercalante avec
I’ADN.

» Les inhibiteurs de protéines a activité tyrosine kinase ont directement pour cible
spécifique le systeme enzymatique (Bcr-Abl) responsable de l'activation cellulaire des
cellules cancéreuses de la leucémie myéloide chronique (LMC).

» Les modulateurs de la réponse immunitaire ont pour objectif de stimuler la réponse

immune anticancéreuse. Ces produits comprennent essentiellement l'interleukine II et

l'interféron.

La plupart de ces molécules sont peu ou pas sélectives. Elles agissent aussi bien sur les
cellules néoplasiques que sur les cellules saines, méme si les médicaments anticancéreux ne
sont efficaces que sur les cellules en division et donc sur un tissu a renouvellement cellulaire
rapide. Ceci explique la toxicité et les nombreux effets secondaires rencontrés lors d’une

chimiothérapie.

I. 3- La résistance aux médicaments anticancéreux

De nombreuses tumeurs exposées a de fortes concentrations de principe actif
développent des phénomenes de résistance vis-a-vis des substances anticancéreuses utilisées,
ce qui diminue leur efficacité. Ces phénomenes de résistance sont la principale cause d’échec
de la chimiothérapie.

Cette chimiorésistance, qui se manifeste d’emblée (résistance primaire) ou qui apparait
progressivement au cours du traitement par des expositions a des doses croissantes de
médicament, peut se définir comme la capacité des cellules tumorales a survivre a

I’exposition d’agents cytotoxiques lorsqu’ils sont administrés aux doses maximales tolérables

pour les tissus sains.
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Les recherches sur ce phénomene montrent que les cellules cancéreuses peuvent
résister en développant différents mécanismes de résistance classés selon deux phénotypes

distincts.

Le phénotype typique correspond au phénotype de multichimiorésistance dit
phénotype MDR (multidrug Resistance). Celui-ci se traduit par une résistance croisée a
différents médicaments anticancéreux, une diminution de leur accumulation intracellulaire de
facon a maintenir une concentration non cytotoxique et une modification de la structure
membranaire par la surexpression d’une glycoprotéine de 170 kDa codée par le gene MDR-1
chez I’Homme, la glycoprotéine-P (P-gp), qui fonctionne comme un systeme de transport

actif dépendant de I’ATP et qui permet I’efflux du médicament.

Quant au phénotype atypique, il regroupe 1’altération de la topoisomérase II, la
résistance a I’apoptose, I’altération de ’expression des cytochromes P-450 conduisant a une
modification de la clairance du médicament, 1’activation des systemes de réparations des
lésions provoquées par les agents alkylants sur I'ADN, ou encore 1’augmentation des
processus de détoxication, en particulier celui du systeme glutathion (GSH) impliquant les
enzymes Yy-glutamyltransférase (GGT), glutathion S-transférase (GST) et gamma-

glutamylcystéine ligase (GCL).

Les gluthation S-transférases constituent une remarquable famille d'enzymes
impliquées dans la détoxication cellulaire des xénobiotiques. Ces enzymes permettent la
conjugaison de divers composés électrophiles avec le GSH. Diverses toxines hydrophobes
conjuguées au GSH deviennent également plus hydrosolubles et sont donc plus facilement
excrétées des cellules. Il est des lors tres clair que les cellules cancéreuses peuvent utiliser ces

enzymes pour se protéger contre divers agents cytotoxiques en les inactivant rapidement

(Hayes and Pulford, 1995).

Il nous a donc paru intéressant d’€tudier le mode de fonctionnement du systeme

glutathion et en particulier de I’enzyme de détoxication GST.
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I. 4- La résistance aux médicaments et la différenciation en tant que thérapie

La différenciation est un processus cellulaire physiologique important qui permet un
remplacement continu et régulé des cellules qui constituent les différents tissus. Ce processus
permet aux cellules d’acquérir des caracteres nouveaux et des propriétés de plus en plus
précises. La différenciation est contrdolée comme les autres processus cellulaires par des
régulations transcriptionnelles qui permettent 1’expression d un phénotype différencié.

L’expression du phénotype différencié est régulé par des facteurs de transcription
généraux ou des facteurs de transcription spécifiques de la voie de différenciation mais qui
peuvent aussi intervenir dans le contrdle de 1’expression de genes impliqués dans d’autres
processus.

Un déreglement des processus de différenciation est un point important des
mécanismes de la cancérogenese.

Parmi les stratégies anticancéreuses, la chimiothérapie différenciante a pour objectif de
réduire les effets secondaires par une action plus sélective des médicaments tout en

rétablissant la régulation des processus de différenciation.

Au vu de ces données, il nous semble intéressant d’étudier la régulation des éléments
du systeme glutathion et en particulier de I’enzyme de détoxication GST, impliquée dans les
phénomenes de résistance aux anticancéreux, dans le cadre de la différenciation tumorale

induite par des agents chimiques.

12
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II- GLUTHATION ET CHIMIORESISTANCE

La chimiothérapie occupe une place importante dans le traitement clinique des
cancers. Malheureusement, pres d’un cancer sur deux développe une résistance vis-a-vis des
médicaments anticancéreux entrainant 1’échec de la chimiothérapie. Les nombreuses
recherches entreprises pour comprendre ce phénomene de résistance ont permis de montrer
que les cellules peuvent résister en développant différents mécanismes. Parmi ces
mécanismes, notre laboratoire étudie celui qui implique une augmentation des processus de
détoxication, et en particulier celui du systeme glutathion (GSH) et des enzymes de son

métabolisme.

IL. 1- Le systeme du gluthation

IL. 1. 1- Généralités sur le cycle du glutathion : cycle de Meister

Le glutathion (GSH) est un tripeptide ubiquitaire, formé de glycine, de cystéine et de
glutamate. Cependant, il a une particularité : c'est le groupement carboxylique en position y de
la chaine latérale du glutamate qui établit la liaison peptidique avec la cystéine. C'est donc le
N-[N-L-gamma-glutamyl-L-cystéinyl]-glycine (Figure 1), décrit pour la premiere fois en
1888 par Rey-Pailhade.

NH-»

O
HO NH | O
h | \/LNN
O O e

OH
HS

Figure 1 : Formule semi-développée du glutathion.

Ce tripeptide, avec une concentration qui varie de 0,1 a 10 mM, est le thiol
intracellulaire (SH) non protéique le plus abondant. C’est dans le foie qu’on le trouve a la
concentration la plus élevée (10 mM). On le retrouve également dans les liquides

physiologiques, mais a des concentrations plus faibles (1 a 50 M) (Pastore et al., 2003).
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IL. 1. 2- Le glutathion : propriétés, roles et fonctions

Les fonctions du GSH sont principalement dues a son caractere nucléophile. En effet,
sa conjugaison aux composés électrophiles rend ceux-ci plus hydrosolubles et donc plus
facilement transportables donc excrétables de la cellule. De cette fagon, il se trouve impliqué
dans de nombreuses fonctions physiologiques et il joue notamment un role central dans la
défense cellulaire contre le stress oxydant et les xénobiotiques (Choi et al., 1997).

Le mécanisme par lequel le GSH régule les fonctions de certaines protéines, ou le
groupement thiol de la protéine est lié de maniere réversible au GSH, est appelé :
glutathionylation (Pastore et al., 2003). De cette maniere, le GSH est notamment impliqué
dans le transport des acides aminés et de certaines protéines (heme, bilirubine) (Anderson
ME, 1998 ; Ishikawa and Ali-Osman, 1993). Par ce mécanisme, il peut également jouer
différents roles dans la stabilisation et la protection des protéines et la régulation de I’activité

d’enzymes (Cotgreave and Gerdes, 1998 ; Fratelli et al., 2002).

Le « stress oxydant », qui peut etre di1 a divers oxydants, aux rayonnements UV, a une
hyperoxie, a ’activation du systeme immunitaire, peut engendrer une mort cellulaire rapide
ou perturber tout le fonctionnement cellulaire en entrainant une modification des cascades de
signaux de transduction.

D’une maniere générale, le stress oxydant correspond a une perturbation de
I’homéostasie du potentiel redox cellulaire par ces oxydants. Cette perturbation est due soit a
une surproduction des ERO (especes réactives de l'oxygene), soit a la défaillance des
systemes de défense cellulaire. Les défenses cellulaires contre les ERO font appel a des
enzymes antioxydantes : la superoxyde dismutase et la catalase qui convertissent
respectivement O, en H,0O, et H,0, en H,O (Franco et al., 1999).

Mais le GSH est également tres important grace a son cycle redox puisqu’il permet de
diminuer les taux des ERO ou des produits de la peroxydation lipidique en les transformant en
alcools lipidiques non toxiques (Brown, 1994). En effet, grace a la fonction thiol de sa
cystéine, il agit comme un tampon "anti-oxydant" et pendant ce cycle, le GSH est oxydé en
glutathion disulfide (GSSG), qui est réduit rapidement a son tour en GSH par 1’action de la
glutathion réductase en présence de NADPH (Filomeni et al., 2002) maintenant ainsi la

proportion GSH:GSSG a 99 :1.
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Le maintien d’un taux de GSH normal pourrait donc étre impliqué dans la résistance a

la toxicité de divers oxydants.

Les anthracyclines, dont le chef de file est la doxorubicine, sont réduites en radicaux
semi-quinones par la cytochrome P450 réductase et les radicaux ainsi formés réagissent avec
I’oxygene pour former des anions superoxyde O,. Ce mécanisme serait responsable de la

cardiotoxicité des anthracyclines, par peroxydation des lipides (Mizutani et al., 2003).

En facilitant le métabolisme des antinéoplasiques ou en détoxifiant les radicaux libres
générés par ces traitements, le GSH pourrait réduire leur cytotoxicité, ainsi que celle des
radiations ionisantes. Il a ainsi ét¢ montré que 1’induction de la résistance au cisplatine et aux
agents alkylants dans des lignées humaines de tumeurs ovariennes s’accompagne d’une
augmentation de 30 a 50 fois du taux de GSH par rapport aux mémes cellules non résistantes
(Godwin et al., 1992).

Mais I’efficacité de ces traitements, et en particulier de la doxorubicine, est limitée par
les résistances qui sont présentes des le début du traitement ou qui apparaissent au cours de
I’administration du médicament. L’efflux tres rapide de la molécule hors des cellules est un
des mécanismes évoqués pour expliquer cette résistance, mais la rétention de la doxorubicine
n’est pas toujours corrélée a sa cytotoxicité, ce qui suggere que les mécanismes sont
multiples.

Le GSH pourrait tre impliqué dans la résistance aux anthracyclines en protégeant les
cellules contre les radicaux libres produits lors de leur métabolisme. Ainsi, des taux élevés de
GSH intracellulaire ont été corrélés a une résistance intrinseque aux anthracyclines, tandis que
les variations d’activité des enzymes de son métabolisme ont été associées a la résistance

acquise (Lutzky et al., 1989).

Enfin, diverses études ont montré 1’intérét d’utiliser du GSH exogene pour prévenir les
dommages cellulaires engendrés par toutes situations pathologiques ou le stress oxydant
semble étre un des mécanismes impliqués (Kowalski DP et al., 1990 ; Strubelt et al., 1999 ;
Younes and Strubelt, 1990).

Pendyala et ses collegues ont découvert qu’une déplétion en GSH augmente la
sensibilité au cisplatine et a I’iproplatine dans des cellules SK-MEL-2 (cellules de mélanome

humain) (Pendyala et al., 1997).
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En fait, on voit que le GSH est surtout impliqué dans la détoxication de divers agents
cytotoxiques utilisés en chimiothérapie anticancéreuse et cette détoxication peut €tre a
I’origine de la résistance a certains médicaments anticancéreux (Schroder CP et al., 1996 ;

Zhang K et al., 1998) (Tableau 1).

Tableau 1 : Agents cytotoxiques éliminés par le GSH et entrainant la résistance.

Agent cytotoxique Références
5-fluorouracile (Jin et al., 2002)

Arsenic (Leslie et al., 2004)
Bléomycine (Day et al., 2002)
Carboplatine (Jansen et al., 2002)

Chlorambucil (Zhang K et al., 1999)
Chloroéthylnitroso-urée (Ali-Osman et al., 1990 ; Bacolod et al., 2002)
Cisplatine (Jansen et al., 2002 ; Okuno et al., 2003)
Cyclophosphamide (Tsukamoto et al., 1998)
Daunorubicine (Benderra et al., 2000)
Dexamethasone (Inoue H et al., 2002)
Doxorubicine (Kalinina et al., 2001)
Melphalan (Vahrmeijer et al., 1996)
Mitomycine-C (Itamochi er al., 2002)

I1. 2- Enzymes intervenant dans la synthese et la conjugaison du glutathion

Le métabolisme du GSH est régulé par six réactions enzymatiques constituant le cycle
du gamma-glutamyl ou cycle de Meister (Meister and Anderson, 1983).

L’ensemble des enzymes intervenant dans le systeme du glutathion, les enzymes
permettant sa synthese (y-glutamyltransférase, y-glutamylcystéine ligase), sa conjugaison
(glutathion S-transférases), ou 1’élimination des conjugués au glutathion, par la pompe
membranaire GS-X, pourraient également étre impliquées dans ces phénomenes de résistance
aux médicaments anticancéreux (Hengstler et al., 1998 ; Ishikawa and Ali-Osman, 1993)

(Figure 2).
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GSH
Acide glutamique + cystéinylglycine
Peptidase

Cystéine +

Acide glutamique + cystéine / glycine

<

v-glutamyl-cystéine + glycine
Glutathion
synthétase

Composés électrophiles GSH

N

Radicaux libres

GS-X

Pompe GS-X L* GS-X

Figure 2 : Représentation schématique du métabolisme du glutathion.

Apres sa synthese, le glutathion (GSH) peut-tre conjugué a de nombreux composés
électrophiles (X) grace a la glutathion S-transférase (GST). Les produits de cette réaction
(GS-X) peuvent ainsi €tre éliminés par transport actif par la pompe GS-X. La y-
glutamyltransférase (GGT) permet la dégradation du GSH extracellulaire, et donc intervient
dans son recyclage en permettant a la glutamylcystéine de pénétrer a nouveau, et servir de
substrat a de nouvelles syntheses de GSH. GCL = y-glutamylcystéine ligase.
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IL. 2. 1- La y-glutamylcystéine ligase (GCL)

La GCL (E.C. 6.3.2.2) est aussi appelée y-glutamylcystéine synthétase (GCS). Cette
enzyme intervient dans la premiere étape de la biosynthese du GSH intracellulaire, elle
catalyse la synthese de y-glutamylcystéine a partir de cystéine et de glutamate ; apres la
biodisponibilité en cystéine, c’est ’autre étape limitante de cette synthese. De plus, la GCL
subit un rétrocontrole négatif par le GSH (Hamilton ef al., 2003).

La GCL est composée de deux sous-unités : la grande sous unité de 73 kDa possede
I’activité catalytique et le site du rétrocontrole par le GSH; la petite sous unité de 28 kDa

pourrait réguler I’activité cinétique de ’enzyme (Huang CS et al., 1993).

IL. 2. 2- La y-glutamyltransférase (GGT)

La GGT (E.C. 2.3.2.2) catalyse le clivage de la liaison glutamyl-cystéine du GSH ;
c’est une enzyme membranaire dont le site actif est dirigé vers le milieu extracellulaire. Au
cours de cette réaction, la cystéinylglycine est produite ; celle-ci est ensuite clivée par des
dipeptidases en acides aminés, lesquels peuvent pénétrer dans les cellules et servir a la
synthese de novo de GSH (Ishikawa and Ali-Osman, 1993). La disponibilité en cystéine

constitue une des étapes limitantes de la synthese de GSH.

La GGT est constituée de deux sous-unités ; la séquence amino terminale de la grande
sous-unité contient un domaine hydrophobe qui permet 1’ancrage de ’enzyme dans la
membrane ; le reste de la sous-unité est fortement glycosylé et est associé a la petite sous-
unité (Joyce-Brady et al., 2001). Cette derniere contient le site de fixation de la partie y-
glutamyl du substrat naturel, le GSH, et améliore 1’activité catalytique de I’enzyme.

Le GSH extracellulaire n’entrerait dans le milieu intracellulaire qu’apres
métabolisation par la GGT. Le GSH serait ainsi métabolisé€ par cette enzyme pour produire un
résidu d’acide glutamique et un dipeptide, la cystéinyl-glycine. Ces derniers composés, une
fois transportés a 1’intérieur de la cellule, pourraient servir a la synthese intracellulaire de

GSH (Meister and Anderson, 1983).
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IL. 2. 3- Les glutathion S-transférases (GST)

La réactivité du groupe nucléophile thiol du GSH est une voie importante du
métabolisme de nombreux xénobiotiques lipophiles et de composés endogenes possédant un
centre électrophile. La conjugaison peut, suivant la nature du substrat électrophile, étre ou non

enzymatique avant leur élimination par la pompe GS-X (Ishikawa, 1992).

Les GST sont une grande famille d’isoenzymes, qui font partie de la classe II des
enzymes de détoxication. En effet, elles catalysent la conjugaison du GSH aux composés
électrophiles cytotoxiques. Les GST séquestrent également des toxines par une liaison de
forte affinité et sont parmi les principaux cyto-protecteurs contre divers composés toxiques et
certains médicaments. Les composés ainsi conjugués au GSH sont souvent moins toxiques,
plus hydrosolubles et peuvent ensuite tre expulsés plus facilement de la cellule (Salinas and

Wong, 1999).

Les GST sont ubiquitaires puisqu’on les trouve chez les vertébrés, les plantes, les
champignons, les bactéries, les insectes et les parasites (Gate and Tew, 2001). Dans ces
organismes, elles sont impliquées dans un grand nombre de phénomenes de résistance
incluant les agents anticancéreux (McLellan and Wolf, 1999), les insecticides (Ranson et al.,
1997), les herbicides (Dixon et al., 1998) et les antibiotiques microbiens (Arca et al., 1990) de

part leur propriété de conjugaison.

La superfamille des GST comporte un large éventail d’enzymes qui est subdivisé en
un nombre toujours croissant de classes en fonction de divers criteres incluant : les propriétés
cinétiques, structurales et de substrat, la séquence et I’immunologie en relation avec la

spécificité d’expression dans un tissu (Sheehan et al., 2001).
Chez I’homme cette superfamille est composée de sept classes d’enzymes cytosoliques

solubles appelées :a, u, @, 6, w, 0, T, ou respectivement : A, M, P, T, O, S, Z, une classe

mitochondriale (k) ou GSTK et une classe d’enzymes microsomales MGST (Tableau 2).
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Tableau 2 : La superfamille des GSTs humaines.

ND : non déterminé

Classe Gene | Chromosome Références
Al
(Board and Webb, 1987 ; Guthenberg et al., 1986 ;
A2 Hubatsch et al., 1998 ; Liu ef al., 1998 ; Rhoads et
Alpha 6p
A3 al., 1987 ; Sayed et al., 2002 ; Singh SV et al.,
2004)
A4
M1
M2 )
(Campbell et al., 1990 ; Gough et al., 1994 ; Inskip
Mu M3 Ip et al., 1995 ; Kearns et al., 2003 ; Terrier et al.,
1990 ; Tew, 1994 ; Xu et al., 1998)
M4
M5
T1 (Broo et al., 2002 ; Hallier et al., 1993 ; Juronen et
Theta 22q al., 1996 ; Landi, 2000 ; Pemble S et al., 1994 ;
T2 Rebbeck, 1997 : Schroder KR et al., 1992)
(Commandeur ef al., 1995 ; Duvoix et al., 2003 ;
Pi P1 11q
Terrier et al., 1990)
(Blackburn ef al., 1998 ; Board et al., 1997 ; Ricci
Zeta 14q
et al., 2004)
Sigma 4q (Jowsey et al., 2001)
Omega 01 10q (Board et al., 2000 ; Li YJ et al., 2003)
Kappa ND (Morel et al., 2004 ; Pemble SE er al., 1996)

20




Etude bibliographique

Chaque classe est le produit d'un gene différent localisé sur un chromosome différent
mais chacune serait issue d’un gene ancestral unique (Hayes and Pulford, 1995 ; Mannervik e?
al., 1992 ; Sheehan et al., 2001 ; Strange et al., 2001). Les GST microsomales sont des
trimeres membranaires contrairement a toutes les autres classes qui sont des dimeres

cytoplasmiques (Zhang J and Lou, 2003).

L’homologie entre les différentes classes n’excede pas 30 % et se retrouve
principalement dans la partie hydrophile NH, terminale aussi appelée « G-site » ou domaine |
(site de liaison au GSH). La région C terminale qui est hydrophobe et non spécifique est plus
variable et est appelée « H-site » ou domaine II, elle a un role dans la liaison au substrat
(Snyder and Maddison, 1997). Cette partie confere également, a I’isoforme de GST, sa
spécificité de substrat (Armstrong, 1997 ; Dirr ef al., 1994). La tyrosine localisée dans le « G-
site » est considérée comme cruciale dans les fonctions de I’enzyme et serait capable d’agir

comme un accepteur de protons relargués par le GSH (Atkins et al., 1993).

De nombreuses études ont démontré une expression des différentes formes de GST qui
est spécifique du tissu et du stade de développement considéré (Hayes and Mantle, 1986). Par
exemple, la GSTA est principalement exprimée dans le foie, la rate et les testicules et les taux
d’expression sont similaires dans les tissus foetaux et adultes. En revanche, 1’isoforme GSTM
a été isolée de plusieurs tissus extra-hépathiques comprenant le cerveau, le coeur, le poumon
et I’aorte. La GSTP, a I’origine isolée du placenta, est exprimée dans le foie feetal mais est
absente du foie adulte. Cette isoforme est exprimée en grande quantité dans les érythrocytes et

dans le poumon.
Le polymorphisme dans cette famille a été décrit pour beaucoup de genes, mais a

I’heure actuelle, les données concernes principalement un polyallélisme dans les familles u, T,

0 (Hayes and Strange, 2000 ; Rebbeck, 1997).
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III- LA GLUTATHION S-TRANSFERASE P1-1 (GSTP1-1) : ROLE, REGULATION
ET CANCER

II1. 1- Généralités

La glutathion S-transférase P1-1 (E.C. 2.5.1.18) est une protéine dimérique (homo- ou
hétérodimérique) avec des sous-unités de 23 a 28 kDa ; produit du gene GSTP, elle est
exprimée comme la GST majoritaire dans le poumon, le sein, le gros intestin ou la vessie
(Commandeur et al., 1995).

Elle existe sous forme de trois variants A, B, C exprimés dans la plupart des tissus
mais pas dans le foie adulte. Elle présente des polymorphismes de la région codante au niveau
des codons 105 et 114, qui lui conferent des activités catalytiques différentes (Stanulla et al.,
2000).

La GSTPI-1 a une forte affinité et spécificité pour 1’acide éthacrynique, ce substrat

peut ainsi servir en tant qu’inhibiteur de la GSTP1-1.

II1. 2- GSTP1-1 et cancer

Jusqu’a présent, la littérature ne permet pas d’établir si une surexpression de la
GSTP1-1 est la cause ou la conséquence du processus de cancérisation, toutefois des données
permettent d’envisager son implication dans la cancérogenese et dans la résistance aux

anticancéreux.

III. 2. 1- Role dans la cancérogenese et les tumeurs

De nombreux travaux associent la GSTP1-1 au développement tumoral. En effet, une
augmentation de 1’expression de cette enzyme de détoxication a pu étre observée chez les
patients par rapport a des personnes saines dans un large éventail de cancers (Tableau 3).

Cela a été également démontré pour des leucémies aigués lymphoblastiques (LAL)
dans lesquelles elle est associée a la rechute dans plus de la moitié des cas (Sauerbrey et al.,
1994), des leucémies lymphoides chroniques (LLC) (Schisselbauer et al., 1990) et des

leucémies aigués non lymphoblastiques dans lesquelles I’expression de la GSTPI1-1 est en
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corrélation avec la réponse a la premiere induction thérapeutique, a la durée de la premiere
rémission et a la survie a long terme (Tidefelt et al., 1992). Dans les lymphomes a cellules B,
une augmentation de la GSTP1-1 est liée a un mauvais pronostic (Ribrag et al., 2003).

Une approche par micropuce, comparant le profil d’expression des genes de patients
sains ou atteints d’une leucémie aigué myéloblastique (LAM) et d’une lignée cellulaire LAM,

montre une surexpression du gene codant pour la GSTP1-1 (Court ef al., 2004).

Tableau 3 : Exemples de cancers associés a une expression de GSTP1-1 élevée.

Type de cancer Références

Colon (Kanbagli et al., 2000 ; Miyanishi et al., 2001 ; Nakajima et al., 2003)
Estomac / Intestin (Mohammadzadeh et al., 2003 ; Monden et al., 1997)
Oesophage (Mohammadzadeh et al., 2003)

Ovaire (Green et al., 1993 ; Inoue T er al., 1995)
Pancréas (Trachte et al., 2002)

Peau (Henderson et al., 1998)

Poumon (Boss et al., 2001 ; Howie et al., 1990 )
Prostate (Cookson et al., 1997)

Sein (Gudmundsdottir et al., 2001 ; Huang J et al., 2004)
Testicule (Klys et al., 1992)

Téte et cou (Kelders et al., 2002 ; Nishimura et al., 1996)
Tissu myéloide (Petrini et al., 1995)

D'autres auteurs ont suggéré une relation potentielle entre 1’expression de la GSTP1-1
et I’agressivité de certains sarcomes des tissus mous (Toffoli et al., 1992), ou encore un lien
entre I’expression de la GSTP1-1 et la rechute apres un traitement par chimiothérapie (Huang
J et al., 2003). Le plasma de patients atteints de cancer de la vessie contient des taux plus
élevés de GSTA1-1 et de GSTP1-1 que ceux retrouvés chez les sujets sains, alors que les
patients atteints de cancers rénaux présentent seulement une augmentation de GSTP1-1.
Certaines équipes suggerent que des taux élevés de GSTPI1-1 pourraient €tre corrélés a un

mauvais pronostic dans le cas de cancer du sein sans atteinte ganglionnaire (Gilbert L et al.,

1993).
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Koomagi et al. ont montré que la surexpression de la GSTPI1-1 peut étre la
conséquence des conditions d’hypoxie provoquées par une vascularisation insuffisante des

tumeurs (Koomagi et al., 1995).

Le polymorphisme de la GSTPI-1 est également important pour le pronostic de la
survie. En effet, Stanulla ef al. ont montré que les enfants atteint de LAL et homozygotes pour
la forme polymorphe Val, s ont un risque plus faible de présenter une rechute de leur maladie
que ceux présentant les autres polymorphismes du gene GSTP1 (Stanulla ez al., 2000). De la
méme maniere, les patients avec un génotype homozygote présentent une survie plus
importante dans le cas d’un cancer du colon traité par chimiothérapie (Stoehlmacher et al.,

2002).

L’ensemble de ces observations semble impliquer les GST dans la cancérogenese.
Néanmoins, certaines études ont montré que 1’expression de la GSTP1-1 pouvait, au contraire,
étre diminuée dans certains types de cancer. C’est notamment le cas pour les cancers de
I’cesophage et plus particulierement de la maladie de Barrett ou 1’apparition et la progression
de la maladie pourrait etre imputée a la perte d’expression de cette enzyme et cet événement

précoce pourrait servir de marqueur (Brabender et al., 2002).

I11. 2. 2- Role dans la résistance aux anticancéreux

La GSTP1-1 semble étre impliquée dans la cancérogenese, mais les GST jouent
surtout un role important dans ’acquisition de la résistance cellulaire aux anticancéreux.
Morrow et al. ont montré que 1’augmentation de 1’expression de la GSTP1-1 dans des cellules
dérivées d’un carcinome de sein (MCF-7) est liée a une résistance a I’acide éthacrynique

(Morrow et al., 1998).

La doxorubicine (dox), est tres utilisée pour traiter des pathologies hématologiques
malignes ou des tumeurs solides, malgré sa grande cardiotoxicité. L activité antitumorale des
anthracyclines n’est pas entierement élucidée ; elles présentent une forte affinité pour I’ADN
et s’intercalent entre les bases, tandis que leur radical sucre interagit avec les désoxyribose-

phosphates de I’ADN (Manfait ez al., 1982).
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Les anthracyclines sont réduites en radicaux semi-quinones par la cytochrome P450
réductase et les radicaux libres ainsi formés réagissent avec I’oxygene pour former des anions
superoxydes O, qui sont a 1’origine d’un stress oxydant (Zhou et al., 2001b). Ce mécanisme
est I’une des hypotheses qui expliquent la cardiotoxicité des anthracyclines, en entrainant la
peroxydation des lipides. Mais la génération d’especes réactives de 1’oxygene et la
peroxydation lipidique ne sont pas les seules explications. Les dommages cardiaques peuvent
également etre engendrés par un dysfonctionnement des mitochondries (Zhou et al., 2001a)
ou une modulation de la transcription des genes (Minotti et al., 2004). Il a également été
montré que les anthracylines sont capables d’induire 1’apoptose des cellules cardiaques (Arola
et al., 2000 ; Kang et al., 2000) et ce mécanisme passerait par la diminution du facteur

GATA-4 impliqué dans le développement cardiaque (Kim et al., 2003).

Mais I’efficacité de la dox est limitée par les résistances qui sont présentes des le début
du traitement ou qui apparaissent au cours de 1’administration (Harbottle et al., 2001).
L’efflux tres rapide de la molécule hors des cellules est un des mécanismes évoqués pour
expliquer cette résistance, mais la rétention de la dox n’est pas toujours corrélée a sa
cytotoxicité, ce qui suggere que les mécanismes sont multiples. En effet, il a ét€ montré que la
GSTP1-1 qui s’accumule dans le noyau des cellules résistantes a la dox aurait pour fonction
de protéger les dommages a I’ADN engendrés par cet agent (Goto et al., 2001 ; Goto et al.,
2002).

En outre, le glutathion et les enzymes de son métabolisme pourraient &tre impliqués
dans la résistance aux anthracyclines en protégeant les cellules contre les radicaux libres
produits lors du métabolisme. Ainsi des taux élevés de GSH intracellulaire ont été rapportés a
une résistance intrinseque aux anthracyclines, tandis que les variations d’activité des enzymes
de son métabolisme ont été associées a la résistance acquise (Harbottle ez al., 2001 ; Lutzky et
al., 1989). Masanek et al. ont montré que des lignées cellulaires présentant des résistances a la
dox ou au taxol ont une activité GSTP1-1 augmentée (Masanek et al., 1997), alors que
Puchalski ef al. découvrent une résistance a la dox dans des cellules COS transfectées par un
gene de GSTP1-1 (Puchalski and Fahl, 1990). Par ailleurs les cellules MCF-7 développent
une résistance a 1’acide éthacrynique, au benzopyrene et a la dox quand elles sont transfectées
avec la GSTP1-1(Moscow et al., 1989).

Une étude réalisée sur plusieurs lignées humaines de cancer du colon, a montré que la

résistance a la dox pourrait etre liée a une augmentation de 1’activité catalytique des GST

25



Etude bibliographique

(Beaumont et al., 1998). En effet, Nakajima et al. ont montré que dans la lignée HuCCT1 de
carcinome du colon, la GSTP1-1 est impliquée dans la résistance aux médicaments
anticancéreux et que 1’utilisation d’un oligonucléotide antisens diminue I’expression de la
GSTPI1-1 et augmente la sensibilité des cellules a la dox (Nakajima et al., 2003). Ils ont
également montré que le traitement des cellules avec un inhibiteur de GSTP1-1, le C16C2,
permet d’augmenter les activités antitumorales de la dox et du cyclophosphamide. De la
méme maniere, des cellules K562 résistantes a la dox et traitées au verapamil ou au
droloxifene, présentent une expression de GSTP1-1 diminuée et deviennent plus sensibles a
un traitement par la dox (LiJ et al., 2001).

De plus, la transfection de plasmides portant le gene de la GSTP1-1 dans des cellules
murines apporte une augmentation de la résistance au cisplatine et carboplatine (Puchalski
and Fahl, 1990). Dans des lignées de cellules tumorales de singe ou de hamster cette
surexpression a entrainé une résistance envers divers agents alkylants, dont la dox (Miyazaki
et al., 1990).

Une étude montre que chez des patientes atteintes d’un cancer du sein et traitées avec
des anticancéreux (5-fluorouracile, dox et mitomycine), les cellules malignes de patientes qui
sont positivement immunoréactives pour la GSTP1-1 sont plus résistantes aux médicaments et
a ’apoptose et proliferent plus que les cellules des patientes qui sont négatives pour cette

réaction (Su et al., 2003).

Néanmoins, dans les mécanismes de résistances aux anticancéreux, la GSTP1-1
intervient souvent associée a d’autres moyens de résistance. Volm et al. ont observé qu’une
surexpression de la GSTP1-1 dans des tumeurs pulmonaires, associée a celle de la
glycoprotéine gp170 (codée par le gene multi-drug-resistance, mdrl), entraine une résistance
a la dox (Volm et al., 1992). Cette résistance acquise a la dox est également accompagnée
d’une augmentation des mécanismes d’efflux (Harbottle ez al., 2001). En outre, la protéine
d’efflux MRP2 (multidrug-resistance protein 2) est requise pour augmenter I’élimination du
conjugué formé par la GSTP1-1 dans des cellules HepG2 pour se protéger de la cytotoxicité

induite par le 4-nitroquinoline 1-oxyde (Morrow et al., 2000).

La GSTPI1-1 semble donc tres importante dans le mécanisme conduisant a une
résistance. Par contre, les mécanismes par lesquels les GST pourraient intervenir dans la

résistance aux anticancéreux font 1’objet de controverses. Le principal mécanisme suggéré est

26



Etude bibliographique

celui de la conjugaison des xénobiotiques au GSH. D’autres possibilités sont évoquées,
comme la liaison des médicaments et leur efflux hors des cellules (Stanulla et al., 2000). De
plus, la GSTPI-1 rendrait les cellules résistantes a 1’apoptose en inhibant la voie de
signalisation des mitogen-activated protein (MAP) kinases qui contrdlent la survie et la mort
cellulaire. La GSTP1-1 pourrait réguler cette voie par une interaction protéine-protéine. La
GSTPI-1 a également été décrite comme un inhibiteur de la c-Jun N-terminal kinase (JNK)
dans des conditions normales (Adler ef al., 1999 ; Yin et al., 2000). En revanche, cette
suppression de I’activité JNK est levée dans des conditions de stress oxydant (Adler et al.,
1999 ; Yin et al., 2000).

Une surexpression de la GSTP1-1 consécutive a la pathologie cancéreuse et / ou a une
chimiothérapie peut altérer la régulation de la voie MAP kinase et entrainer la résistance a
I’apoptose. Cette régulation peut expliquer la résistance observée avec de nombreux
anticancéreux, corrélée a une augmentation de la GSTP1-1 et cela, méme avec des agents qui
ne sont pas des substrats pour cette enzyme.

Un autre sujet de discussion est la part relative des différentes isoenzymes dans ces
mécanismes. Ainsi, chez des patients atteints de leucémie lymphoide chronique et qui
présentent une résistance aux dérivés de nitroso-urée ou au chlorambucil, ’activité GST est
plus élevée que chez les patients ayant la méme type de leucémie sans traitement (Tew, 1994 ;
Zhang Y et al., 2002).

Enfin, plusieurs travaux ont montré que dans des conditions de stress oxydant,
I’expression des genes codant pour des enzymes a activité antioxydante, telles que les GST,

était augmentée (Bergelson et al., 1994 ; Huang J et al., 2004 ; Owuor and Kong, 2002).

L’ensemble de ces résultats laisse supposer que la GSTP1-1 joue un role tres
important dans la cancérogenese et dans la résistance aux anticancéreux, plus particulierement
dans le cas des leucémies humaines. Il semble donc particulierement intéressant d’étudier les

mécanismes de régulation de 1’expression de cette enzyme.

I11. 3- Etude du mécanisme de régulation transcriptionnelle

Du fait de son association aux processus tumoraux, a l'apparition de chimiorésistances
et a ses propriétés antioxydantes, de nombreuses équipes tentent de comprendre les

mécanismes de la régulation de I’expression transcriptionnelle de la GSTP1-1.
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III. 3. 1- Mécanisme de régulation de I’expression d’un gene

La régulation de I’expression d’un gene peut se faire a plusieurs niveaux. Parmi ceux
ci, il existe celui qui fait intervenir les éléments régulateurs cis et trans. En effet, il existe des
séquences d’ADN, composées de quelques nucléotides, dispersées tout au long de la région 5’
et 3’ du gene. Ces régions portent le nom d’éléments « cis-régulateur » et constituent les
séquences distales du promoteur ; mais ces régions peuvent se trouver également en aval du
promoteur.

Certaines protéines, les facteurs de transcription, viennent se fixer a ces séquences
d’ADN. Il s’agit généralement de protéines qui peuvent contenir des métaux comme le zinc
par exemple. Lorsque le complexe « cis-trans » est formé, il y a une brusque modification du
taux de transcription du gene, c’est-a-dire une modification du nombre d’ARN messagers

synthétisés. Ces régulations du taux de transcription peuvent étre positives ou négatives.

I1I. 3. 2- Etude du promoteur de la GSTP1-1

Chez I'homme, en 1989, I’équipe de Morrow et al. a étudié la structure du gene de la
GSTPI-1. IIs ont montré que le gene comporte 7 exons et 6 introns qui s’étendent sur 2,8 kb
(Morrow et al., 1989). En ce qui concerne le promoteur, ils ont trouvé plusieurs é€léments
potentiellement régulateurs :

» une TATA box située 29 pb en amont du point de départ de la transcription
» deux séquences Spl
» une séquence TRE (TPA responsive element). TRE est un site de liaison pour AP-1

» des répétitions du motifs ATAAA en 5’ du promoteur basal.

Morrow et al. exposent que la séquence située entre -80 et -8, contenant les sites Spl
et AP-1, est absolument nécessaire a la transcription de ce gene (Morrow et al., 1989). De
plus la région située entre -73 et +8 semble etre indispensable a sa répression par I’acide
rétinoique (Xia et al., 1996). En fait le site TRE, capable de fixer AP-1, est essentiel a
I’activité promotrice (Moffat et al., 1994). Le site Spl proximal est lui aussi essentiel, alors

que le site distal n’est pas nécessaire a la transcription (Jhaveri and Morrow, 1998).
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Le promoteur de la GSTPI1-1 a été décrit comme contenant de multiples copies du site
ARE (Antioxidant Response Element) sans que des inducteurs typiques d’ARE puissent
induire I’expression de la GSTPI1-1 dans les kératinocytes HaCat (Zhang Y et al., 2002). De
meme, le site NF-kB like a été décrit comme un élément potentiellement supresseur de I’ARE
sans que cela puisse eétre confirmé dans ces cellules (Moffat et al., 1996a ; Xia et al., 1996).
Par définition, un ARE, est un site répondant a un traitement aux antioxydants et aux

xénobiotiques tels que le TPA, la 3-naphthoflavone ou le fert-Butylhydroquinone (tBHQ).

Par contre la séquence de I’ARE n’est pas parfaitement définie, puisque plusieurs
groupes ont donné une séquence correspondant a I’ARE avec des caractéristiques différentes.
Certains décrivent I’ARE comme une séquence non consensus mais contenant une séquence
principale (Wang and Williamson, 1994), avec des bases flanquantes conservées qui sont
nécessaires (Wasserman and Fahl, 1997). Pour d’autres, I’ARE est constitué de plusieurs TRE
(élément de réponse au TPA) ou de TRE-like en répétitions inverses ou directes
(Dhakshinamoorthy and Jaiswal, 2000 ; Xie ef al., 1995). Enfin, certains considerent que
I’ ARE est une séquence TRE-like (Huang HC et al., 2000 ; Yu R et al., 2000).

Un TRE est un site répondant au promoteur de tumeur TPA (2-O-
Tetradecanoylphorbol 13-acetate). Ce site correspond a une séquence consensus :
TGAG/CTCA, fixant les facteurs de transcription de la famille AP-1.

Chez les levures, un site similaire a été découvert, c'est le site YRE. Il a une séquence
consensus (TT/GAC/GTAA) reconnue par le facteur YAP-1p, découvert par sa capacité a se
fixer sur un TRE humain. La séquence constituant le site forme le plus souvent 2 demi sites
palindromiques permettant ainsi au facteur de transcription de se fixer sur les 2 brins. La
fixation du facteur YAP-1p sur le TRE est due a la ressemblance des 2 sites (Nguyen et al.,
2000).

La séquence ATAAA répétée entre 19 et 24 fois est située entre -410 et -507 du
promoteur du gene de la GSTPI-1. Le polymorphisme de cette séquence n’entre pas en jeu
dans I’incidence des cancers de la prostate (Platz et al., 2002) bien qu’elle puisse empécher la
méthylation (Millar et al., 2000). En effet, les cellules normales de prostate présentent un
promoteur du gene de la GSTP1-1 hyperméthylé en amont de cette s€équence alors qu’il est

hypométhylé en aval de la séquence. Lors de leur transformation, les cellules prostatiques
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perdent leur capacité a exprimer la GSTP1-1 et le promoteur du gene codant pour cette

enzyme est entierement hyperméthylé.

Des travaux réalisés dans notre laboratoire, ont montré que la méthylation des sites
CpG du promoteur basal du gene GSTP1 est un mécanisme essentiel pour le controle de
'expression de ce gene dans les cellules leucémiques humaines (Borde-Chiché et al., 2001b).
Borde-Chiché et al., ont également montré que le site du facteur AP-1 est crucial pour
l'induction du gene de GSTP1-1 par le TPA. Ils ont identifi€ par supershift les composants du
complexe induit comme étant les facteurs c-jun, fra-1 et la sous-unité p45 de NF-E2 (Borde-
Chiché et al., 2001a).

D'autres travaux réalisés récemment dans notre laboratoire, ont permis de montrer
I’existence d’un site NF-kB situé entre -323 et -314 dans la séquence promotrice de la
GSTP1-1 grace au logiciel TFSearch qui compare la séquence du promoteur de la GSTP avec
différents sites de fixation de facteurs de transcription connus (Morceau et al., 2004). En effet,
ces travaux ont montré que la séquence NF-kB peut lier, dans les cellules K562, les dimeres
pS0/p65 et p65/p65 et que ce site est impliqué dans la régulation du gene de GSTP1-1 par le

TNF (tumor necrosis factor) a.
Les facteurs de transcription jouent un rdle tres important dans la régulation de
I’expression des genes et pour une compréhension complete, I’étude de chacun de ces sites est

essentielle.

III. 3. 3- Les facteurs de transcription impliqués dans la régulation de

I’expression de la GSTP1-1

Les sites de liaisons des principaux facteurs connus pour étre impliqués dans la

régulation du promoteur du gene de la GSTP1-1 sont représentés dans la Figure 3.
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Figure 3 : Le promoteur de la GSTP1-1.

A : Détail des éléments régulateurs du promoteur de la GSTPI1-1, accompagnés de leur
position respective. B : Séquence de la région -1224 a +96. La tata-box est en gras (-31/-28) et
en italique et le site d’initiation de la transcription est en position +1. Les autres sites sont
surlignés : 2 sites Sp1 en et -, AP-1 en -69/-63 et NF-xB
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III. 3. 3. 1- Le facteur de transcription AP-1

Les facteurs de transcription AP-1 sont des protéines régulatrices a motif bZIP (basic
region leucine zipper) (Figure 4) qui se fixent sous forme d’homo- ou hétérodimeres
(Tableau 4). Ces dimeres sont composés de facteurs de la famille Jun, de facteurs de la
famille Fos et dans certains cas de facteurs activant la transcription ATF (activating
transcription factor) / CREB ou d’autres protéines a bZIP (protéines Maf) (Motohashi et al.,
2002).

Tableau 4 : Les différents membres des familles qui constituent les facteurs capables de

se fixer sur un site AP-1.

Famille Membres
ATF/CREB ATF1, ATF2, ATF3, ATF4, B-ATF, CREB1, CREB2
Fos c-Fos, v-Fos, Fos B, Fral, Fra2
Jun c-Jun, v-jun, JunB and JunD

v-Maf, c-Maf, 1-Maf, s-Maf, MafA, MafB, MafG, MafF, MafK,
NF-E2, NRF1, NRF2, NRF3,

Maf

Les facteurs AP-1 se fixent sur des séquences appelés TRE (élément de réponse au
TPA). La séquence consensus de fixation est 5° -TGA(C/G)TCA- 3’°, qui présente des
homologies avec la séquence consensus de type ARE (Elément de Réponse aux Antioxydants,
5’-TGACNNNGC-3’). La séquence située entre -69 et -61 dans le promoteur de la GSTP1-1

est parfaitement consensus.

AP-1 a été initialement décrit comme un facteur de transcription qui permettait
I’expression de genes en réponse a la stimulation cellulaire par le TPA; on sait maintenant que
la liaison de AP-1 est induite par un grand nombre de stimuli comme les facteurs de
croissance, les cytokines, les neurotransmetteurs, le peroxyde d’hydrogene, les UV ou le
stress cellulaire (Whitmarsh and Davis, 1996). Les complexes AP-1 peuvent agir comme des
régulateurs positifs ou négatifs de la transcription en se liant a leurs séquences cibles sur

I’ADN ou par des interactions protéines/protéines (Liebermann et al., 1998).
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bZIP LT

Inf1

Figure 4 : Structure de différents domaines de liaison a I' ADN.
bZIP: domaine a motif leucine zipper. Les leucines sont représentées par des boules jaunes.

Znfl: domaine a doigts de zinc de type 1 (3 doigts sont représentés). Znf2: domaine a deux
doigts de zinc de type 2 des récepteurs hormonaux nucléaires (un dimere est représenté).
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III. 3. 3. 2- Le facteur de transcription Spl

Le facteur Spl est un facteur de transcription ubiquitaire qui a d’abord été isolé dans
les cellules HeLa et qui possede une structure en triple doigt de zinc (Figure 4). Ce facteur se
lie a une ou plusieurs boites GC 5’-GGGGCGGG-3’ ou a un motif constitué de 9 pb: 5°-
(G/A)(G/A)GGC(G/T)(G/A)(G/A)(G/T)-3’, ou chaque doigt reconnait un triplet (Kadonaga et
al., 1987 ; Kadonaga and Tjian, 1986). Ces motifs sont présents dans le promoteur de
nombreux genes pres du site d’initiation de la transcription. Mais Sp1 n’est pas le seul facteur
qui se lie a ces €éléments; les autres membres de cette famille contiennent également un

domaine de liaison a I’ADN tres conservé (Kaczynski et al., 2003).

Dans le promoteur de la GSTPI-1, on trouve deux sites Spl avec pour séquences
nucléotidiques : 5' -GGGGCGGAG- 3' de -47 a -39 (pour le site distal) et 5' -GGGGCGGGA-
3" de -57 a -49 (pour le site proximal). Spl est activé par la protéine kinase A (PKA) et donc
par la voie de I’AMPc (Rohlff et al., 1997).

Sa fixation sur son site peut avoir des effets activateurs ou inhibiteurs de la
transcription et dans le cas de la GSTP1 on observe un effet plutdot activateur. En effet,
(Moffat et al., 1996b) ont montré qu’un seul des deux sites Sp1 (le site distal) était utilisé et
que celui-ci était absolument nécessaire pour une transcription basale optimale. Des études
récentes ont montré que beaucoup d'autres facteurs de transcription peuvent se lier sur ce site
Spl, riche en GC et que ces protéines peuvent entrer en compétition avec Spl pour cette
région promotrice pour activer ou réprimer l'activité.

Son activité transcriptionnelle est tres perturbée par le stress oxydant. En effet, le

stress oxydant inhibe la liaison de ce facteur a son site et le traitement au peroxyde

d’hydrogene inhibe sa liaison a I’ADN (Ammendola et al., 1994).

III. 3. 3. 3- Le facteur de transcription NF-xB

Le facteur NF-xB est un membre de la famille des protéines activatrices de la famille
Rel et est notamment activé par le stress oxydant. Ce facteur comporte un domaine central
appelé " Rel Homology Domain ". Cette région est impliquée dans la fixation a I'ADN, dans

l'interaction avec son inhibiteur IkB et dans la dimérisation. Il est responsable de I’activation
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des genes impliqués dans les processus de défense des cellules, dans la réponse immunitaire et
inflammatoire, dans I’expression des cytokines et de leurs récepteurs, dans I’expression des

molécules d’adhésion, dans la croissance cellulaire et dans 'apoptose (Haefner, 2002).

NF-kB est un dimere qui, chez les mammiferes, est composé des protéines pS0 (ou
NFKB1), p52, p65 (ou RelA), Rel B et c-Rel. NF-kB est 1ié¢ a un inhibiteur, tel que IxB (o, 3
ou y) ou Bcl-3, lorsqu’il est dans un état non-activé dans le cytoplasme. Son activation
nécessite la phosphorylation de 1’inhibiteur par IKK (IkB kinase), qui se libere et est dégradé
par le protéasome, permettant alors a NF-kB d'etre activé et d’etre transloqué dans le noyau

pour aller se fixer a ses séquences d’ADN cibles. La séquence consensus de reconnaissance
est composée d’un motif de 12 bases: : 5’-GGG(A/G)(C/A/T)CT(C/T)(C/T)CCC-3’
(Yamamoto Y and Gaynor, 2004).

5’-GGGAATTTCC-3’ est la séquence correspondante a NF-kB-like, retrouvée dans le
promoteur de la GSTP1-1 de -98 a -89. Il a été montré que ce site fonctionne comme un
répresseur dans le promoteur de la GSTP1-1 dans des cellules de tumeur mammaire humaine
(MCF-7) (Moffat et al., 1996a). De plus, le site NF-kB-like est a 20 pb du site AP-1 ce qui

pourrait permettre des interactions entre les protéines se fixant sur chacun des sites.
Notre équipe a par ailleurs mis en évidence une autre séquence de type NF-kB située

entre -323 et -314 et a montré que ce site intervient dans la régulation de 1’expression du gene

de GSTP1-1 (Morceau et al., 2004).
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IV- LA DIFFERENCIATION EN TANT QUE THERAPIE : « LA THERAPIE
DIFFERENCIANTE »

La protéine GSTP1-1 est impliquée dans la cancérogenese et dans les mécanismes de
résistance aux anticancéreux pendant un traitement par chimiothérapie. De plus, cette
isoforme est la GST majoritairement exprimée dans les érythrocytes (Guthenberg and
Mannervik, 1981). Il parait donc important de bien connaitre les mécanismes de régulation de
son expression dans ce type de cellule et dans les autres lignées sanguines dans le cas des

leucémies afin de potentialiser I’efficacité des traitements par des anticancéreux.

IV. 1- Hématopoiese et différenciation

IV. 1. 1- Différenciation, cellules souches et cancer

La différenciation repose sur des processus d'activation / inactivation de genes via des
cascades complexes de régulation. On ne peut pas considérer une cellule en différenciation
individuellement. En effet, son "profil d'expression" dépend de son environnement :
interactions cellule-cellule, cellule-matrice. Ce sont ces signaux extra-cellulaires qui vont
déclencher les signaux de régulation internes. La différenciation cellulaire est régulée au
niveau de la transcription a l'aide de facteurs de transcription, au niveau de 1'épissage

alternatif chez les vertébrés, au niveau de la durée de vie des ARNm dans la cellule.

La différenciation est controlée comme les autres processus cellulaires physiologiques
par une régulation transcriptionnelle qui intervient dans 1’expression du phénotype
différencié. L’expression de ce phénotype différencié passe par le contrdle de 1’expression de
genes spécifiques des voies de différenciation tels que des facteurs de transcription
spécifiques du type cellulaire (Cantor and Orkin, 2001 ; Graf, 2002). Ces protéines vont
réguler de maniere spécifique des genes d’autres protéines qui vont permettre d’obtenir le
phénotype caractéristique du type cellulaire différencié.

De plus, un grand nombre d’autres genes, qui ne sont pas spécifiques des voies de
différenciation, vont étre régulés de maniere spécifique au cours de ces processus par des
facteurs de transcription généraux ou des facteurs de transcription spécifiques de la voie de
différenciation.
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La ligne de recherche classique en stratégie anti-cancéreuse consiste en 1’identification
d’oncogenes et de suppresseurs de tumeurs qui régulent la prolifération et la mort cellulaire. De
plus, ’aspect d’un arrét dans le processus de différenciation normal est un point important des
mécanismes de la cancérogenese (Enver and Greaves, 1998). En effet, c’est ce processus du
développement cellulaire qui explique en quoi les cellules cancéreuses different des cellules
normales en termes d’apparence, de croissance ou de comportement. Mais ce qui est moins connu
ce sont les mécanismes qui sont a 1’origine de ce blocage de la différenciation (Tenen, 2003).

Les cellules souches partagent des mécanismes de régulation et de signalisation
cellulaire avec les cellules cancéreuses laissant supposer un lien entre les deux (Sell and
Dunsford, 1989). Ainsi, plus particulierement par exemple les mutations génétiques dans des
cancers hématopoiétiques montrent comment des altérations spécifiques dans 1’expression des
genes se manifestent par I’arrét de la maturation de la lignée cellulaire a un stade spécifique

de la différenciation (Sell, 1993).

La compréhension des mécanismes qui controlent le développement normal et le
maintien de la différenciation des cellules souches peut fournir de nouvelles voies de
recherche en terme de la signalisation dans les cellules cancéreuses et, a plus long terme, de
nouvelles approches dans le traitement des cancers en induisant la différenciation, d’ou le

terme de « thérapie différenciante » (Sell and Pierce, 1994).

IV. 1. 2- Hématopoiese

L hématopoiese constitue I’ensemble des mécanismes par lequel les différentes lignées
des cellules matures du sang sont produites et régulées a partir de cellules souches
hématopoiétiques pluripotentes. Un nombre restreint de cellules souches progénitrices
peuvent donner 1’ensemble des phénotypes des cellules du sang (Sell, 2004).

Les cellules souches pluripotentes vont, dans la moelle osseuse, donner naissance aux
cellules souches multipotentes de la voie myéloide et lymphoide. Ces cellules souches vont
ensuite donner naissance aux progéniteurs des différentes lignées cellulaires des voies myéloide
(érythrocytes, plaquettes, lymphocytes, granulocytes polynucléaires et monocytes) et lymphoide
(Iymphocytes B et T) qui vont alors s’engager vers les différentes voies de différenciation pour
donner des précurseurs, qui par la suite vont aboutir aux différents types cellulaires du sang

circulant (Cantor and Orkin, 2001 ; Nakano, 2003) (Figure 5). Au cours de ces étapes
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successives qui permettent le passage de la cellule souche hématopoiétique aux cellules
matures, interviennent des mécanismes de régulation complexes de prolifération et de

différenciation, afin d’assurer la survie et la mort cellulaire (Passegue et al., 2003 ; Testa, 2004).

IV. 2- Induction de la différenciation des cellules cancéreuses

IV. 2. 1- Les leucémies

Dans les hémopathies malignes, les cellules tumorales se caractérisent le plus souvent
par un état hautement indifférencié dans lequel les fonctions de prolifération sont maintenues.

En effet, les leucémies sont provoquées par des changements génétiques ou une cellule
unique, qui produit des progéniteurs, va proliférer et s’immortaliser (Domen, 2001 ; Passegue
et al., 2003). Ainsi, les cellules leucémiques possedent la marque d’un réarrangement génique
qui est présent dans toutes les cellules transformées.

Ces éléments suggerent une origine unique de 1’ensemble des cellules tumorales a
partir d’un progéniteur. Les effets du changement génique dans la cellule qui est un
précurseur d’une population sont amplifiés par I’augmentation du nombre de cellules
malignes de différents types dans les leucémies mono / myéloide incluant un type varié de
cellules granulocytaires (polynucléaires, basophiles, neutrophiles et eosinophiles) et aussi de
monocytes, érythrocytes et plaquettes (mégacaryocytes) (Pardal ef al., 2003 ; Schmidt and
Przybylski, 2001).

IV. 2. 2- Induction de la différenciation en tant que thérapie

L’induction de la différenciation ou « thérapie différenciante » constitue une
alternative aux traitements cytotoxiques des cancers. Les cellules tumorales sont généralement
bloquées dans leur processus de différenciation suite a des dysfonctionnements moléculaires
dans des étapes importantes qui régulent I'équilibre entre prolifération et différenciation au
niveau des cellules progénitrices immatures. Ces clones malins ont toutefois conservé des
potentialités de maturation conduisant a I'expression de phénotype différencié. (Dontu et al.,
2003 ; Singh SK et al., 2003). La différenciation en tant que thérapie est d’autant plus
intéressante que les leucémies sont les cancers les plus difficiles a traiter (Bonnet and Dick,

1997 ; Reya et al., 2001).
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Figure 5 : Schéma de I’hématopoiese.

Toutes les cellules matures du sang sont produites et régulées, au cours de I’hématopoiese, a
partir de cellules souches hématopoiétiques pluripotentes. Les cellules souches pluripotentes
vont, dans la moelle osseuse, donner naissance aux cellules souches multipotentes de la voie
myéloide et lymphoide. Ces cellules souches vont ensuite donner naissance aux progéniteurs
des différentes lignées cellulaires de la voie myéloide (érythrocytes, plaquettes,
polynucléaires, et monocytes) et de la voie lymphoide (lymphocytes B et T) qui vont ensuite
s’engager dans les différentes voies de différenciation pour donner des précurseurs, qui par la

suite vont aboutir aux différents types cellulaires du sang.
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N

La thérapie différenciante vise a restaurer certaines étapes clés qui régulent
I’expression de genes liés au maintien de 1’équilibre prolifération / différenciation cellulaire.
Les cellules cancéreuses en recouvrant leurs propriétés différenciantes, perdent
progressivement leur capacités prolifératives meurent par apoptose ce qui évitent les réactions
inflammatoires observées avec I’administration des cytotoxiques. De ce fait, la différenciation
cellulaire peut étre considérée comme une approche thérapeutique visant a soigner les

maladies hématologiques (Koeffler and Golde, 1980).

De nombreuses molécules ont été étudiées pour leurs propriétés différenciantes. Parmi
ces molécules, on trouve le butyrate et ses dérivés dont le phénylbutyrate de sodium qui est
converti in vivo en phénylacétate. In vitro, le phénylacétate et le phénylbutyrate peuvent
induire la différenciation par différents mécanismes (Carducci et al., 1996). Le butyrate est un
inhibiteur des histone désacétylases qui induit la différenciation cellulaire par un maintien de
I’ouverture de la chromatine qui permet une reprogrammation de 1’expression des genes
(Marks et al., 2000). Ces effets différenciants s’accompagnent d’un arrét de la prolifération
(Xiong et al., 1993) 1ié a un blocage du cycle cellulaire en phase G1/GO di a I’induction de la
protéine du cycle cellulaire p21**"?' (Gilbert I et al., 2001), un inhibiteur des protéines
kinases cycline-dépendante (CDK pour cyclin-dependant protein kinase).

De plus, Goh et al. ont montré que le phénylbutyrate diminue 1’expression de divers
genes en relation avec le cancer. Ceux de la protéine anti apoptotique Bcl-X; , du marqueur de
progression prostatique cavéoline-1 et du facteur de croissance pro-angiogénique vascular
endothelial growthh factor (VEGF) (Goh et al., 2001). Cette équipe a également montré que
le phénylbutyrate, en combinaison avec la radiothérapie, peut induire 1’apoptose dans des

cellules cancéreuses prostatiques.

L’acide rétinoique (dérivé de la vitamine A par oxydation) sous sa conformation tout
trans (ATRA : all-trans-retinoic-acide) est le composé le mieux étudié en tant qu’agent
différenciant et utilisé en clinique avec succes dans le traitement de la leucémie aigué
promyélocytaire (Degos, 1997 ; Degos and Wang, 2001 ; Waxman, 2000) pour différencier

les cellules leucémiques en polynucléaires neutophiles matures (Hansen et al., 2000).

Enfin, un autre composé, 1’arsenic a été utilisé en clinique pour induire la
différenciation d’une leucémie aigué promyélocytaire en entrainant des rémissions (Miller

WH, Jr. et al., 2002 ; Zhu et al., 1997).
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V- LA LIGNEE K562 COMME MODELE D’ETUDE DE LA DIFFERENCIATION

Une meilleure approche de la thérapie différenciante passe par une meilleure
compréhension des mécanismes régulant la différenciation des cellules hématopoiétiques et
nécessite le choix de lignées cellulaires dont la différenciation est inductible. Parmi ces

modeles nous nous sommes intéressés a la lignée humaine K562.

V. 1- La lignée K562

La lignée K562 a été établie par Lozzio et al. en 1970 a partir du liquide pleural d’une
patiente atteinte de leucémie myéloide chronique en crise blastique (Lozzio and Lozzio,
1975). Cette lignée possede une anomalie caryotypique caractéristique : le chromosome de
Philadelphie qui résulte de la translocation réciproque entre les chromosomes 9 et 22. Au
cours de cette translocation, le protooncogene c-Abl normalement présent sur le chromosome
9 est fusionné avec le gene Bcer sur le chromosome 22 (Woessmann and Mivechi, 2001). Le
gene hybride qui résulte de cette translocation conduit a la synthese d’une protéine de fusion
Bcer-Abl a forte activité tyrosine-kinase qui serait responsable de la résistance de cette lignée a
I’apoptose (McGahon et al., 1994).

L’avantage majeur de la lignée K562, c’est son caractere multipotent. En effet, ces
cellules sont bloquées a un stade immature de différenciation, mais sont capables de s’orienter
vers I’une des trois lignées circulantes (érythroide, mégacaryocytaire ou monocytaire) en
présence d’inducteurs appropriés (Sutherland et al., 1986 ; Tsiftsoglou et al., 2003 ;
Vainchenker et al., 1981). Cette lignée cellulaire humaine coexprime donc des genes
marqueurs des voies de différenciation érythoide et mégacaryocytaire (Rowley et al., 1992)

(Figure 6).

V. 2- Les facteurs de transcription impliqués dans la différenciation

hématopoiétique

V. 2.1- EKLF

Le facteur de transcription erythroid kruppel-like factor (EKLF) est un facteur

spécifique de la voie érythroide.
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Figure 6 : La lignée cellulaire K562 est multipotente.

Les cellules K562 peuvent se différencier vers la voie érythroide ou mégacaryocytaire en
fonction de I’agent utilisé.
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Il appartient a la famille des kruppel protéines qui contiennent trois doigts de zinc
caractéristiques en position carboxy terminale, classiquement Cys-X, ,-Cys-X,,-His-X, ,-His,
et qui reconnait les boites CACCC. Le membre caractéristique et le plus connu de cette

famille est Sp1 (Turner and Crossley, 1999a).

Ces dernieres années, une nouvelle sous-famille de protéines rattachées aux kruppel
protéines est apparue pour former la famille des kruppel-like factor (Turner and Crossley,
1999b). Cette sous-famille est composée notamment de BKLF (Basic kruppel-like factor),
LKLF (Lung kruppel-like factor), GKLF (Gut-enriched kruppel-like factor), UKLF
(Ubiquitous kruippel-like factor) et de EKLF (Anderson KP et al., 1995 ; Crossley et al., 1996
; Matsumoto et al., 1998 ; Shields et al., 1996 ). De plus, Asano et al. ont montré 1’existence
d’un nouveau facteur, FKLF, capable d’induire I’expression des genes de globines feetales et
embryonnaires (Asano et al., 1999) et d’un facteur FKLF-2 capable d’induire les promoteurs
des genes spécifiques de la voie érythroide (Asano et al., 2000). Le facteur EKLF peut
interagir de maniere physiologique et fonctionnelle avec le facteur GATA-1 (Merika and
Orkin, 1995).

EKLF se lie avec une haute affinité aux motifs CACCC et CCACACCCT situés dans
la région LCR du gene codant pour la B-globine mais ces sites ne fixent pas Sp1 (Gillemans et
al., 1998). Chez la souris, des altérations génétiques du gene codant pour EKLF entrainent
une déficience importante de I’expression de (3-globine entrainant la mort de I’embryon au
moment ou la synthese de -globine adulte devrait normalement étre induite (Perkins et al.,
1995). Le facteur EKLF apparait donc comme un élément essentiel dans la régulation de

I’expression des globines pendant la différenciation érythroide (Turner and Crossley, 1999b).

V. 2.2- NF-E2

Le facteur de transcription nuclear factor-erythroid 2 (NF-E2) a été cloné a partir de
cellules érythroleucémiques murines (MEL). Ce facteur reconnait une séquence de 11 pb
comprenant le site AP-1 (souligné) et 4 bases supplémentaires (C/T)GCTGA(G/C)TCA(T/C)
(Andrews et al., 1993).

Les motifs de reconnaissance de NF-E2 sont trouvés dans les régions LCR (locus
control region) des genes o et B-globine, dans les promoteurs de la porphobilinogene

désaminase (PBGD) et de la ferrochélatase, deux enzymes appartenant a la voie de
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biosynthese de I’heme (Mignotte et al., 1989a ; Mignotte et al., 1989b ; Ney et al., 1990). Ces

données indiquent que NF-E2 est impliqué dans la synthese de ’hémoglobine.

NF-E2 est un hétérodimere composé de deux sous-unités de 45 et 18 kDa (Andrews,
1998), appartenant a la superfamille des facteurs de transcription b ZIP (basic leucine zipper)
(Ney et al., 1993). La sous-unité p18 appartient a la famille de protéines codées par les
protooncogenes MaF (MafF, MafG, MafK) (Andrews et al., 1993 ; Motohashi et al., 2002).
La sous-unité pl8 est exprimée de maniere ubiquitaire, alors que la sous-unité p45 est
spécifique des voies de I’hématopoiese (Blank and Andrews, 1997). Le domaine de liaison a
I’ADN de la sous-unité p45 est comparable a celui des protéines Cap’n’collar (cnc) qui sont
impliquées dans le développement et la différenciation des tissus de nombreux organismes.
Cette famille de protéine est également composée de p45 NF-E2, Nrfl, Nrf2, Nrf3, Bachl,
and Bach2 (Derjuga et al., 2004 ; McMahon et al., 2001).

Toki et al. ont isolé I’ADNc codant pour la MafK humaine. Le gene MafK code pour
une protéine de 156 acides aminés qui est largement exprimée, avec des taux élevés dans le
ceeur, le placenta et le foie. Ils ont aussi montré que MafK peut dimériser avec p45 mais aussi
avec NF-E2-related factor (NRF) 1 et NRF2 et que ces hétérodimeres se lient aux sites NF-
E2. Des résultats similaires ont été trouvés avec MafG (Toki et al., 1997). La protéine MaFK
lie la séquence consensus de NF-E2 en absence de la protéine p45 in vitro et inhibe la
transcription d’un gene rapporteur sous le controle de NF-E2. La sous-unité p45 introduite
seule dans ces mémes cellules transfectées, n’induit pas la transcription et ne se fixe pas a
I’ADN.

Le role du complexe NF-E2 n’est pas encore parfaitement défini. Il jouerait un role

activateur dans la régulation des genes de globine (Sawado et al., 2001).

De plus, les cellules de la lignée CB3 qui correspondent a des cellules MEL
n’exprimant pas NF-E2 de part I’insertion du virus de Friend dans le gene p45, ne synthétisent
pas de globine (Lu et al., 1994). Mais en ajoutant I’ADNc codant pour p45, les cellules CB3
restaurent I’expression des genes de globines. Toutefois, I’invalidation du gene p45 chez la
souris n’altere pas de facon significative 1’érythropoiese. Ces résultats laissent penser qu’in

vivo en absence de NF-E2, des protéines de type AP-1 prendraient le relais (Shivdasani and
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Orkin, 1995). En revanche, NF-E2 est un facteur essentiel pour la maturation des plaquettes

(Shivdasani er al., 1995).
V. 2. 3- Les facteurs de transcription de la famille GATA
Compte tenu de leur omniprésence, dans le systtme hématopoiétique, les facteurs de la
famille GATA participent a la régulation transcriptionnelle d'un grand nombre de genes

différents exprimés au niveau de plusieurs lignées sanguines.

V. 2. 3. 1- Généralités

Les membres de cette famille doivent leur appellation a la nature spécifique de leur
site de liaison a I’ADN : le motif GATA contenu dans la séquence consensus

T/A(GATA)A/G (Evans er al., 1988 ; Tsai et al., 1989).

Les facteurs GATA contiennent un ou deux domaines qui, avec une région adjacente
basique tres conservée, forment le domaine de liaison a I’ADN (Lowry and Atchley, 2000).
Ce domaine est constitué d’une séquence d'acides aminés Cys-X,-Cys-X,,-Cys-X,-Cys (Tsai
et al., 1989), dont les deux paires de résidus Cys sont liées a un atome de zinc. Cette structure
confere a la protéine une forme digitée dite en « doigt de zinc », permettant sa liaison a ' ADN
(Martin et al., 1990). Chacun des doigts est constitué de feuillets B antiparalleles et d’une
hélice a avec plus ou moins 30 acides aminés. En dehors des régions en doigts de zinc, ces
protéines présentent de petites homologies de séquences (Yamamoto M et al., 1990 ; Zon et

al., 1991).

Les facteurs GATA sont ubiquitaires puisque maintenant il en a été trouvé a travers le
regne eucaryote, des champignons aux plantes et des invertébrés aux vertébrés (Patient and
McGhee, 2002). En revanche, ces facteurs n’ont que peu évolué puisque seulement six
membres ont été identifiés chez les vertébrés, quatre chez la Drosophile et onze chez les
Nématodes (Fossett and Schulz, 2001). Les facteurs GATA jouent un role essentiel dans les
processus de développement, en guidant le devenir et le destin des cellules. Plus
particulierement, ils interviennent dans la régulation de la différenciation et le contrdle de la

prolifération cellulaire et de la mobilité.
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Concernant leur mécanisme d'action au niveau de 1'ADN, les protéines GATA
pourraient maintenir la chromatine dans un état relaché et faciliter les interactions entre les
régions cis-régulatrices et les facteurs de la machinerie transcriptionnelle. Ceci a été démontré

au niveau des LCR (locus control region) des genes de globine (Orkin, 1992).

Le motif GATA a d'abord été défini comme un élément cis-régulateur des genes de
globines. Evans et al., ont en effet montré que tous les promoteurs des genes de globines de
poulet possédaient une séquence GATA conforme a la s€quence consensus T/A(GATA)A/G
(Evans et al., 1988). Dans le méme temps, Wall ef al. ont observé la présence de plusieurs
motifs GATA dans l'activateur (enhancer) du gene humain de la $-globine (Wall ez al., 1988).
Puis Martin et al., ont démontré que la présence du motif GATA dans le promoteur du gene
humain de B-globine était nécessaire a sa surexpression (Martin et al., 1989). De nombreux
auteurs ont ensuite confirmé ces résultats en montrant l'implication de la séquence GATA

dans la régulation de 'expression de tous les genes de globines humaines.
g p g g

Mignotte et al. se sont en revanche intéressés a d'autres genes érythroides, comme la
porphobilinogene désaminase (PBGD), et ont montré que le promoteur de ce gene présente la
séquence consensus GATA (Mignotte et al., 1989b). Depuis, d'autres travaux ont permis de
constater que le motif GATA est présent dans les promoteurs et/ou enhancers de tous les
genes spécifiques de la lignée érythroide.

Cette généralisation implique les genes des protéines membranaires (glycophorine),
des récepteurs de facteurs de croissance de la lignée érythroide (récepteur de I'érythropoiétine,
R-EPO) (Chiba et al., 1991 ; Zon et al., 1991), des facteurs de transcription tels que GATA-1
lui-méme (Tsai et al., 1991), SCL (stem cell leukemia ou tal-1) (Aplan et al., 1992) et EKLF
(Miller 1IJ and Bieker, 1993).

Cependant, le motif GATA, isolé ou méme présent en copies multiples, ne peut a lui
seul assurer une spécificité d'expression érythroide. Il doit etre associé au motif CCACC ou
CCGCC, et seule cette association confere la spécificité érythroide. Cette combinatoire
GATA CCACC/CCGCC est aujourd'hui considérée comme le "label" d'une région régulatrice
active au cours de l'érythropoiese. Les deux séquences ont une activité synergique car la
mutation de l'une ou l'autre entraine toujours une perte totale d'activité transcriptionnelle
(Frampton et al., 1990). 11 est a noter que, le motif CCACC/CCGCC est reconnu par la

famille des protéines Spl, et peut également fixer le facteur érythrocytaire EKLF (Gregory et
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al., 1996). Ces résultats démontrent, entre autre, que des coopérations tres étroites entre les
différents facteurs de transcription sont indispensables a la régulation fine de 1’expression
d’un gene. Le role d’un facteur de transcription ne peut donc étre considéré que dans un
contexte global impliquant une étude étendue et approfondie des régions régulatrices d’un

gene.

V. 2. 3. 2-Les différents membres de la famille des facteurs GATA

La famille des facteurs de transcription GATA comporte six membres : GATA 1 a
GATA 6. Ces membres peuvent etre repartis en deux groupes en fonction du fait qu’ils soient
impliqués ou non dans la régulation de I’hématopoiese. Ce sont les facteurs GATA 1, 2 et 3
que ’on trouve particulierement impliqués dans le systeme hématopoittique, alors que les
autres membres de la famille GATA (GATA-4, 5 et 6) n'ont pas été identifiés dans ce systeme
(Tang et al., 2001).

Ces derniers sont des facteurs qui sont principalement impliqués dans le
développement et qui sont surtout exprimés dans les tissus endodermiques et mésodermiques
du coeur, des poumons, des intestins, du foie, des gonades, et de la téte (Arceci et al., 1993 ;
Karis et al., 2001 ; Keijzer et al., 2001 ; Molkentin, 2000 ; Tamura et al., 1993 ; Wada et al.,
2002).

V. 2.3.2. 1-Le facteur GATA-1

Les cellules érythroides de vertébrés contiennent un facteur de transcription tissu-
spécifique qui a ét€ nommé Eryfl (erythroid factor 1) par Evans et al. (Evans et al., 1988),
puis NF-E1 (nuclear factor erythroid 1) par Wall et al. (Wall et al., 1988) ou GF-1 par Martin
et al. (Martin et al., 1989) et enfin GATA-1 en 1990 lors d’une conférence internationale

(Conference of Hemoglobin Switching, Warrenton, VA, USA).

GATA-1 est le premier membre de la famille des facteurs de transcription GATA dont
le gene a été cloné. Cette protéine nucléaire et tous les membres de cette famille doivent leur

appellation a la nature spécifique de leur site de liaison a I'ADN : le motif consensus

T/A(GATA)A/G (Evans and Felsenfeld, 1989 ; Tsai et al., 1989).
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Le facteur GATA-1 est fortement exprimé dans les cellules érythroides matures, les
mégacaryocytes et les éosinophiles (Martin et al., 1990 ; Romeo et al., 1990 ; Yamamoto M
etal., 1990 ; Yu C et al., 2002 ; Zon et al., 1993) et a un moindre niveau dans les progéniteurs

multipotents (Leonard et al., 1993 ; Sposi et al., 1992).

Il a été établi que le facteur GATA-1, accompagné de la protéine Friend of GATA-1
(FOG1) (Crispino et al., 1999), est absolument nécessaire a la maturation et a la
différenciation des précurseurs de la lignée érythroide (Pevny et al., 1991) et qu'il constitue un
régulateur essentiel de la transcription de ses genes cibles. Dans des précurseurs érythroides
déficients en GATA-1, la maturation cellulaire est accompagnée d’apoptose (Pevny et al.,
1995 ; Weiss and Orkin, 1995), alors que dans les précurseurs mégacaryocytaires cette
déficience est associée a une hyperprolifération (Shivdasani et al., 1997). 1l a également été
observé que l'expression du gene de GATA-1 augmente au cours de 1'érythropoiese normale
(Dalyot et al., 1993 ; Leonard et al., 1993). Par conséquent, GATA-1 est impliqué dans la
croissance mais aussi la mort cellulaire.

Bien que GATA-1 soit apparemment spécifique de 1'hématopoiese, il est aussi exprimé
dans d'autres tissus tels que les cellules de Sertoli du testicule (Ito ef al., 1993 ; Yomogida et

al., 1994).

La fonction principale de GATA-1 est de transactiver des promoteurs contenant le site
de liaison GATA (Evans and Felsenfeld, 1991 ; Martin et al., 1990). Au vu de leurs résultats,
Chiba et al. (Chiba et al., 1991) ont proposé un schéma de la différenciation érythroide
impliquant GATA-1 et le gene du récepteur de 1'érythropoiétine (R-EPO) repris par la suite
par Dalyot et al. (Dalyot et al., 1993). Le role essentiel de GATA-1 dans 1'érythropoiese a été
confirmé par les travaux de Simon et al., qui ont montré que 'absence de ce facteur in vivo
empeche le développement des cellules érythroides (Simon et al., 1992). Weiss et al. ont
précisé par des études in vitro 1'importance du facteur GATA-1 dans les différents stades du
développement érythroide (Weiss et al., 1994). 1Is démontrent ainsi 1'absolue nécessité de ce
facteur dans les stades les plus précoces de 1'érythropoiese. Par ailleurs, la perte de GATA-1
bloque la maturation définitive des proérythroblastes en érythrocytes matures, un stade
relativement tardif de 1'érythropoiese (Weiss et al., 1994).

Cependant, il a été constaté que les genes cibles du facteur GATA-1, comme les genes

des globines embryonnaires et adultes, des facteurs trans SCL (tal-1) (Aplan et al., 1992), et
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EKLF (Crossley et al., 1994), et du R-EPO (Zon et al., 1991), sont exprimés a un niveau
presque normal dans les proérythroblastes dépourvus du facteur GATA-1 (GATA-17). Ces
résultats suggerent qu'un autre membre de la famille GATA puisse intervenir pour compenser
la perte de GATA-1. Or, il se trouve que le facteur GATA-2 est surexprimé dans les cellules
GATA-1".

En outre, des expériences ont montré que GATA-1 est impliqué dans la régulation
positive de son propre promoteur et que celui-ci pourrait etre également controlé par d'autres
facteurs de la famille GATA (Hannon et al., 1991 ; Nicolis et al., 1991 ; Schwartzbauer et al.,
1992 ; Tsai et al., 1991).

Il apparait que le facteur GATA-1 est essentiel a la différenciation érythroide et de
certaines lignées myéloides. En effet, des études, ont montré que GATA-1 associé au facteur
SCL/tal-1 et a la protéine LIM-only bridging protéine LMO?2, sont suffisants pour induire la
différenciation érythroide dans 1’ectoderme natif dans des explants d’embryon de Xenopus
(Mead et al., 2001).

De plus, des expériences dans des embryons de souris déficientes en GATA-1 ont
permis de montrer que des domaines différents de la protéine GATA-1 sont nécessaires pour
le développement des précurseurs hématopoiétiques et la différenciation terminale (Shimizu
et al., 2001). Ainsi, le doigt de zinc en C-terminal est nécessaire a toutes les lignées
sanguines, alors que le doigt N-terminal intervient seulement pour les cellules au stade
terminal de différenciation.

Ces mécanismes impliquent des interactions avec des protéines qui peuvent interagir
avec le doigt N-terminal. Ainsi, les fonctions de GATA-1 apparaissent étroitement modulées
par des interactions protéine-protéine tels que les proteines Spl, EKLF (Merika and Orkin,
1995) ou avec des cofacteurs transcriptionnels tel que les protéines FOG, PU.1 et CBP
(cAMP responsive element binding protein (CREB) binding protein ) (Kowalski K et al.,
2002 ; Tang et al., 2001).

En effet, il a été montré chez la souris que I’interaction physique de CBP avec GATA-
1, mise en évidence par immuno-coprécipitation, stimule 1’activité transcriptionnelle de ce
dernier. De plus, I’expression de la protéine virale E1A (qui inhibe I’action de CBP) affecte la
différenciation et I’expression des genes cibles du facteur GATA-1 (Blobel ef al., 1998).

Il a été décrit que la valine (en position 205) dans le doigt de zinc N-terminal de
GATA-1 est nécessaire a une interaction avec FOG1 (Nichols et al., 2000). Une mutation de

cet acide aminé ne permet plus ’interaction avec FOG1 et inhibe la différenciation érythroide.
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Enfin, PU.1 et GATA-1 sont deux facteurs qui peuvent interagir physiquement et qui
peuvent s’inhiber mutuellement au niveau de leur activité transcriptionnelle (Nerlov et al.,
2000 ; Rekhtman et al., 2003 ; Rekhtman et al., 1999). Une surexpression de PU.1 entraine un
blocage de la différenciation érythroide (Rao et al., 1997).

En plus, les fonctions de GATA-1 sont également modulées par un vaste ensemble de
modifications post-traductionnelles (Cantor et al., 2002 ; Tang et al., 2001). GATA-1 est
phosphorylé in vivo dans la partie N-terminale (Crossley and Orkin, 1994), et I’inhibition de
phosphatases augmente ’activité liante de GATA-1 a ses séquences cibles dans les cellules
K562 (Partington and Patient, 1999). GATA-1 est également acétylé sur des séquences
proches du doigt de zinc en C-terminal et cette modification permet in vivo de stimuler son
activité transcriptionnelle (Boyes et al., 1998).

De plus, il a été montré dans les cellules érythroides que GATA-1 est séquestré dans
des compartiments cellulaires qui favorisent les interactions protéine-protéine et qui par
conséquent favorisent les modifications post-traductionnelles (Elefanty et al., 1996).

Enfin, il a ét¢ montré que le facteur GATA-1 peut étre sumoylé in vivo par une
protéine proche de I’ubiquitine, SUMO-1 (Collavin et al., 2004) mais le rdle de cette

modification n’a pas encore été mis en évidence.

Enfin, il est intéressant de souligner que le taux d’expression de la protéine GATA-1
n’est pas identique d’une lignée cellulaire a 1’autre et que son taux d’expression varie
également en fonction du stade de développement au cours de 1’hématopoiese (Tang et al.,
2001). En effet, il est exprimé faiblement dans les progéniteurs multipotents et son expression
est ensuite fortement augmentée durant la différenciation érythroide alors qu’elle est diminuée

au cours de la différenciation myéloide.

V. 2.3.2.2-Le facteur GATA2

GATA-2 est retrouvé dans les lignées hématopoiétiques et il est également nécessaire
a une hématopoiese efficace. Ainsi, GATA-2 est exprimé dans des cellules souches et dans
des progéniteurs multipotents (Leonard et al., 1993 ; Sposi et al., 1992). 1l est fortement
exprimé pendant la différenciation mégacaryocytaire et sa surexpression inhibe la

différenciation érythroide et favorise la différenciation mégacaryocytaire (Ikonomi et al.,
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2000b). GATA-2 est également retrouvé dans les cellules endothéliales, les fibroblastes, le
muscle cardiaque, le rein, le foie et dans les tissus cérébraux embryonnaires (Labbaye et al.,
1995 ; Leonard et al., 1993 ; Mouthon et al., 1993).

GATA-2 est étroitement lié au développement des progéniteurs sanguins et sa
surexpression n’est pas suffisante pour bloquer la différenciation (Gottgens et al., 2002 ;

Kumano et al., 2001).

Enfin, il faut également s’intéresser au taux d’expression du facteur GATA-2, car
celui-ci varie également au cours des stades du développement hématopoiétique. En effet,
GATA-2 est essentiel dans les stades précoces du développement (cellules souches et
progéniteurs hématopoiétiques) mais son expression diminue au cours de 1’érythropoiese alors
qu’elle augmente au cours de la thrombopoiese (Ohneda and Yamamoto, 2002). De plus, une
surexpression de GATA-1 diminue celle de GATA-2 alors qu’une augmentation de GATA-2
n’a pas d’effet sur celle de GATA-1 mais induit la différenciation mégacaryocytaire en

inhibant la voie érythroide (Ikonomi et al., 2000b).

Ainsi, il apparait clairement que ce sont les taux relatifs des facteurs GATA-1 et

GATA-2 qui sont critiques au cours de I’hématopoiese (Ikonomi et al., 2000a).

V. 2. 3. 2. 3- Le facteur GATA-3

GATA-3 est exprimé dans les cellules érythroides de poulet et dans les lymphocytes T
(George et al., 1994 ; Yamamoto M et al., 1990), mais pas dans les lymphocytes B ni les
macrophages. Dans les cellules T, le facteur GATA-3 intervient dans la balance Th-1/Th-2.

GATA-2 et GATA-3 sont également présents dans d'autres tissus, comme les cellules

endothéliales (Dorfman et al., 1992) et dans le systeme nerveux (George et al., 1994 ;

Yamamoto M et al., 1990).
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Comme le montre cette étude bibliographique, 1’étude de la régulation du gene de la
GST humaine (GSTP1-1) laisse encore de nombreux points a éclaircir. En effet, les travaux
précédents laissent présager I’existence de mécanismes complexes et variés pour le controle
de I’expression de cette enzyme. Pourtant, le produit du gene GSTP1-1 est impliqué dans le
métabolisme du glutathion, dans la protection contre le stress oxydant, dans la
chimiorésistance a certains anticancéreux et dans la résistance a 1I’apoptose. De plus, I’enzyme
GSTPI1-1 est surexprimée dans certains cancers et leucémies.

Notre travail s’inscrit dans la thématique du laboratoire dont I’objectif est de mieux
cerner les mécanismes transcriptionnels qui régulent I’expression du gene humain de la
GSTPI-1, afin de décrire les mécanismes qui peuvent conduire a une surexpression en

réponse aux médicaments anticancéreux.

Notre hypothese générale de travail est la suivante :

L’induction de la différenciation des cellules cancéreuses est a la base de la « thérapie
différenciante » qui repose sur I’utilisation de doses non cytotoxiques d’agents thérapeutiques.
Cette approche vise a reprogrammer, au moins partiellement, des processus de différenciation
dans les cellules tumorales tout en inhibant leur prolifération par un effet cytostatique.
L’induction de la différenciation se traduit par une surexpression de genes marqueurs,
spécifiques de la voie stimulée. Ce phénomene releve de mécanismes transcriptionnels, voire
post-transcriptionnels, mettant en jeu I’activation de facteurs de transcription dans la cellule.
Des lors, il ne peut étre exclu que des genes liés a la résistance contre les médicaments
anticancéreux puissent constituer des cibles pour ces facteurs de transcription dans les cellules

induites a se différencier.

Ainsi, le but de notre travail est d’étudier la régulation transcriptionnelle du géne
codant pour la GSTP1-1 dans des cellules leucémiques humaines induites a se différencier

par des agents thérapeutiques.

Outre leur capacité a induire un stress oxydant lorsqu’ils sont administrés a des
concentrations cytotoxiques, 1’ester de phorbol (TPA) et les deux anthracyclines, aclarubicine
(acla) et doxorubicine (dox), sont connus pour induire la différenciation des cellules K562
lorsqu’ils sont utilisés a des concentrations non cytotoxiques. Les cellules sont alors induites a

se différencier vers la voie mégacaryocytaire ou la voie érythroide, en corrélation avec une
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surexpression de genes marqueurs, connus pour étre régulés par des facteurs de transcription

étroitement liés au phénomene de différenciation hématopoiétique. Lors d’études préalables

au laboratoire, il a été mis en évidence que le promoteur du gene de la GSTPI1-1 peut

interagir, in vitro et dans des conditions de stress oxydatif, avec le facteur de transcription

NF-E2 (Nuclear Factor Erythroid 2), qui participe a la différenciation des cellules

érythrocytaires et mégacaryocytaires.

Afin de répondre aux objectifs que nous nous sommes fixés, nous étudierons les
points suivants :

1.

Dans un premier temps nous examinerons par les techniques de northern blot et de
western blot, I’expression du gene GSTP1 dans les cellules K562 en fonction de la
voie de différenciation induite (érythroide ou mégacaryocytaire) et de 1’agent

inducteur utilisé.

Afin de préciser et d’expliquer les résultats obtenus sur la régulation de
I’expression du gene de la GSTP1-1 apres induction de la différenciation des
cellules K562, une autre lignée leucémique humaine ne possédant pas de
potentialité de différenciation érythroide ou mégacaryocytaire sera utilisée avec les

inducteurs de la différenciation des cellules K562.

Afin de déterminer si des facteurs de transcription jouant un role essentiel dans la
différenciation érythroide et mégacaryocytaire sont impliqués dans la régulation du
gene de la GSTP1, nous rechercherons la présence de séquences cibles pour ces

facteurs au niveau de son promoteur grace a un logiciel spécifique.

Afin d’évaluer si les inducteurs de la différenciation des cellules K562 sont
capables de moduler I’expression des facteurs de transcription associés au sites
identifiés dans le promoteur du gene de la GSTP1-1, nous réaliserons des
expériences de transfection transitoire. Ces expériences seront réalisées avec un
plasmide rapporteur capable de répondre au facteur susceptible de se fixer sur un
des sites identifiés. Ces sites potentiellement cis-régulateurs et des facteurs de
transcription correspondants, seront utilisés dans des expériences de co-

transfection dans des cellules qui n’expriment par ces facteurs.
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5. Les interactions entre ces séquences d’ADN identifiées et des facteurs nucléaires
extraits de différentes lignées cellulaires seront étudiées par retard de migration sur
gel. La spécificité des complexes nucléo-protéiques ainsi observés sera évaluée par
des expériences de compétition. La nature de ces complexes sera déterminée par

’utilisation d’anticorps et 1’analyse par retard de migration sur gel.

6. Afin d’évaluer si les séquences mises en évidence sont impliquées dans la
régulation de la GSTPI-1 au cours de la différenciation, 1’activité liante au
promoteur de son gene, des facteurs identifiés précédemment, sera étudiée par
retard de migration sur gel avec des facteurs nucléaires extraits de cellules

différenciées.

7. Afin d’expliquer les différences observées avec les différents inducteurs utilisés,
au niveau de 1’expression de la GSTP1-1 et de I’expression des facteurs impliqués
dans la régulation, nous étudierons les effets des inducteurs de la différenciation au

niveau de la régulation post-transcriptionnelle de la GSTP1-1.
8. Enfin, nous utiliserons la technique d’hybridation de micropuces afin de mettre en

évidence les variations au niveau du génome entier suite a une cinétique

d’induction de la différenciation érythroide des cellules K562 par la doxorubicine.
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I- CULTURE ET MANIPULATION DE CELLULES EUCARYOTES

L. 1- Les lignées cellulaires

Nos études ont été réalisées sur différentes lignées cellulaires d’origine humaine
provenant de la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ,

Allemagne) (Figure 7, Tableau 5).

Tableau 5 : Lignées cellulaires utilisées pour I’étude de I’expression de la GSTP1-1

humaine.

GlyA : glycophorine A

Densité
Lignée Type de cancer Marqueur de surface
maximale
CD2+, CD3+, CD4+, CD5+, CD6+, CD7+,
Leucémie a cellules 1,5.10°
Jurkat CD8-, CD13-, CD19-, CD34+,
T aigué cellules/mL
TCRalpha/beta+, TCRgamma/delta-
Uo7 Lymphome CD3-, CD13(+), CD14-, CD15+, CD19-, 10°
histiocytique CD33+, CD34-, CD68+ cellules/mL
CD3-, CD10+, CD13(+), CD19+, CD20+,
Raii Lymphome de CD37+, HLA-DR+, smlIgG(+), cylgG-, 1,5.10°
aji
Burkitt smIgM(+), cylgM+, sm/cykappa-, cellules/mL
sm/cylambda-
K562 Leucémie myéloide | CD3-, CD13+, CD19-, CD34-, CD41(+), 1,5.10°
chronique CD42+, CD45+, CD71+, GlyA(+) cellules/mL

I. 1. 1- La lignée Jurkat

La lignée JURKAT a été établie a partir des cellules périphériques d’un patient de 15

ans atteint d’une leucémie aigué a cellules T en 1974 (Schneider et al., 1977).
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Figure 7 : L’hématopoiese.

Les lignées leucémiques utilisées dans notre étude ont été établies a partir de cellules

engagées dans différentes voies de différenciation de 1’hématopoiese.
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L. 1. 2- La lignée U937

La lignée U937 a été établie a partir de cellules malignes prélevées dans
I’épanchement pleural d’un homme de 37 ans atteint d’un lymphome histiocytique diffus en
1974 (Sundstrom and Nilsson, 1976). Les cellules U937 ont des propriétés de monocytes et
expriment des marqueurs de cette lignée comme le récepteur au facteur C3 du complément.
Cette lignée peut étre induite vers la différenciation monocytaire. Ces cellules expriment

I’ARNm pour c-myc.

L. 1. 3- La lignée Raji

La lignée RAJI a été établie a partir des cellules provenant de la glande maxillaire d’un

patient africain de 11 ans atteint d’un lymphome de Burkitt en 1963 (Pulvertaft, 1964).

L. 1. 4- La lignée K562

La lignée K562 a été établie a partir des cellules prélevées dans le liquide pleural
d’une patiente de 53 ans atteinte d’une leucémie myéloide chronique en crise blastique aigué,
en 1970 (Lozzio and Lozzio, 1975). 1l s’agit de cellules considérées comme multipotentes,
bloquées a un stade immature de différenciation, capables de s’orienter vers 1’une des trois
lignées circulantes, érythroide, mégacaryocytaire ou monocytaire, en présence d’inducteurs
appropriés (Sutherland et al., 1986 ; Tsiftsoglou et al., 2003 ; Vainchenker et al., 1981).

D’un point de vue caryotypique, les cellules K562 sont porteuses du chromosome
« Philadelphie » qui résulte de la translocation réciproque entre les chromosomes 9 et 22. Au
cours de cette translocation, le protooncogene c-Abl normalement présent sur le chromosome
9 est fusionné au gene Ber sur le chromosome 22 (Woessmann and Mivechi, 2001). Le gene
hybride qui résulte de cette translocation conduit a la synthese d’une protéine de fusion Ber-
Abl a forte activité tyrosine-kinase et qui serait responsable de la résistance de cette lignée a

I’apoptose (McGahon et al., 1994).
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I. 2- Les conditions de culture

I. 2. 1- Le milieu de culture

Toutes les cellules sont entretenues en suspension dans du milieu liquide RPMI 1640
avec ultraglutamine 1 (Glutamine stabilisée) (Bio Whittaker), supplémenté par un mélange
d’antibiotiques (Pénicilline 100 U/mL et Streptomycine 100 pyg/mL) et d’antimycotique
(Fungizone B, 0,25 ug/mL) (Bio Whittaker) et par 10 % (v/v) de sérum de veau feetal (SVF)

(Bio Whittaker) décomplémenté.

I. 2. 2- Standardisation des conditions de culture

Les cellules sont cultivées en bofte plastique ventilée dans un incubateur thermostaté a
+37°C, saturé en humidité (95 %) et équilibré a 5 % de CO, pour tamponer le pH du milieu de
culture. Les cellules sont ensemencées a 5.10" cellules/mL pour les K562, a 10° cellules/mL
pour les Raji, les Jurkat et les U937. Pour le repiquage, tous les trois jours, les cellules sont
centrifugées a 350 g pendant 10 min., comptées, puis réensemencées a la concentration

initiale.

L. 2. 3- Congélation/décongélation des stocks de cellules

Les stocks de cellules congelées sont préparés dans du milieu RPMI contenant 10 %
de DMSO et additionné de 20 % de SVF. Les cellules sont congelées lentement jusqu’a
—80°C, puis sont conservées dans I’azote liquide. La décongélation des cellules se fait en les
réchauffant rapidement a 37°C dans leur milieu de culture usuel. Les cellules sont utilisées

pendant un nombre restreint de passages (+ 30) avant la décongélation d’un nouveau stock.

1. 3- Viabilité des cellules : test de coloration au bleu trypan

Les cellules en culture sont diluées au demi dans une solution de bleu trypan et
laissées en contact pendant trois min. Pendant ce lapse de temps, le colorant pénetre dans les
cellules mortes. Le nombre de cellules bleues par rapport au nombre total de cellules est

ensuite compté sur cellule de Malassez.
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II- LES EFFECTEURS PHARMACOLOGIQUES ET TRAITEMENTS
CELLULAIRES

Le traitement des cellules est toujours réalisé au début de la phase de croissance
exponentielle, apres 24 h de croissance dans du milieu frais contenant 10 % de SVF.

Différents agents pharmacologiques ont été utilis€és comme inducteurs des voies
érythroide et mégacaryocytaire des cellules K562. Ces molécules sont connues pour induire la
différenciation par des mécanismes différents, mais qui ne sont pas forcément totalement
clarifiés. Parmi ces inducteurs, deux anthracyclines : la doxorubicine (dox) et 1’aclarubicine
(acla), ont été utilisées comme inducteurs de la différenciation érythroide et un ester de
phorbol : le TPA est un inducteur potentiel de la lignée K562 vers la voie mégacaryocytaire.

Ces trois agents ont également été utilisés pour leur potentiel a générer un stress oxydant.

I1. 1- Les inducteurs de la différenciation

IL. 1. 1- Les inducteurs de la voie érythroide

II. 1. 1. 1- L’aclarubicine (acla)

L’aclarubicine est le nom commercial de 1’aclacinomycine, antibiotique
antinéoplasique isolé en 1975 a partir d’une culture de Streptomyces Galilaeus (Oki et al.,
1975). L’aclacinomycine appartient au groupe des anthracyclines de classe II. Celle-ci est
constituée d’une aglycone, 1’alkinove (chromophore) sur laquelle sont attachés trois sucres
(L-rhodosamine, 2-désoxyfucose et L-cinérulose) (Fourcade et al., 1983) (Figure 8). Cet
antibiotique glycosidique est commercialis€ sous forme d’un lyophilisat de chlorydrate
d’aclarubicine (Sigma). La solution mere, a 10 M, est préparée par dissolution a 1’abri de la
lumigre de 5 mg du lyophilisat (M : 848 g.mol™) (Sigma) dans 5,9 mL d’eau stérile. Cette
solution est répartie en aliquotes et conservée trois semaines a - 20°C. Les dilutions pour les

traitements sont effectuées extemporanément a 1’abri de la lumiere dans du milieu de culture.
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II. 1. 1. 2- La doxorubicine (dox)

La doxorubicine est le nom commercial de I’adriamycine, antibiotique isolé a partir
d’une culture de souche mutante de Streptomyces Caesius (Arcamone et al., 1969).
L’adriamycine (ou 14-hydroxydaunomycine) appartient au groupe des anthracyclines de
classe II. Celle-ci est constituée d’un hétérocycle anthracyclique lié a une daunosamine
(Figure 8). Cet antibiotique glycosidique est commercialisé sous forme d’un lyophilisat de
chlorydrate de doxorubicine (Sigma). La solution mere, a 10~ M, est préparée par dissolution
a ’abri de la lumigre de 5 mg du lyophilisat (MM : 579,98 g.mol) (Sigma) dans 8,6 mL
d’eau stérile. Cette solution est répartie en aliquotes et conservée trois semaines a - 20°C. Les
dilutions pour les traitements sont effectuées extemporanément a 1’abri de la lumiere dans du

milieu de culture.

II. 1. 1. 3- L’hémine

L’hémine humaine ou ferriprotoporphyrine IX possede une structure aromatique
(porphyrine) qui est constituée de quatre noyaux pyrrol, comprenant chacun un atome d’azote
et quatre atomes de carbone. Les carbones périphériques de ces noyaux sont substitués par des
chaines latérales courtes (Figure 8). L’hémine est un dérivé naturel de I’heme (forme
oxydée), elle est obtenue par chauffage d’une solution d’hémoglobine additionnée d’acide
acétique et de chlorure de sodium.

La solution mere, a 10~ M, est préparée par dissolution a I’abri de la lumigre de 65,2
mg du lyophilisat (MM : 652 g.mol™") (ICN) dans 2,5 mL d’éthanol absolu et 2,5 mL de KOH
0,2 M. 95 mL de tampon phosphate 1X (PBS) sont alors ajoutés. Apres filtration sur filtre
0,22 um, la solution est aliquotée et conservée a —20°C. Les dilutions pour les traitements

sont effectuées extemporanément a 1’abri de la lumiere dans du milieu de culture.
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Figure 8 : Formules semi-développées des agents utilisés pour induire la différenciation

des cellules K562.

Acla (A), dox (B) : R=OH, hémine (C), TPA (D).
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IL. 1. 2- Inducteur de la voie mégacaryocytaire : Ester de phorbol

Parmi les esters de phorbol, celui dont les effets ont été les plus étudiés est le 12-O-
tetradecanoylphorbol 13-acetate ou TPA, c’est un agent qui est principalement utilis¢€ comme
promoteur de tumeur (Figure 8).

La solution mere, a 10° M, est préparée par dissolution a 1’abri de la lumiere de 1 mg
du lyophilisat (MM : 616,8 g.mol") (ICN) dans 1,62 mL de diméthylsulfoxide (DMSO). Cette
solution est répartie en aliquotes et conservée a -80°C. Les dilutions pour les traitements sont

effectuées extemporanément a 1’abri de la lumiere dans du milieu de culture.

II. 1. 3- L’acide butyrique

L’acide butyrique ou n-butanoique est un acide gras a courte chaine (CH;-CH,-CH,-
COOH) (Figure 8). Il est d’origine naturelle et est retrouvé par exemple dans la lavande, la
citronelle, la noix de muscade, les fraises et le beurre. Cet agent présente la particularité de
pouvoir induire la différenciation érythroide ou mégacaryocytaire des cellules K562 en
fonction de la concentration utilisée. C’est un inhibiteur des histone désacétylases (HDAC).

La solution mere (MM : 88,11 g.mol™ et densité : 0,96) provient de chez MERCK. Les

dilutions pour les traitements sont effectuées extemporanément dans du milieu de culture.

I1. 2- Autres agents utilisés

II. 2. 1- L’actinomycine D

L'actinomycine D peut étre utilisée comme un inhibiteur de 'ARN polymérase chez
les eucaryotes, elle permet donc de bloquer la transcription en s’intercalant entre deux bases
azotées de ’ADN. Elle est utilisée pour étudier la dégradation des ARNm et en déterminer la
durée de vie sous I’effet d’un traitement par exemple.

La solution mere, a 500 pg/mL, est préparée par dissolution de 5 mg du lyophilisat
(MM : 1255,5 g.mol ™) (Sigma) dans 10 mL d’eau milliQ stérile et est conservée a 4°C a ’abri
de la lumiere. Les dilutions pour les traitements sont effectuées extemporanément dans du

milieu de culture.
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Les cellules sont traitées par 5 yg/mL d'actinomycine D pendant différents temps, puis
les ARN totaux sont extraits et les ARNm sont alors étudiés. La demi-vie des ARNm (t,,) est
donnée par le temps de traitement a l'actinomycine D nécessaire pour que 50 % des ARNm

soient dégradés par rapport a des cellules non traitées.

IL. 2. 2- Le cycloheximide

Le cycloheximide est un antibiotique qui est capable d’inhiber le centre peptidyl
transférase du ribosome qui est I’élément nécessaire a ’hydrolyse de la liaison ester entre le
dernier ARNt et la chaine polypeptidique, libérant ainsi le peptide néosynthétisé lors de la
synthese protéique. Le cycloheximide peut donc étre utilis€ comme un inhibiteur spécifique
de la traduction chez les eucaryotes.

La solution mere, a 100 mg/mL, est préparée par dissolution de 1 g du lyophilisat
(MM : 281,4 g.mol") (Sigma) dans 10 mL d’éthanol et est conservée a 4°C. Les dilutions,

pour les traitements, sont effectuées extemporanément, dans du milieu de culture.

I1. 2. 3- Le tumor necrosis factor (TNF) o

Le TNFa ou cachectine est une cytokine sécrétée par les monocytes / macrophages,
les lymphocytes et les mastocytes et qui sert de médiateur de I’immunité. Le TNFa est un
inducteur typique de NF-kB.

La solution mere, a 10 pug/mL, est préparée par dissolution de 10 ug du lyophilisat
(Sigma) dans 1 mL d’une solution stérile d’albumine de sérum de veau a 0,5 % (p/v) dans du
PBS 1X et est conservée a 4°C. Les dilutions pour les traitements sont effectuées

extemporanément dans du milieu de culture.
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III- MISE EN EVIDENCE DE LA DIFFERENCIATION ERYTHROIDE OU
MEGACARYOCYTAIRE DES CELLULES K562

II1. 1- Mise en évidence de la différenciation érythroide des cellules K562 : test a

la benzidine

I1I. 1. 1- Principe

L’hémoglobine peut etre utilisée comme un marqueur phénotypique de la lignée
érythroide. En effet, selon la méthode d’Orkin et al., I’hémoglobine se colore en bleu en
présence d’eau oxygénée et de benzidine réduite. Grace a ses propriétés
pseudoperoxydasiques, I’hémoglobine est capable de décomposer I’eau oxygénée (H,O,) en
eau et en oxygene moléculaire (O,). L’O, ainsi libéré oxyde la benzidine qui prend une
coloration bleue visible au microscope a contraste de phase. Le taux de cellules différenciées
est exprimé en pourcentage de cellules synthétisant de 1’hémoglobine ou benzidine positives

par rapport a la population totale (Orkin et al., 1975).

I11. 1. 2- Réactifs

Le chlorhydrate de benzidine (Fluka Chimika) est dissout dans une solution d’acide
acétique 0,5 M pour obtenir une solution a 0,2 %. Cette solution de benzidine est conservée a

’abri de la lumiere, a + 4°C pendant plusieurs mois.

> PBS (Phosphate Buffered Saline) 10X, pH ajusté a 7,6:

- NaCl 137 mM
- KCl 2,7 mM
- Na,HPO, 4,3 mM
- KH,PO, 1,4 mM
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III. 1. 3- Protocole

3.10° cellules sont centrifugées a 350 g pendant 10 min. Le culot est ensuite lavé avec
1 mL de PBS 1X. Apres une nouvelle centrifugation a 350 g pendant 10 min., le culot
cellulaire est resuspendu dans 100 L de sérum physiologique (NaCl 0,9 %). A cette
suspension cellulaire sont ajoutés 50 pL. d’'un mélange extemporané de benzidine / H,O,. Ce
mélange est composé d’1 mL de solution de benzidine a 0,2 % et 20 uL. de peroxyde
d’hydrogene (Sigma) a 110 volumes. La coloration se développe a l’obscurité et a
température ambiante en 20 min. environ. La suspension cellulaire est ensuite diluée dans 300
uL de NaCl 0,9 %. Les cellules sont comptées, sur lame de Malassez, au microscope optique
a contraste de phase. Le nombre de cellules bleues ayant synthétisé de 1’hémoglobine est
rapporté au nombre total de cellules et exprimé en pourcentage de cellules benzidine

positives.

I11. 2- Mise en évidence de la différenciation mégacaryocytaire des cellules K562 :

étude de ’expression du marqueur de surface CD61 par cytométrie en flux

I1I. 2. 1- Principe

La cytométrie en flux est la méthode de choix pour révéler des antigenes cellulaires de
surface (ou intra-cytoplasmiques) par immunophénotypage. Elle est basée sur une réaction
d’immunofluorescence et constitue donc une association de la spécificité des anticorps
monoclonaux pour les antigenes respectifs et des propriétés des fluorochromes. Un anticorps
fluorescent, c’est-a-dire marqué par le fluorochrome, se fixe spécifiquement a un antigene de
surface. L’ immunofluorescence est dite directe parce que I’anticorps monoclonal employé est

conjugué directement a un fluorochrome.

Ainsi, la mesure directe de I’immunofluorescence d’un anticorps dirigé contre le
marqueur de surface CD61 ou glycoprotéine IIIA (GPIITIA) peut étre utilisée comme un des
marqueurs phénotypiques de la lignée mégacaryocytaire. La différenciation mégacaryocytaire
est évaluée par le taux d’expression de ce marqueur (Matsumura et al., 2000).

Le taux de cellules différenciées est exprimé en pourcentage de cellules présentant le

marqueur de surface CD61 par rapport a la population totale.

67



Matériels et méthodes

I11. 2. 2- Réactifs

L’anticorps dirigé contre la glycoprotéine plaquettaire IIla ou CD61 est un anticorps
monoclonal de souris couplé a I’isothiocyanate de fluorescéine (FITC). Ce conjugué anticorps
CD61-FITC (Dako, Danemark) est a 100 ug/mL.

Le controdle isotypique est réalisé grace a une immunoglobine de souris (IgG,), couplée

au FITC. Ce conjugué anticorps IgG,-FITC (Immunotech, France) est a 100 pg/mL.

II1. 2. 3- Protocole

2.10° cellules sont centrifugées a 350 g pendant 10 min. Le culot est ensuite lavé avec
1 mL de PBS 1X. Apres une nouvelle centrifugation a 350 g pendant 10 min., le culot
cellulaire est resuspendu dans 100 yLL de PBS 1X. A cette suspension cellulaire sont ajoutés
20 uL d’anticorps CD61-FITC. Le marquage est réalisé a température ambiante pendant 20
min. La suspension cellulaire est ensuite lavée deux fois dans 2 mL de PBS 1X et centrifugée
a 350 g pendant 10 min. Le culot est repris dans 200 L. d’un mélange de PBS 1X-azide de
sodium 0,01 % (NaN;). Le contrdle isotypique est traité de la méme facon, mais avec 20 uL.
d’anticorps 1gG,-FITC. L’immunofluorescence a ensuite été mesurée par un cytometre
FACSCalibur (Becton-Dickison). Les données sont acquises et ensuite traitées par le systeme
informatique Cellquest. Le nombre de cellules exprimant le marqueur CD61 est rapporté au
nombre total de cellules et exprimé en pourcentage en tenant compte du témoin et du contrdle

isotypique.
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IV- EXTRACTION DES FACTEURS NUCLEAIRES ET CYTOPLASMIQUES

IV. 1- Principe

Les facteurs nucléaires sont extraits a partir de lots cellulaires traités ou non, selon la
méthode décrite par Schreiber et al. (Schreiber et al., 1989). Les membranes plasmique sont
lysées dans un milieu hypertonique en présence de détergent dans des solutions salines

contenant un cocktail d’inhibiteurs de protéases.

IV. 2- Réactifs

Remarque : tous les produits chimiques proviennent de la firme ICN (Belgique) et les
inhibiteurs de protéases proviennent de la société Roche (Allemagne), sauf indication

contraire.

» Tampon A : tampon de lyse

- Hepes pH 7,9 10 mM
- Kl 10 mM
- EDTA (Sigma) 0,1 mM
- EGTA 0,1 mM
- Dithiotréitol (DTT) 1 mM

» Tampon C : tampon d’extraction

- Hepes pH 7,9 20 mM

- NaCl 04M
-EDTA I mM

- EGTA I mM
-DTT I mM

- Glycérol 20 % (v/v)
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A ces deux tampons, sont ajoutés extemporanément, un mélange d’inhibiteurs de

protéases constitué de :

- Phényl méthyl sulfonyl fluoride (PMSF) I mM

- Aprotinine 1000 U/mL
- Pepstatine 15 pg/mL

- Leupeptine 30 pg/mL

- O-phénanthroline (ICN) 1 mM

IV. 3- Protocole

Les tampons A et C sont préparés extemporanément et toutes les étapes du protocole

sont effectuées a 4°C des que les cellules sont récupérées de 1’incubateur.

4.10° cellules sont centrifugées a 350 g pendant 10 min. Apres lavage au PBS 1X le
culot est remis en suspension par agitation douce dans 400 uL. de tampon A. Apres 15 min
d’incubation dans la glace, on ajoute 25 uL de détergent Igepal (ICN) a 10 % (v/v) et le
mélange est agité vigoureusement au vortex pendant 10 s. L’homogénat est centrifugé 1 min.
a 10.000 g a 4°C pour sédimenter les noyaux. Le surnageant qui contient les protéines
cytoplasmiques est réparti en aliquotes qui sont conservées a —80°C. Le culot nucléaire est
repris par 50 L. de tampon C. La suspension est placée 15 min. en agitation horizontale
vigoureuse a 4°C, puis centrifugée 5 min. a 12.000 g a 4°C.

Le surnageant qui contient les extraits nucléaires est réparti en aliquotes qui sont

immédiatement congelées dans 1’azote liquide puis stockées a -80°C.

IV. 4- Détermination de la concentration protéique des extraits cellulaires

Il faut déterminer la concentration en protéines des extraits cellulaires pour
standardiser la quantité de protéines que 1’on utilisera dans les manipulations ultérieures.

Les protéines contenues dans les extraits nucléaires et cytoplasmiques sont donc
dosées par dosage colorimétrique au bleu de Coomassie grace au réactif BIORAD en
spectrophotométrie selon la méthode de Bradford (Bradford, 1976). Sa fixation sur les
protéines déplace le maximum d’absorption du colorant de 465 nm (rouge) a 595 nm (bleu).
Ce dosage est réalisé en utilisant une gamme étalon préparée a 1’aide de concentrations

décroissantes d’albumine de sérum de veau (BIORAD).
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V- PREPARATION D’EXTRAITS D’ARN

V. 1- Extraction des ARN totaux

Les ARN totaux sont extraits a partir 5.10° cellules lavées au PBS 1X et centrifugées a
350 g pendant 10 min., par le kit Nucleospin RNA II (Macherey-Nagel, Allemagne). Avec
cette méthode, les cellules sont lysées dans un tampon contenant une grande quantité d’ions
chaotropiques. Ce tampon permet d’inactiver immédiatement les ARNases et de constituer un
environnement qui facilite I’adsorption de I’ARN sur une colonne de silice. Ensuite une étape
de lavage, avec deux tampons différents, permet d’éliminer les sels, les métabolites et les
macromolécules cellulaires. Les ARN totaux purs sont finalement élués avec de 1’eau et

conservés a -80°C.

V. 2- Détermination de la concentration en ARN des extraits cellulaires

Il faut déterminer la concentration en ARN des extraits cellulaires pour standardiser la
quantité d’ARN totale que I’on utilisera dans les manipulations ultérieures.

Les bases pyrimidiques et puriques des acides nucléiques absorbent dans 1'UV entre
240 et 300 nm. La concentration en ARN des échantillons peut donc étre dosée par
spectrophotométrie. Les mesures sont effectuées dans I’'UV a 260 nm, en sachant qu’une unité

de D.O. correspond a 40 pg/mL d’ARN.

V. 3- Détermination de la qualité des extraits d’ARN par la technologie Agilent

La qualité des ARN totaux extraits est vérifiée par la technique des puces Agilent
(RNA 6000 Nano Labchip®, Agilent Technologie) grace a un bioanalyseur (Bioanalyzer
2100, Agilent Technology). La technologie Agilent permet de mesurer quantitativement et

qualitativement des ARN testés avec une grande sensibilité.

V. 3. 1- Principe de la technologie Agilent

Les puces Agilent sont des lames de verre sur lesquelles est gravé un réseau de
capillaires et dans lesquelles, un gel d’acrylamide est coulé. Les échantillons sont déposés
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dans des puits simultanément avec un témoin de calibrage de concentration connue qui permet
de déterminer la concentration des échantillons de maniere quantitative. Ensuite,
I’électrophorese est réalisée grace a des €lectrodes qui vont étre plongées dans les puits de
dépots et qui vont faire migrer les ARN marqués par un agent fluorescent. Un capteur va
mesurer 1’intensité de fluorescence lors de la migration de I’ARN. Un marqueur, de
concentration définie, réalisé grace a une solution de différents marqueurs de taille, permet le

calibrage de I’appareil.

V. 3. 2- Réactifs et protocole

La qualité des ARN est testé avec le kit (RNA 6000 Nano LabChip®) en suivant les
indications fournies. Le kit contient les puces, la station de préparation et tous les réactifs

nécessaires.

Apres avoir installé la puce sur la station de préparation, 9 uLL de gel d’acrylamide sont
déposés dans un puits réservé a cet effet. Le gel est ensuite injecté dans le réseau de
capillaires en exercant une pression positive a I’aide d’une seringue fixée sur la station. Deux
autres dépots de 9 uL sont réalisés dans deux autres puits de la puce. On dépose ensuite, dans
les puits réservés a cet effet, 1 uL. de I’échantillon a tester (préalablement dénaturé pendant 2
min. a 70°C et refroidi sur glace) avec 5 uL. du marqueur (dont la concentration est définie a
150 pg/uL). Ce marqueur est également ajouté dans le puits destiné au marqueur de taille.
Dans ce puits, sera déposé 1 uL. d’une solution de marqueur de taille dénaturée (Ambion®
RNA Ladder 6000, Ambion). Apres 1 minute d’agitation au vortex, la puce est alors placée
dans le bioanalyseur.

Le logiciel d’analyse (Agilent 2100 Bioanalyser Software), couplé au lecteur du
bioanalyseur, apres électrophorese et intégration des données, va réaliser une représentation
de I’intensité de fluorescence qui est en corrélation directe avec la quantit¢é d’ARN en
fonction du temps de migration. Le marqueur présent dans le tampon de lecture va permettre

d’aligner les différentes mesures entre elles.
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VI- ETUDE DE L’EXPRESSION DE I’”ARNm DE GSTP1-1 PAR NORTHERN BLOT

VI. 1- La sonde d’ADNc¢

VI. 1. 1- La séquence sonde oligonucléotidique utilisée
La sonde utilisée provient de I’American Type Culture Collection (ATCC, Rockville,
MD, U.S.A.) et correspond a un fragment d’ADNc de 0,72 kb codant de I’ARNm de GSTP1-
1 humaine.

VI. 1. 2- Marquage de la sonde

VI. 1. 2. 1- Principe et réactifs

Dans notre étude, le radiomarquage est réalisé grace au kit de marquage Rediprime™
IT (Random Prime Labelling System, AP Biotech). Celui-ci permet un marquage rapide de la
sonde d’ADNCc par la méthode du random priming. Il contient a 1’état lyophilisé le fragment
de Klenow de I’ADN polymérase I, les désoxyribonucléotides sauf le dCTP et les amorces
composées de toutes les combinaisons statistiques de séquences octamériques. Les ADNc
simples brins s’hybrident avec les octameres complémentaires présents dans le milieu
réactionnel et servent d’amorces pour I’ADN polymeérase 1. Les espaces laissés libres entre les
octameres hybridés au brin d’ADNc sont comblés par I’action de I’enzyme de Klenow qui

permet également I’incorporation de dCTP radiomarqué.
» Tampon TE (tris EDTA), pH ajusté a 7,6 :
- Tris-HCl 10 mM

- EDTA (acide éthylenediamine tétracétique), pH 8 0,5 mM

VIII. 1. 2. 2- Protocole

25 ng d’ADNc double brin (sonde oligonucléotidique) sont dilués dans un volume de
45 uL. de tampon TE, puis dénaturés par chauffage a 100 °C pendant 5 min. et placés dans la

glace.
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Le contenu du kit Rediprime est reconstitué avec I’ADN dénaturé et 5 uL de
[y*P]dCTP a 3000 Ci/mmol (10 uCi/uL) d’activité spécifique. Le marquage de la sonde se
fait pendant 1 h au bain-marie a 37°C. La sonde radioactive est ensuite purifiée sur colonne de
silice avec un kit "Qiaquick Removal Nucleotide kit" de QIAGEN (Westburg, Belgique) et

éluée avec de 1’eau.

VI. 2- Northern blot et hvbridation

VL. 2. 1- Principe

Cette méthode consiste a transférer les extraits d’ARN totaux sur une membrane apres
séparation par électrophorese dans un gel d’agarose. La vitesse de migration des ARN dans un
champ électrique est inversement proportionnelle a leur taille. Apres électrophorese, les ARN
contenus dans le gel sont transférés sur une membrane de nylon qui est ensuite mise en
présence d’une sonde oligonucléotidique d’ADNc dénaturée et radiomarquée,
complémentaire d’un ARNm. Le complexe ARNm-ADNc spécifique formé pourra ainsi étre

détecté par autoradiographie.

VL. 2. 2- Réactifs

Remarque : Tous les produits chimiques proviennent de la firme ICN (Belgique), sauf
indication contraire ; et toutes les solutions sont préparées avec de 1’eau traitée au DEPC

(diéthyl-pyrocarbonate) avant d’étre autoclavées.

> Gel d’agarosea 1l % :
- Agarose 1 % (p/v)
- Tampon MOPS I1X
- Formaldéhyde 2 % (vIv)
- Bromure d’éthidium 7 ug/mL
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» Tampon MOPS 10X (pH 7) :
- MOPS (acide 4-morpholino propane sulfonique)
- Acétate de Sodium, pH 4
-EDTA, pH 8

> Tampon Denhart’s 50X :
- Ficoll
- Polyvinylpyrolidone

- albumine de sérum de veau

» Tampon de préhybridation/hybridation pour sonde ADN :
- Formamide
- SSC
-EDTA
- SDS (sodium dodécyl sulfate)

Matériels et méthodes

0,2M
50 mM
10 mM

1 % (p/v)
1 % (p/v)
1 % (p/v)

50 % (v/v)
6X

5 mM

0,1 % (p/v)

A ajouter extemporanément apres dénaturation pendant 5 min. a 100 °C :

- ADN de sperme de hareng

- ARNt de levure

- Denhart’s
L’ADN de sperme de hareng et I’ARNt de levure proviennent de
(Belgique).

» SSC 20X : pH ajusté a 7,0
- NaCl

- Citrate de Sodium

» Tampon échantillon :
- glycérol
-EDTA

- Bleu de Bromophénol
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VI. 2. 3- Protocole

10 ug d’ARN totaux sont dénaturés pendant 15 min. a 65°C dans un mélange

dénaturant constitué de :

- MOPS 10X 2 ul.

- Formamide 10 uLL

- Formaldéhyde 3,5 ul
-H,0 qsp 20 uL

Apres 15 min. le mélange est alourdi par addition de 2 uL. de tampon échantillon avant
d’eétre déposé dans le puits d’un gel d’agarose a 1 %. La migration des ARN dans ce gel se
faita 10 V/cm pendant environ 3 h dans du tampon MOPS 1X.

Apres électrophorese, les ARN sont transférés pendant 2 h en présence de tampon de
transfert SSC 20X grace a un Vacuum Blotter (Appligene, Strasbourg, France) sur une
membrane de nylon Hybond-XL (Amersham, Pays-Bas).

Apres avoir vérifié que les ARN sont transférés, grace au bromure d’éthidium un agent
intercalant des acides nucléiques qui fluoresce sous lumiere UV, la membrane est lavée deux
fois dans du SSC 2X puis les ARN sont fixés par exposition de la membrane aux UV (254

nm) pendant 5 min. (a environ 30 cm de la source).

La membrane est alors mise pendant au moins 1 h a 42 °C dans un four a hybrider
(Appligene, Strasbourg, France) avec 10 mL de tampon de préhybridation. La solution de
préhybridation est ensuite remplacée par le méme volume de tampon d’hybridation contenant
la sonde radiomarquée dénaturée 5 min. a 100°C puis refroidie dans la glace. Le tube est alors
remis a 42°C pendant une nuit.

La membrane est ensuite lavée de la facon suivante :

1 fois 5 min. a température ambiante avec SSC 2X, SDS 0,5 % (p/v), sous agitation.

3 fois 5 min. a température ambiante avec SSC 2X, SDS 0,1 % (p/v) sous agitation.

3 fois 30 min. a 65 °C avec SSC 1X, SDS 0,1 % (p/v), sous agitation.

Apres les lavages, une autoradiographie est réalisée par mise en contact de la
membrane avec un film d’autoradiographie (Kodak X-OMAT, Amersham-Pharmacia, Pays-
Bas) en présence d’écrans intensifiants. Le signal radioactif sur la membrane est aussi

visualisé et analysé grace a un Phosphorimager (Cyclone, Perkin Elmer, Belgique).
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VII- ETUDE DE L’EXPRESSION DE I’ARNm PAR REVERSE TRANSCRIPTASE -
POLYMERASE CHAIN REACTION (RT-PCR)

VII. 1- Transcription inverse

VIL. 1. 1- Principe

La transcription inverse est un procédé enzymatique qui permet d’obtenir des ADN

complémentaires (ADNCc) a partir des ARN totaux extraits de cellules.

VILI. 1. 2- Réactifs et protocole

t"™ First-strand Synthesis

La synthese d’ADNCc est réalisée a I’aide du kit : SuperScrip
System for RT-PCR (Invitrogen). Sug d’extrait d’ARN totaux sont soumis a une transcription

inverse en utilisant les amorces d’oligo(dt).

VII. 2- Amplification par polymerase chain reaction (PCR)

VIL. 2. 1- Principe

L’amplification par PCR, est un procédé qui permet de produire un grand nombre de
copies d’une séquence d’ADNc cible a partir des produits obtenus par RT (ADNc totaux)
grace a deux séquences oligonucléotidiques connues appelées amorces qui sont spécifiques
des genes cibles. L’analyse des produits de PCR est réalisée par électrophorese sur gel
d’agarose. La vitesse de migration des ADNc dans un champ électrique est proportionnelle a

leur taille. Les ADNc sont visualisés grace au bromure d’éthidium dans le gel.

VIL. 2. 2- Reéactifs

» Tampon échantillon

- Glycérol 30 % (v/v)

- TBE (tris borate EDTA) 1X

- Bleu de bromophénol 0,005 % (p/v)
- Xyléne cyanole 0,005 % (p/v)
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> TBE 10X :
- Tris 0,9M
- acide borique 0,9M
- EDTA 25 mM

VILI. 2. 2- Protocole

Les ADNc sont amplifiés par PCR avec le méme kit que celui utilisé pour la
transcription inverse (SuperScript'" First-strand Synthesis System for RT-PCR) en utilisant la
Platinium® Tag DNA Polymerase High Fidelity et les amorces spécifiques des genes cibles
(Tableau 6). L’amplification est réalisée dans un thermocycleur (Eppendorf), apres une phase
de dénaturation initiale et d’activation de I’enzyme Tagl de 5 min. a 94°C, par 20 répétitions
du cycle : 94°C pendant 2 min. (dénaturation), 60°C pendant 1 min. (hybridation) et 68°C
pendant 2 min. (élongation). L’amplification est terminée par une phase d’élongation
supplémentaire de 2 min. a 68°C. Les produits de PCR sont ensuite alourdis par 10 % de
tampon échantillon et sont déposés sur un gel d’agarose a 2 % contenant du bromure
d’éthidium et sont soumis a une électrophorese dans du tampon TBE 1X. En utilisant les
propriétés du bromure d’éthidium, le gel est photographié pour permettre la quantification des
signaux obtenus.

Remarque : pour chaque amplification, on réalise parallelement une amplification du gene

S14, afin de standardiser la quantité d’ARN utilisée.

Tableau 6 : Séquences des oligonucléotides utilisés pour les expériences d’amplification

par PCR.

Le nom des genes cibles et les paires de séquences oligonucléotides ayant servi d’amorces

pour I’amplification sont indiqués. Sens (s) et antisens (as).

Gene cible Séquence des amorces
GATA-1 (s) : 5>-TCAATTCAGCAGCCTATTCC-3’
(as) : 5’-TTCGAGTCTGAATACCATCC-3’
GATA-2 (s) : 5’>-TGTTGTGCAAATTGTCAGACG-3’
(as) : 5’-CATAGGTGCCATGTGTCCAGC-3’
314 (s) : 5’-GGCAGACCGAGATGAATCCTC-3’

(as) : 5’-CAGGTCCAGGGGTCTTGGTCC-3’
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VIII- ETUDE DE I’EXPRESSION PROTEIQUE PAR WESTERN BLOT

VIILI. 1- Principe

Cette technique combine 1’électrophorese sur gel de polyacrylamide en condition
dénaturante (SDS-PAGE) qui permet une analyse des protéines qui migrent en fonction de
leur taille dans un champ électrique, a une technique de détection immunochimique des

protéines.

VIII. 2- Réactifs

» Tampon d’électrophorese 10X :

- Tris (ICN) 25 mM
- Glycine (ICN) 2M
- SDS (ICN) 35 mM

> Tampon de transfert 1X :

- Tris 2,5 mM
- Glycine 02M
- Méthanol 20 % (v/v)

» Tampon échantillon dénaturant 2X (conservé en aliquotes a —20°C) :

- Tris-HCI, pH6,8 0,125 M

- Glycerol 20 % (p/v)

- SDS 4 % (p/v)

- Bleu de Bromophénol 0,005 % (p/v)
- 2-Mercaptoéthanol 5 % (p/v)

» Gel de polyacrylamide de concentration a 4 % :

- Polyacrylamide 30 % (mono/bis 37,5:1) (ICN) 4% (vIv)

- Tris-HCI, pH6,8 0,125 M

- SDS 0,1 % (p/v)
- Persulfate d’ammonium (PSA) (ICN) 0,1 % (p/v)

- TEMED (N,N,N’,N’-tétraméthyle éthylene diamine) 0,05 % (v/v)
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- Polyacrylamide 30 % (mono/bis 37,5:1)
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Gel de polyacrylamide de séparation a 10 % :

- Tris-HCI, pH8,8
- SDS

- PSA

- TEMED (ICN)

»  Les anticorps : Tableau 7

10 % (v/v)
0,375 M

0,1 % (p/v)
0,1 % (p/v)
0,05 % (v/v)

Tableau 7 : Description des anticorps primaires et secondaires utilisés en western blot.

Les dilutions utilisées sont précisées. Les anticorps secondaires sont couplés a la peroxydase

de raifort

Protéine cible

Anticorps primaire

Anticorps secondaire

Anticorps anti-GSTP1-1

(Transduction Laboratories)

Anticorps de chevre anti-souris

(Transduction Laboratories), dilué

1:5000

GSTP1-1
polyclonal de souris, dilué au au 1:5000
1:30000
Anticorps anti-f actine (Sigma) Anticorps de chevre anti-souris
B actine monoclonal de souris, dilué au (Santa Cruz Biotechnology), dilué

au 1:10000

VIII. 3- Protocole

Un volume correspondant a 10 pg de protéines (facteurs cytoplasmiques ou

nucléaires) est mélangé a un volume équivalent de tampon échantillon dénaturant 2X, puis

porté a 100°C au bain-marie. Apres 5 min., les échantillons sont refroidis sur de la glace puis

déposés sur un gel.

L’électrophorese des échantillons est effectuée a 10 mA pour le gel de polyacrylamide

a 4 % (gel de concentration) puis a 20 mA dans le gel de polyacrylamide a 10 % (gel de

séparation) dans du tampon d’électrophorese 1X.
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Apres séparation, les protéines sont transférées par électrophorese sur une membrane
de PVDF (Hypo P, Amersham-Pharmacia, Pays-Bas) a une intensit¢ de 200 mA dans le

tampon de transfert pendant 1 h a 4°C.

Apres transfert, la membrane est saturée dans un tampon PBS 1X-Tween 20 a 0,1 %
(ICN) additionné de 5 % de lait écrémé (Gloria) sous agitation pendant 1 h. La membrane est
ensuite incubée pendant une nuit a 4°C ou 1 h a température ambiante ou 30 min. a 37°C avec
I’anticorps primaire dilué (a la dilution appropriée) dans du PBS 1X-Tween 20 a 0,1 %
additionné de 5 % de lait écrémé. La membrane est alors lavée dans du PBS-T 3 fois 5 min.
puis 2 fois 10 min.

Apres le dernier lavage, la membrane est incubée pendant 1 h a température ambiante
avec un anticorps secondaire couplé a la peroxydase de raifort (a la dilution appropriée) dans
les mémes conditions que pour I’incubation avec I’anticorps primaire.

Apres lavage, on visualise la position de la protéine d’intérét par le réactif
chimioluminescent ECL+ (Amersham-Pharmacia, Pays-Bas) et par exposition sur un film
d’autoradiographie (hyperfilm™, Amersham-Pharmacia, Pays-Bas).

Le signal chimioluminescent sur la membrane est aussi visualisé et analysé grace a un
appareil Kodak (image station 440cf, Perkin Elmer, Belgique) et quantifié par le logiciel
Kodak 1D image analysis.
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IX- ETUDE DE I’ACTIVITE LIANTE DES FACTEURS DE TRANSCRIPTION

La mise en évidence des domaines de fixation des protéines sur I’ADN est essentielle
a la compréhension des mécanismes de régulation transcriptionnelle. Pour identifier les
domaines protéiques responsables de la liaison, on peut produire des fractions de protéines et

étudier leurs propriétés de fixation a I’ADN par la technique de retard de migration sur gel.

IX. 1- Principe

Cette méthode consiste en une analyse des fragments d’ADN par électrophorese sur
gel de polyacrylamide. La migration des fragments d’ADN dans un champ électrique est
proportionnelle a leur taille. Les extraits de protéines nucléaires sont mis en présence de la
sonde oligonucléotidique bicaténaire et marquée. Les complexes formés par la liaison des
facteurs de transcription a leur site spécifique sur la sonde, sont séparés en fonction de leur
poids moléculaire, les plus lourds étant les plus retardés sur le gel. Pour un fragment de taille
donnée, la migration et donc la position du complexe ADN-protéine est différente par rapport
a celle de ’ADN libre. Les fragments d’ADN appelés sondes ont été préalablement marqués
avec de I’ATP y»P. La position du complexe sonde-protéine sur le gel pourra ainsi &tre

identifiée par autoradiographie.
IX. 2- Les sondes oligonucléotidiques
IX. 2. 1- Les séquences oligonucléotidiques utilisées
Les oligonucléotides sont synthétisées par la sociét¢é EUROGENTEC et nous

parviennent lyophilisées sous forme de séquences d’ADN simple brin sens (+) et antisens (-).

Les séquences oligonucléotidiques utilisées sont présentées dans le Tableau 8.
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Tableau 8 : Séquences des oligonucléotides utilisés pour les expériences de retard sur

gel.

Les noms des oligonucléotides, les séquences sens (s) et les séquences complémentaires
antisens (as), la position des oligonucléotides dans le promoteur GSTP1-1 ainsi que la taille
des oligonucléotides sont indiqués. Dans les séquences ci-dessous, les sites de fixation des
facteurs sont soulignés et en gras. Les séquences en bleu correspondent aux mutations. Les
séquences GATAc, AP-1 TRE et NF-kBc sont issues des promoteurs respectifs des genes de
tal-1, de la collagénase et de la chaine légere kK des immunoglobulines.

, Positions Taille
SONDE Séquences dans le gene | (pb)
D%?Z} (s) : 5°-GAGATCAATATCTAGAATAA-3’ 12192 - .
GATAD (as) : S-TTATTCTAGATATTGATCTC-3’ 1200
GATA
DISTALE (s) : 5°-GAGATCAATAAGTAGAATAA-3’ 12192 - .
MUTEE (as) : 5-TTATTCTACTTATTGATCTC-3’ 1200
(GATAdm)
GATA
PROXIMALE| () 5-AGCTAAGGGATACTGGGCTT3 | o oo
(GATAD) (as) : 5’-AAGCCCAGTATCCCTTAGCT-3’
GATA
PROXIMALE| () : 5"-AGCTAAGGCTTACTGGGCTT-3 | o oo | oo
MUTEE (as) : 5’-AAGCCCAGTAAGCCTTAGCT-3’
(GATApm)
GATA T ,
coNamsUs | () : 5-GGCAGTGCCTTATCTCTGCGGCG3 s
GATAs  |(@):5-COCCGCAGAGATAAGGCACTGCC-3
GATA
CONSENSUS | (s) : $-GGCAGTGCCACCTCTCTGCGGCG-3’ s
MUTEE | (as) : 5-CGCCGCAGAGAGGTGGCACTGCC-3’
(GATAcm)
N (s) : 5°-GCCGTGACTCAGCACTGGGG-3’ s
AP-1-73 (as) : 5’-CCCCAGTGCTGAGTCACGGC-3’ 73a-54 20
apiTRE | ()5 -CGCTTGATGACTCAGCCGGAA-3 o
(as) : 5’-TTCCGGCTGAGTCATCAAGCG-3’
NE-xB , ,
CONSENSUS | ¢ 5 -AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3 s
NFabe) | @9:5-GCCTGGGAAAGTCCCCTCAACT-3'
o (s) : 5 TCTTAGGGAATTTCCCCCCGCGA-3 | .
NE-kB-323 | ¢) : 5" TCGCGGGGGGAAATTCCCTAAGA-3 | 2727305 | 23
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IX. 2. 2- Formation des sondes : hybridation des oligonucléotides

monocaténaires complémentaires

IX. 2. 2. 1- Principe

Les sondes sont formées par hybridation de quantités équivalentes de brin sens et
antisens. L’hybridation est réalisée dans un tampon soumis a une série de températures

décroissantes.

IX. 2. 2. 2- Réactifs

» Tampon d’hybridation 5X

- TrispH 7,5 335 mM
- MgCl, 65 mM
-DTT 33 mM
- EDTA 6,5 mM

IX. 2. 2. 3- Protocole

Les oligonucléotides simple brin lyophilisés sont repris dans de I’eau ultrapure, puis
1500 ng de brin sens (+) et 1500 ng de brin antisens (-) sont mis en présence dans 12 L de
tampon d’hybridation 5X puis hybridés dans un « thermocycler » selon la séquence de
température suivante :
= 90°C 5 min (dénaturation)
= 65°C 10 min
= 37°C 10 min
= 20°C 10 min
= 4°C jusqu’au moment de la précipitation
Les sondes ADN double brin sont ensuite précipitées par 0,1 volume d’acétate de Na
(3 M) et 3 volumes d’éthanol a 100 % a -20°C. Apres 2 ou 3 h (idéalement une nuit), ce
mélange est centrifugé a 14000 g pendant 15 min. a 4°C. Le surnageant est éliminé puis le
culot est lavé avec 200 L d’éthanol a 75 %. Apres une centrifugation a 4°C et a 14000 g
pendant 10 min., le culot est séché et repris dans 15 uLL H,O (200 ng/uL).
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IX. 2. 3- Marquage des sondes

IX. 2. 3. 1- Principe et réactifs

Le marquage enzymatique des sondes est réalisé par la polynucléotide kinase T4
(Roche, Allemagne) qui catalyse le transfert d’un groupement phosphate en position y de

I’ATP ([y-°P]-ATP, ICN, Belgique) sur la terminaison 5° hydroxylée de I’ADN.

IX. 2. 3. 2- Protocole

Le marquage est réalisé dans un mélange constitué de :
- 2 uL oligonucléotides double brin
- 2 uL [y-P]-ATP (activité spécifique: 7000 Ci/mmol)
- 1 uL Polynucléotide kinase T4
- 2 uL Kinase buffer 10X (tampon livré avec la T4 polynucléotide kinase)
-13 uLL H,0

Ce mélange est incubé 30 min. a 37°C et ’ADN double brin marqué est purifié sur

colonne de silice avec un kit "Qiaquick Removal Nucleotide kit" de QIAGEN (Westburg,

Belgique) puis élué avec de 1’eau.

IX. 3- Retard de migration sur gel

IX. 3. 1- Réactifs

» Gel d’acrylamide 5 % :

- Polyacrylamide 30 % (mono/bis 29:1) 5% (vIv)
- TBE 0,5X

- Persulfate d’ammonium (PAS) 0,2 %

- TEMED 100 % 0,1 %
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» Binding Buffer 5X (tampon de liaison)

- Tris pH 8 10 mM

- NaCl 50 mM
-EDTA I mM

- Glycérol 5 % (vIv)
-DTT I mM

- PMSF 2,5 mM

» Solution aqueuse d’inhibiteurs de protéases

-DTT 0,5 mM

- PMSF 0,5 mM

- Aprotinine 1000 U/mL
- O-Phénanthroline 1 mM

- Leupeptine 30 ug/mL

» Tampon échantillon

- Glycérol 30 % (v/v)

- TBE 1X

- Bleu de bromophénol 0,005 % (p/v)
- Xylene cyanole 0,005 % (p/v)

IX. 3. 2- Protocole

0,2 ng de sonde radiomarquée sont incubés a 4°C dans un mélange contenant :

- 5 a2 10 ug d’extraits nucléaires

- 2,5 uL de binding buffer

- 2,5 uL de poly-dldC a 2 ug/uL (oligonucléotide synthétique qui permet par
compétition d’éliminer les fixations non spécifiques des protéines a I’ADN cible)

- 2 uL d’albumine de sérum de veau a 2 mg/mL (favorise la formation du complexe)

- 1 uL de spermidine a 80 mM

- solution aqueuse d’inhibiteurs de protéases qsp 20 uL.
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Apres un temps d’incubation défini (voir résultats), le mélange est alourdi par addition
de 5 uL de tampon échantillon avant d’€tre déposé dans le puits d’un gel de polyacrylamide a
5 %. Les complexes protéines/ADN formés sont alors séparés par électrophorese pendant 3 h
a environ 30 mA dans du TBE 0,5X. Le gel est ensuite fixé dans un mélange aqueux d’acide
acétique 10 % et de méthanol 20 % pendant 30 min. Le gel est ensuite séché a chaud par
aspiration sous vide puis la révélation se fait par autoradiographie par mise en contact direct
avec un film Kodak X-Omat (Amersham-Pharmacia, Pays-Bas). Le signal radioactif est

également visualisé et analysé grace a un Phosphorimager (Cyclone).

IX. 4- Supershift

IX. 4. 1- Principe

Cette technique permet ’identification d’une protéine (facteur de transcription)
formant le complexe retardé, par réaction avec un anticorps. Le complexe ainsi formé, étant
plus lourd que le complexe protéine-ADN, sa migration sera plus retardée dans le gel. Il est
cependant a noter que 1’épitope reconnu par 1’anticorps peut etre situé au niveau du site de
liaison a I’ADN. Dans ce cas, ’anticorps empéche la liaison entre la sonde d’ADN et le
facteur de transcription, entrainant la disparition du complexe protéine/ADN, on parle alors

d’immunodéplétion.

IX. 4. 2- Réactifs

Les anticorps utilisés pour les supershifts sont tous issus de la société Santa Cruz
Biotechnology, (SanverTech, Belgique) et sont a une concentration de 200 ug d’IgG/0,1 mL
(Tableau 9). Les expériences de supershift avec I’anticorps anti-GATA-1 sont réalisées a
I’aide d’un kit (Nushift GATA-1 Kit, Active motif, Belgique) en suivant les indications

fournies.
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Tableau 9 : Anticorps utilisés pour les supershifts (Santa Cruz Biotechnology).

Anticorps Spécificité
] anticorps monoclonal de souris dirigé contre les acides aminés 56 a 69 de la
p-c-Jun
(sc-822) protéine c-Jun humaine. Cet anticorps ne réagit qu’avec c-Jun phosphorylé
sc-

sur la sérine 63

NF-xB pS0 |anticorps polyclonal de lapin dirigé contre les acides aminés 120 a 239 de la
(sc-7178) |protéine NF-kB p50 humaine

Spl anticorps monoclonal de souris dirigé contre les acides aminés 609 a 627 de

(sc-420X) |la protéine Spl humaine

GATA-2 |anticorps polyclonal de lapin dirigé contre les acides aminés 120 a 235 de la

(sc-9008) | protéine recombinante GATA-2 humaine

anticorps monoclonal de souris dérivé de la fusion de myélomes de souris
GATA-3

(sc-269)

avec des cellules de la rate d’une souris immunisée avec la protéine

recombinante humaine GATA-3

IX. 3. 3- Protocole

Au mode opératoire de retard de migration sur gel décrit précédemment s’ajoute une
étape d’incubation en présence d’un anticorps. La concentration d’anticorps a ajouter, le
temps et la température d’incubation, ainsi que la chronologie d’addition de celui-ci par

rapport aux facteurs nucléaires, nécessite une mise au point au cas par cas (voir résultats).
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X- ETUDE DE LA REGULATION TRANSCRIPTIONNELLE PAR TRANSFECTION
TRANSITOIRE

X. 1- Les vecteurs recombinants utilisés

> Les plasmides d’expression

* pXM-GATA-1 : plasmide d’expression contenant le gene qui code pour la protéine

GATA-1 normale.

* pXM-GATAAG63 : qui code pour une protéine GATA-1 mutée par une délétion de sa
partie NH, terminale. Cette délétion n’affecte pas la fixation a I’ADN mais ne permet
plus I’activité transactivatrice du facteur.

» Le plasmide rapporteur

* pGL3-GATA-luc : dans ce plasmide le gene de la luciférase est associé a trois
répétitions du site consensus GATA clonés en amont du promoteur minimal de la
métallothionéine dans un vecteur pGL3-basic. Il est utilis¢é comme controdle positif
de I’induction par les facteurs GATA.

X. 2- Transformation des bactéries

X. 2. 1- Principe
Cette technique a pour but d’amplifier des quantités importantes d’ADN plasmidique.

Cette étape est indispensable a la préparation de quantités suffisantes des vecteurs utilisés

pour les expériences de transfection.
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X. 2. 2- Réactifs

Le milieu de culture Luria Bertani (LB) gélosé utilisé pour la croissance bactérienne
est conditionné prét a I’emploi (Gibco-BRL) et est préparé par addition de 32 g dans un litre
d’eau distillée. Apres dissolution le milieu est stérilisé. Quand le milieu est suffisamment
refroidi, un antibiotique de sélection est additionné puis le milieu est coulé dans des boites de

Pétri qui sont ensuite conservées a 4°C.

X. 2. 3- Protocole

200 pL de bactéries compétentes one shot (Invitrogen) sont incubées 15 min a 4°C en
présence de 5 ng de plasmide recombinants. Le mélange subit ensuite un choc thermique a
42°C pendant 45 s (ce qui permet a I’ADN plasmidique de passer a travers les pores de la
membrane bactérienne) puis le mélange est replacé sur de la glace.

La suspension de bactéries transformées est ensuite étalée sur un milieu nutritif LB
gélosé contenant 100 pxg/mL d’ampicilline (facteur de sélection des bactéries ayant intégré un

plasmide). Les géloses sont ensuite incubées toute la nuit dans une étuve a 37°C.

X. 3- Purification des plasmides (maxipréparation d’ADN plasmidique

X. 3. 1- Principe

Cette technique a pour but de purifier des quantités importantes d’ADN plasmidiques.

Cette étape permet la préparation des plasmides utilisés pour les expériences de transfection.
X. 3. 2- Réactifs
Le milieu de culture LB utilisé pour la croissance bactérienne est conditionné prét a
I’emploi (ICN) et est préparé par addition de 25 g dans un litre d’eau distillée. Apres

dissolution le milieu est stérilisé. Quand le milieu est suffisamment refroidi, un antibiotique

de sélection est additionné puis le milieu est conservé a 4°C.
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X. 3. 2- Réactifs et protocole

Les clones positifs sont cultivés pendant 8 heures a 37°C sous agitation dans 5 mL de
milieu LB contenant 100 pg/mL d’ampicilline. Puis 250 uL. de cette préculture sont
ensemencées dans 250 mL de milieu LB contenant de 1I’ampicilline (100 pg/mL) et amplifiées
pendant une nuit a 37°C sous agitation. L’ADN plasmidique est isolé et purifié a 1’aide d’un
kit (Nucleobond Ax, Macherey-Nagel) en suivant les instructions fournies. La détermination
de la concentration de 1I’ADN plasmidique purifié est réalisée par un dosage
spectophotométrique de 1’absorbance a 260 nm, sachant qu’a 1 unité d’absorbance correspond
50 pug/mL d’ADN plasmidique. La pureté et la qualité de la préparation sont évaluées par le

rapport des absorbances mesurées a 260 et 280 nm qui doit se situer entre 1,8 et 2,1.

X. 4- Transfection transitoire des cellules et mesure de 1’activité

transcriptionnelle

X. 4. 1- Transfection

X. 4. 1. 1- Principe

La transfection est un outil d’étude de la régulation de ’expression des genes. Cette
technique sert a étudier le role régulateur de certaines séquences de genes dans un systeme
cellulaire (recherche et étude d’éléments régulateurs de la transcription par exemple). Dans
nos études le gene rapporteur utilisé est le gene de la luciférase.

Quand les cellules sont transfectées de maniere transitoire, I’ADN plasmidique est

introduit dans le noyau de la cellule mais n’est pas intégré au génome de celle-ci.

Pour introduire I’ADN il existe plusieurs méthodes. Pour nos expériences nous avons
utilisé 1’électroporation qui est une technique de perméabilisation de la membrane cellulaire
par application direct d’une décharge électrique. Il en résulte la création de pores par lesquels
peuvent étre introduites dans le cytoplasme de la cellule par diffusion passive des
macromolécules comme I’ADN plasmidique suivant des processus simultanés
d’électroosmose et d’électrophorese. Sous I’influence du champ électrique, les composants de

la membrane se polarisent jusqu’a établissement d’une différence de potentiel membranaire
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qui désorganise la membrane cytoplasmique en la rendant perméable aux molécules
exogenes.

Cette perméabilité est transitoire et réversible seulement si la durée et I’intensité du
champ appliqué ne dépassent pas un seuil critique au dela duquel les cellules sont détruites. Il
faut donc trouver un compromis entre un voltage suffisamment élevé pour provoquer
I’électroporation mais pas trop toutefois pour qu’il subsiste une proportion de cellules
vivantes (10 a 20 %).

En pratique, les cellules sont placées dans une cuve d’électroporation dont les parois
métalliques réalisent un condensateur qui est chargé puis déchargé a travers les cellules. La
décharge s’effectue en un temps ou « pulse » dont la définition correspond au temps (T)
nécessaire pour décharger le condensateur jusqu’a 37 % du voltage initial. Il est reli€¢ a deux
parametres qui sont la résistance R du milieu et la capacité C du condensateur par la relation T
= RC. Les parametres a fixer sont la résistance du milieu, le voltage appliqué et la capacité du

condensateur.

X. 4. 1. 2- Réactifs et protocole

Des cellules K562 recueillies en phase exponentielle de croissance sont remises en

suspension dans du milieu RPMI 1640 contenant 10 % de SVF a une concentration de 1,5 x

107 cellules/mL. Pour chaque transfection, 250 uL de ce mélange additionnés de 5 pg de
plasmide contrdle d’expression de la Renilla et de 5 yg de plasmide rapporteur du gene de la
luciférase placé sous le contrdle des éléments régulateurs du gene d’intérét sont placés dans
une cuve d’életroporation (Biorad Laboratories, Nazareth, Belgium).

Puis les cellules sont électroporées selon les conditions de transfection suivantes
(temps, voltage, capacité) préalablement définies au laboratoire : 625 V/cm, 500 uF et 20
msec. Les transfections des cellules ont été réalisées grace au BioRad Gene Pulser (Biorad
Laboratories). Pour les expériences de co-transfections, 5 pg de plasmide d’expression sont
ajoutés au mélange a électroporer.

Les cellules sont ensuite rapidement transférées dans 10 mL de milieu RPMI 1640
supplémenté en SVF (10 %) et replacées a 1’étuve thermostatée a 37°C sous atmosphere

saturée en humidité et équilibré a 5 % de CO,.
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X. 4. 2- Mesure de I’activité du gene rapporteur : activité luciférase

X.4. 2. 1- Principe

La luciférase est une enzyme qui en contact de son substrat la luciférine et en présence
d’ATP va former un adénylate de luciféryl. Cette molécule va ensuite subir une
décarboxylation oxydative accompagnée d’une émission de photons. Le substrat est ajouté en
exces par rapport a la luciférase, de ce fait la production de lumiere est proportionnelle a

I’activité luciférase et est mesurée a 1’aide d’un capteur spécifique appelé luminometre.

X. 4. 2. 2- Réactifs et protocole

Apres 18 a 24 h de culture des cellules transfectées, celles-ci sont remises en
suspension a une concentration de 10’ cellules/mL dans du milieu RPMI 1640 avec 10 % de
SVF. Puis 75 uL de cette suspension cellulaire sont déposés en octuple dans des puits de
plaques de microtitration a bord opaque mais a fond transparent.

Apres les traitements, 75 ul de Dual-Glo ™ Luciferase Reagent (Dual-Glo ™
Luciferase Assay system, Promega) sont ajoutés a chaque puits et apres 10 min. d’incubation
a 22 °C, 'activité luciférase est mesurée grace a un luminometre (Berthold). 75 ul de Dual-
Glo ™ Stop & Glo® Reagent (Dual-Glo ™ Luciferase Assay system) sont ensuite ajoutés et
apres 10 min. de temps d’incubation a 22 °C, I’activité Renilla est mesurée.

Les émissions de lumiere résultant de 1’activité luciférase et Renilla sont mesurées par
intégration du pic d’émission de lumiere en 10 s par le luminometre piloté par le logiciel
Simplicity (Berthold).

Tous les résultats sont exprimés en unité arbitraire de lumiere correspondant a

I’activité luciférase rapportée a 1’activité Renilla.
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XI- ETUDE DU TRANSCRIPTOME PAR LA TECHNIQUE DES MICROPUCES A
ADN

L'hybridation des lames de micropuces et 1’analyse des résultats ont été réalisés au
laboratoire « The genomics and Microarray Laboratory » dirigé par le Dr. Craig Tomlinson
(université de Cincinnati, Ohio, USA) . L’ensemble des informations et des protocoles utilisés

peuvent étre repris sur leur site internet (http://microarray.uc.edu).

XI. 1- Principe général

Dans le texte qui suit, les fragments d’ADN fixés a la surface de la puce sont appelés «
sondes » (« probe » en anglais), et les s€quences nucléiques contenues dans 1’échantillon a
analyser sont appelées « cibles » (« target » en anglais), comme il a été convenu. Les termes

sont parfois inversés selon les publications.

Les puces a ADN permettent d’étudier parallelement 1’expression de plusieurs milliers
de genes (Duggan et al., 1999), voire de I’expression de la totalité des genes du transcriptome.

La Figure 9 présente un schéma de leur mode de fonctionnement.

De tres nombreuses sondes moléculaires connues (oligonucléotides ou ADNc) sous la
forme de produits de PCR ou de séquences connues synthétisées sont fixées sur une surface
de quelques centimetres carrés de maniere ordonnée par des pointes métalliques équivalentes
a des micro-pipettes (spotter), sous formes d’unités d’hybridation (spots). Ces sondes
correspondent a un ensemble de genes dont on veut analyser le niveau d’expression dans des
situations biologiques données.

Deux populations de cibles venant de deux situations biologiques différentes, sous la
forme d’ADNc, vont étre couplées a des fluorochromes différents (la cyanine (Cy) 5 et la
cyanine 3). La mise en présence des séquences cibles marquées et des sondes conduit a la
formation, par hybridation, de duplex selon la regle d’appariement définie par Watson et
Crick. Les deux populations de cibles étant déposées en méme temps sur la puce, elles entrent
en compétition pour s hybrider avec les différentes sondes. L’expression d’un gene dans une
situation donnée est donc en corrélation directe avec la quantité de fluorochrome présent sur

le spot correspondant.
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Figure 9 : Principe général de I’analyse de I’expression transcriptionnelle sur une puce a

ADN de type « spottée » (adapté de Duggan ef al., 1999).

Deux lots d’ADNc (un lot test et un lot référence) obtenus par RT a partir des ARN totaux,
ont incorporé des nucléotides modifiés qui permettent de les marquer avec deux
fluorochromes a spectres d’émission distincts (les plus couramment utilisés sont les cyanines
Cy3 :vert et Cy5 :rouge) et sont hybridés simultanément a une lame de verre sur laquelle sont
fixées des séquences oligonucléotidiques sondes (spots) : puce spottée. Apres 1’hybridation
des ARN cibles sur les sondes, la lame de micropuce est soumise a une irradiation laser, les
fluorochromes excités émettent de la lumiere qui est mesurée par microscopie confocale laser.
Les données obtenues, par la mesure de 1’intensité du signal fluorescent émis sur chaque spot,
sont intégrées comme le rapport Cy3 / Cy5 et traitées, afin d’estimer le taux d’expression
différentiel du gene correspondant.
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Apres une étape de lavage, une analyse de la surface de la puce a 1’aide d’un scanner
permet le repérage des hybridations effectives grace aux signaux émis par les marqueurs de la
cible et va permettre 1’enregistrement d’une image.

Il s’en suit des étapes d’extraction de données, de normalisation, puis une analyse
statistique des données. C’est a ce stade que I’on va pouvoir déterminer quels genes ont une

expression différentielle dans les situations comparées.

XI. 2- Préparation des micropuces : obtention et dépot des sondes sur lame
(printing)

22102 oligonucléotides de 70 mer sont utilisés en tant que sondes pour préparer les
micropuces. Ce sont des s€quences uniques et spécifiques qui viennent de la base de données
du génome humain et synthétisées a facon par un fournisseur pour €tre préts a étre « spotter »

(Qiagen-Operon, MWG Biotech).

Parmi ces genes, 768 font partie des « stress and ageing genes » et certains sont
présents en multiple copies et peuvent servir de témoin : B-actine (16), N-myc (3),
transcription factor 3 (12), protéine ribosomale S9 (16), cytochrome c-1 (15), facteur
d’initiation de la traduction 4A, isoforme 2 (12), glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase
(17), histone H2B (11), protéine de choc thermique 70 kDa, 1A (17), lactate déshydrogénase
A (17), a-tubuline (17), nucléoporine 62 kDa (17), protéine ribosomale L5 (12), échantillon

inconnu (4).

Les sondes obtenues sont dissoutes dans du SSC 3X et un volume de 2 nL (0,015
pmole) par oligonucléotide est prélevé par capillarité grace aux 48 pointes en inox fendues
(MicroQuill®, Majer Precision Engineering) de la téte d’impression (TeleChem international)
d’un spotteur (microarrayer, Omnigrid) placé dans une enceinte fermée ou ’air y est filtré
(pour protéger les lames des poussieres), la température controlée et 1’hygrométrie maintenue

entre 65 et 75 %.

Le dépot des sondes se fait par effet de tension de surface sous la forme d’un spot (=
100 ym de diametre) a la surface d’une lame de verre de microscope fonctionnalisée (coated)

avec la fonction gamma-amino propyl silane (GAPS) par liaison covalente grace aux charges
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positives des groupements amines qui permettent de fixer I’ADN (Ultra GAPS, Corning). La
distance entre chaque spot est de 300 ym. Apres chaque dépdt, les pointes sont lavées et

séchées.

La fixation des sondes oligonucléotidiques sont ensuite immobilisées a la surface des
lames grace a une irradiation UV (600 mJ) (« cross-linking ») qui permet la formation de
liaisons covalentes entre les résidus thymidyl et les atomes de carbone des groupements

aminés par un Stratalinker® UV Crosslinker.

Les micropuces obtenues sont stockées a température ambiante a 1’abri de la poussiere

et devront étre utilisées au cours du mois suivant.

XI. 3- Préparation des échantillons cibles : synthese des ADNc et marquage

XI. 3. 1- Principe

Les cibles sont préparées a partir des ARN totaux. La premiere étape de la préparation
des cibles consiste en la synthese de I’ADNc par RT au cours de laquelle sont incorporées des
nucléotides modifiés avec un groupement amine réactif, des aminoallyl-dUTP (aa-dUTP).

Ces nucléotides serviront par la suite a marquer les cibles, en les couplant a des
fluorochromes réactifs, des N-hydroxysuccinimidyl esters (NHSesters) de Cy3 ou de CyS5,
selon la réaction décrite par Randolph et Waggoner (Randolph and Waggoner, 1997). Ces
molécules fluorescentes different par leur spectre d’absorption et d’émission : la Cy3 émet a

540 nm (vert) et la Cy5 émet a 650 nm (rouge).

XI. 3. 2- Obtention des ARN et analyse de leur qualité

La qualité et la pureté des ARN sont des €léments essentiels pour la réussite de
I’expérience. Une mauvaise purification peut étre la cause d’une synthese inefficace des cibles
marquées et d’une augmentation des bruits de fond sur la lame. L’ ARN est aussi tres sensible
a la dégradation, celle-ci pouvant induire 1’obtention de données biaisées en altérant la
proportion des especes présentes initialement dans 1’échantillon étudié. Il est nécessaire de
travailler trés rapidement en portant des gants et de maintenir les tubes au froid afin d’éviter la
dégradation des ARN.
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Les ARN totaux sont extraits par le kit Nucleospin RNA II et leur qualité est vérifiée
par la technique du Labchip® grace au Bioanalyzer d’Agilent (voir la partie V de la section

matériels et méthodes concernant I’extraction des ARN totaux).

Les ARN totaux sont ensuite dosés grace a un spectrophotometre de type Nano Drop
(ND-1000, NanoDrop Technologies) qui permet une analyse rapide sur une faible quantité de
I’échantillon. Cette analyse permet de déterminer également la pureté des échantillons par la

détermination de deux rapports d’absorbance : A260/A280 et A260/A230.

XI. 3. 3- Synthese des ADNc avec incorporation d’aa-dUTP par RT

Un mélange constitué de 10 ug d’ARN totaux (quantité nécessaire pour un marquage)
et de 5 ug d’amorce oligo(dT) dans un volume final de 18 uL est dénaturé 10 min au bain-
marie a 70°C. Apres ces 10 min, le mélange est refroidi 5 min sur glace et est additionné de

11,6 uL d’un mélange constitué de :

- 5X RT Buffer (Invitrogen) 6 uL
-DTTO0,1 M 3uL
- 50X dNTP mix (ratio de 7/3 pour aa-dUTP/dTTP) 0,6 uL
- RNAsin 40 U/ uLL (Fisher) 0,5 uL
- Superscript III RT 200 U/ yLL (Invitrogen) 1,5 uLL

Le mélange de 50X dNTP avec un rapport aa-dUTP/dTTP = 7/3 est constitué de :
- 25 mM de chaque nucléotide dATP, dGTP, dCTP (Amersham Pharmacia)
- 7,5 mM de dTTP (Amersham Pharmacia)
- 17,5 mM d’aa-dUTP (Sigma)

Le mélange total de 29,6 uL est incubé pendant 1 h a 50°C. Au cours de cette étape, la
transcription inverse des ARN en ADNc permet I’incorporation des aa-dUTP, afin d’obtenir

des aa-ADNc.

Les ARN qui ont servi de matrice sont ensuite dégradés par une hydrolyse alcaline de
10 min a 70°C avec 15 uL. de NaOH 0,1 M. Apres refroidissement du mélange, la réaction est
stoppée par neutralisation du NaOH par I’ajout de 15 yL d’HCI1 0,1 M.
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Les aa-ADNc obtenus sont ensuite purifi€s par précipitation alcoolique pendant une
nuit a —20°C avec 6 uL d’acétate de sodium (3 M, pH 5,2) et 150 uL. d’éthanol absolu. Les
échantillons sont ensuite centrifugés pendant 15 min a 14000 g et lavés avec 800 L d’éthanol
froid a 80 % et centrifugés 10 min a 13000 g. Cette étape de lavage est répétée puis les culots

d’ADNc sont séchés et resuspendus dans 15 yL d’eau.

XI. 3. 4- Marquage des ADNc

Le culot d’aa-ADNc est repris par 5 uLL d’eau et est chauffé a 40°C pendant 5 min puis
est additionné de 5 L de bicarbonate de sodium (0,1 M , pH 9). Ce mélange sert a reprendre
le contenu d’un tube de fluorochrome NHS-Cy3 ou NHS-CyS5 (CyDye Post-labelling Reactive
Dye pack, Amersham Pharmacia). La réaction est incubée 1 h a température ambiante et a
I’abri de la lumiere, en vortexant toutes les 15 min. La réaction est arrétée par incubation du
mélange pendant 15 min a température ambiante et a I’abri de la lumiere apres 1’ajout de 4,5
uL. d’hydroxylamine 4 M.

35 uLl. de d’acétate de sodium (NaOAc; 0,1 M ; pH 5,2) sont ajoutés aux cibles
marquées au Cy3 ou Cy5 obtenues, puis sont purifiées sur colonnes (Qiaquick PCR

purification Kit, Qiagen) et éluées dans 35 uL. de TE.

Les cibles sont ensuite analysées avec un spectrophotometre de type Nano Drop, afin
de déterminer la concentration en aa-ADNc-marqué et de calculer la fréquence
d’incorporation (FI) qui doit etre comprise entre 20 et 50 et qui est obtenue par la formule
suivante :

pmole de fluorochrome
FI = X 3245
ng d’ADNc

Les aa-ADNc-marqués, qui seront hybridés sur la méme micropuce (1 marqué avec la

Cy3 + 1 marqué avec la Cy5), sont collectés et séchés 45 min. au speed-vac.
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XI. 4- Hybridation

XI. 4. 1- Préparation des lames de micropuce et des lamelles de protection

pour ’hybridation

Les lamelles de protection des micropuces sont nettoyées par immersion dans une
solution de lavage (SSC 0,1X, SDS 0,2 %), rincées a I’eau puis immergées dans de 1’éthanol
pur et séchées. Les lames de micropuce a hybrider sont nettoyées sous un flux d’air comprimé
et placées dans un bac a hybridation rempli d’une solution de préhybridation (SSC 5X, SDS
0,1 %, albumine de sérum de veau 1 %) a 42°C pendant 45 min. sous agitation.

Les lames sont ensuite lavées deux fois par une dizaine d'immersions dans un bac
d'eau distillée, elles sont ensuite égouttées puis immergées une dizaine de fois dans un bac

d'isopropanol. Enfin elles sont séchées afin d’étre utilisées immédiatement.

XI. 4. 2- Hybridation et lavage des lames de micropuce

Le culot contenant les deux ADNc marqués, ’'un a la Cy5 et ’autre a la Cy3, est
resuspendu dans 9 uL. d’eau, puis dénaturé 5 min. a 95°C. A ce mélange sont additionnés 8
uL. d’ADN de thymus de veau a 1 mg/mL (Roche), 2 uLL d’ADN polyA a 10 mg/mL (Sigma)
et 2 uL. d’ARNt de levure a 4 mg/mL (Sigma) pour limiter les hybridations non spécifiques et
21 uL de tampon d’hybridation (formamide 50 %, SSC 10X, SDS 0,2 %) préchauffé a 48°C.

Ce mélange contenant les cibles est appliqué sur les sondes d’une lame de micropuce
et recouverte d'une lamelle. L’ensemble est placé dans une chambre a hybridation hermétique
(Corning) dont les 2 réservoirs sont remplis avec 12 uL. d'eau et immergée dans un bain-marie

a 48 °C pendant 3 jours.

XI. 5- Acquisition et traitements des résultats

XI. 5. 1- Lavage post-hybridation et lecture des lames de micropuce

Apres I'incubation, la lame hybridée est lavée a plusieurs reprises dans des solutions
de lavage de stringence croissante. La lame et la lamelle sont d’abord placées dans une
solution de SDS 0,2 % et SSC 1X, jusqu'a ce que la lamelle se détache d’elle méme de la
lame. Puis la lame de micropuce est lavée pendant 15 min. a 42°C sous agitation. La lame est
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ensuite lavée trois fois 5 min. a 42°C sous agitation dans un second bain contenant du SSC
0,1X et SDS 0,2 % et enfin elle est lavée 2 fois 5 min. a température ambiante dans un

troisieme bain contenant SSC 0,1X et séchée.

Une fois le séchage terminé la lame est lue sur un scanner GenePix® 4000B (Axon
Instruments) qui est pilotée par le logiciel GenePix Pro 4 (Axon Instruments). Le scanner est
muni de deux lasers (excitations a 532 et 635 nm) qui fournit de I’énergie aux molécules de
fluorochromes. Ces molécules vont 1’absorber, se retrouver excitées et par conséquent les
cyanines émettent des photons, qui sont alors captés par le photomultiplicateur, ce qui permet
I’acquisition simultanée des signaux émis par les fluorochromes Cy3 et CyS5.

La lecture est réalisée avec une résolution de 10 xm/pixel et une sensibilité maximale
de 0,1 molécule de fluorochrome/pm?®.

Les images obtenues pour chaque canal Cy3 et Cy5 sont enregistrées au format TIFF
16 bits en 65535 niveaux de gris. Ces images en niveaux de gris sont converties en images en
fausses couleurs. La Cy3 est représentée par la couleur verte, la Cy5 par la couleur rouge. Ces
deux images sont ensuite superposées. Ainsi un spot jaune caractérise une expression
homologue des deux situations étudiées, un spot vert une expression préférentielle du gene
dans la situation marquée au Cy3 et un spot rouge une expression préférentielle du gene dans

la situation marquée au CyS5.

XL. 5. 2- Analyse des données

Les images sont analysées grace au logiciel GenePix Pro 4 (Axon Instruments) afin
d’extraire les données numériques qui correspondent a chaque spot d’hybridation.

Le logiciel va générer des données sous forme d’un tableur qui sont ensuite analysées
par le statisticien a 1’aide d’outils informatiques. L’extraction des données brutes et la qualité
des criteres d’analyse permettent de détecter les genes d’intérét. En effet, a cause de variations
expérimentales, les données doivent €tre filtrées, normalisées et étudiées de maniere

statistique pour identifier les genes ayant une expression différentielle.
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XII- ANALYSE STATISTIQUE DES DONNEES

Une analyse statistique des résultats est réalisée selon le test # de Student en situation
bilatérale avec un risque de 1° espece consenti de 10 %. Ce test permet de comparer la
moyenne de chaque traitement avec la moyenne du controle.

La différence observée, entre la série témoin et la série étudiée, est considérée comme
significative pour des valeurs de p<0,05.

Les valeurs sont exprimées comme la moyenne + écart-type.
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Le but de cette étude est de comprendre les mécanismes de régulation
transcriptionnelle de I’expression de la GSTP1-1. Nous avons étudié I’expression de cette
enzyme impliquée dans la résistance aux anticancéreux et dans la protection contre le stress
oxydant.

Il a déja été montré que le gene de la GSTP chez le rat est sous le contrdle du stress
oxydant, en particulier des radicaux hydroxyles (Nakamura et al., 2000), et que ce stress
oxydant augmente 1’expression d’autres genes codant pour des enzymes antioxydantes. De
plus, il est admis que le stress oxydant, mécanisme cellulaire naturel, agit a de nombreux

niveaux de la transduction du signal accompagné de nombreux effets biologiques.

Par ailleurs, 1’induction et la régulation des processus de différenciation peuvent étre
utilisées comme des moyens thérapeutiques. Néanmoins, en rétablissant une régulation
normale des processus de différenciation grace a des médicaments, il semble important de
connaitre les conséquences de ces traitements. Conséquences sur les voies de différenciation
mais aussi sur des genes non spécifiques de la voie de différenciation induite qui peuvent étre

régulés au cours de ce processus.

De cette maniere, il semble important de connaitre les mécanismes de régulation de
I’enzyme GSTP1-1 au cours des processus de différenciation, afin de prévoir le
développement des phénomenes de résistance liés a la GSTP1-1 en réponse a un traitement

par des anticancéreux.

Nous avons décidé de focaliser notre étude sur I’effet d’un ester de phorbol, le 12-O-
tetradecanoylphorbol 13-acetate ou TPA, de deux anthracyclines (dox et acla), de ’hémine et
du butyrate.

Ces molécules sont connues pour étre des inducteurs de la différenciation de cellules
leucémiques. En effet, la lignée K562 peut étre induite a se différencier vers la voie érythroide
par les anthracyclines dox et acla (Morceau et al., 1996a ; Trentesaux et al., 1993), I’hémine
(Leppa et al., 1997) et le butyrate (Witt et al., 2000) et vers la voie mégacaryocytaire par le
TPA (Alitalo et al., 1990) et le butyrate (Xie et al., 2000).

La GSTPI1-1 a été associée a la cancérogenese et a la résistance aux médicaments
anticancéreux. En effet, elle est surexprimée dans la plupart des cellules cancéreuses et elle

participe a la détoxication des cellules en conjugant les composés électrophiles au GSH leur
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permettant d’etre expulsés de la cellule. Cette enzyme est donc une bonne cible pour lutter
contre la résistance et I’étude des régulations de son expression est donc une base essentielle

pour le développement d’une stratégie anticancéreuse.

Dans une étude précédente, notre équipe a montré que le site TRE situé sur le
promoteur du gene codant pour la GSTP1-1 est essentiel a I’expression de I’enzyme et que
celui-ci est capable de fixer NF-E2. Afin de mieux comprendre la régulation du gene de la
GSTP1-1 au cours de la différenciation et de confirmer le role de ce site in vivo, nous avons

utilisé un activateur typique des facteurs de transcription de la famille AP-1, le TPA.

I- ETUDE DE I’EXPRESSION DU GENE DE LA GSTP1-1 AU COURS DE LA
DIFFERENCIATION DES CELLULES K562

Les cellules K562 possedent les caractéristiques d’une leucémie myéloide chronique
humaine. Ce sont des cellules qui sont bloquées au cours de leur processus naturel de
maturation a un stade précoce de la différenciation hématopoiétique. Mais cette lignée
présente la particularité de pouvoir poursuivre son processus de différenciation vers les voies
érythroide, mégacaryocytaire ou granulocytaire en fonction du type d’inducteur utilisé.

Dans cette partie de 1’étude, nous nous sommes intéressés aux effets de certains de ces
inducteurs sur ’expression de la GSTPI-1. Plus particulierement, nous avons voulu
déterminer si des molécules, qui sont a la fois génératrices de ROS et inductrices de la
différenciation de cellules leucémiques, pouvaient avoir un effet sur I’expression de la
GSTPI1-1 dans des cellules K562 induites a se différencier.

De plus, I'utilisation d’inducteurs des différentes voies de différenciation permettra
d’évaluer s’il existe un lien entre 1’expression de la GSTP1-1 et la voie de différenciation

induite.

I. 1- Différenciation vers la voie érythroide

Dans cette premiere partie, nous avons étudié I’expression de la GSTP1-1 au cours de
I’induction de la différenciation érythroide des cellules K562. Pour atteindre cet objectif, nous
avons utilisé les anthracyclines acla et dox, qui sont connues pour induire 1’expression de
genes érythroides et la synthese d’hémoglobine dans ces cellules. Nous avons également

utilisé, ’hémine, un autre inducteur de la différenciation érythroide.
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I. 1. 1- Induction de la différenciation érythroide par les anthracyclines :

acla et dox

Utilisées a des concentrations subtoxiques les anthracyclines acla et dox sont capables
d’induire, dans certaines conditions, la différenciation érythroide des cellules K562 avec un

effet cytostatique.

1. 1. 1. 1- Effet sur la différenciation et la prolifération cellulaire

Dans un premier temps, nous avons déterminé les concentrations inductrices optimales
en anthracyclines dans nos conditions expérimentales. Nous avons évalué le pourcentage de
cellules K562 benzidine positives par le test a la benzidine apres trois jours d’induction par
des concentrations croissantes d’acla (0, 10, 20, 30, 40 nM) ou de dox (0, 20, 30, 40, 50 nM).

Les résultats sont présentés dans la Figure 10. Les courbes de différenciation des
cellules K562 montrent que le pourcentage de cellules benzidine positives est maximum pour
les concentrations de 20 et 40 nM d’acla et de dox, respectivement. Ces concentrations seront
ainsi utilisées dans les études qui suivront. L’inhibition de croissance associée au processus de
différenciation a également été suivie en fonction de la concentration de I’inducteur (Figure
11). Cette inhibition augmente avec la concentration en inducteur, mais elle reste inférieure a

100 %, ce qui témoigne d’un effet cytostatique des traitements et non d’un effet cytotoxique.

A partir des résultats obtenus précédemment, les cellules K562 ont été traitées durant
six jours par des concentrations différenciantes d’acla (20 nM) ou de dox (40 nM). Les ARN
totaux et les facteurs cytoplasmiques et nucléaires ont été extraits toutes les 24 h pendant les 6
jours de traitement.

La différenciation érythroide et 1’inhibition de croissance des cellules K562 sont
suivies au cours du temps. Nous pouvons constater que le taux de cellules hémoglobinisées
augmente avec le temps de traitement pour les deux inducteurs utilisés (Figure 12). Lors des
deux premiers jours, nous voyons que le taux de différenciation érythroide induit par la dox
est supérieur a celui induit par 1’acla. Cette tendance tend a s’inverser apres trois jours. Apres
six jours de traitement les taux de cellules benzidine positives atteignent 70 % et 60 % de
différenciation avec I’acla et la dox. L’inhibition de croissance atteint un maximum des le

premier jour avec la dox et au deuxieme jour avec I’acla (Figure 13).
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Figure 10 : Pourcentage de cellules K562 hémoglobinisées en fonction de la

concentration d’acla ou de dox.

Les cellules K562 sont cultivées pendant 3 jours en présence ou non de différentes
concentrations d’acla ou de dox. La différenciation érythroide est évaluée par le test a la
benzidine.
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Figure 11 : Inhibition de croissance des cellules K562 en fonction de la concentration

d’acla ou de dox.

Les cellules K562 sont cultivées pendant 3 jours en présence ou non de différentes
concentrations d’acla ou de dox. L’inhibition de croissance associée a la différenciation
induite par I’acla ou la dox est indiquée.
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Figure 12 : Pourcentage de cellules K562 hémoglobinisées en fonction du temps de
traitement par I’acla ou la dox.
Les cellules K562 sont cultivées pendant 1 a 6 jours en présence ou non de 20 nM d’acla ou

de 40 nM de dox. La différenciation érythroide est évaluée par le test a la benzidine. Ces
donnés sont la moyenne =+ 1’écart-type de 3 expériences indépendantes.
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Figure 13 : Inhibition de croissance des cellules K562 en fonction du temps de traitement

par P’acla ou la dox.

Les cellules K562 sont cultivées pendant 1 a 6 jours en présence ou non de 20 nM d’acla ou
de 40 nM de dox. Ces donnés sont la moyenne + I’écart-type de 3 expériences indépendantes.
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1. 1. 1. 2- Expression de ’ARNm de GSTP1-1 dans les cellules induites

a se différencier par les anthracyclines

Afin d’étudier I’expression du gene codant pour la GSTP1-1 au cours de 1’induction
de la différenciation érythroide par les anthracyclines, les cellules K562 ont été traitées
pendant 6 jours par des concentrations différenciantes d’acla (20 nM) et de dox (40 nM). Les
ARN totaux ont été extraits a chaque jour de traitement et analysés par northern blot (Figure
14-A).

Les quantités de sonde radiomarquée d’ADNc hybridée aux ARNm de GSTP1-1 ont
été quantifiés. La Figure 14-B représente I’évolution de 1’expression de I’ARNm de la
GSTP1-1 dans les cellules K562 maintenues en culture pendant 6 jours sans traitement. Ces
résultats mettent en évidence une variation de 1’expression de I’ARNm de GSTPI1-1 en
fonction du temps de culture. En effet, apres une baisse d’environ 50 % entre les deux
premiers jours s’en suit une augmentation progressive de I’expression qui est fonction du
temps de culture, pour atteindre un taux d’expression au sixieme jour environ 5 fois supérieur
au jour 1.

Compte tenu de cette variation de I’ARNm au cours du temps, nous avons réalisé un
témoin pour chaque jour de traitement (Figure 14-C). Dans le cas d’une induction par I’acla,
cette représentation des résultats permet de mettre en évidence aux jours 1 et 2 du traitement
une forte augmentation respectivement de 3,8 et 7,5 fois. En revanche, cette activation n’est
plus que de 1,5 a 2 fois entre le troisieme et le sixieme jour de traitement. Dans le cas de
I’induction par la dox, 1’augmentation est beaucoup plus faible d’environ deux fois au

maximum au jour 2.

I. 1. 1. 3- Expression de la protéine GSTP1-1 dans les cellules induites

a se différencier par les anthracyclines

L’analyse par western blot de I’expression de la protéine GSTPI-1 a permis de
corréler ’augmentation de son ARNm au cours de I’induction de la différenciation des

cellules K562 par I’acla et la dox.
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Figure 14 : Expression de ’ARNm de GSTP1-1 dans les cellules K562 au cours de 6

jours d’induction de la différenciation érythroide par les anthracyclines.

10 ug d’ARN totaux de cellules K562 traitées pendant 1 a 6 jours par des concentrations
différenciantes d’acla (20 nM) ou de dox (40 nM), ont été€ analysés par northern blot et
hybridés avec la sonde GSTPI-1. (A), northern blot représentatif de trois expériences
indépendantes. Les ARN ribosomiques ont été colorés au bromure d’éthidium et analysés par
un appareil Kodak (image station 440cf) et le signal radioactif de la sonde GSTP1-1 a été
détecté par un Phosphorimager (Cyclone). (B), quantification de 1’expression de ’ARNm de
GSTPI-1 dans les cellules non traitées pendant 6 jours. (C), quantification de I’expression de
I’ARNm de GSTPI-1 dans les cellules induites a se différencier au cours de 6 jours de
traitement par rapport au t€émoin correspondant. Toutes les quantifications ont été réalisées a
I’aide du logiciel Kodak 1D image analysis puis rapportées a la sous-unité 18S de I’ARN
ribosomique. Ces données représentent la moyenne + I’écart-type de trois expériences
indépendantes. * et ** correspondent respectivement a p<0,05 et a p<0,01 par rapport au
témoin. Unités arbitraires = U.A.
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En effet, 10 ug de protéines cytoplasmiques des cellules K562 traitées pendant 1 a 6
jours par des concentrations différenciantes d’anthracyclines ont été analysées par western
blot avec ’anticorps primaire anti GSTPI-1. Les résultats de cette immunodétection sont

présentés dans la Figure 15-A.

La quantification des résultats a montré que 1’expression de la GSTPI1-1 varie
faiblement par rapport a son ARNm au cours des 6 jours de culture sans traitement (Figure
15-B). La Figure 15-C montre globalement une augmentation de la protéine GSTP1-1 dans
les cellules K562 traitées par I’acla ou la dox au cours des quatre premiers jours. Apres un
maximum au quatrieme jour, cette augmentation s’infléchit aux cinquieme et sixieme jours de

traitements.

En conclusion, la différenciation érythroide des cellules K562 induites par les
deux anthracyclines utilisées s’accompagne d’une augmentation de 1’expression de
I’ARNm et de la protéine GSTP1-1. Les variations observées au niveau de I’expression
de la protéine sont assez similaires, néanmoins, I’acla entraine rapidement une forte
augmentation de I’expression de I’ARNm alors que I’augmentation produite par la dox

est plus faible mais prolongée.
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Figure 15 : Expression de la protéine GSTP1-1 dans les cellules K562 au cours de 6 jours

d’induction de la différenciation érythroide par les anthracyclines.

10 ug de protéines cytoplasmiques de cellules K562, traitées pendant 1 a 6 par des
concentrations différenciantes d’acla (20 nM) ou de dox (40 nM), ont été analysées par
western blot (A), ces données sont représentatives de trois expériences. La chimiluminescence
a été analysée par un appareil Kodak (image station 440cf) et quantifiée par le logiciel Kodak
1D image analysis : expression de la GSTP1-1 dans les cellules non traitées aux jours 1 a 6
(B), expression de la GSTP1-1 dans les cellules induites a se différencier pendant 6 jours par
rapport a chaque témoin (C), ces données représentent la moyenne + 1’écart-type de trois
expériences indépendantes. * et ** correspondent respectivement a p<0,05 et a p<0,01 par
rapport au témoin.
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L. 1. 2- Induction de la différenciation érythroide par I’hémine

Afin d’évaluer si les variations observées au niveau de I’expression du gene de la
GSTPI-1 sont dépendantes du type d’inducteur utilisé ou de la voie de différenciation
érythroide, nous avons utilisé I’hémine, un dérivé naturel de I’heme, connu pour induire la

différenciation érythroide des cellules K562.

L. 1. 2. 1- Hémoglobinisation et inhibition de croissance

Pour rechercher la concentration inductrice optimale de la différenciation érythroide
des cellules K562, nous avons déterminé le taux de cellules hémoglobinisées par le test a la
benzidine apres trois jours d’induction par des concentrations croissantes d’hémine (0, 10, 20,
25, 30, 35, 40, 50, 100 uM).

L’inhibition de croissance et la viabilité cellulaire associées au processus de
différenciation ont également été suivies en fonction de la concentration en inducteur. Les
résultats sont présentés dans la Figure 16. Nous observons que I’hémine induit environ 40 %
de cellules benzidine positives pour une concentration de 10 yM et ce taux atteint
pratiquement 100 % a partir de 40 yM d’inducteur. L’inhibition de croissance observée
augmente en fonction de la concentration en inducteur donc avec I’hémoglobinisation des
cellules K562 mais reste inférieure a 100 % ce qui témoigne d’un effet cytostatique du
traitement mais pas d’un effet cytotoxique. Le taux de mortalité cellulaire déterminé par le
test au bleu trypan, quant a lui, est faible (inférieur a 5 %) jusqu’a des valeurs de 30 yuM
d’hémine, en revanche a partir de 40 M, le taux augmente assez fortement.

Ainsi, au vu de ces résultats, nous avons retenu la valeur de 30 yM d’hémine qui
donne un pourcentage élevé de cellules benzidine positives sans augmenter significativement

la mortalité cellulaire des cellules K562.

L’induction de la différenciation érythroide des cellules K562 par 30 M d’hémine est
suivie au cours de 5 jours de traitement. L’inhibition de croissance et le taux de mortalité
cellulaire associés a cette induction ont également été déterminés (Figure 17). Apres un jour
d’induction, il y a environ 60 % de cellules K562 différenciées et ce taux augmente avec le
temps d’induction pour atteindre des valeurs approchant les 100 %. La différenciation

s’accompagne d’un taux de mortalité cellulaire relativement faible.
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Figure 16 : Hémoglobinisation des cellules K562 en fonction de la concentration en
hémine.

Les cellules K562 sont cultivées pendant 3 jours en présence de différentes concentrations
d’hémine. La différenciation érythroide est évaluée par le test a la benzidine. Les effets de la
différenciation induite par 1’hémine sur I’inhibition de croissance et la mortalité cellulaire sont
indiqués. Ces donnés sont la moyenne + I’écart-type de 3 expériences indépendantes.
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Figure 17 : Hémoglobinisation des cellules K562 en fonction du temps de traitement par

I’hémine.

Les cellules K562 sont cultivées pendant 1 a 5 jours en présence ou pas de 30 xM d’hémine.
La différenciation érythroide est évaluée par le pourcentage de cellules benzidine positives.
Les effets de la différenciation induite par ’hémine sur 1’inhibition de croissance et la
viabilité cellulaire sont exprimés en %. Ces donnés sont la moyenne + I’écart-type de 3
expériences indépendantes.
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I. 1. 2. 2- Expression de la GSTP1-1 au cours de 1’induction de la

différenciation érythroide des cellules K562 par ’hémine

L’expression de I’ARNm et de la protéine GSTP1-1 a été étudiée dans les cellules
induites a se différencier par 30 #M d’hémine pendant 5 jours.

Les ARN totaux ont été extraits apres chaque jour de traitement et analysés par
northern blot (Figure 18-A). La Figure 18-B présente le taux d’expression relatif de I’ARNm
de GSTP1-1, au cours des 5 jours de traitement par 1’hémine. Ces résultats permettent de
mettre en évidence une augmentation faible et progressive mais significative de 1’expression
de ’ARNm de la GSTPI1-1 dans les cellules K562. Cette augmentation est d’environ 10 %
(p<0,05) apres 1 jour de traitement et atteint 40 % (p<0,01) apres le cinquieme jour.

Par ailleurs, les protéines cytoplasmiques ont été extraites de cellules traitées par
I’hémine et I’expression de la protéine GSTP1-1 a été analysée par western blot avec
I’anticorps primaire anti-GSTP1-1. Les résultats de cette immunodétection sont présentés

dans la Figure 19-A.

Dans la Figure 19-B, la quantification du signal permet de mettre en évidence une
augmentation lente et progressive de I’expression de la protéine GSTP1-1 parallelement au
temps d’induction de 1’hémoglobinisation des cellules K562, mais qui est néanmoins
significative. En effet, apres un jour d’induction, 1’expression est augmentée d’environ 10 %
(p<0,05) et cette augmentation atteint la valeur de 30 % (p<0,01) au bout du cinquieme jour
de traitement.

Le traitement des cellules K562 par 1’hémine (30 M) permet d’induire, de maniere
corrélée, une augmentation du taux de cellules hémoglobinisées et une augmentation faible et

progressive de I’expression de I’ARNm et de la protéine GSTP1-1.

En conclusion, I’induction de la différenciation érythroide des cellules K562 par
I’hémine s’accompagne d’une augmentation de I’expression de ’ARNm et de la protéine

GSTP1-1. Cette augmentation est faible et progressive en fonction du temps d’induction.
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Figure 18 : Expression de ’ARNm de GSTP1-1 dans les cellules K562 au cours de 5

jours d’induction de la différenciation érythroide par I’hémine.

10 ug d’ARN totaux de cellules K562 cultivées pendant 1 a 5 jours dans du milieu seul ou
additionné de 30 uM d’hémine, ont été analysés par northern blot et hybridés avec la sonde
GSTP1-1. (A), northern blot représentatif de trois expériences indépendantes. Les ARN
ribosomiques ont été colorés au bromure d’éthidium et analysés par un appareil Kodak (image
station 440cf) et le signal radioactif de la sonde GSTP1-1 a été détecté par un Phosphorimager
(Cyclone). Les quantifications ont été réalisées a 1’aide du logiciel Kodak 1D image analysis
puis rapportées a la sous-unité 18S de 1I’ARN ribosomique. (B), quantification de 1’expression
de ’ARNm de GSTP1-1 dans les cellules induites a se différencier au cours de 5 jours de
traitement par rapport au témoin correspondant. Ces données représentent la moyenne =+
I’écart-type de trois expériences indépendantes. * et ** correspondent respectivement a
p<0,05 et a p<0,01 par rapport au t€émoin.
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Figure 19 : Expression de la protéine GSTP1-1 dans les cellules K562 au cours de 5 jours

d’induction de la différenciation érythroide par I’hémine.

10 pg de protéines cytoplasmiques de cellules K562, cultivées pendant 1 a 5 jours en présence
ou non de 30 M d’hémine, ont été analysées par western blot (A), ces données sont
représentatives de trois expériences. La chimiluminescence a été analysée par un appareil
Kodak (image station 440cf) et quantifiée par le logiciel Kodak 1D image analysis (B), ces
données représentent la moyenne + 1’écart-type de trois expériences indépendantes. * et **
correspondent respectivement a p<0,05 et a p<0,01 par rapport au témoin.
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I. 2- Induction de la différenciation mégacarvocytaire par le TPA

Nous avons montré précédemment que 1’expression du gene codant pour la GSTP1-1
varie au cours de I’induction de la différenciation érythroide des cellules K562. Pour évaluer
si ces variations sont spécifiques du phénotype érythroide, nous avons utilisé le caractere
multipotent de la cellule K562 pour étudier une autre voie de différenciation. En effet, cette
lignée peut également étre induite a se différencier vers la voie mégacaryocytaire notamment,

par le TPA, un ester de phorbol.

L. 2. 1- Effet sur la différenciation et la prolifération cellulaire

Dans nos conditions expérimentales, nous avons recherché la concentration inductrice
maximale de la différenciation mégacaryocytaire des cellules K562 par le TPA. La
différenciation mégacaryocytaire peut €tre suivie par cytométrie en flux qui permet de
quantifier un marqueur de surface plaquettaire, le CD61 (ou GP Illa).

Le taux d’expression est évalué en fonction de concentrations croissantes de TPA (0 ;
1;2,5;5;10;15;20; 25 ;30 nM) apres trois jours d’induction (Figure 20-A). Le nombre
de cellules différenciées exprimant le marqueur CD61 est représenté en fonction de la
concentration en inducteur (Figure 20-B), concentration que nous utiliserons pour la suite de
cette étude. L’ inhibition de croissance associée au processus de différenciation a été évaluée
en parallele (Figure 21). On peut remarquer que 1’inhibition de croissance induite par le TPA
atteint des valeurs élevées des les plus faibles concentrations.

Toutefois, cette forte inhibition de croissance reste inférieure a 100 % ce qui témoigne

d’un effet cytostatique du traitement par le TPA mais pas d’un effet cytotoxique.

A partir des résultats obtenus précédemment, les cellules K562 ont été traitées durant
six jours par le TPA (10 nM).

L’évaluation de I’expression du marqueur CD61, au cours des 6 jours de traitement,
est présentée dans la Figure 22-A. Le nombre de cellules différenciées est exprimé en
fonction du taux d’expression du marqueur CD61 au cours du temps d’induction par le TPA

(Figure 22-B).
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Figure 20 : Quantification de la différenciation mégacaryocytaire des cellules K562 en
fonction de la concentration en TPA.

Les cellules K562 sont cultivées en présence de différentes concentrations de TPA pendant 3
jours. L’expression du marqueur de surface plaquettaire CD61 est évalué par cytométrie en

flux (A). Le nombre de cellules différenciées est exprimé en fonction de I’expression du
marqueur CD61 spécifique de la différenciation mégacaryocytaire (B).
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Figure 21 : Inhibition de croissance des cellules K562 en fonction de la concentration en
TPA.
Les cellules K562 sont cultivées en présence de différentes concentrations de TPA pendant 3

jours. L’inhibition de croissance associée a la différenciation induite par le TPA est évaluée
en %.
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Figure 22 : Pourcentage de cellules K562 exprimant le marqueur CD61 en fonction du
temps de traitement au TPA.

Les cellules K562 sont cultivées en présence ou non de 10 nM de TPA pendant 1 a 6 jours.
L’expression du marqueur de surface plaquettaire CD61 est évalué par cytométrie en flux (A).

Le nombre de cellules différenciées exprimant le marqueur CD61 est représenté en fonction
du temps de traitement (B).
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Le traitement des cellules K562 par 10 nM de TPA permet d’induire la différenciation
mégacaryocytaire de maniere dépendante du temps de traitement. Ainsi, environ 50 % des
cellules sont différenciées apres six jours d’induction. Cette différenciation est associée a une

inhibition de croissance qui atteint des valeurs proches de 100 %.

I. 2. 2- Expression du gene de la GSTP1-1 au cours de I’induction de

différenciation mégacaryocytaire par le TPA

Toutes les 24 h, les ARN totaux et les protéines cytoplasmiques ont été extraits des
cellules K562 induites a se différencier par le TPA (10 nM) pendant 6 jours.

L’expression de I’ARNm de la GSTP1-1 et de la protéine a été analysée par northern
blot et western blot, respectivement.

Les résultats obtenus par northern blot (Figure 23-A) montre une diminution
significative de 50 a 60 % (p<0,01) de ’ARNm de GSTP1-1, quel que soit le temps
d’induction par le TPA (Figure 23-B).

L’analyse par western blot (Figure 24-A) de I’expression de la protéine GSTP1-1
montre une diminution significative, pendant les trois premiers jours, d’environ 20 a 30 %
(p<0,01) avec une baisse maximale de 40 % (p<0,01) apres le troisieme jour de traitement. A
partir du quatrieme jour, I’expression remonte progressivement jusqu’au sixieme jour (Figure

24-B).

En conclusion, I’induction de la différenciation mégacaryocytaire par le TPA (10
nM) dans les cellules K562 montre d’une maniere générale une diminution du taux

d’expression de ’ARNm et de la protéine GSTP1-1.
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Figure 23 : Expression de ’ARNm de GSTP1-1 dans les cellules K562 apres 1 a 6 jours

d’induction de la différenciation mégacaryocytaire par le TPA.

10 ug d’ARN totaux de cellules K562 cultivées pendant 1 a 6 jours dans un milieu seul ou
additionné de 10 nM de TPA , ont été analysés par northern blot et hybridés avec la sonde
GSTP1-1. (A), northern blot représentatif de trois expériences indépendantes. Les ARN
ribosomiques ont été colorés au bromure d’éthidium et analysés par un appareil Kodak (image
station 440cf) et le signal radioactif de la sonde GSTP1-1 a été détecté par un Phosphorimager
(Cyclone). Les quantifications ont été réalisées a 1’aide du logiciel Kodak 1D image analysis
puis rapportées a la sous-unité 18S de 1I’ARN ribosomique. (B), quantification de 1’expression
de ’ARNm de GSTP1-1. Ces données représentent la moyenne + 1’€écart-type de trois
expériences indépendantes. ** correspond a p<0,01 par rapport au t€émoin.
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Figure 24 : Expression de la protéine GSTP1-1 dans les cellules K562 au cours de 1 a 6

jours d’induction de la différenciation mégacaryocytaire par le TPA.

10 pg de protéines cytoplasmiques de cellules K562, cultivées pendant 1 a 6 jours en présence
ou non de 10 nM de TPA, ont été analysées par western blot (A), ces données sont
représentatives de trois expériences. La chimiluminescence a été détectée avec un appareil
Kodak (image station 440cf), quantifiée par le logiciel Kodak 1D image analysis (B), ces
données représentent la moyenne + I’écart-type de trois expériences indépendantes. * et **
correspondent respectivement a p<0,05 et a p<0,01 par rapport au témoin.
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1. 3- Induction de la différenciation par le butyrate

Dans cette partie, nous avons sélectionné un autre inducteur de la différenciation des
cellules K562, le butyrate qui a la particularité de pouvoir induire les différenciations

érythroide et/ou mégacaryocytaire en fonction des concentrations utilisées.

L. 3. 1- Effet sur la différenciation et la prolifération cellulaire

Au cours de la premiere étape nous avons déterminé les concentrations inductrices
maximales en butyrate de la différenciation érythroide et mégacaryocytaire dans nos
conditions expérimentales.

Pour rechercher la concentration inductrice maximale de la différenciation érythroide
des cellules K562, nous avons déterminé le pourcentage de cellules hémoglobinisées par le
test a la benzidine apres trois jours d’induction par des concentrations croissantes de butyrate
0;0,1;0,25;0,5;0,75;1;1,5;2;2,5;3 mM).

Pour rechercher la concentration inductrice maximale de la différenciation
mégacaryocytaire des cellules K562, nous avons déterminé le taux de cellules exprimant le
marqueur de surface plaquettaire CD61 par cytométrie en flux apres trois jours d’induction
par des concentrations croissantes de butyrate (0;0,5;0,75;1;1,25;1,5;2;2,5;3 mM).

L’inhibition de croissance et la viabilité cellulaire associées au processus de

différenciation ont également été suivies en fonction de la concentration en inducteur.

Les résultats sont présentés dans la Figure 25. Nous observons que le butyrate induit
un maximum de différenciation érythroide (36,3 %) pour une concentration de 1 mM et un
maximum de différenciation mégacaryocytaire (33,7 %) pour une concentration de 2 mM.

La concentration de 1 mM induisant un maximum d’hémoglobinisation des cellules
K562, induit également 10,3 % de différenciation mégacaryocytaire. De la méme maniere, la
concentration de 2 mM qui induit le maximum de cellules exprimant le marqueur plaquettaire

CD61, induit également 12,1 % de différenciation érythroide.

L’inhibition de croissance associée a la différenciation des cellules K562 augmente
parallelement avec la concentration en inducteur, tout en restant inférieure a 100 % ce qui

témoigne d’un effet cytostatique du traitement mais pas d’un effet cytotoxique. Le taux de
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mortalité cellulaire déterminé par le test au bleu trypan, quant a lui reste faible quelle que soit

la concentration en inducteur.

Ainsi, au vu de ces résultats, nous avons retenu les valeurs de 1 et 2 mM qui donnent
respectivement les pourcentages les plus élevés de différenciation érythroide et

mégacaryocytaire sans augmenter significativement la mortalité cellulaire des cellules K562.

A partir des résultats obtenus précédemment, les cellules K562 ont été traitées durant
un a six jours par les concentrations différenciantes de butyrate 1 et 2 mM. Chaque lot de
cellules traitées a permis de réaliser simultanément une extraction des ARN totaux et des

facteurs cytoplasmiques et nucléaires.

L’induction de la différenciation érythroide et mégacaryocytaire des cellules K562 est
suivie au cours du temps en évaluant respectivement, les taux de cellules hémoglobinisées et
de cellules exprimant le marqueur de surface plaquettaire CD61. L’inhibition de croissance et
le taux de mortalité cellulaire associés a cette induction sont également déterminés (Figure
26).

D’apres les résultats présentés dans la Figure 26-A et dans la Figure 26-B, on peut
constater que les taux respectifs de différenciation érythroide et mégacaryocytaire, restent
faibles méme apres six jours d’induction.

Le temps de traitement est corrélé a une augmentation de 1’inhibition de croissance,
témoignant de I’efficacité de I’induction de différenciation. On note également que le taux de

mortalité cellulaire reste faible au cours de cette induction.

I. 3. 2- Effet du butyrate sur I’expression du gene de la GSTP1-1

1. 3. 2. 1- Effet sur I’expression de I’ARNm de GSTP1-1

Afin d’étudier I’effet de 1’induction des différenciations érythroide et
mégacaryocytaire des cellules K562 par le butyrate sur I’expression de I’ARNm de GSTP1-1,
10 ug d’ARN totaux ont été analysés par northern blot. L hybridation avec la sonde GSTP1-1
de 0,7 kb radiomarquée permet de mettre en évidence I’ARNm de GSTP1-1 de 1,2 kb.
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Figure 25 : Suivi de la différenciation érythroide ou mégacaryocytaire en fonction de

concentrations croissantes de butyrate.

Les cellules K562 ont été cultivées pendant 3 jours en présence de concentrations croissantes
de butyrate. Les caractéristiques de culture cellulaire associées a ces traitements ont été
évaluées par comptage au bleu trypan. Le pourcentage de cellules hémoglobinisées a été
évalué par le test a la benzidine et le taux d’expression du marqueur CD61 par cytométrie en
flux.
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Figure 26 : Effet sur les caractéristiques cellulaires de la lignée K562 au cours de 6 jours

d’induction de la différenciation érythroide ou mégacaryocytaire par le butyrate.

Les cellules K562 ont été cultivées pendant 1 a 6 jours dans un milieu seul ou additionné de 1
mM de butyrate (A) ou de 2 mM de butyrate (B). Le taux de mortalité cellulaire associé a ces
traitements a été évalué par coloration au bleu trypan. Le pourcentage de cellules
hémoglobinisées a été évalué par le test a la benzidine et le taux d’expression du marqueur
CD61 par cytométrie en flux. Ces données représentent la moyenne + 1’écart-type de deux
expériences indépendantes.
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Les résultats du northern blot sur les ARN des cellules K562 traitées pendant un a six
jours par les concentrations différenciantes de 1 mM et 2 mM de butyrate sont présentés dans
la Figure 27-A.

Ces résultats montrent qu’en fonction du temps de traitement le butyrate entraine une
baisse significative de 1’expression de ’ARNm de GSTP1-1 apres induction a la fois de la
différenciation érythroide mais aussi de la différenciation mégacaryocytaire. Cependant, la
diminution observée avec la concentration de 2 mM de butyrate est plus précoce et plus

importante que celle observée avec 1 mM de butyrate (Figure 27-B).

1. 3. 2. 2- Effet sur I’expression de la protéine GSTP1-1

Pour confirmer nos résultats nous avons déterminé 1’effet de la différenciation
érythroide et mégacaryocytaire induite par le butyrate sur I’expression de la protéine GSTP1-
1.

Ainsi, 10 ug de protéines cytoplasmiques des cellules K562 traités pendant 1 a 6 jours
par des concentrations différenciantes de 1 mM et 2 mM de butyrate ont été analysés par
western blot avec I’anticorps primaire anti-GSTP1-1. Les résultats de cette immunodétection
sont présentés dans la Figure 28-A.

Les quantifications sont présentées dans la figure Figure 28-B. Ces expériences ne
révelent aucune variation significative de I’expression de la protéine GSTP1-1 apres ce type

de traitement.

En conclusion, ’induction de la différenciation des cellules K562 par le butyrate
a permis de montrer une baisse de I’expression de ’ARNm de GSTP1-1, avec toutefois
une diminution plus marquée au cours de I’induction de la différenciation
meégacaryocytaire (2 mM) comparée a I’induction de la différenciation érythroide (1
mM). Par contre, cette diminution n’a pas été observée au niveau de I’expression de la

protéine.
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Figure 27 : Expression de ’ARNm de GSTP1-1 dans les cellules K562 au cours de 6
jours d’induction de la différenciation érythroide (1 mM) et mégacaryocytaire (2 mM)

par le butyrate.

10 ug d’ARN totaux de cellules K562 cultivées pendant 1 a 6 jours dans du milieu seul ou
additionné de concentrations différenciantes de butyrate (1 mM ou 2 mM), ont été analysés
par northern blot et hybridés avec la sonde GSTP1-1. (A), northern blot représentatif de deux
expériences indépendantes. Les ARN ribosomiques ont été colorés au bromure d’éthidium et
analysés par un appareil Kodak (image station 440cf) et le signal radioactif de la sonde
GSTP1-1 a été détecté par un Phosphorimager (Cyclone). Les quantifications ont été réalisées
a I’aide du logiciel Kodak 1D image analysis puis rapportées a la sous-unité 18S de I’ARN
ribosomique. (B), quantification de 1’expression de I’ARNm de GSTP1-1 dans les cellules
induites a se différencier au cours de 6 jours de traitement par rapport au témoin
correspondant. Ces données représentent la moyenne + 1’écart-type de deux expériences

indépendantes.
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Figure 28 : Expression de la protéine GSTP1-1 dans les cellules K562 au cours de 6 jours
d’induction de la différenciation érythroide (1 mM) et mégacaryocytaire (2 mM) par le

butyrate.

10 ug de protéines cytoplasmiques de cellules K562 cultivées pendant 1 a 6 jours dans du
milieu seul ou additionné de concentrations différenciantes de butyrate (1 mM ou 2 mM), ont
été analysées par western blot (A), ces données sont représentatives de trois expériences. La
chimiluminescence a été analysée par un appareil Kodak (image station 440cf), quantifiée par
le logiciel Kodak 1D image analysis (B), ces données représentent la moyenne + I’écart-type
de deux expériences indépendantes. * et ** correspondent respectivement a p<0,05 et a
p<0,01 par rapport au témoin.
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1. 4- Effet des agents différenciants sur I’expression de PARNm de GSTP1-1 dans
la lignée Jurkat

Nous avons mis en évidence une variation de 1’expression du gene de la GSTP1-1 qui
est spécifique de la voie de différenciation induite. En effet, la différenciation des cellules
K562 vers la voie érythroide entraine d’une maniere générale une augmentation de
I’expression du gene de la GSTP1-1 indépendamment du type d’inducteur utilisé
(anthracyclines ou hémine). A I’opposé, 'induction de la différenciation mégacaryocytaire

par le TPA, entraine une diminution de 1’expression du gene de la GSTP1-1.

Afin d’évaluer si cette modulation de I’expression du gene de la GSTP1-1 est en
relation avec un processus de différenciation, nous avons étudié 1’effet de ces inducteurs sur
une lignée non myéloide, la lignée humaine Jurkat (une leucémie a cellules T).

Les cellules Jurkat ont été traitées par 10 nM de TPA, 20 nM d’acla ou 40 nM de dox

pendant 1 a 6 jours ou par 30 xM d’hémine pendant 1 a 3 jours.

L. 4. 1- Effet de I’hémine sur I’expression de la GSTP1-1 dans les cellules
Jurkat

1. 4. 1. 1- Effet sur la différenciation et la prolifération cellulaire

L’effet du traitement par ’hémine (30 xM) a été étudié pendant 1 a 3 jours, sur
I’inhibition de croissance (Figure 29-A) et le taux de mortalité cellulaire (Figure 29-B).

Les résultats montrent une inhibition de croissance qui augmente en fonction du temps
de traitement et qui atteint environ 50 % au bout du troisieme jour de traitement. Ce
ralentissement de croissance ne s’accompagne pas d’une augmentation significative de la
mortalité cellulaire (<7 % apres trois jours).

Cette inhibition n’est pas la conséquence d’un effet cytotoxique du traitement,
puisqu’elle reste inférieure a 100 % et est accompagnée d’un taux de mortalité qui reste

faible.

132



Résultats

60 -

50 1

40 1

30 1

20 ~

10 1

Inhibition de croissance (%)

o T T 1
0 1 2 3

Temps de traitement (jour)

—&—Témoin
—l—Hémine

Mortalité cellulaire (%)

Temps de traitement (jour)

Figure 29 : Effet de 30 M d’hémine sur la prolifération cellulaire de la lignée Jurkat au

cours de 3 jours de traitement.
Les cellules Jurkat ont été traitées pendant 3 jours par 30 M d’hémine. L’inhibition de
croissance (A) et la mortalité cellulaire (B) ont été évaluées par numération des cellules

colorées au bleu trypan. Ces données représentent la moyenne + 1’écart-type de trois
expériences.
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1. 4. 1. 2- Effet sur I’expression de ’ARNm de GSTP1

Nous avons ensuite étudié 1’effet de ces conditions de traitement sur 1’expression de
I’ARNm du gene de GSTP1-1 dans la lignée Jurkat par northern blot en présence d’une sonde
radiomarquée d’ADNc de GSTP1-1 (Figure 30-A).

La Figure 30-B présente le taux d’expression relatif de I’ARNm de GSTPI1-1,
rapporté a celui des ARNr 18S, en fonction du temps de traitement. Cette quantification ne
met en évidence aucune différence significative de 1’expression de ’ARNm de GSTPI1-1,

pendant ce temps de traitement avec 30 xM d’hémine.

L. 4. 2- Effet des anthracyclines et du TPA sur I’expression de la GSTP1-1

dans les cellules Jurkat

1. 4. 2. 1- Effet sur la prolifération cellulaire

L’effet des trois inducteurs (acla, dox et TPA) a été analysé sur I’inhibition de
croissance (Figure 31-A) et le taux de mortalité cellulaire (Figure 31-B) des cellules Jurkat.

Les résultats montrent une forte inhibition de croissance (85 %) des le deuxieme jour
de traitement par la dox qui se maintient jusqu’au sixieme jour. Cette inhibition n’est pas la
conséquence d’un effet cytotoxique, puisque le taux de mortalité cellulaire reste faible
jusqu’au quatrieme jour. Au dela, I’effet cytotoxique devient significatif (>10%) avec les
différents inducteurs. Toutefois, nous remarquons aussi une augmentation plus modérée de la
mortalité cellulaire dans les cultures témoins.
Apres les traitements par 1’acla et le TPA, on constate également un ralentissement de la
croissance cellulaire mais beaucoup plus faible que celui observé avec la dox (20 et 40 %

respectivement).
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Figure 30 : Expression de ’ARNm de GSTP1-1 dans les cellules Jurkat apres 1 a 3 jours
de traitement par 30 M d’hémine.

10 ug d’ARN totaux de cellules Jurkat traitées pendant 1 a 3 jours par 30 M d’hémine ont
été analysés par northern blot et hybridés avec la sonde GSTPI-1. (A), northern blot
représentatif de trois expériences indépendantes. Les ARN ribosomiques ont été révélés au
bromure d’éthidium et analysés par un appareil Kodak (image station 440cf) et le signal
radioactif de la sonde GSTPI-1 a été détecté par un Phosphorimager (Cyclone). Les
quantifications ont été réalisées a 1’aide du logiciel Kodak 1D image analysis puis rapportées
a la sous-unité 18S de I’ARN ribosomique. (B), quantification de 1’expression de I’ARNm de
GSTP1-1 dans les cellules Jurkat traitées pendant 3 jours par rapport au témoin
correspondant. Ces données représentent la moyenne + 1’écart-type de trois expériences
indépendantes.
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Figure 31 : Effet des inducteurs de la différenciation de la lignée K562 sur la

prolifération cellulaire de la lignée Jurkat au cours de 6 jours de traitement.

Les cellules Jurkat ont été cultivées pendant 1 a 6 jours dans du milieu seul ou additionné de
10 nM de TPA, 20 nM d’acla ou 40 nM de dox. L’inhibition de croissance (A) et la mortalité
cellulaire (B) ont été évaluées par numération des cellules au bleu trypan. Ces données
représentent la moyenne + 1’écart-type de trois expériences indépendantes.
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1. 4. 2. 2- Effet sur I’expression de ’ARNm de la GSTP1-1

Nous avons analysé I’expression de I’ARNm du gene de GSTP1-1 dans la lignée Jurkat
traitée pendant 6 jours par 10 nM de TPA, 20 nM d’acla ou 40 nM de dox. L’analyse par
northern blot de 10 ug d’ARN totaux hybridés avec la sonde d’ADNc de GSTP1-1
radiomarquée est présentée dans la Figure 32-A.

La Figure 32-B présente le taux d’expression relatif de I’ARNm de GSTPI1-1,
rapporté a celui des ARNr 18S, en fonction du temps de traitement. Cette quantification ne
met en évidence aucune différence significative de 1I’expression de I’ARNm de GSTP1-1, que

ce soit en fonction du temps de traitement ou du type d’inducteur.

En conclusion, les traitements capables d’induire la différenciation des cellules K562
vers la voie érythroide ou mégacaryocytaire ne modifie pas I’expression du gene de la
GSTP1-1 dans une lignée incapable de se différencier vers ces voies. Ainsi, les variations
de I’expression du gene de la GSTP1-1 pourraient étre spécifiques des potentialités de

différenciation de la lignée K562.
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Figure 32 : Effet des inducteurs de la différenciation de la lignée K562 sur I’expression
de PARNm de GSTP1-1 dans la lignée Jurkat au cours de 6 jours de traitement.

10 ug d’ARN totaux de cellules Jurkat traitées pendant 1 a 6 jours par 10 nM de TPA, 20 nM
d’acla ou 40 nM de dox, ont été analysés par northern blot et hybridés avec la sonde GSTP1-1
(A). Northern blot représentatif de trois expériences indépendantes. Les ARN ribosomiques
ont été colorés au bromure d’éthidium et analysés par un appareil Kodak (image station
440cf) et le signal radioactif de la sonde GSTP1-1 a été détecté par un Phosphorimager
(Cyclone). Les quantifications ont été réalisées a 1’aide du logiciel Kodak 1D image analysis
puis rapportées a la sous-unité 18S de 1I’ARN ribosomique. (B), quantification de 1’expression
de ’ARNm de GSTP1-1 dans les cellules Jurkat traitées pendant 6 jours par rapport au
témoin correspondant. Ces données représentent la moyenne * I’écart-type de trois
expériences indépendantes.
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En résumé, dans la lignée K562, I’expression du gene de la GSTP1-1 varie en
fonction de la voie de différenciation induite.

Les anthracyclines et I’hémine qui induisent la différenciation érythroide de ces
cellules conduisent a une augmentation de ’ARNm et de la protéine GSTP1-1.

Au contraire, lors de la différenciation mégacaryocytaire induite par le TPA, la
GSTP1-1 devient tres faiblement exprimée.

Avec le butyrate les résultats semblent moins contrastés. En effet, nous pouvons
observer une diminution de I’expression comme dans le cas du TPA avec la
concentration de 2 mM de butyrate qui induit la différenciation mégacaryocytaire. En
revanche, avec la concentration de 1 mM, qui induit la différenciation érythroide,
I’expression de la GSTP1-1 est également diminuée mais de maniere moins importante
et plus tardive qu’avec la concentration de 2 mM.

Ces résultats suggerent I’existence d’un mécanisme de régulation transcriptionnel
et / ou post-transcriptionnel du gene GSTP1 spécifique de la voie de différenciation
induite.

De plus, ce mécanisme de régulation transcriptionnel semble spécifique de la
lignée et donc du type cellulaire considéré, puisque les traitements capables d’induire la
différenciation des cellules K562 vers les voies érythroide et mégacaryocytaire n’activent
pas de mécanisme de régulation transcriptionnelle de I’expression du gene de la GSTP1-
1 dans la lignée Jurkat qui est incapable de se différencier. Ainsi, I’effet observé en plus
d’etre spécifique de la voie de différenciation induite, est spécifique de la lignée
cellulaire.

Ces résultats laissent ainsi envisager une implication potentielle de facteurs et de

voies de signalisation qui sont spécifiques de la lignée K562.
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II- ETUDE DE LA REGULATION TRANSCRIPTIONNELLE DE LA GSTP1-1 AU
COURS DE LI’INDUCTION DE LA DIFFERENCIATION

Dans la premiere partie de cette étude, nous avons mis en évidence une variation de
I’expression du gene de la GSTP1-1 qui est dépendante de la voie de différenciation.

Le traitement des cellules K562 par les anthracyclines ou I’hémine, inducteurs de la
différenciation érythroide, entraine une augmentation de I’expression du gene de la GSTP1-1.
A Topposé, le TPA et le butyrate, inducteurs de la différenciation mégacaryocytaire des
cellules K562 provoquent une baisse de 1’expression du gene de la GSTP1-1. De plus nous
avons montré qu’en absence d’activité différenciante, ces mémes inducteurs ne modifient pas

I’expression du gene de la GSTP1-1 dans la lignée Jurkat.

Des résultats antérieurs obtenus dans I’équipe ont montré 1’implication du facteur de
transcription p45-NF-E2 dans l'induction du gene de la GSTP1-1 par le TPA (Borde-Chiché
et al., 2001a). C’est pourquoi nous nous sommes intéressés a 1’étude des facteurs de
transcription impliqués dans la régulation transcriptionnelle des genes spécifiques des voies
érythroide et mégacaryocytaire et a leur éventuelle interaction avec le promoteur du gene de
la GSTP1-1. Nous avons recherché la présence potentielle d’autres sites pour des facteurs de
transcription spécifiques de la différenciation érythroide ou mégacaryocytaire dans le

promoteur du gene de la GSTP1-1.

I1. 1- Recherche de séquences cibles de facteurs de transcription spécifiques de la

différenciation hématopoiétique

Afin d’atteindre cet objectif, la séquence promotrice du gene de la GSTP1-1 comprise
entre -1224 et +96 pb a été soumise a une analyse assistée par ordinateur, grace au logiciel

Matinspector de Genomatix (http://www.genomatix.de). Ce logiciel permet une recherche

automatique, par comparaison de séquences, de sites susceptibles de lier spécifiquement des

facteurs de transcription (Heinemeyer et al., 1998).
Les résultats de cette recherche sont présentés dans la Figure 33. Ce programme, nous
a permis de retrouver parmi les 1200 sites sortis, les séquences déja connues des 2 sites Spl,

du site AP-1, du site NF-kB like et du site NF-kB dans le promoteur du gene de la GSTP1-1.
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Par ailleurs, deux séquences GATA, que nous avons arbitrairement appelé GATA proximal
situé en -908/-905 et GATA distal situé en -1211/-1208 ont retenu notre attention. La Figure
34 montre une représentation schématique du promoteur du gene de la GSTP1-1, avec la

position des sites identifiés grace a la recherche assistée par ordinateur.

Une étude précise des deux séquences GATA précédemment identifiées révele que
celle du site GATA distal est plus proche de la séquence consensus (5°-T/A(GATA)A/G-3")
que celle du site GATA proximal, de par la nature des bases adjacentes au motif GATA.

Cette séquence est connue pour permettre la fixation de facteurs de transcription de la
famille GATA. Parmi les membres connus de cette famille, les facteurs GATA-1, 2 et 3 sont
principalement impliqués dans la régulation transcriptionnelle de I’expression des genes du
systtme hématopoiétique. Plus particulierement le facteur GATA-1 est essentiel dans la
différenciation érythroide et mégacaryocytaire.

Ainsi, au vu des différences observées concernant 1’expression de la GSTP1-1 en
fonction de la lignée et de la voie de différenciation considérée, les sites GATA identifiés
dans le promoteur du gene de la GSTP1-1 nous ont semblé €tre de bons candidats en ce qui

concerne leur implication potentielle dans I’expression de ce gene.

En conclusion, I’étude assistée par ordinateur de la séquence promotrice du gene
de GSTP1-1 nous a permis de mettre en évidence deux séquences GATA en positions
proximale (-908/-905) et distale (-1211/-1208) par rapport au site d’initiation de la

transcription.
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Figure 33 : Résultat de la recherche assistée par ordinateur de sites de fixation de

facteurs de transcription dans le promoteur du gene de GSTP1-1.

La séquence promotrice du gene de la GSTP1-1 comprise entre -1224 a 496 pb, a ét€ soumise
a une analyse assistée par ordinateur grace au logiciel Matinspector de Genomatix
(http://www.genomatix.de), qui permet une recherche automatique, par comparaison de
séquences, de sites potentiels de liaison de facteurs de transcription. Les sites connus (NF-kB,
AP-1 et Spl) et les sites GATA identifiés sont précisés.
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Figure 34 : Le promoteur de la GSTP1-1.

A : Détail des éléments régulateurs du promoteur de la GSTP1-1, accompagnés de leur
position respective. B : Séquence de la région -1224 a +96. Les sites GATA proximal (-908/-
905) et GATA distal (-1211/-1208) sont en gras et soulignés. La tata-box est en gras (-31/-28)
et en italique et le site d’initiation de la transcription est en position +1. Les autres sites sont

surlignés : 2 sites Sp1 en - et -, AP-1 en -69/-63 et NF-kB en -
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I1. 2- Effet de la différenciation des cellules K562 sur la transactivation d’un gene

rapporteur sous le controle de sites GATA par transfection transitoire

Nous avons montré dans la partie précédente que le promoteur de la GSTP1-1 contient
deux sites GATA. Afin de vérifier que les différents agents, utilisés pour induire la
différenciation des cellules K562, sont capables de faire varier I’expression d’un ou plusieurs
facteurs GATA, nous avons réalisé des expériences de transfection transitoire. Ces
expériences ont été réalisées en utilisant un plasmide rapporteur contenant le gene de la
luciférase associé a 3 répétitions du site consensus GATA clonés en amont du promoteur
minimal de la métallothionéine dans un vecteur pGL3-basic (pGL3-GATA-luc) et deux
plasmides d’expression du facteur GATA-1 : le plasmide pXM-GATA-1 (qui exprime la
protéine GATA-1 normale) et le plasmide pXM-GATA-1A63 (qui exprime une protéine

GATA-1 mutée par une délétion de sa partie NH, terminale).

Un plasmide exprimant de facon constitutive la luciférase Renilla est co-transfecté

dans chaque expérience afin d’obtenir un contrdle de transfection.
IL. 2. 1- Effet de la surexpression de la protéine GATA-1
Afin de valider notre modele et les quantités optimum de plasmide a utiliser, nous
avons tout d’abord transfecté des cellules K562 avec 5 ug de plasmide rapporteur pGL3-
GATA-luc et avec des quantités croissantes de plasmides d’expression pXM-GATA-1 (0 ;

0,1;0,5;1;2,5;5et10 ug) ou pXM-GATA-1A63 (0;0,1;0,5;1;2,5¢et5 ug).

Les résultats de ces expériences de transfections transitoires sont présentés dans la

Figure 35.
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Figure 35 : Activité transcriptionnelle d’un promoteur sous le controle de GATA apres

la surexpression de concentrations croissantes du facteur GATA-1 ou GATA-1 muté.

Des cellules K562 ont été co-transfectées par électroporation avec 5 ug de plasmide
rapporteur pGL3-GATA-luc et des concentrations croissantes de plasmide d’expression
pXM-GATA-1 (A) ou pXM-GATA-1A63 (B). Apres 24 h, les activités luciférase et Renilla
sont ensuite mesurées par un luminometre Berthold grace au logiciel Simplicity. Les résultats
expriment le rapport entre les activités mesurées, ces données représentent la moyenne +
I’écart-type de trois expériences indépendantes. * et ** correspondent respectivement a
p<0,05 et a p<0,01 par rapport au témoin.
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L’augmentation de 1’expression du facteur GATA-1 entraine une augmentation de
I’activité transcriptionnelle du promoteur pGL3-GATA-luc en fonction de la quantité en
plasmide pXM-GATA-1 transfectée, avec un maximum d’augmentation de 2,5 fois (p<0,01)
par rapport au témoin a partir de 5 ug (Figure 35-A).

En revanche, ’augmentation de 1’expression du facteur GATA-1 muté dans sa partie
NH, terminale et ayant perdu sa capacité transactivatrice, n’induit pas [’activité
transcriptionnelle de pGL3-GATA-luc dans les cellules K562. Au contraire, 1’activité
luciférase est diminuée respectivement de 25 % (p<0,01) et de 45 % (p<0,01) pour des
concentrations de 2,5 et 5 pg de plasmide pXM-GATA-1A63 transfecté (Figure 35-B).

Ensuite, nous avons voulu comparer ces résultats avec 1’effet des mémes co-

transfections dans la lignée Jurkat qui n’exprime pas les facteurs GATA-1 et GATA-2.

Les cellules K562 et les cellules Jurkat ont été co-transfectées avec 5 ug du plasmide
pGL3-GATA-luc et 5 ug des plasmides d’expression pXM-GATA-1 ou pXM-GATA-1A63.

Les résultats de ces co-transfections dans les cellules K562 et Jurkat sont présentés
dans la Figure 36.

Ces expériences présentent des résultats similaires avec une augmentation de 1’activité
luciférase du plasmide pGL3-GATA-luc dans les deux lignées transfectées avec le plasmide
pXM-GATA-1. Cependant, I’augmentation observée est plus importante dans le cas de la
lignée Jurkat. En ce qui concerne I’activité luciférase mesurée dans le cadre de la transfection
du plasmide pXM-GATA-1A63, celle-ci reste a un niveau basale dans la lignée Jurkat
comparée au témoin, alors que 1’activité luciférase détectée dans la lignée K562 est diminuée

de 45 % (p<0,01) par rapport au témoin.
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Figure 36 : Activité transcriptionnelle d’un promoteur sous le controle de GATA apres

la surexpression du facteur GATA-1.

Des cellules K562 (A) et des cellules Jurkat (B) ont été€ co-transfectées par électroporation
avec 5 pug de plasmide rapporteur pGL3-GATA-luc et 5 pug de plasmide d’expression GATA-
1 ou GATA-1 muté (GATA-1-delta). Apres 24 h, les activités luciférase et Renilla sont
ensuite mesurées par un luminometre Berthold grace au logiciel Simplicity. Les résultats sont
exprimés comme le rapport entre les activités mesurées, ces données représentent la moyenne
+ I’écart-type de trois expériences indépendantes. ** correspond a p<0,01 par rapport au
témoin.
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I1. 2. 2- Effet des traitements différenciants sur la transactivation d’un

gene rapporteur sous le controle de sites GATA

Afin de poursuivre nos investigations concernant la régulation de 1’expression de la
GSTPI1-1 par le facteur GATA-1, nous avons induit la différenciation de cellules K562
transfectées par le plasmide pGL3-GATA-luc.

Les résultats de ces expériences sont présentés dans Figure 37. Nous pouvons
observer une augmentation significative de I’activité luciférase dans les cellules traitées par
I’acla et la dox de respectivement 2,6 (p<0,01) et 1,4 (p<0,01) fois. Dans le cas de ’hémine,
une diminution de 25 % (p<0,01) de ’activité luciférase est observée. Apres induction de la
différenciation mégacaryocytaire par le TPA, nous observons une tres forte induction de 7,7
fois (p<0,01) de I’activité luciférase du plasmide rapporteur. Avec le butyrate a la
concentration de 2 mM nous constatons une augmentation de 1,8 fois (p<0,01) de I’activité
luciférase alors que la concentration de 1 mM n’a aucun effet sur I’activité de notre

promoteur.

En conclusion, le plasmide pGL3-GATA-luc, qui contient les éléments de réponse
GATA, présente une activité transcriptionnelle qui peut-étre augmentée par la
surexpression du facteur GATA-1.

De méme, son activité transcriptionnelle peut-étre modulée en fonction de I’agent
utilisé pour induire la différenciation des cellules K562. Ces résultats suggerent que les
inducteurs utilisés sont capables de moduler I’expression d’un ou de plusieurs facteurs

de transcription de la famille GATA.
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Figure 37 : Activité transcriptionnelle d’un promoteur sous le controle de GATA apres

induction de la différenciation des cellules K562.

Des cellules K562 ont été transfectées par électroporation avec 5 pug de plasmide rapporteur
pGL3-GATA-luc. Apres 24 h, les cellules sont traitées pendant 48 h avec un inducteur de la
différenciation comme indiqué. Les activités luciférase et Renilla sont ensuite mesurées par
un luminometre Berthold grace au logiciel Simplicity. Les résultats sont exprimés comme le
rapport entre les activités mesurées. Ces données représentent la moyenne + 1’écart-type de
trois expériences indépendantes. ** correspond a p<0,01 par rapport au témoin.
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II. 3- Etude de la capacité de liaison des facteurs de transcription aux sites
GATAd et GATAp du promoteur de la GSTP1-1

Nous avons montré précédemment que les agents utilisés pour induire la
différenciation des cellules K562 sont capables de moduler 1’expression d’un ou plusieurs

facteurs GATA ainsi que I’expression de la GSTP1-1.

Ainsi, nous avons voulu évaluer la fonctionnalité des sites GATA identifiés dans le
promoteur du gene de la GSTP1-1 et leurs roles potentiellement régulateurs dans 1’expression
de ce gene au cours de la différenciation des cellules K562. Pour mettre en évidence
d’éventuelles interactions spécifiques des leucémies entre certains facteurs protéiques
nucléaires et les séquences GATA du promoteur du gene de la GSTP1-1, nous avons utilisé la

technique de retard de migration sur gel ou gel shift.

IL. 3. 1- Activité liante de facteurs de transcription aux séquences GATA

dans différentes lignées leucémiques

II. 3. 1. 1- Activité liante des séquences GATA du promoteur de la

GSTP1-1 et consensus

Nous avons d’abord vérifié 1’existence d’une activité liante, dans différentes lignées
leucémiques, sur des séquences correspondant aux sites GATA distal et proximal en utilisant
des sondes oligonucléotidiques de 20 paires de bases (pb) correspondant aux régions du
promoteur du gene de la GSTPI1-1 allant de -897 a -916 pour la sonde GATAd et de -1200 a -
1219 pour la sonde GATAp. Nous avons également utilisé une sonde de 24 pb contenant un

site GATA consensus issu du gene tal-1.

Apres incubation des sondes radiomarquées avec les extraits nucléaires des lignées
Jurkat, U937, Raji ou K562 dans un milieu réactionnel préparé extemporanément, les
complexes formés entre les protéines et I’ADN ont été séparés par électrophorese dans un gel

a 5 % de polyacrylamide puis analysés par autoradiographie.
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L’autoradiogramme présenté dans la Figure 38 nous permet de mettre en évidence des
profils de migration différents en fonction des lignées cellulaires utilisées mais également en
fonction du site GATA considéré. Nous notons la présence de deux complexes qui sont
uniquement présents dans la lignée K562 et avec les sondes GATAd et GATAc.

Avec les extraits nucléaires des quatre lignées, nous pouvons noter la formation de

quatre complexes. Nous nommerons arbitrairement, C1 a C4, ces complexes (Figure 38).

» Dans la lignée Jurkat : le complexe C1 a pu étre observé avec les trois sondes avec une
intensité plus élevée pour les sondes GATAp et GATAc. Le complexe C2 n’apparait
qu’avec les sondes GATAp et GATAc. Les complexes C3 et C4 sont absents.

» Dans la lignée U937 : les complexes C1 et C2 ont pu &tre observés avec les trois sondes
GATAd, GATAp, GATAc.

» Dans la lignée Raji : seul le complexe C1 a pu étre observé avec chaque sonde.

» Dans la lignée K562 : les complexes C1, C2, C3 et C4 ont pu &tre observés. Avec la sonde
distale, les complexes C1, C3 et C4 sont observés. L’intensité des bandes est assez
variable, mais d’une maniere générale C1 est relativement plus faible que les complexes
C3 et C4. Toutefois C3 reste nettement majoritaire. Pour la sonde proximale, seuls les
complexes C1 et C2 sont présents. En ce qui concerne la sonde consensus, elle présente
dans ce type de lignée un profil d’activité liante tres comparable a celui de la sonde

distale.

II. 3. 1. 2- Activité liante des séquences GATA mutées

Nous avons ensuite étudié le profil de liaison avec des sondes homologues mutées et
appelées respectivement GATAdm, GATApm et GATAcm. Ces sondes radiomarquées ont
été incubées avec les extraits nucléaires des différentes lignées et les complexes formés entre
les protéines et I’ADN ont été séparés par électrophorese dans un gel a 5 % de polyacrylamide
puis analysés par autoradiographie. Les résultats de cette analyse sont présentés sur
I’autoradiogramme de la Figure 39.

La mutation des différentes sondes utilisées au niveau de leur séquence GATA,
entraine une modification du profil de liaison dans les différentes lignées et ne laisse plus

apparaitre qu’un seul complexe retardé, le complexe C1, dans les quatre lignées cellulaires.
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Lignée Jurkat U937 Raji K562
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A s \””““”m~~

Figure 38 : Activité liante des facteurs nucléaires des différentes lignées leucémiques

avec les sondes GATA distale, proximale et consensus.

10 ug d’extraits nucléaires des lignées Jurkat, U937, Raji ou K562, ont été incubés pendant 30
min. a 4°C avec les sondes GATA distale (d), proximale (p) ou consensus (c) radiomarquées.
Les interactions protéine-ADN ont été analysées par retard de migration sur gel. Quatre
complexes (C1, C2, C3, C4) ont été mis en évidence. Les profils de liaison sont représentatifs
de 3 expériences.
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Lignée Jurkat U937 Raji K562

Sonde dm pm cm dm pm cm dm pm cm dm pm cm

-

Figure 39 : Activité liante des facteurs nucléaires des différentes lignées leucémiques

avec les sondes GATA mutées.

10 ug d’extraits nucléaires des lignées Jurkat, U937, Raji ou K562, ont été incubés pendant 30
min. a 4°C avec les sondes GATA distale mutée (dm), proximale mutée (pm) ou consensus
mutée (cm) radiomarquées. Un complexe C1 a été mis en évidence. Les interactions protéine-
ADN ont été analysées par retard de migration sur gel. Les profils de liaison sont
représentatifs de 3 expériences.
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En conclusion, ces résultats montrent que les séquences GATA du promoteur du
gene de la GSTP1-1 peuvent fixer différents complexes protéiques in vitro et qu’il existe
des différences entre les profils des lignées leucémiques étudiées.

Le profil de liaison de la lignée K562 présente des complexes (C3 et C4) qui sont
absents des autres lignées. De plus, le profil de la sonde GATAGJ est tres semblable a
celui de la sonde GATAc. Or la sonde GATAc doit logiquement étre capable de fixer des
facteurs de la famille GATA. En revanche, ces complexes disparaissent avec les sondes
mutées. Au vu de ces résultats, il nous a paru intéressant d’étudier la capacité de liaison
des facteurs nucléaires de la lignée K562 en particulier du facteur GATA-1 impliqué

dans la différenciation érythroide de cette lignée.

II. 3. 2- Caractérisation des complexes oligonucléoprotéiques dans les

cellules K562

II. 3. 2. 1- Mise au point

Au cours des premieres tentatives d’étude de ’activité liante dans la lignée K562 avec
la sonde GATAJ, nous avons constaté que 1’intensité de ces complexes était tres faible.

Différentes expériences ont été effectuées, en faisant varier le temps et la température
d’incubation du mélange ADN-facteurs nucléaires. Il s’est avéré que cette modulation du
signal était corrélée a ces deux parametres.

Des extraits nucléaires de cellules K562 ont été incubés dans différentes conditions
avec la sonde GATAd radiomarquée. L’effet du temps et de la température d’incubation sur
I’activité liante est présenté dans la Figure 40.

On peut noter une diminution de I’intensité du signal avec 1’augmentation de la
température d’incubation, mais on remarquera toutefois I’importance du temps d’incubation
pour obtenir un signal optimal. En effet, celui-ci ne doit pas étre trop prolongé au risque
d’avoir une diminution du signal des complexes C3 et C4.

Ainsi, nous avons retenu une incubation de 15 min. a 4°C pour la suite des expériences

de retard de migration sur gel.
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Température d’incubation (°C) 4 22 4 37
Temps d’incubation (min.) 30 10 20 30 15 45 60 5 10 15

Cl->»

Cc3>
Ci4>

Figure 40 : Effet du temps et de la température d’incubation sur ’activité liante des
protéines nucléaires de la lignée K562.
10 ug d’extraits nucléaires des cellules K562, ont été incubés avec la sonde GATA distale

radiomarquée. L’effet du temps et de la température d’incubation sur 1’interaction protéine-
ADN ont été analysés par retard de migration sur gel.
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II. 3. 2. 2- Mise en évidence de la spécificité des complexes C3/C4 par

compétition de sondes

Afin de déterminer plus précisément la spécificité des bandes obtenues avec la sonde
GATAd et les extraits des cellules K562, nous avons réalisé des expériences de compétition
en ajoutant aux extraits nucléaires un exces molaire d’oligonucléotides froids.

Si une protéine se lie spécifiquement a la sonde, elle va se lier de préférence a la sonde
froide présente en exces et par conséquent I’intensité de la bande radioactive que 1’on
observait sur le gel va diminuer, voire disparaitre. Si la liaison est non spécifique, il n’y a pas
de compétition et la bande se maintient.

Des extraits nucléaires de la lignée K562, ont été pré-incubés en présence ou non d’un
exces molaire de 50 fois de sonde froide GATAd, GATAdm ou GATAc, puis incubés avec la
sonde GATA distale radiomarquée.

Les résultats de cette expérience de compétition sont présentés sur 1’autoradiogramme
de la Figure 41. On peut noter une disparition presque totale du signal des complexes C3 et
C4 dans le cas des compétitions avec les sondes froides GATAd et GATAc, alors que
I’intensité du signal du complexe C1 n’est pratiquement pas affectée par ces compétitions.

En revanche, dans le cas d’une compétition non spécifique, avec la sonde GATAdm,
le signal des complexes C3 et C4 ainsi que celui du complexe C1 n’est pratiquement pas
affecté.

Ces résultats suggerent que le complexe C1 n’est pas spécifique alors que les

complexes C3 et C4 sont spécifiques de la sonde GATAJ.

IL. 3. 3- Identification des protéines formant le complexe

Afin d’identifier les facteurs nucléaires de la lignée K562 qui se lient a la sonde
GATAd, nous avons réalisé des expériences de supershift. Nous avons dans un premier temps
supposé qu’il pouvait s’agir du facteur GATA-1. En effet, ce facteur est assez fortement
exprimé dans la lignée K562. Il est connu pour jouer un role majeur dans les mécanismes de
différenciation du systeme hématopoiétique et son expression est régulée au cours de ces

processus.
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Ainsi, 10 pg d’extraits nucléaires de la lignée K562, ont été pré-incubés en présence
ou en absence de 2 ug d’anticorps anti-GATA-1 puis incubés avec la sonde GATAd ou

GATACc radiomarquées dans les conditions préconisées par le fabricant.

Les résultats (Figure 42-A) montrent, aussi bien avec la sonde GATAd qu’avec la
sonde GATAc, un supershift du complexe C3. Par contre, les complexes C1 et C4 ne sont pas

affectés par la présence de 1’anticorps anti-GATA-1.

Dans un second temps, nous avons voulu vérifier que les complexes C1 et C4 obtenus
avec la sonde GATAd, n’étaient pas dus a d’autres facteurs de transcription de la famille
GATA et que le supershift observé est bien spécifique de GATA-1.

Pour cela, 10 pug d’extraits nucléaires de la lignée K562, ont été pré-incubés en
présence ou en absence de 2 ug de différents anticorps de la famille GATA (anti-GATA-2 et
anti-GATA-3) ainsi que d’autres anticorps dirigés contre des facteurs de transcription
n’appartenant pas a cette famille (anti-NF-kB, anti-Sp1, anti-IgG) puis incubés avec la sonde
GATAd.

Les résultats (Figure 42-B) ne montrent aucune variation significative de I’intensité

quelque soit le complexe considéré ou 1’anticorps utilisé.

Au vu de ces résultats, nous pouvons conclure que le complexe C1, qui est présent
sur chacune des sondes et dans toutes les lignées leucémiques utilisées, correspond a une
interaction non spécifique avec le site GATA.

Les complexes C3 et C4 ne sont présents que dans les extraits de la lignée K562
avec la sonde GATAGJ, ils sont déplacés dans les expériences de compétition (Figure 41).
Ces complexes sont donc spécifiques.

Les expériences de supershift ont permis d’identifier le facteur GATA-1 dans le
complexe C3.

L’ensemble de ces résultats suggere que le site GATA distal interagit

spécifiquement avec le facteur GATA-1, pour former le complexe C3.
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Sonde froide (X50) - D Dm C

Cl—»

C3—
C4—>

/////

sonde GATAA et les extraits de cellules K562 par compétition avec des sondes froides.

10 ug d’extraits nucléaires de la lignée K562, ont été pré-incubés pendant 15 min. a 4°C avec
ou non un exces molaire (50 fois) de sonde froide GATA distale (D), distale mutée (Dm) ou
consensus (C), puis incubés 15 min. a 4°C avec la sonde GATA distale radiomarquée. Les
profils de liaison sont représentatifs de 3 expériences.
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A Sonde c C d d
Anticorps anti-GATA-1 - + - +

& & i “4— Supershift

-

Anti-Sp1
Anti-IgG
Anti-GATA-2
Anti-GATA-3

=
Anti-NF-xB p50

Anticorps

Figure 42 : Identification des protéines contenues dans les complexes de liaison obtenus

avec la sonde GATA distale et les extraits nucléaires de cellules K562.

(A) 10 pug d’extraits nucléaires de la lignée K562, ont été pré-incubés pendant 15 min. a 4°C
en présence ou en absence de 2 yg d’anticorps anti-GATA-1 puis incubés pendant 15 min. a
4°C avec la sonde GATA distale ou consensus radiomarquées. (B) 10 ug d’extraits nucléaires
de la lignée K562, ont été pré-incubés pendant 15 min. a 4°C en présence ou en absence de 2
ug de différents anticorps puis incubés pendant 15 min. a 4°C avec la sonde GATA distale.
Les profils de liaison présentés sont représentatifs de 3 expériences.
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I1. 4- Etude de la capacité de liaison de GATA-1 aux sites GATAd et GATAp du
promoteur de la GSTP1-1 dans les cellules K562 induites a se différencier

Dans la premiere partie de nos travaux, nous avons mis en évidence des variations de
I’expression du gene de la GSTP1-1 au cours de I’induction de la différenciation des cellules
K562.

Ensuite, nous avons montré I’existence d’un site GATA dans le promoteur du gene de
la GSTPI1-1, susceptible de fixer de maniere spécifique le facteur GATA-1 dans la lignée
cellulaire K562.

Nous avons poursuivi cette étude en examinant si la liaison du facteur GATA-1 sur le
nouveau site GATAd du promoteur de la GSTP1-1 pouvait €tre modulée par des agents

différenciants.

IL. 4. 1- Etude de la capacité de liaison aux sites GATA apres induction de

la différenciation érythroide par les anthracyclines

10 ug de facteurs nucléaires de cellules K562 traitées par des concentrations
différenciantes d’acla (20 nM) ou de dox (40 nM) pendant 6 jours ont été incubés avec la
sonde GATAd radiomarquée et analysés par retard de migration sur gel (Figure 43-A). La
figure montre qu’il n’y a pas de variation importante de I’intensité du complexe C1 ; en
revanche, on note des variations importantes dans I’intensité du signal des complexes
C3/GATA-1 et C4. La quantification du signal du complexe C3/GATA-1 (Figure 43-B)
permet de mettre en évidence :

» une induction de 30 a 70 % du complexe C3/GATA-1 des le premier jour de traitement
dans le cas de I’acla,,.
» une diminution de 25 a 40 % du complexe C3/GATA-1 au cours du traitement dans le cas

de la dox.

De plus, I’induction de la différenciation érythroide par les anthracyclines ne conduit
pas a la formation de nouveaux complexes. L’étude de 1’activité liante au niveau de la
séquence GATAp, dans de telles conditions de traitement, n’a pas permis de mettre en

évidence de variations significatives (résultat non montré).
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C
Acla (20 nM) - + +
Anti-GATA-1 - - +
I —
<4— Supershift

C3/GATA-1 —»

Figure 43 : Modulation de I’activité liante des facteurs nucléaires des cellules K562 au

cours de 6 jours d’induction de la différenciation érythroide par les anthracyclines.

10 ug d’extraits nucléaires de cellules K562, traitées pendant 1 a 6 jours par des
concentrations différenciantes d’acla (20 nM) ou de dox (40 nM), ont été incubés pendant 15
min. a 4°C avec la sonde GATA distale radiomarquée. Les complexes formés ont été analysés
par retard de migration sur gel (A). L’intensité de I’activité liante GATA-1 a été analysée par
un appareil Kodak (image station 440cf) et quantifiée par le logiciel Kodak 1D image
analysis, ou I'intensité de chaque témoin est rapportée a 1 (B). 10 ug d’extraits nucléaires de
la lignée K562 traitée ou pas pendant un jour avec 20 nM d’aclarubicine, ont été pré-incubés
pendant 15 min. a 4°C en présence ou en absence de 2 ug d’anticorps anti-GATA-1 puis
incubés pendant 15 min. a 4°C avec la sonde GATA distale radiomarquée. Les profils de
liaison présentés sont représentatifs de 3 expériences.
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Des expériences de supershift avec 1’anticorps anti-GATA-1 sur des extraits nucléaires
de cellules K562 traitées par 1’alcla apres un jour d’induction (Figure 43-C), ont permis de
montrer que 1’augmentation observée au niveau du complexe C3 correspond bien a une

augmentation de la capacité de liaison du facteur de transcription GATA-1 au site distal.

II. 4. 2- Etude des effets de I’hémine au niveau transcriptionnel et post-

transcriptionnel apres induction de la différenciation érythroide

II. 4. 2. 1- Etude de la capacité de liaison aux sites GATA apres

induction de la différenciation érythroide par ’hémine

10 ug de facteurs nucléaires de cellules K562 traitées par I’hémine (30 M) pendant 1
a 5 jours, ont été incubés avec la sonde GATAd radiomarquée et analysés par retard de
migration sur gel (Figure 44-A).

Ces résultats montrent qu’il n’y a pas de variation significative de 1’intensité du
complexe C1 ; en revanche, nous notons, une augmentation transitoire au premier jour de
traitement suivie d’une forte diminution du signal C3/GATA-1 et C4 des le troisieme jour de
traitement.

De plus, il n’y a pas de formation de nouveaux complexes suite a I’induction de la
différenciation érythroide par I’hémine.

L’étude de ’activité liante au niveau de la séquence GATA proximale, dans de telles
conditions de traitement, n’a pas permis de mettre en évidence de variations significatives

(résultat non montré).

Des expériences de supershift avec 1’anticorps anti-GATA-1 réalisées sur des extraits
nucléaires de cellules K562 traitées par I’hémine (30 M) pendant un jour (Figure 44-B), ont
permis de montrer que 1’augmentation observée au niveau du complexe C3 correspond bien a

une augmentation de la capacité de liaison du facteur de transcription GATA-1 au site distal.
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A Jour 1 2 3 4 5
Hémine (30 M) -+ - + -+ -+ -+

C1—P ” .

C 3/GATA-1 —»
Cq4—>»

B Anti-GATA-1 - - -
Hémine (30 M)

Supershift

Cl —
C3/GATA-1 —

C4 —>

Figure 44 : Modulation de D’activité liante des facteurs nucléaires des cellules K562 au

cours de 5 jours d’induction de la différenciation érythroide par I’hémine.

10 ug d’extraits nucléaires de cellules K562, cultivées pendant 1 a 5 jours dans du milieu seul
ou additionné de 30 M d’hémine, ont été€ incubés pendant 15 min. a 4°C avec la sonde
GATA distale radiomarquée. Les complexes formés ont été€ analysés par retard de migration
sur gel (A). 10 ug d’extraits nucléaires de la lignée traitées ou non avec 30 yM d’hémine, ont
été pré-incubés pendant 15 min. a 4°C en présence ou en absence de 2 ug d’anticorps anti-
GATA-1 puis incubés pendant 15 min. a 4°C avec la sonde GATA distale radiomarquée. Les
profils de liaison présentés sont représentatifs de 3 expériences.
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II. 4. 2. 2- Effet de 1’induction de la différenciation érythroide par

I’hémine sur I’expression de I’ARNm de GATA-1

La différenciation érythroide des cellules K562 induite par 30 xM d’hémine a permis
de montrer une augmentation de 1’expression du gene de GSTP1-1.

Contrairement a ce que nous avons observé avec ’acla, I’activité liante du facteur
GATA-1 au site GATAJ est augmentée de maniere transitoire apres un jour de traitement par
I’hémine puis diminue fortement en fonction du temps.

Nous nous sommes interrogés sur 1’origine de cette diminution et par conséquent si le
phénomene observé était dii a une baisse de I’expression du facteur GATA-1 ou a une baisse

de sa fixation sans modification de son expression.

Afin de vérifier ces hypotheses, nous avons analysé 1’effet de la différenciation
érythroide induite par I’hémine sur I’expression de I’ARNm de GATA-1 par RT-PCR.

Ainsi, 5 ug d’ARN totaux de cellules K562 traitées pendant 5 jours par 30 yuM
d’hémine ont été soumis a une reverse transcription. Les ADNc produits ont été amplifiés par
PCR (20 cycles) a I’aide d’amorces spécifiques du gene GATA-1. Le gene S14 a été utilisé
comme controle interne. Les produits d’amplification ont été séparés par électrophorese dans
un gel d’agarose a 2 % en présence de bromure d’éthidium (Figure 45-A).

La quantification des résultats (Figure 45-B) montre une diminution de I’expression

de ’ARNm de GATA-1 en fonction du temps de traitement par ’hémine.

En conclusion, il existe une corrélation entre la diminution de la capacité de
liaison de GATA-1 au promoteur GSTP1-1 et I’expression de ’ARNm de ce facteur au
cours de la différenciation érythroide induite par I’hémine dans les cellules K562.

En revanche, cette diminution de I’expression de GATA-1 n’est pas corrélée a

I’augmentation d’expression de GSTP1-1 observée dans ces conditions de traitement.
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Figure 45 : Expression de ’ARNm de GATA-1 dans les cellules K562 au cours de 5

jours d’induction de la différenciation érythroide par I’hémine.

Les ARN totaux de cellules K562 cultivées pendant 1 a 5 jours dans du milieu seul ou
additionné de 30 M d’hémine, ont été€ soumis a une transcriptase inverse. Les ADNc obtenus
ont été soumis a une amplification par PCR (20 cycles) en utilisant les amorces sens et
antisens spécifiques du gene GATA-1. Le gene S14 a été amplifié pour controler la quantité
d’ADNc utilisée dans chaque réaction. Les produits d’amplification ont été séparés par
életrophorese dans un gel d’agarose a 2 % coloré au bromure d’éthidium (A), ces données
sont représentatives de trois expériences. Les résultats de la PCR sont exprimés, apres analyse
par un appareil Kodak (image station 440cf) et quantification par le logiciel Kodak 1D image
analysis, comme le ratio entre les signaux d’amplification de GATA-1 et S14 (B), ces
données représentent la moyenne + 1’écart-type de trois expériences indépendantes. * et **
correspondent respectivement a p<0,05 et a p<0,01 par rapport au témoin.
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II. 4. 2. 3- Etude de la liaison des facteurs NF-kB et AP-1 au promoteur

de la GSTP1-1 apres induction de la différenciation érythroide par ’hémine

Afin de déterminer si ’augmentation d’expression du gene GSTP1-1 (Figure 18)
pouvait étre due a d’autres facteurs de transcription que GATA-1, nous avons étudié la
capacité de liaison des extraits nucléaires de cellules K562 aux séquences NF-kB et AP-1 du
promoteur du gene de GSTP1-1 au cours de la différenciation érythroide induite par I’hémine
dans les cellules K562.

10 pg de facteurs nucléaires de cellules K562 traitées par 30 uM d’hémine pendant 5
jours, ont été incubés avec les sondes NF-kB-323 (Figure 46-A) et AP-1-73 (Figure 47-A)
radiomarquées et analysées par retard de migration sur gel. Ces résultats montrent que les
extraits nucléaires des cellules traitées par I’hémine ne contiennent pas de facteurs protéiques
reconnaissant ces séquences.

De plus, il n’y a pas formation de nouveaux complexes apres I’induction de la

différenciation érythroide par I’hémine.

Parallelement, des expériences de supershift avec les anticorps anti-p50 (Figure 46-B)
et anti-cjun (Figure 47-B) sur des facteurs de cellules K562 traitées respectivement avec 10
ng/mL de TNFa (20 min.) et 100 nM de TPA (30 min.), des inducteurs typiques de NF-kB et
AP-1, ont permis d’identifier le complexe qui correspond a la liaison du facteur de

transcription considéré au promoteur de la GSTP1-1.

En conclusion, I’étude de P’activité liante au niveau des séquences NF-kB et AP-1
au cours de la différenciation érythroide induite par I’hémine dans les cellules K562, n’a
pas permis de mettre en évidence de variations aux niveaux de leur liaisons respectives.

Ainsi, I’augmentation de I’expression de la GSTP1-1 observée dans de telles
conditions de traitement ne peut pas étre expliquée par I’activité liante de ces facteurs ni
par celle de GATA-1. Ces résultats suggerent une régulation post-transcriptionnelle de

I’expression de la GSTP1-1 par I’hémine.
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A Jour 1 2 3 4 5

Hémine (30 M) -+ - + -+ -+ -+

B TNFa (10 ng/mL) - + +
Anti-p50 - -+
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Figure 46 : Etude de ’activité liante des facteurs nucléaires de cellules K562 a la sonde
NF-xB-323 au cours de 5 jours d’induction de la différenciation érythroide par
I’hémine.

10 pg d’extraits nucléaires de cellules K562, cultivées pendant 1 a 5 jours dans du milieu seul
ou additionné de 30 uM d’hémine, ont été incubés pendant 30 min. a 4°C avec la sonde NF-
kB-323 radiomarquée. Les complexes formés ont été analysés par retard de migration sur gel
(A). 10 pug d’extraits nucléaires de la lignée K562 traitées ou non pendant 20 min. avec 10
ng/mL de TNFa, ont été pré-incubés pendant 30 min. a 4°C en présence ou en absence de 2
pg d’anticorps anti-p50 puis incubés pendant 30 min. a 4°C avec la sonde NF-kB-323
radiomarquée. Les profils de liaison présentés sont représentatifs de 3 expériences.
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Figure 47 : Etude de I’activité liante des facteurs nucléaires de cellules K562 a la sonde

AP-1-73 au cours de 5 jours d’induction de la différenciation érythroide par ’hémine.

10 ug d’extraits nucléaires de cellules K562, cultivées pendant 1 a 5 jours dans du milieu seul
ou additionné de 30 yM d’hémine, ont été incubés pendant 30 min. a 4°C avec la sonde AP-1-
73 radiomarquée. Les complexes formés ont été analysés par retard de migration sur gel (A).
10 ug d’extraits nucléaires de la lignée K562 traitées ou non pendant 30 min. avec 100 nM de
TPA, ont été pré-incubés pendant 30 min. a 4°C en présence ou en absence de 2 ug
d’anticorps anti-cjun puis incubés pendant 30 min. a 4°C avec la sonde AP-1-73
radiomarquée. Les profils de liaison présentés sont représentatifs de 3 expériences.
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1. 4. 2. 4- Etude de la stabilité de I’ARNm de GSTP1-1 au cours de la

différenciation érythroide induite par I’hémine

Le traitement par 30 xM d’hémine induit la différenciation érythroide des cellules
K562 qui s’accompagne d’une faible augmentation de 1’expression du gene de GSTP1-1. Il ne
semble pas que cette augmentation puisse etre corrélée a une activation de 1’activité liante des
facteurs de transcption GATA-1, NF-xB et AP-1 sur le promoteur du gene GSTP1-1. Par
contre I’accumulation de I’ARNm de GSTP1-1 pourrait résulter d’une augmentation de sa

durée de vie.

Pour étudier la stabilité de I’ARNm de GSTP1-1, nous avons utilisé la méthode de
I’inhibition de transcription par un inhibiteur de I’ARN polymérase, I’actinomycine D. Dans
ces conditions, la dégradation des ARNm n’est plus compensée par la néosynthese durant la
transcription. Il est donc possible d’évaluer leur demi-vie relative et de vérifier si celle-ci est

modifiée au cours du traitement par un inducteur.

Nous avons mesuré la demi-vie du transcrit de GSTP1-1 au cours de la différenciation
érythroide des cellules K562 induite par I’hémine. Les ARN totaux sont extraits a différents
temps (24, 32, 48, 56 et 72 h) apres I’addition de 5 pg/mL d’actinomycine D aux cellules
traitées ou non pendant 48h avec 30 uM d’hémine. Les ARN ont été analysés par northern
blot avec la sonde d’ADNc de GSTP1-1 (Figure 48-A).

La quantification des signaux obtenus est présentée dans la Figure 48-B. Ces
expériences nous ont permis d’évaluer a environ 46 h la demi-vie de I’ARNm de GSTP1-1
dans les cellules K562 non traitées. La demi-vie du transcrit se trouve fortement augmentée
dans le cas d’un traitement de 48 h par I’hémine, puisque cette valeur passe de 46 h a environ

83 h.

En conclusion, ’augmentation de la stabilité de ’ARNm de GSTP1-1 permet
d’expliquer I’augmentation d’expression de la GSTP1-1 observée au cours de la

différenciation érythroide induite par I’hémine dans les cellules K562.
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Figure 48 : Etude de la stabilité de ’ARNm de GSTP1-1 dans les cellules K562 apres 48

h de traitement par I’hémine.

Les ARN totaux ont été extraits apres traitement des cellules K562 pendant 24, 32, 48, 56, 72
h avec 5 ug/mL d’actinomycine D apres 48 h d’induction de la différenciation érythroide par
30 uM d’hémine puis ont été analysés par northern blot et hybridés avec la sonde GSTP1-1
(A). Northern blot représentatif de trois expériences indépendantes. Les ARN ribosomiques
ont été colorés au bromure d’éthidium et analysés par un appareil Kodak (image station
440cf) et le signal radioactif de la sonde GSTP1-1 a été détecté par un Phosphorimager
(Cyclone). Les quantifications ont été réalisées a I’aide du logiciel Kodak 1D image analysis..
Les résultats de ces deux séries sont exprimés en tant que régressions linéaires de la moyenne
de trois expériences indépendantes (les écart-types sont présentés) permettant d’évaluer les
demi-vies respectives de ’ARNm de GSTP1-1 (B).
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IL. 4. 3- Etude de la capacité de liaison aux sites GATA apres induction de

la différenciation mégacaryocytaire par le TPA

10 ug d’extraits nucléaires de cellules K562 traitées par 10 nM de TPA pendant 1 a 6
jours, ont été incubés avec la sonde GATAd radiomarquée et analysés par retard de migration
sur gel (Figure 49).

Ces résultats montrent qu’il n’y a pas de variation significative de 1’intensité du
complexe C1 ; en revanche, on note une forte diminution du signal C3/GATA-1 et C4.

De plus, il n’y a pas de formation de nouveaux complexes apres 1’induction de la
différenciation mégacaryocytaire par le TPA.

L’étude de I’activité liante au niveau de la s€équence GATAp, dans de telles conditions
de traitement, n’a pas permis de mettre en évidence de variations significatives (résultat non

montré).

En conclusion, au cours de la différenciation mégacaryocytaire induite par le
TPA dans les cellules K562, il y a une corrélation entre la diminution de la capacité de

liaison de GATA-1 au promoteur de la GSTP1-1 et I’expression de cette enzyme.

II. 4. 4- Etude des effets du butyrate au niveau transcriptionnel et post-

transcriptionnel au cours de la différenciation érythroide

1I. 4. 4. 1- Etude de la capacité de liaison aux sites GATA de la GSTP1-

1 au cours de la différenciation par le butyrate

10 ug de facteurs nucléaires de cellules K562 traitées par 1 mM ou 2 mM de butyrate
pendant 1 a 6 jours, ont été incubés avec la sonde GATAd radiomarquée et analysés par retard
de migration sur gel (Figure 50).

Ces résultats montrent une forte diminution du signal C3/GATA-1 et C4 pour les trois
premiers jours de traitement. Néanmoins, la baisse observée est plus importante dans le cas de
I’induction de la différenciation mégacaryocytaire (2 mM) que dans celui de I’induction de la

différenciation érythroide (1 mM) au cours des trois premiers jours de traitement.
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Jour 1 2 3 4 5 6
TPA(10nM) - + - + - + - + - + - +

C1

C 3/GATA-1
<« C3/GATA-1

%__:; <—C4

Figure 49 : Modulation de I’activité liante des facteurs nucléaires extraits des cellules
K562 apres 6 jours d’induction de la différenciation mégacaryocytaire par le TPA.

10 ug d’extraits nucléaires de cellules K562, cultivées pendant 1 a 6 jours dans un milieu seul
ou additionné avec 10 nM de TPA, ont été incubés pendant 15 min. a 4°C avec la sonde

GATA distale radiomarquée. Les complexes formés ont été analysés par retard de migration
sur gel. Les profils de liaison présentés sont représentatifs de 3 expériences.

174



Résultats

Jour 1 2 3 4 5 6
Butyrate1mM) - + - - + - - + - e T
Butyrate2mM) - - + - - + - - + . T S

C 3/GATA-1>

N B AR

5

Figure 50 : Modulation de ’activité liante des facteurs nucléaires des cellules K562 au
cours de 6 jours d’induction de la différenciation érythroide et mégacaryocytaire par le
butyrate.

10 ug d’extraits nucléaires de cellules K562, cultivées pendant 1 a 6 jours dans un milieu seul
ou additionné de 1 mM ou 2 mM de butyrate, ont été incubés pendant 15 min. a 4°C avec la

sonde GATA distale radiomarquée. Les complexes formés ont été€ analysés par retard de
migration sur gel. Les profils de liaison présentés sont représentatifs de 3 expériences.
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En revanche si la diminution de 1’activité liante du facteur GATA-1 observée avec la
concentration de 2 mM est maintenue au cours du quatrieme, cinquieme et sixieme jours de
traitement, cette activité est induite avec la concentration de 1 mM.

Dans des conditions identiques, I’étude de 1’activité liante au niveau de la séquence

GATADp, n’a pas révélé de variation significative (résultat non montré).

1. 4. 4. 2- Etude de I’induction de la différenciation par le butyrate sur

I’expression de I’ARNm de GATA-1 et GATA-2

Les différenciations érythroide et mégacaryocytaire des cellules K562 induites par le
butyrate s’accompagnent d’une diminution de I’expression de I’ARNm du gene de GSTP1-1
avec néanmoins une baisse plus précoce et plus rapide dans le cas de 1'induction de la
différenciation mégacaryocytaire. Cette diminution d’expression est corrélée a une baisse de
I’activité liante GATA-1 sur la sonde distale pour la totalité du temps de traitement par 2 mM
de butyrate. En revanche, pour I’induction de la différenciation érythroide, cette diminution
n’est corrélée que durant les trois premiers jours de traitement, puisque une induction de

I’activité liante du facteur GATA-1 peut étre observée par la suite.

Nous avons donc voulu savoir a quoi était liée cette diminution et par conséquent si le
phénomene observé était dii a une baisse de I’expression du facteur GATA-1 ou a une baisse

de sa fixation sans modification de son expression.

Afin de vérifier si la baisse de 1’activité liante du facteur GATA-1 sur le promoteur de
la GSTP1-1 est corrélée a ’expression de son transcrit, nous avons analysé I’effet de la
différenciation €rythroide et mégacaryocytaire induite par le butyrate sur I’expression de
I’ARNm de GATA-1 par RT-PCR. Nous nous sommes également intéressés a 1’expression du
transcrit du facteur GATA-2.

Ainsi, 5 pg d’ARN totaux de cellules K562 traitées pendant 1 a 4 jours par 2 mM de
butyrate ou pendant 1 a 3 jours par 1 mM de butyrate ont été soumis a une transcription
inverse. Les ADNc produits ont été amplifiés par PCR (20 cycles) a 1’aide d’amorces
spécifiques des genes GATA-1 et GATA-2. Le gene S14 a été utilisé comme référence. Les
produits d’amplification ont été séparés par électrophorese dans un gel d’agarose a 2 % en

présence de bromure d’éthidium (Figure 51-A).
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Figure 51 : Expression de ’ARNm de GATA-1 et GATA-2 dans les cellules K562 au

cours de I’induction de la différenciation par le butyrate.

Les ARN totaux de cellules K562 cultivées dans du milieu seul ou additionné de 1 mM
(pendant 1 a 3 jours) ou 2 mM (pendant 1 a 4 jours) de butyrate, ont ét€ soumis a une
transcriptase inverse. Les ADNc obtenus ont été soumis a une amplification par PCR (20
cycles) en utilisant les amorces sens et antisens spécifiques des genes GATA-1 et GATA-2.
Le gene S14 a été amplifi€ pour controler la quantité d’ADNc utilisée dans chaque réaction.
Les produits d’amplification ont été séparés par électrophorese dans un gel d’agarose a 2 %
coloré au bromure d’éthidium (A), ces données sont représentatives de trois expériences. Les
résultats de la PCR sont exprimés, apres analyse par un appareil Kodak (image station 440cf)
et quantification par le logiciel Kodak 1D image analysis, comme le ratio entre les signaux
d’amplification de GATA-1 ou GATA-2 et S14 (B), ces données représentent la moyenne +
I’écart-type de trois expériences indépendantes. * et ** correspondent respectivement a
p<0,05 et a p<0,01 par rapport au témoin.
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La quantification des résultats concernant la différenciation érythroide induite par le
butyrate a 1 mM (Figure 51-B) montre une 1égere diminution en fonction du temps de
traitement de 1’expression de I’ARNm de GATA-1 qui au deuxieme et troisieme jour de
traitement baisse respectivement de 22 % (p<0.05) et 35 % (p<0,01), sans variation

significative de 1’expression de I’ARNm de GATA-2.

Pour une concentration de 2 mM de butyrate on observe, en fonction du temps, une
diminution de I’expression de ’ARNm de GATA-2 avec une baisse maximale de 75 %
(p<0,01) apres le quatrieme jour de traitement. En ce qui concerne 1’expression de GATA-1,

une baisse de 45 % (p<0,01) peut également etre observée avec ce temps de traitement.

En conclusion, au cours de la différenciation érythroide et mégacaryocytaire
induite par le butyrate, I’expression de GATA-1 dans les cellules K562, n’est pas
suffisante pour expliquer les différences observées entre les concentrations de 1 mM et 2

mM au niveau de I’expression de ’ARNm de GSTP1-1.

1I. 4. 4. 3- Etude de la capacité de liaison des facteurs AP-1 et NF-xB

au promoteur de la GSTP1-1 apres induction de la différenciation par le

butyrate

Afin de déterminer si la diminution d’expression du gene GSTP1 au niveau
transcriptionnel pouvait etre mis en jeu via d’autres facteurs de transcription que ceux
appartenant a la famille GATA, nous avons étudié 1’effet de la différenciation érythroide et
mégacaryocytaire induite par le butyrate dans les cellules K562 sur la capacité de liaison des
facteurs de transcriptions NF-xB et AP-1.

10 ug de facteurs nucléaires de cellules K562 traitées par 1 ou 2 mM de butyrate
pendant 1 a 6 jours, ont été incubés pendant 30 min. a 4°C avec les sondes NF-kB et AP-1 du
gene de la GSTP1-1 et les sondes NF-kB et AP-1 consensus radiomarquées et analysées par

retard de migration sur gel (Figure 52).
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Figure 52 : Modulation de I’activité liante des facteurs nucléaires des cellules K562 au
cours de 6 jours d’induction de la différenciation érythroide et mégacaryocytaire par le

butyrate.

10 ug d’extraits nucléaires de cellules K562, cultivées pendant 1 a 6 jours dans un milieu seul
ou additionné de 1 mM ou 2 mM de butyrate, ont ét€ incubés pendant 30 min. a 4°C avec les
sondes oligonucléotidiques radiomarquées. Les complexes formés ont été analysés par retard
de migration sur gel. Sonde AP1-73 du promoteur du gene de la GSTP1-1 (A), sonde AP1
consensus (B), sonde NF-kB-323 (C), sonde NF-kB consensus (D). Les profils de liaison sont
représentatif de deux expériences indépendantes.
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Ces résultats montrent que ’induction de la différenciation des cellules K562 par le
butyrate n’entraine pas d’interaction entre les facteurs de transcription AP-1 (Figure 52-A et
B) et NF-xB (Figure 52-C et D) et le promoteur de la GSTP1-1.

De plus, il n’y a pas formation de nouveaux complexes apres ’induction de la

différenciation érythroide et mégacaryocytaire par le butyrate.

En conclusion, I’étude de I’activité liante au niveau des séquences NF-kB et AP-1,
au cours de ’induction de la différenciation érythroide et mégacaryocytaire des cellules
K562 traitées respectivement par 1 mM et 2 mM de butyrate, n’a pas permis de mettre

en évidence de variations aux niveaux de leur activité liante respective.

1I. 4. 4 . 4- Etude de la stabilité de ’ARNm de GSTP1-1 au cours de la

différenciation induite par le butyrate

Nous avons pu observer que les traitements par le butyrate 1 mM et 2 mM, induisant
respectivement la différenciation érythroide et mégacaryocytaire des cellules K562,
conduisent a une diminution de ’expression du gene de GSTPI-1. Cette diminution est
partiellement corrélée a ’activité liante du facteur de transcription GATA-1. En effet, le
butyrate entraine une baisse de I’expression de I’ARNm de GATA-1, mais les différences
concernant ces diminutions observées entre les concentrations de 1 mM et 2 mM, ne peuvent
toutefois pas étre totalement expliquées par 1’expression du facteur GATA-1.

De méme, ’activité liante des facteurs NF-xB et AP-1 sur le promoteur du gene
GSTP1-1, ne permet pas d’expliquer les résultats obtenus. Ainsi, nous avons envisagé la
possibilité que la diminution de I’ARNm de GSTPI1-1 observée soit le résultat d’une
déstabilisation de son ARNm. Afin d’étudier la stabilité de ’ARNm de GSTP1-1, nous avons
utilisé 1’actinomycine D.

Nous avons évalué la demi-vie de I’ARNm de GSTP1-1 au cours de 1’induction de la
différenciation des cellules K562 par le butyrate. Les ARN totaux ont été extraits a différents
temps (8, 24, 32 et 48 h) apres 1’addition de 5 pg/mL d’actinomycine D aux cellules traitées
ou non pendant 48 h avec 1 ou 2 mM de butyrate. Les ARN ont été analysés par northern blot
avec la sonde d’ADNc de GSTP1-1 (Figure 53-A).
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Figure 53 : Etude de la stabilité de ’ARNm de GSTP1-1 dans les cellules K562 apres 48

h de traitement par le butyrate.

Les ARN totaux ont été extraits apres traitement des cellules K562 pendant 8, 24, 32 et 48 h
avec 5 yg/mL d’actinomycine D suivant 48 h d’induction de la différenciation érythroide et
mégacaryocytaire par le butyrate 1 mM et 2 mM puis ont été analysés par northern blot et
hybridés avec la sonde GSTP1-1 (A). Northern blot représentatif de trois expériences
indépendantes. Les ARN ribosomiques ont été colorés au bromure d’éthidium et analysés par
un appareil Kodak (image station 440cf) et le signal radioactif de la sonde GSTP1-1 a été
détecté par un Phosphorimager (Cyclone). Les quantifications ont été réalisées a 1’aide du
logiciel Kodak 1D image analysis. Les résultats de ces deux séries sont exprimés en tant que
régressions linéaires de la moyenne de trois expériences indépendantes (les écart-types sont
présentés) permettant d’évaluer les demi-vies respectives de I’ARNm de GSTP1-1 (B).
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La quantification des signaux obtenus est présentée dans la Figure 53-B. Ces
expériences montrent que la demi-vie de ’ARNm de GSTPI1-1 dans les cellules K562 n’est
que peu affectée dans les cellules traitées par 1 mM de butyrate (38,7 h) par rapport aux
cellules non traitées (43,9 h). Par contre, la demi-vie du transcrit se trouve fortement diminuée

dans le cas d’un traitement de 48 h par le butyrate 2 mM, puisque celle-ci est de 21,7 h.

En conclusion, c’est une déstabilisation de ’ARNm de GSTPI1-1 qui est a
I’origine des différences observées dans I’expression de ’ARNm de la GSTP1-1 au cours
de la différenciation érythroide et mégacaryocytaire induite respectivement par le

butyrate 1 mM et 2 mM dans les cellules K562.

I1. 5- Effet de I’inhibition de la traduction sur ’activité différenciante et sur la

synthese de novo de protéines

Nous avons pu observer qu’un traitement par 1’acla (20 nM), la dox (40 nM) ou
I’hémine (30 yM) induisant la différenciation érythroide des cellules K562, entraine une
augmentation de I’expression du gene de GSTP1-1.

Pour déterminer si les mécanismes a 1’origine de cette augmentation sont dépendants
d’une synthese de novo de protéines, les cellules K562 ont été traitées par ces inducteurs en
présence ou non de cycloheximide (CHX), un inhibiteur de la synthese protéique. Il est donc
possible d’évaluer par cette méthode, si un traitement qui entraine une induction d’expression,
passe par une synthese de novo de protéines ou plutdot par une activation éventuelle de

protéines régulatrices.

Les cellules K562 ont été traitées par 1’acla (20 nM), la dox (40 nM) ou 1’hémine (30
uM) en présence ou en absence de CHX (5 ug/mL). La durée de traitement a été de un a deux
Jjours pour la dox et de deux a trois jours pour I’acla et ’hémine.

Ces temps de traitement ont été choisis de maniere a limiter les effets cytotoxiques liés
a la durée des co-traitements inducteur / CHX, tout en étant suffisant pour obtenir des
inductions significatives de I’expression de I’ARNm de GSTPI1-1. De plus, le CHX a été
ajouté au milieu de culture 2 h avant I’addition de 1’'inducteur de la différenciation afin
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d’assurer un blocage de la traduction avant d’activer des effets potentiels dus a I’inducteur sur
les cellules. La dose de 5 pg/mL de CHX a été sélectionnée puisque cette dose est connue

pour inhiber totalement la traduction sans avoir un effet cytostatique trop important.

IL. 5. 1- Effet du CHX sur la différenciation et la prolifération cellulaire

L’effet d’un inhibiteur de la synthese protéique sur les caractéristiques cellulaires des
cellules K562 induites a se différencier par les inducteurs érythroides (acla, dox et hémine) est

présenté dans le Tableau 10.

Tableau 10 : Effets du CHX sur la prolifération cellulaire et I’hémoglobinisation des

cellules K562 induites a se différencier vers la voie érythroide.

L’induction de la différenciation des cellules K562 par I’acla (20 nM), la dox (40 nM) ou
I’hémine (30 uM) a été réalisée en présence ou non de CHX (5 pg/mL) pendant les temps
mentionnés. La mortalité cellulaire et I’inhibition de croissance ont été évaluées par comptage
des cellules grace au test au bleu trypan. La différenciation érythroide est évaluée par le test a
la benzidine. Les résultats représentent la moyenne + I’écart-type de trois expériences
indépendantes.

Cellulfes. benzidine Inl.libition de Mortalité cellulaire (%)
positives (%) croissance (%)

Inducteurs - . CHX - . CHX - . CHX
Aucunjour 1 | 0303 | 1,804 -1 100 | 04205 | 14+04
Aucun-jour2 | 0,604 i  420,8 - 100 0,502 | 2.840,5
Aucun-jour3 | 0505 | 3,107 -1 100 | 08:04 | 2704
Dox-jour 1 | 10424 | 41x13 | 85737 | 100 | 1,6£06 | 2704
Dox-jour2 | 36,4+19 | 49+14 91,7¢1,9 | 100 32412 | 3,5+12
Acla-jour2 | 37,0623 | 43+09 | 649432 | 100 | 22:08 | 4,6+09
Acla-jour3 | 65,1436 | 5.1x10 | 619438 | 100 3:0.6 | 3.9l
Hémine-jour 2| 90,714 | 32+6,7 42,0£3,4 | 100 1,305 | 5,0%1,2
Hémine-jour 3| 96,7+1,5 | 369423 | 45633 | 100 | 35¢12 | 5912

Ces résultats montrent que le CHX seul n’induit pas la production d’hémoglobine. En
revanche, 1’hémoglobinisation est tres fortement inhibée lorsque un inducteur de la
différenciation érythroide est associé au CHX, avec néanmoins une différence en fonction de
I’inducteur considéré. En effet, dans le cas de cellules co-traitées par 1’acla ou la dox avec le

CHX, le pourcentage de cellules K562 hémoglobinisées devient similaire a un traitement par
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le CHX seul. Dans le cas d’un traitement par I’hémine, 1’inhibition de 1’hémoglobinisation
n’est pas totale et environ 35 % de cellules gardent la capacité de synthésider de

I’hémoglobine.

Dans ces conditions de traitement, I’inhibition de croissance suite a un traitement par
le CHX seul ou associé a un inducteur est de 100 % et est associé a une mortalité cellulaire
relativement faible (<10 %), témoignant d’un effet cytotoxique faible des co-traitements

inducteur / CHX.

II. 5. 2- Effet du CHX sur I’expression de ’ARNm de GSTP1-1 apres

induction de la différenciation par les anthracyclines et I’hémine

Apres 1 a 3 jours de traitement en fonction de I’inducteur de la différenciation
érythroide utilisé (acla, dox, hémine), les ARN totaux sont extraits des cellules et analysés par

northern blot (Figure 54-A).

La Figure 54-B présente le taux d’expression relatif de I’ARNm de GSTP1-1, au
cours des différents co-traitements CHX / inducteur. Ces résultats montrent qu’au cours de la
différenciation, I’induction de 1’expression de I’ARNm de GSTP1-1 est inhibée par le CHX.
En effet, on observe que le CHX seul entraine une augmentation de I’expression de I’ARNm
de GSTP1-1 en fonction du temps mais que le traitement associé a I’inducteur n’induit pas
d’augmentation de I’expression de I’ARNm de GSTPI1-1 supérieure a celle obtenue dans le

cas du CHX seul.

En conclusion, nous avons montré que 1’acla, la dox et ’hémine entrainent une
augmentation de ’expression de ’ARNm de GSTP1-1 et que quelque soit leur mode
d’action, ces différentes molécules activent ou requierent la synthese de novo de
protéines qui interviennent ensuite dans la régulation transcriptionnelle ou post-
transcriptionnelle des genes liés au phénotype érythroide et des genes impliqués dans
I’expression du gene de GSTP1-1. Néanmoins, il semble que dans le cas de I’hémine, une
partie de ’induction de I’hémoglobinisation ne soit pas dépendante d’une synthese de

novo de protéines.
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Figure 54 : Effets du CHX sur I’augmentation de ’expression de ’ARNm de GSTP1-1
induite par ’acla, la dox et I’hémine au cours de la différenciation érythroide des
cellules K562.

10 ug d’ARN totaux de cellules K562 traitées par des concentrations différenciantes d’acla
(20 nM, 2 et 3 jours), de dox (40 nM, 1 et 2 jours) ou d’hémine (30 xM, 2 et 3 jours) en
présence ou non de cycloheximide (CHX, 5ug/mL) ont été analysés par northern blot et
hybridés avec la sonde GSTP1-1 (A). Northern blot représentatif de trois expériences
indépendantes. Les ARN ribosomiques ont été colorés au bromure d’éthidium et analysés par
un appareil Kodak (image station 440cf) et le signal radioactif de la sonde GSTP1-1 a été
détecté par un Phosphorimager (Cyclone). Les quantifications ont été réalisées a 1’aide du
logiciel Kodak 1D image analysis puis rapportées a la sous-unité 18S de I’ARN ribosomique.
(B), quantification de ’expression de I’ARNm de GSTP1-1 dans les cellules K562 par rapport
au témoin correspondant. Ces données représentent la moyenne + 1’écart-type de trois
expériences indépendantes. ** correspond a p<0,01 par rapport au t€émoin.
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En résumé de cette deuxieme partie de nos résultats, I’étude assistée par
ordinateur de la séquence promotrice du gene de la GSTP1-1, nous a permis de mettre
en évidence deux sites GATA. La caractérisation des sites montre que seules des
interactions au niveau du site GATA distal avec des facteurs de la lignée cellulaire K562
sont spécifiques et que 1’une d’entre elles fait intervenir le facteur GATA-1.

Les expériences de transfections transitoires avec un plasmide contenant un
élément de réponse GATA montre que les agents utilisés pour induire la différenciation
dans les cellules K562 sont capables de moduler I’expression d’un ou plusieurs facteurs
GATA, en plus de moduler I’expression de la GSTP1-1.

L’étude de P’activité liante apres induction de la différenciation érythroide ou
mégacaryocytaire des cellules K562, au niveau des sites GATA du promoteur du gene de
la GSTP1-1, n’a pas permis de mettre en évidence de variations significatives au niveau
de la séquence proximale. En revanche, de fortes variations ont pu étre observées avec la
séquence distale. De plus, cette partie confirme la non spécificité du complexe C1. Enfin,
cette partie permet de mettre en évidence une implication du facteur GATA-1 dans la
régulation transcriptionnelle du gene de GSTP1-1 via son interaction avec le site GATA
distal puisque une corrélation entre I’expression et ’activité liante du facteur, la voie de
différenciation induite et I’expression de la GSTP1-1 peut étre observée.

En effet, I’'induction de la différenciation érythroide des cellules K562 par les
anthracyclines (acla et dox) s’accompagne d’une augmentation de I’expression de
GSTP1-1 et d’une une forte augmentation de I’activité liante de GATA-1 au promoteur
dans le cas de I’acla et des variations plus faibles qui tendent vers une diminution de
P’activité liante de GATA-1 dans le cas de la dox. L’hémine induit une forte diminution
de Pactivité liante de GATA-1 au promoteur de la GSTP1-1, apres une induction
transitoire et précoce, qui est corrélée a une baisse de I’expression du facteur. Ainsi,
I’augmentation d’expression de la GSTP1-1 observée est liée a un mécanisme de
stabilisation de ’ARNm de GSTP1-1.

La différenciation mégacaryocytaire des cellules K562 induite par le TPA
entraine une baisse tres importante de ’activité liante du facteur GATA-1, qui est

corrélée a la diminution de I’expression de la GSTP1-1.
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Par ailleurs, apres un traitement par le butyrate a 1 mM ou a 2 mM qui induit
respectivement la différenciation érythroide ou mégacaryocytaire, nous avons montré
une diminution de I’expression de la GSTP1-1. Toutefois, la diminution est plus
importante et plus précoce avec la concentration de 2 mM. La baisse d’expression
observée peut étre expliquée par une diminution de P’activité liante de GATA-1 au
promoteur de la GSTP1-1 et la différence obtenue entre les concentrations utilisées par
une déstabilisation de ’ARNm de GATA-1 qui est plus importante a la concentration de
2 mM.

Enfin, D’utilisation du cycloheximide nous a permis de montrer que
I’augmentation d’expression du gene de la GSTP1-1 suite a I’induction de la
différenciation érythroide par ’acla, la dox et I’hémine est dépendante d’une synthese
de novo de protéines qui interviennent ensuite dans la régulation transcriptionnelle ou
post-transcriptionnelle des genes liées au phénotype érythroide et des genes impliqués
dans I’expression du gene de GSTP1-1. En effet, le CHX inhibe la production
d’hémoglobine dans les cellules induites a se différencier et semble empécher I’induction
de I’expression de ’ARNm de GSTP1-1.
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III- EFFETS DE LA DIFFERENCIATION ERYTHROIDE INDUITE PAR LA DOX
SUR LE TRANSCRIPTOME

Les inducteurs de différenciation que nous avons utilisés, ont un effet sur ’expression
du gene de la GSTPI-1 qui n’est pas un gene spécifique des voies érythroide et
mégacaryocytaire. Ainsi, d’autres genes sont sans doutes modulés par ces inducteurs au cours
de la différenciation érythroide. Nous avons voulu approfondir 1’effet de la dox, un
médicament anti-tumoral utilisé en clinique, sur un large éventail de genes. Pour ce faire,
nous avons réalisé une approche génomique par des expériences d’hybridations de

micropuces.

Des cellules K562 témoin (T) et des cellules K562 traitées par 40 nM de dox (D)
pendant 1, 2 ou 3 jours ont été utilisées au cours de cette étude.

Nous avons réalisé 1’hybridation de 9 micropuces qui correspondent respectivement
aux 9 études comparatives réalisées a partir des 7 échantillons de cette expérience (Figure
55). En effet, chaque lot de cellules K562 traité ou non pendant un temps donné, a été
comparé a son témoin respectif mais aussi a des cellules traitées ou témoins pendant un temps
plus long et pendant un temps plus court. Le fait d’établir un tel plan d’étude, permet de
détecter les variations engendrées par un traitement différenciant induit par la dox par rapport
a des cellules témoins mais également de mettre en évidence des variations au cours du temps

afin de détecter toutes les modifications, que celles-ci soit précoces ou plus tardives.

Les différentes étapes qui conduisent a I’hybridation des micropuces et apres une étape
analytique, aux résultats de cette étude a partir des différents lots de cellules K562 traitées ou
non a la dox sont représentées dans la Figure 56.

Les ARN totaux des différents lots cellulaires ont été extraits, puis nous avons vérifié
le profil de ces ARN apres électrophorese sur un gel d’agarose et coloration au bromure
d’éthidium (Figure 57). Leur qualité a également été doublement analysée par puce Agilent et
par le systtme Nanodrop, ces systtmes permettent également leur dosage. La Figure 58

présente les résultats obtenus sur puces Agilent.
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Figure 55 : Schéma expérimental des comparaisons d’expression du transcriptome de
cellules K562 induites ou non a se différencier vers la voie érythroide par la dox pendant
3 jours utilisé dans I’étude par hybridation de micropuces.

L’expression des transcriptomes de cellules K562 témoins (jour 0) et des cellules K562
traitées par 40 nM de dox (D) ou non (T=témoin) pendant 1, 2 ou 3 jours a été analysée par
comparaison deux a deux, apres marquage a la Cy3 (vert) et a la Cy5 (rouge) des ADNc

correspondant aux 7 conditions expérimentales, par 9 hybridations sur des micropuces. Cette
étude comporte trois expériences réalisées de maniere indépendantes.
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Figure 56 : Etapes du protocole d’étude du transcriptome par hybridation d’une lame

de micropuce.

Les ADNc, I'un marqué a la Cy3 (vert) et ’autre a la Cy5 (rouge), sont obtenus apres RT des
ARN totaux extraits de 2 lots cellulaires obtenus dans des conditions expérimentales
différentes. Ces ADNc sont hybridés simultanément sur une lame de micropuce. L’analyse de
la lame hybridée permet une étude comparative de 1I’expression du transcriptome dans deux
situations différentes.
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Figure 57 : Vérification de la qualité des ARN totaux extraits de cellules K562 induites a
se différencier pendant 3 jours vers la voie érythroide par la dox par électrophorese sur
gel d’agarose avant étude par micropuce.

2,525 pug d’ARN totaux de cellules K562 cultivées pendant 1 a 3 jours dans du milieu seul

(TO a T3) ou additionné de 40 nM de dox (D1 a D3), ont été analysés sur gel d’agarose coloré
au bromure d’éthidium. Ces données sont représentatives de trois expériences indépendantes.
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Figure 58 : Analyse de la qualité des ARN totaux extraits de cellules K562 induites a se
différencier pendant 3 jours vers la voie érythroide par la dox par puce Agilent.
20 a 500 ng d’ARN totaux de cellules K562 cultivées pendant 1 a 3 jours dans du milieu seul

ou additionné de 40 nM de dox, ont été analysés sur puce Agilent. Ces données sont
représentatives de trois expériences indépendantes. Le ratio des ARNr 28S et 18S est précisé.
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L’analyse révele que la courbe des ARN présente une ligne de base plane, un spectre
peu parasitée et un ratio ARNr 28S/18S correct. Tous ces facteurs témoignent d’une bonne
qualité des ARN extraits, facteur essentiel pour 1’analyse ultérieure par micropuce (car la
dégradation des ARN n’est pas linéaire et de ce fait les ARN de grandes tailles tendent a etre

plus rapidement dégradés).

L’étape de marquage a été réalisée grace a l'utilisation de deux marqueurs
fluorescents, la Cy3 et la Cy5, qui émettent respectivement dans le vert et dans le rouge et qui
nous permettent la comparaison des 2 échantillons par hybridation simultanée sur une méme
lame de micropuce. Pour chaque comparaison, I’hybridation a été réalisée 3 fois de maniere
indépendante. Au cours de ces trois expériences, les 2 échantillons sont marqués de maniere
alternée a la Cy3 et a la Cy5, afin d’augmenter la significativité des résultats et de pallier a
d’éventuels artefacts d’hybridation qui seraient la conséquence d’une hybridation non

spécifique ou d’une mauvaise hybridation révélée par la présence du fluorochrome.
y

Apres I’hybridation des échantillons a comparer sur une lame de micropuce, la lame
est lavée puis scannée. La Figure 59 présente une image type du profil obtenu, sur laquelle on
observe des spots d’hybridations d’intensité et de couleurs qui varient du rouge au vert en
passant par le jaune, avec toutes les nuances intermédiaires qui résultent du mélange de ces

deux couleurs.

Les résultats donnés par le logiciel d’acquisition et d’analyse d’image Gene PixPro 4.0
sont obtenus en comparant I'intensité de la coloration verte du premier échantillon par rapport
a la coloration rouge du second échantillon. Les résultats obtenus a partir de ces expériences
montrent que de nombreux genes sont régulés par la dox et au cours du temps de traitement.
Les analyses statistiques de ces résultats indiquent que sur plus de 22000 genes humains qui
composent la lame de micropuce hybridée, 553 montrent des modifications d'expression
significatives entre les cellules non-traitées (T) et les cellules traitées a la dox a un temps

donné.
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Figure 59 : Hybridation d’une lame de micropuce avec les ADNc de cellules K562

induites a se différenciées ou pas vers la voie érythroide par la dox.

Une lame de micropuce est hybridée simultanément pendant 3 jours avec les ADNc de
cellules K562 traitées ou non a la dox (40 nM) pendant 3 jours, marquées respectivement a la
Cy3 et a la Cy5. Apres lavage, la lame de micropuce est scannée grace au scanner Axon
GenePix 4000B et au logiciel GenePixPro 4.0. L’image obtenue est présentée sur le panneau
de gauche avec un agrandissement sur lequel on peut observer les spots d’hybridations
(panneau de droite).
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L’analyse globale des résultats révele un certain nombre de variations liées a
I’induction de la différenciation érythroide des cellules K562 par la dox (40 nM). Parmi ces
variations, nous pouvons noter tout d’abord des données qui confirment les résultats obtenus
précédemment, qui sont :

» des augmentations en relation directe avec la différenciation érythroide comme

I’augmentation des globines zeta et delta
» 1’augmentation de la GSTP1-1 (également obtenue par northern blot), mais aussi

une de deux autres GST : GSTM3 et GSTA2

L’analyse de I’ensemble des variations significatives permet de faire ressortir un
certain nombre de faits évidents :

» les variations, augmentations ou diminutions, les plus importantes apparaissent
majoritairement apres deux jours de traitement

» quand I’expression d’un gene diminue le premier jour de traitement, dans la grande
majorité des cas, elle se poursuit aux deuxieme et troisieme jours de traitement

» les diminutions les plus reproductibles concernent la régulation des genes codant
pour les histones

» des variations importantes de genes qui codent pour des protéines en relation avec
le systeme nerveux. En effet, au deuxieme jour de traitement trois augmentations
sur les dix plus significatives concernent ce type de gene (neurotensine, midkine,

amphireguline)

Les variations les plus importantes au deuxieme jour de traitement sont présentées

dans la Figure 60.

En conclusion, cette troisieme partie nous permet de montrer, qu’au cours de la
différenciation érythroide des cellules K562 induites par la dox (40 nM), un nombre
élevé de genes est régulé et que la majorité des modifications survient apres deux jours
de traitement. Plus particulierement, des protéines impliquées dans le développement du
systeme nerveux sont augmentées alors que les protéines liées aux histones sont
réprimées. Cette étude nous permet également de confirmer I’augmentation

d’expression de ’ARNm de GSTP1-1 et de globines.
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1) neurotensin; 2) insulin-like growth factor binding protein 4 ; 3) hypothetical protein
FLJ20920 ; 4) proteoglycan 2, bone marrow ; 5) midkine (neurite growth-promoting factor 2)
; 6) amphiregulin (schwannoma-derived growth factor) ; 7) hypothetical protein FLJ30213 ;
8) maternally expressed 3 ; 9) platelet-derived growth factor beta polypeptide ; 10) enoyl-
Coenzyme A, hydratase/3-hydroxyacyl Coenzyme A dehydrogenase 11) chloride channel,
calcium activated, family member 1 ; 12) B-cell translocation gene 1, anti-proliferative ; 13)
serum-inducible kinase ; 14) lectin, galactoside-binding, soluble, 1 (galectin 1) ; 15) cyclin-
dependent kinase inhibitor 1C (p57, Kip2) ; 16) BTG family, member 2 ; 17) serine protease
inhibitor, Kazal type 4 ; 18) thrombospondin 1 ; 19) RNA, U12 small nuclear ; 20) prostate
differentiation factor

(voir 1égende page suivante)
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1) histone 1, H4c ; 2) histone 1, H2aj ; 3) endometrial bleeding associated factor ; 4) histone
1, H1d ; 5) histone 1, H4a ; 6) olfactory receptor, family 6, subfamily A, member 1 ; 7) zinc
finger protein 134 ; 8) fucosyltransferase 7 ; 9) RAB5C, member RAS oncogene family ; 10)
Human ribosomal S1 protein mRNA, partial cds 11) WW domain binding protein 1 ; 12)
distal-less homeo box 2 ; 13) fructose-1,6-bisphosphatase 1 ; 14) collagen, type IV, alpha 6 ;
15) histone 1, H1b ; 16) fms-related tyrosine kinase 3 ligand ; 17) asparagine synthetase ; 18)
prostaglandin 12 (prostacyclin) receptor (IP) ; 19) tumor-associated calcium signal transducer
1 ; 20) opioid receptor, delta 1

Figure 60 : Résultats de I’hybridation d’une lame de micropuce avec les ADNc de

cellules K562 induites a se différenciées ou pas vers la voie érythroide par la dox.

Une lame de micropuce est hybridée simultanément pendant 3 jours avec les ADNc de
cellules K562 traitées ou non a la dox (40 nM) pendant 3 jours, marquées respectivement a la
Cy3 et a la Cy5. Apres lavage, la lame de micropuce est scannée grace au scanner GenePix
4000B et au logiciel GenePixPro 4.0. Les résultats sont ensuite exprimés comme une
comparaison entre 1’échantillon traité par rapport a I’échantillon témoin et cela pour chaque
jour de traitement. A, représentation des 20 augmentations les plus significatives. B,
représentation des 20 diminutions les plus significatives. Les résultats sont exprimés comme
la moyenne de trois expériences indépendantes.
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I- CHOIX DU SYSTEME D’ETUDE

La croissance et la différenciation cellulaire sont des processus finement régulés. Une
dérégulation peut entrainer un désequilibre entre les deux processus et conduire a la
cancérisation. Une série de molécules controlent le cycle cellulaire, telles que les cyclines, les
protéines kinases cycline-dépendante (CDK pour cyclin-dependant protein kinase) et
les inhibiteurs de CDK (Sherr and Roberts, 1995). La perte de la capacité de différenciation
est un point important dans la pathologie cancéreuse, le cas le mieux documenté est celui de

la leucémie aigu€ myéloblastique (LAM) (Tenen, 2003).

Une alternative par rapport a la thérapie anticancéreuse classique consiste a induire la
différenciation des cellules en utilisant des doses subtoxiques de médicaments : la thérapie
différenciante (Beere and Hickman, 1993 ; Degos, 1990 ; Leszczyniecka et al., 2001 ;
Paquette and Koeffler, 1992). En effet, les cellules tumorales partagent certaines
caractéristiques avec les cellules progénitrices immatures a haut potentiel de différenciation
terminale. Il apparait donc logique de penser que les cellules tumorales peuvent étre induites a
se réengager dans un processus de différenciation cellulaire, du moins de maniere partielle.

Des résultats cliniques ont été obtenus dans le cas des leucémies aigués
promyélocytaires (LAM 3) traitées grace a 1’acide rétinoique tout trans (ATRA) (Degos,
1994), avec un taux de rémission complete supérieur a 90 % (Degos and Wang, 2001). Cet
acide a notamment pour effet majeur de permettre aux cellules souches d’arriver a maturité.
Cependant, de fréquentes rechutes dues probablement a un phénomene de résistance acquise,
sont observées chez ces patients, malgré un traitement d’entretien par I’acide rétinoique

(Cornic et al., 1994 ; Muindi et al., 1992).

Il apparait donc important de vérifier par la suite si ce type d’approche, utilisée seule
ou de maniere combinée a la chimiothérapie classique peut induire la résistance des cellules
cancéreuses. En effet, le traitement peut avoir pour conséquence une augmentation de la
détoxication cellulaire par les GST ou au contraire participer a une inhibition des mécanismes

de détoxication.

Notre objectif est de progresser dans la compréhension des mécanismes de régulation

de la différenciation et de déterminer si I’expression d’un mécanisme de détoxication
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cellulaire participant au développement des mécanismes de résistance aux anticancéreux, est
régulé de maniere spécifique d’une des voies de différenciation possibles.

Nous nous sommes intéressés aux régulations qui permettent de controler 1’expression
du gene de la GSTP1-1 dans le cadre de la différenciation hématopoiétique des voies
érythroide et mégacaryocytaire induite par des agents pharmacologiques. Nous voulions plus
particulierement savoir s’il existe une corrélation entre 1’expression de cette enzyme et
I’induction de la différenciation.

En effet, cette enzyme est particulierement impliquée dans la cancérogenese et la
progression tumorale (Duvoix et al., 2003b ; Henderson et al., 1998 ; Sato, 1989) et est
surexprimée dans de nombreux cancers associés a un large éventail de tissus dont ’estomac
(Monden et al., 1997), le colon (Ranganathan and Tew, 1991), le poumon (Boss et al., 2001)
et plus particulierement dans le cas des leucémies (Sauerbrey et al., 1994 ; Schisselbauer et
al., 1990). Des taux tres élevés de GSTP1-1 constituent un mauvais prognostic pour la survie
des patients (Clapper and Szarka, 1998). De plus, la GSTP1-1 est impliquée dans la résistance
aux anticancéreux (Duvoix ef al., 2003b ; Puchalski and Fahl, 1990 ; Tew, 1994) et inhibe
I’apoptose en se liant a la JNK (Adler et al., 1999 ; Yin Z et al., 2000).

Dans ce travail, nous avons principalement utilisé la lignée leucémique humaine
K562. Cette lignée multipotente peut etre induite a se différencier vers différentes voies de
I’hématopoiese en fonction de 1’inducteur de différenciation choisi. En effet, ces cellules sont
bloquées a un stade immature de différenciation, mais restent capables de s’orienter vers 1’'une
des trois lignées circulantes (érythroide, mégacaryocytaire ou monocytaire) en présence
d’inducteurs appropriés (Sutherland et al., 1986 ; Tsiftsoglou et al., 2003 ; Vainchenker et al.,
1981). Cette lignée cellulaire humaine coexprime donc des genes marqueurs des voies de
différenciation érythoide et mégacaryocytaire.

Ainsi, les cellules K562 sont utilisées couramment comme modele cellulaire pour

étudier les processus moléculaires et les aspects de la différenciation hématopoiétique.

II- INDUCTION DE LA DIFFERENTIATION

Dans la premiere partie du travail, nous avons utilisé différents agents capables
d’induire la différenciation des cellules K562 vers la voie érythroide ou mégacaryocytaire.
Pour induire la différenciation érythroide, nous avons utilisé : 1’acla (Chenais et al., 1999 ;
Gillet et al., 2002 ; Morceau et al., 1996a), la dox (Aries et al., 1996 ; Kodym et al., 2001 ;
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Morceau et al., 1996b) et I’hémine (Leppa et al., 1997 ; Nakajima et al., 1997). Nous avons
testé I’ester de phorbol TPA en tant qu’agent capable d’induire la différenciation
mégacaryocytaire (Aro et al., 2002 ; Whalen et al., 1997) et enfin le butyrate, un inducteur
qui présente la particularité de pouvoir induire la lignée K562 vers les deux voies en fonction
de la concentration utilisée (Dalyot et al., 1993 ; Davis et al., 2000 ; Xie et al., 2000 ; Xie et
al., 1999 ; Yang J et al., 2001). Pour induire la différenciation, ces molécules sont utilisées a

des concentrations subtoxiques sur plusieurs jours.

I1. 1- Induction de la différenciation érythroide

L’acla et la dox appartiennent a une classe de médicaments, les anthracyclines, qui
sont largement utilisées en cancérologie. En effet, ces médicaments sont prescrits aussi bien
dans les leucémies aigués et les lymphomes de Hodgkin (Hempel et al., 2002 ; Raina et al.,
2003) que dans les tumeurs solides chez I’enfant (sarcome d’Ewing) (Hawkins et al., 2002)
ou chez I’adulte (sarcomes, adénocarcinomes) (Bar Sela et al., 2002 ; DeRegis et al., 2003).
Cependant, les mécanismes responsables de leur activité antitumorale ne sont pas encore
clairement définis. Ils sont connus comme des agents intercalants de I’ADN, mais également
d’autres cibles ont pu etre identifiées comme par exemple les topoisomérases (Sorensen et al.,
1994), la membrane cellulaire (Tokes et al., 1982) ou des enzymes qui interviennent dans le
métabolisme qui génere des ions superoxydes (Doroshow, 1983). Ces molécules sont
également capables d’induire la différenciation in vitro de cellules leucémiques et de tumeurs
solides. Cette induction de différenciation a également été observée dans des modeles de
tumeurs animales et chez I’homme. Mais dans ces situations il est difficile de distinguer la

part liée a I’effet cytotoxique de celle liée a I’effet différenciant.

L’hémoglobinisation des cellules K562 induite par les anthracyclines atteint son
maximum pour des concentrations d’acla et de dox qui sont respectivement de 20 et 40 nM.
Cette induction ne provoque qu’une inhibition de croissance partielle de 1’ordre de 50 a 60 %
pendant les six jours de traitement par I’acla, alors que la dox entraine une inhibition
supérieure a 90 %. De plus, dans les deux cas, cette inhibition s’accompagne d’une
augmentation de 1’hémoglobinisation qui atteint 60 et 70 %, respectivement pour la dox et

’acla apres six jours de traitement.
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L’hémine, une forme oxydée de 1’heme, est I’inducteur de référence de la lignée K562.
L’hémine a d’importants effets sur la maturation des cellules vers la voie érythroide et induit
la synthese d’hémoglobine fcetale dans les progéniteurs cultivés in vitro (Fibach et al., 1995).
L’hémine est utilisée comme agent thérapeutique (Normosang ®) dans le traitement des
porphyries (Balla et al., 2000 ; Mustajoki and Nordmann, 1993 ; Tenhunen and Mustajoki,
1998). L’hémine en tant que précurseur métabolique de la voie de synthese de I’hémoglobine,
est utilisée pour la correction du déficit en heme, ce qui entraine une répression par
rétrocontrdle de la delta-amino-levulinique synthétase, une enzyme-clé de la synthese des
porphyrines ainsi qu’une normalisation des taux d’hémoprotéines et de pigments respiratoires.
Ainsi, le composé corrige les anomalies biologiques observées chez les patients atteints de
porphyrie (Sassa, 2000).

Comme attendu, cet inducteur permet d’obtenir rapidement un fort taux de cellules
différenciées des le premier jour de traitement (60 %) et ce taux continue a augmenter en
fonction du temps de traitement, pour atteindre des valeurs proches de 100 %. De plus,
I’hémoglobinisation induite par une dose de 30 M d’hémine, n’entraine pas de mortalité

importante.

I1. 2- Induction de la différenciation mégacarvocytaire

Le phorbol-12 myristate-13 acétate (ou TPA) est un puissant modulateur de
I’hématopoiese. En effet, le TPA différencie les cellules U937 (Kaneko et al., 1999 ; Sordet et
al., 2002) et les cellules leucémiques promyélocytiques HL60 en monocytes-macrophages
(Das et al., 2000 ; Trayner et al., 1998). 1l induit la différenciation des cellules leucémiques
mégacaryoblastiques MEGO1 (Deutsch et al., 2000) mais il a un effet inhibiteur sur la
différenciation de toutes les lignées érythroides (Mignotte et al., 1990).

Cet effet inhibiteur sur la lignée rouge s’accompagne souvent d’une augmentation de
I’expression des marqueurs de la lignée plaquettaire. Ainsi les cellules K562 exposées au TPA
se différencient vers la lignée mégacaryocytaire comme le prouve 1’apparition de marqueurs
de surface plaquettaires comme les marqueurs de surface CD41 (GPIIb) (Cavalloni et al.,
2000) ou CD61 (intégrine B3 ou GPIlla) (Le Naour et al., 1997) que nous avons utilisé pour
notre €tude. La concentration de 10 nM en TPA permet d’obtenir les meilleurs résultats de
différenciation tout en conservant un taux de mortalité cellulaire faible. Pour cet inducteur, il

y a également un effet d’inhibition de croissance en fonction du temps de traitement
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différenciant qui atteint une valeur proche de 100 %. Ces résultats sont en accord avec
d’autres études, qui ont montré que la différenciation induite par le TPA conduit a la
production des mémes cytokines que les mégacaryocytes, a I’arrét du cycle cellulaire et a des
changements morphologiques caractéristiques de la thrombopoiese (Racke et al., 1997).

Les voies de transduction qui conduisent a la différenciation des cellules K562 sont
encore mal connues. Néanmoins, le TPA est un activateur de la PKC (protéine kinase C) et la
premiere hypothese est que la PKC agit sur la différenciation de ces cellules en plaquettes par
une cascade de signaux passant par la voie Ras-> Raf-1-> MEK (MAPK/ERK kinase )1->
ERK (extracellular signal-regulated kinase). En effet, il semble que la modulation de 1’activité
des différentes isoformes de PKC, ainsi que les variations de localisation subcellulaire de
cette kinase soient a 1’origine de la transduction du signal de la voie des PKC, en particulier
dans le cas de la différenciation des cellules hématopoiétiques (Rosson and O'Brien, 1995b).
Certaines équipes ont étudié les facteurs de transcription mis en jeu par le TPA et qui sont
susceptibles d’intervenir dans la différenciation des cellules. Ces études ont mis en évidence
que le traitement des cellules K562 par le TPA conduit a une augmentation de la liaison de
AP-1 sur le promoteur de genes spécifiques de la lignée érythroide et une diminution de la
liaison de NF-E2 (Mignotte et al., 1990 ; Rosson and O'Brien, 1998 ; Solomon et al., 1993).
L’activité relative de chacun de ces facteurs de transcription, qui est définie par le niveau
cellulaire de chaque facteur et leur état de phosphorylation, détermine vers quelle lignée
érythroide ou mégacaryocytaire vont se différencier les cellules K562. La prédominance de
NF-E2 conduit a une différenciation érythroide, alors que la prédominance de AP-1, stimulée
par le TPA, différencie les cellules K562 vers les mégacaryocytes (Rosson and O'Brien,
1995a ; Rosson and O'Brien, 1998).

Bien évidemment, la différenciation est un phénomene soumis a des parametres plus
complexes qu’une simple modulation NF-E2/AP-1. En effet, des souris Knock-out pour NF-
E2, qui devraient présenter des troubles de la lignée rouge, meurent de thrombocytopénie

alors que I’érythropoiese est peu affectée (Shivdasani and Orkin, 1995).

I1. 3- Induction de la différenciation par le butyrate

Enfin, nous avons utilisé un inhibiteur des histone désacétylases (HDAC), le butyrate.
Comparé aux autres inducteurs de la différenciation qui montrent une spécificité en fonction
de la voie de différenciation, le butyrate a des propriétés de différenciation qui dépendent de

la concentration utilisée. Dans nos expériences nous avons déterminé que les concentrations
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de 1 mM et de 2 mM étaient les doses qui induisaient respectivement les plus forts taux de
différenciation érythroide et mégacaryocytaire avec une inhibition de croissance de I’ordre de
40 et 60 %. Nos résultats sont confirmés par différents travaux individuels ou le butyrate est
utilis€ comme un agent érythrodifférenciant (Witt et al., 2000 ; Yang J et al., 2001) ou comme
un inducteur de la différenciation mégacaryocytaire (Xie et al., 2000 ; Xie et al., 1999) des
cellules K562. En effet, de faibles concentrations comprises entre 0,5 et 1 mM activent la
différenciation érythroide alors que des concentrations supérieures a 2 mM induisent la

différenciation mégacaryocytaire.

Comme pour les autres inducteurs, nous avons pu mesurer une continuité dans le
processus de différenciation. Toutefois, parmi les inducteurs utilisés dans cette étude, le

butyrate est celui qui induit le plus faible taux de différenciation des cellules K562.

Witt et al. ont publié que I’induction de la différenciation par le phénylbutyrate (un
dérivé du butyrate) peut etre inhibée par un inhibiteur spécifique de la p38 kinase. Ces
résultats montrent que le butyrate induit la voie de la kinase p38 alors que parallelement, il est
€galement connu comme inhibiteur des voies ERK et INK (Witt et al., 2000) (Figure 61). De
plus, cette induction de la différenciation par le butyrate peut étre potentialisée par la
génération d’un stress dans des cellules leucémiques in vitro (Witt et al., 2001).

Ainsi, certains auteurs ont suggéré que ces résultats pourraient étre utilisés de maniere
combinée en clinique, en utilisant d’autres cibles moléculaires impliquées dans les voies de
signalisation du stress comme des flavonoides ou en utilisant de la chimiothérapie
conventionelle et/ou des radiations (Davidson and Morange, 2000). Par conséquent, le
butyrate et ses dérivés peuvent servir comme agent différenciant et étre combinés a d’autres

modalités pour le rendre plus efficace dans les traitement cliniques.

Gottlicher et al. ont montré qu’un autre inhibiteur des HDAC, 1’acide valproique, est
capable d’induire la différenciation de divers tissus dont les progéniteurs hématopoietiques et
les cellules leucémiques de patients avec une LAM (Gottlicher et al., 2001). De la méme
maniere, 1’azacytidine, un inhibiteur de méthyltransferases, induit la différenciation des
cellules HL60 (leucemie promyelocitaire) (Christman ef al., 1983) et peut agir en synergie
avec un autre inhibiteur des HDAC, la trichostatine A (TSA) pour induire la différenciation

(Cameron et al., 1999).

204



Discussion

Stimuli |
extracellulaire ! Butyrate
Effets : ) _ l . l )
' Croissance cellulaire | ? Synthese d’hémoglobine 1
biologiques i
' Synthese d’hémoglobine 1
Voie
ERK JNK P38
MAPK

Figure 61 : Représentation schématique des voies MAP Kkinases et de leurs régulation

par le butyrate dans les cellules K562 (adapté de Witt et al., 2000).

Cette figure donne une vue générale sur les trois principales voies MAPK : ERK, JNK et p38.
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En ce qui concerne I’effet du butyrate sur le couple croissance cellulaire et
différenciation, ce composé produit des résultats semblables a ceux obtenus avec les
anthracyclines qui menent a un ralentissement important de la croissance pour entrer
dans un processus de différenciation. Le TPA induit un arrét pratiquement total de la
croissance cellulaire contrairement a I’hémine qui n’entraine qu’un ralentissement

partiel de cette croissance.

III- ETUDE DE L’EXPRESSION DU GENE GSTP1-1 AU COURS DE LA
DIFFERENCIATION

Apres avoir induit la différenciation des cellules K562 avec des agents chimiques,
nous avons étudié la capacité de ces inducteurs de la différenciation a réguler I’expression du
gene de la GSTP1-1. La GSTP1-1 est une enzyme de phase II du métabolisme des
médicaments et conduit a une augmentation de la chimiorésistence des cellules leucémiques
(Tew, 1994). De plus I’isoforme GSTP de souris a été décrite comme interagissant avec la

JNK et entrainant la résistance a I’apoptose (Adler et al., 1999).

II1. 1- Effet de ’induction de la différenciation érythroide par les anthracyclines

sur P’expression de la GSTP1-1

Le traitement différenciant des cellules K562 par des anthracyclines telles que 1’acla et
la dox, induit une augmentation de 1’expression de I’ARNm de GSTPI1-1 ainsi que de la
protéine correspondante. L.’ augmentation observée pour I’ARNm avec I’acla est la plus élevée
aux jours 1 et 2 de traitement respectivement de 3,8 et 7,5 fois. Dans le cas de I’induction par
la dox, I’augmentation est beaucoup plus faible d’environ deux fois au maximum au jour 2.
En revanche, bien que plus faible, les augmentations observées au niveau de I’expression de
la protéine, sont assez similaires pour les deux anthracyclines. Cette augmentation est
progressive jusqu’au quatrieme jour d’induction pour atteindre des augmentations de 1’ordre
de 70 %.

Il est bien établi que la GSTP1-1 peut étre a 1’origine de la résistance aux agents
anticancéreux seule ou en coopération avec un autre systeme de résistance comme la MRP1
(O'Brien et al., 2000). En particulier, dans les cellules leucémiques K562 (Kalinina et al.,
2001) et dans les cellules de carcinome du sein (MCF7) (Wang et al., 1999), une

surexpression de la GSTPI1-1 peut-etre li€e a une résistance a la dox. Kalinina et al. ont

206



Discussion

observé également apres traitement a la dox, une augmentation du transport nucléaire de la
GSTP1-1 (Kalinina et al., 2001), ce qui aurait pour but de protéger I'ADN contre les
médicaments anticancéreux (Goto et al., 2001). De plus, le traitement des cellules par un
inhibiteur du transport de la GSTP1-1, permet de restaurer leur sensibilité a un traitement par
la dox. Par contre, la survie d’un patient atteint de LAM présentant le génotype GSTM1 est
diminuée alors que la survie d’un patient avec le génotype GSTP1-1 n’est pas affectée
(Autrup et al., 2002). De plus, dans des cellules de carcinome hépatique (Hep2A),
'acquisition de la résistance est corrélée a une expression accrue de la GSTPI-1 et non a
d’autres isoformes (Harbottle et al., 2001). 11 a également été décrit qu'un conjugué GSH-dox
peut induire 1'expression de la GSTP1-1 de maniere transitoire et que la surexpression d’un tel
conjugué rend les cellules d'hépatome de rat AH66 moins sensibles a la dox (Asakura et al.,
2001 ; Tashiro et al., 2001). Enfin, il a é&t€ montré qu’une surexpression de la GSTA4 protege
les cellules cardiaques H9C2 de la mort induite pas les anthracyclines, en protégeant les

cellules des especes réactives de I’oxygene (ERO) générées (L'Ecuyer et al., 2004).

III. 2- Effet de ’induction de la différenciation érythroide par I’hémine sur
Pexpression de la GSTP1-1

L’induction de la différenciation érythroide par 1’hémine a permis de mettre en
évidence une augmentation progressive et significative de 1’expression de I’ARNm de la
GSTP1-1 dans les cellules K562. Cette augmentation est d’environ 10 % apres le premier jour
de traitement et atteint 40 % (p<0,01) apres le cinquieme jour. Par ailleurs, I’expression de la
protéine GSTP1-1, analysée par western blot, montre également une augmentation lente et
progressive de I’expression de la protéine GSTP1-1 parallelement a I’hémoglobinisation des
cellules K562. L’expression de la protéine est corrélée a I’expression de I’ARNm. En effet,
apres un jour d’induction, I’expression est augmentée d’environ 10 % et cette augmentation

atteint la valeur de 30 % au bout du cinquieme jour de traitement.

Ainsi, quelque soit I’inducteur de différenciation érythroide utilisé, nous mesurons une
augmentation de 1’expression de la GSTPI1-1. Les anthracyclines sont des médicaments
anticancéreux largement utilisés en chimiothérapie dans le traitement de tumeurs solides et de
certains types de leucémies. Elles sont connues, entre autres, pour générer des radicaux libres
dans la cellule comme par exemple des radicaux semiquinone et des ERO (Keizer et al., 1990

; Powis, 1989). Ces especes sont a 1’origine d’un stress oxydant qui est impliqué dans des
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processus variés et est a I’origine de la cardiotoxicité des anthracyclines (Fogli et al., 2004 ;
Singal et al., 1997). Chenais et al. ont suggéré que le stress oxydant généré par les inducteurs
de la différenciation incluant 1’acla et la dox sont impliqués dans les premieres étapes du
processus de différenciation des cellules K562 vers la lignée érythroide (Chenais et al., 2000).
L’hémine est également considérée comme €tant un inducteur de stress oxydant dans le foie
de rat (Suliman et al., 2002).

La GSTPI-1 est impliquée dans des mécanismes de détoxication cellulaire et participe
a la protection contre le stress oxydant et les ERO (Yin Z et al., 2000). L’induction du gene
codant pour la GSTPI-1 que nous avons observé, pourrait constituer une réponse au stress
oxydant généré au cours du processus d’induction de la différenciation. Néanmoins, cette

induction entrainerait potentiellement une résistance aux anticancéreux.

I11. 3- Effet de ’induction de la différenciation mégacarvocyvtaire par le TPA sur

Pexpression de la GSTP1-1

Par contre, nous avons induit la différenciation des cellules K562, par un autre
inducteur, le TPA, qui est un générateur de stress oxydant mais aussi un inducteur de la
différenciation des cellules K562 vers la voie mégacaryocytaire.

Dans de telles conditions, nous avons observé une forte diminution de 50 a 60 % de
I’expression du transcrit de GSTP1-1. Cette baisse de I’ARNm est également accompagnée
d’une diminution au niveau de la protéine d’environ 30%.

Pourtant, cette diminution de 1’expression de la GSTP1-1 semble contradictoire avec
la présence d’un site TRE dans le promoteur du gene (Morrow et al., 1992). Cependant, Lin et
al., ont montré que le TPA n'est pas suffisant pour activer la GSTP dans la muqueuse buccale
du hamster (Lin et al., 1999). De plus, il a été démontré que 1’exposition des cellules K562 au
TPA, au cours de la différenciation, entraine une diminution de la transcription du promoteur
de la y-globine et une diminution de la stabilit¢ des ARNm de la globine (Solomon et al.,
1993), un gene qui est connu pour étre régulé au cours de la différenciation érythroide.

Morrow et al. ont montré que la GSTP1-1 ou la GSTAI-1, dans des cellules MCF7,
pouvaient agir en synergie avec une autre protéine de détoxication, la MRP, conduisant a une
potentialisation du phénomene de résistance vis-a-vis de certains médicaments (Morrow et

al., 1998a ; Morrow et al., 1998b). En revanche, Marks et al. ont montré dans des cellules
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K562 induites a se différencier par le TPA, une augmentation d’une autre protéine de

détoxication, la glycoprotéine-P (P-gp) (Marks et al., 1995).

Ces résultats suggerent que la régulation de I’expression de la GSTP1-1 au cours
de la différenciation n’est pas la conséquence de la génération d’un stress oxydant par
les inducteurs utilisés mais serait plutot corrélée a une régulation en fonction de la voie

de différenciation induite.

I11. 4- Effet de ’'induction de la différenciation par le butyrate sur I’expression de
la GSTP1-1

Pour la suite de nos travaux, nous avons voulu confirmer nos résultats pour généraliser
la régulation de I’expression de la GSTP1-1 en fonction de la voie de différenciation induite.
Pour répondre a cet objectif, nous avons utilisé le butyrate qui est capable d’induire la
différenciation des K562 vers les voies érythroide et mégacaryocytaire en fonction de la

concentration en inducteur utilisé.

L’induction de la différenciation par le butyrate entraine une baisse de 1’expression de
I’ARNm de GSTP1-1 apres induction a la fois de la différenciation érythroide (1 mM) ou de
la différenciation mégacaryocytaire (2 mM) en fonction du temps de traitement. Cependant, la
diminution observée avec la concentration de 2 mM de butyrate est plus précoce et beaucoup
plus marquée que celle observée avec 1 mM de butyrate.

Ces résultats sont inattendus par rapport a d’autres travaux. En effet, il a été montré
une augmentation de 1’expression de GSTP1-1 apres induction de la différenciation par le
butyrate dans des cellules épithéliales non parenchymateuses de foie de rat (Utesch et al.,
1993).

De la méme maniere, dans les cellules cancéreuses du colon HT-29, la différenciation
par le butyrate active la voie de signalisation ERK1/2 conduisant a une augmentation de
I’expression de GSTP1-1 et de son activité chimioprotectrice (Ebert et al., 2001). De plus, des
cellules Caco-2 qui sont des cellules étroitement liées aux entérocytes humains normaux
peuvent étre différenciées par le butyrate. Ainsi, apres stimulation par cet inducteur de la
différenciation, les cellules expriment de forts taux de GSTP1-1 contribuant a une stimulation

de la détoxication dans I’intestin (Stein et al., 1996).
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La réduction de I’expression de GSTP1-1 suite a I’induction par le butyrate peut
néanmoins étre expliquée par les voies de signalisation cellulaire qui sont spécifiquement
activées dans les cellules K562. En effet, les kinases ERK et JNK sont déphosphorylées et
donc inhibés, alors que la kinase p38 est phosphorylée apres une exposition au butyrate (Witt
et al., 2000). La littérature ne permet pas d’impliquer les kinases ERK et p38 dans
I’expression de la GSTP1-1, mais nous avons montré récemment au laboratoire que des
inhibiteurs de JNK dont la curcumine diminuent I’expression de I’ARNm de GSTPI-1
(Duvoix et al., 2003a), ainsi que ’activité liante de AP-1 (Duvoix et al., 2004). De plus,
d’autres inducteurs de la différenciation des cellules K562 comme la dox induisent la
synthese de ’ARNm de GSTP1-1 (travaux montrés dans cette these), en activant la JNK et en
conduisant a une augmentation de 1’activité liante de AP-1 (Duvoix et al., 2003a).

Par conséquent I’inhibition de la GSTPI-1 via la JNK par le butyrate est en accord
avec des données précédemment publiées et contribue a expliquer I’inhibition de la synthese
de ’ARNm de GSTP1-1. De plus, le butyrate est capable d’inhiber I’activation de NF-xB par
le TNFa (Yin L et al., 2001). Nous avons montré récemment que des dimeres de NF-xB
régulent positivement 1’expression de la GSTP1-1 ainsi que la voie de signalisation TNFo. ->
TNF-receptor (TNF-R)1 -> TNF receptor associated factor (TRAF) -> NF-kB inducing
kinase (NIK) -> IKK (Morceau et al., 2004). La suppression de la voie de signalisation du
TNFa par le butyrate contribue ainsi a diminuer 1’expression de I’ARNm de GSTP1-1 dans

des cellules leucémiques humaines.

Il est important de souligner que les doses de butyrate utilisées pour traiter les cellules
K562, n’induisent pas strictement la voie de différenciation souhaitée. Ainsi, la population
cellulaire obtenue apres induction de la différenciation, présente une prédominance de cellules
différenciées vers la voie souhaitée en fonction de la concentration en inducteur, plutdt qu'une
population unique engagée dans une voie de différenciation. Par exemple, les cellules traitées
avec 2 mM de butyrate pour induire la différenciation mégacaryocytaire, se différencient

également dans des proportions plus faibles vers la voie érythroide.

L’ensemble de ces résultats sur la régulation de ’expression de la GSTP1-1 en
fonction de la voie de différenciation induite, suggere que l’induction de la
différenciation érythroide tend a entrainer une surexpression de ’ARNm de GSTP1-1

indépendamment du type d’inducteur utilisé (anthracyclines ou hémine), alors que
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I’entrée vers la voie mégacaryocytaire, dans ces mémes cellules K562 diminue
I’expression de ’ARNm GSTP1-1. Ces variations sont corrélées a I’induction de la
différenciation au cours du temps. Le butyrate joue un role particulierement intéressant
dans la mesure ou cet inducteur n’entraine pas d’induction d’expression de la GSTP1-1,

ni lors de la différenciation érythroide ni lors de la différenciation mégacaryocytaire.

II1. 5- Effet des agents différenciants sur ’expression de ’ARNm de GSTP1-1
dans la lignée Jurkat

Afin de confirmer que les variations d’expression de la GSTP1-1 observées sont
spécifiques de la voie de différenciation induite et non de la molécule utilisée, nous avons
étudié I’effet de traitements identiques sur la lignée leucémique humaine a cellules T, Jurkat.
Cette lignée représente un témoin négatif de différenciation puisqu’elle ne possede pas la
capacité de se différencier vers les voies érythroide ou mégacaryocytaire.

Ainsi, les cellules Jurkat ont été traitées dans des conditions similaires a celles
permettant d’induire la différenciation des cellules K562. Les résultats obtenus montrent que
les différents agents utilisés TPA (10 nM), acla (20 nM), dox (40 nM) ou hémine (30 pM),
n’induisent pas la différenciation et que les inhibitions de croissance observées avec les
différents inducteurs sont plus faibles que celles obtenues apres traitement des cellules K562.
En ce qui concerne I’expression de ’ARNm de GSTP1-1, aucune variation significative n’a

été mise en évidence.

Ces résultats suggerent que la régulation de I’expression de la GSTP1-1, n’est pas
liée a ’inducteur utilisé mais a la voie de différenciation induite dans des cellules qui ont

la capacité de se différencier.

Nos résultats ajoutent la GSTP1-1 aux genes de défense contre le stress régulés
pendant la différenciation. En effet, la différenciation est également connue pour réguler
I’expression de protéines impliquées dans le stress ou la résistance aux médicaments
anticancéreux, incluant les genes qui codent pour le heat shock factor 2 (HSF2) (Pirkkala et
al., 1999) et le heat shock factor 70 (HSF70) (Theodorakis et al., 1989). De plus le gene de
résistance multiple aux médicaments (MDR pour multi-drug resistance) codant pour la

protéine P170/P-gp est induite durant la différenciation des cellules K562 (Marks et al., 1995)
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alors que la y-glutamyltransférase (GGT), une autre enzyme du métabolisme du glutathion, est
augmentée durant la différenciation des cellules leucémiques U937 et HL60 induites a se

différencier par 1’acide rétinoique (el Yaagoubi et al., 1995).

La modulation de 1’expression de la GSTP1-1 au cours des processus de
différenciation des cellules K562 souleve un nouveau role intéressant de la GSTP1-1 dans les
processus physiologiques de différenciation afin d’éviter le développement de cellules

différenciées mais chimiorésistantes par le biais d’une surexpression de GSTP1-1.

IV- MECANISMES MOLECULAIRES LIANT I’EXPRESSION DE LA GSTP1-1 A
LA DIFFERENCIATION

IV. 1- Mise en évidence de sites GATA dans le promoteur de la GSTP1-1

Dans les deux parties précédentes de cette these, nous avons mis en évidence une
variation de I’expression du gene de la GSTPI-1 qui est souvent corrélée a la voie de
différenciation induite dans des cellules K562. Ainsi, pour déterminer les mécanismes
moléculaires sous-jacents a 1’expression du gene de GSTPI-1 au cours des voies de
différenciation, nous nous sommes intéressés a la régulation transcriptionnelle des genes
spécifiques des voies érythroide et mégacaryocytaire et a leur éventuelle implication dans la
régulation du gene de GSTPI1-1.

Par ailleurs, notre équipe a montré précédemment I’existence d’une corrélation entre la
sous-unité p45 de NF-E2 et l'induction du gene de la GSTP1-1 par le TPA (Borde-Chiché et
al., 2001a). Nous avons recherché la présence potentielle d’autres sites pour des facteurs de
transcription spécifiques de la différenciation érythroide ou mégacaryocytaire dans le
promoteur du gene de GSTPI1. Afin d’atteindre cet objectif, la s€équence promotrice du gene
de la GSTP1-1 comprise entre -1224 et +96 pb a été€ soumise a une analyse assistée par
ordinateur afin de rechercher des sites potentiels de liaisons de facteurs de transcription. Deux
sites nous ont paru intéressant, puisqu’il s’agissait de deux séquences GATA, que 1’on a
arbitrairement appelé GATA proximal situé en -908/-905 et GATA distal situé -1211/-1208
par rapport au site d’initiation de la transcription du promoteur du gene de GSTP1-1.

La famille des facteurs de transcription GATA est composée de six membres. Ils

reconnaissent la séquence consensus (A/T)GATA(A/G) par I’intermédiaire d’un doigt de
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zinc. GATA-1 et GATA-2 sont exprimés dans les érythrocytes, les mégacaryocytes, les
mastocytes, les basophiles et dans les éosinophiles ainsi que dans les testicules (Tsai et al.,
1989 ; Weiss and Orkin, 1995). GATA-2 est exprimé en plus dans les neutrophiles (Orkin et
al., 1998) et GATA-3 est exprimé dans les lymphocytes T. Le facteur GATA-1 pourrait étre
impliqué dans la régulation de I’expression de la GSTP1-1 puisqu’il est surexprimé dans les
cellules érythroides et réprimé dans les cellules mégacaryocytaires. De plus, les cellules
Jurkat qui n’expriment ni GATA-1 ni GATA-2 (Yang D et al., 2000) ne montrent pas de
variation de I’expression de la GSTPI-1 dans des conditions de traitement induisant la

différenciation des cellules K562.

IV. 2- Effet des inducteurs de différenciation K562 sur la transactivation d’un

gene rapporteur sous le controle de sites GATA

Le promoteur de la GSTPI-1 contient deux sites GATA. Afin de vérifier que les
inducteurs de la différenciation des cellules K562 sont capables de moduler I’expression d’un
ou plusieurs facteurs GATA, nous avons réalisé des expériences de transfection transitoire.
Ces expériences ont été réalisées en utilisant un plasmide contenant les éléments de réponses
GATA et les plasmides d’expression d’une protéine GATA-1 normale ou GATA-1 mutée par
une délétion de sa partie NH, terminale qui permet la fixation mais pas 1’activité

transactivatrice.

Dans ces expériences, nous avons montré que la transfection d’un vecteur
d’expression de GATA-1 dans les cellules K562 ou dans les cellules Jurkat, qui n’exprime ni
GATA-1 ni GATA-2, induit I’activité transcriptionnelle du promoteur pGL3-GATA-luc. De
plus, nous avons montré que la surexpression d’une protéine GATA mutée, n’induit pas ce
meéme plasmide rapporteur et cela dans les deux lignées utilisées. Dans le cas des cellules
K562, nous pouvons méme observer une diminution de 50% de 1’activité luciférase par
rapport a ’activité basale. Ceci peut s’expliquer par une compétition pour la fixation sur le
promoteur pGL3-GATA-luc entre le facteur GATA-1 endogene et le facteur surexprimé muté

qui, malgré une perte de I’activité transactivatrice, a conservé sa capacité de liaison a I’ADN.

Enfin, nous avons réalisé des expériences d’induction de la différenciation par les
différents inducteurs utilisés pour étudier I’expression de la GSTPI1-1 sur des cellules K562

transfectées par le plasmide pGL3-GATA-luc. Ces expériences nous ont permis de vérifier les
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résultats obtenus dans le cas de la différenciation érythroide induite par 1’acla, la dox ou
I’hémine. En effet, nous observons une augmentation de 1’activité luciférase avec 1’acla et la
dox, avec néanmoins une augmentation plus faible dans le cas de la dox. Ces résultats sont
corrélés avec I’expression de la GSTP1-1.

De plus, les résultats obtenus avec 1’acla sont en accord avec ceux obtenus par Aries et
al. (Aries et al., 1996). D’autres résultats obtenus montrent que la dox induit une
augmentation de la stabilit¢ de I’ARNm de GATA-1, alors que 1’acla induit une augmentation
de son expression (Morceau et al., 1996b). Dans le cas de I’hémine nous pouvons observer un
faible diminution de 1’activité luciférase qui est en adéquation avec les résultats obtenus
concernant 1’expression et 1’activité liante au promoteur de la GSTP1-1 du facteur GATA-1,
apres ce type de traitement.

Pour ce qui est des agents utilisés pour induire la différenciation mégacaryocytaire, les
résultats semblent plus contradictoires. En effet, le TPA qui diminue 1’expression de la
GSTP1-1 et la fixation de GATA-1 a son promoteur, est connu pour induire un arrét de la
différenciation érythroide et une baisse de 1’expression de GATA-1 (Kamesaki et al., 1996).
Le TPA entraine dans nos expériences une tres forte induction de 1’activité luciférase du
plasmide rapporteur mais le plasmide pGL3-GATA-luc contient trois motifs GATA. Or cette
séquence est décrite comme pouvant fixer les différents membres de la famille GATA (Ko
and Engel, 1993). D’autre part, il est bien établi que le TPA en tant qu’inducteur de la
différenciation mégacaryocytaire des cellules K562, induit au cours de ce processus une
augmentation de ’expression du facteur GATA-2 (Kamesaki et al., 1996 ; Yi et al., 2004).
Ainsi, ces éléments expliqueraient 1’augmentation de 1’activité du promoteur observée en

relation avec I’augmentation du facteur GATA-2.

IV. 3- Etude de ’activité liante des sites GATA identifiés dans le promoteur de la
GSTP1-1

Pour mettre en évidence d’éventuelles interactions spécifiques des leucémies entre des
facteurs protéiques nucléaires et les séquences GATA du promoteur du gene de la GSTP1-1,
nous avons utilis€ la technique de retard de migration sur gel avec les séquences
correspondantes aux sites GATA identifiés et les facteurs nucléaires de différentes lignées
cellulaires : les cellules K562, des cellules Raji qui n’expriment pas la GSTP1-1 (Borde-
Chiché et al., 2001b), des cellules Jurkat qui n’expriment pas GATA-1 ni GATA-2 (Yang D
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et al., 2000) et des cellules U937 (Sordet et al., 1999) qui peuvent se différencier vers des

voies autres que I’érythropoiese et la mégacaryopoiese.

Ces expériences ont mis en évidence des profils de liaison différents a la fois en
fonction de la lignée mais également en fonction de la sonde considérée et ont permis
d’identifier la formation de quatre complexes retardés avec 1’ensemble des lignées. Par des
expériences de compétition et de supershift, nous avons montré une activité liante du facteur
de transcription GATA-1 qui correspond au complexe C3. Par contre, les facteurs GATA-2
ou GATA-3 ne se fixent pas au site GATA distal du promoteur de la GSTP1-1. Le complexe
C4, le moins retardé, pourrait etre constitué¢ d’une isoforme du facteur GATA-1 (Calligaris et
al., 1995) ou d’un produit de dégradation du facteur GATA-1 (Gillet et al., 2002). Alors que
le complexe C1, le plus retardé, pourrait étre formé d’un facteur non spécifique du site
GATA. Le complexe C2 n’a pas pu etre mis en évidence dans la lignée K562. La séquence

GATA proximale quant a elle ne fixe pas ce facteur.

IV. 4- Etude de Pactivité liante du site GATAd au cours de la différenciation

Le profil d’activité liante et la nature du complexe C3 (formé par GATA-1) observé
dans les cellules K562, nous ont incité a poursuivre nos investigations avec cette lignée. Nous
avons donc étudié, par gel retard, I’activité liante du facteur de transcription GATA-1 aux
sites GATA distal et proximal du promoteur de la GSTPI-1 au cours de I’'induction de la
différenciation des cellules K562 par les différents inducteurs décrits précédemment.

Dans la différenciation érythroide médiée par I’acla, I’augmentation de GSTP1-1 et de
I’activité liante du facteur GATA-1 a I’ADN sont corrélées. En revanche, la dox n’induit pas
I’activité liante de GATA-1 au site localisée en -1208 du promoteur de la GSTP1-1. Mais
cette anthracycline a été décrite pour réguler I’expression de genes érythroides par une
stabilisation de I’ARNm (Morceau et al., 1996b) plutdt que par une activation de I’initiation
de la transcription via GATA-1. Ces données sont en accord avec nos résultats décrivant une
augmentation de I’ARNm de GSTP1-1 par la dox puisque 1’induction est plus faible que celle
de I’acla. D’autres expériences sont nécessaires pour déterminer plus précisément le role de la
dox dans la stabilisation de ’ARNm de GSTP1-1 ou dans d’autres mécanismes de régulation

post-transcriptionnels.
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Durant la différenciation mégacaryocytaire induite par 1’ester de phorbol TPA, par
contre, nous observons une forte diminution de 1’expression de GSTP1-1 corrélée a une
importante perte de I’activité liante de GATA-1 a I’ADN.

Les résultats obtenus avec le TPA sont comparables a ceux obtenus avec le butyrate a
la concentration de 2 mM permettant d’induire la différenciation mégacaryocytaire. En effet,
la baisse d’expression de I’ARNm de GSTP1-1 en fonction du temps est corrélée a une baisse
de I’activité liante de la protéine GATA-1 a la séquence distale du promoteur de la GSTP1-1.
Nous pouvons également observer une baisse en fonction du temps de ’activité liante du
facteur GATA-1 avec la concentration de 1 mM. Cette diminution est moins importante et
plus lente que dans le cas de I’induction par le butyrate a 2 mM. Ces résultats sont en
adéquation avec d’autres travaux qui ont montré une déplétion du transcrit de GATA-1 dans

des cellules érythroleucémiques J2E traitées au butyrate (Busfield ez al., 1995).

En revanche, dans le cas de 1’induction de la différenciation médiée par I’hémine, nous
observons une augmentation transitoire de ’activité liante GATA-1 au premier jour de
traitement. Cette augmentation est suivie, a partir du deuxieme jour, d’une diminution
progressive de I’activité liante en fonction du temps. Ces résultats semblent plus délicats a
interpréter, puisqu’il n’y pas de corrélation entre 1’activité liante de GATA-1 au promoteur du
gene de la GSTPI-1 et I’expression de I’ARNm correspondant a ce géene, malgré une
expression corrélée a la voie de différenciation induite. Une étude plus approfondie de
I’interaction entre GATA-1 et le promoteur du gene qui code pour la GSTP1-1 pourrait
probablement étre réalisé in vivo par la technique d’immunoprécipitation de la chromatine

(ChIP).

Aucune variation de ’activité liante du complexe le plus retardé et formé avec la
sonde GATA distale et présent également avec la sonde GATA proximale, n’ont pu étre mis
en évidence. Ces résultats ajoutent des arguments en faveur de la non spécificité de ce
complexe formé avec les différentes sondes utilisées incluant les séquences mutées et avec les

différentes lignées testées.

Nos résultats nous permettent de décrire ’implication du facteur de transcription
GATA-1 dans la régulation de I’expression du gene GSTP1-1 spécifique de la voie de
différenciation érythroide dans les cellules K562. L’expression de la GSTP1-1 pourrait
etre liée a la différenciation dans la mesure ou ’on observe une augmentation
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(différenciation érythroide) et une diminution (différenciation mégacaryocytaire).
Toutefois, I’augmentation dans les cellules induites a se différencier vers la voie

érythroide n’est pas systématique et semble étre dépendante de GATA-1.

Le facteur de transcription GATA-1 est un médiateur central dans 1’expression des
genes érythroides en interagissant avec de multiples protéines telles que FOG-1, EKLF, Spl,
CBP/p300 et PU.1.

Les mécanismes par lesquels ces interactions influencent les fonctions de GATA-1 ne
sont pas completement connus. GATA-1 peut interagir physiquement avec FOG-1, ce qui est
nécessaire pour une maturation érythroide et mégacaryocytaire normale in vivo (Crispino et
al., 1999 ; Fox et al., 1999 ; Tsang et al., 1997).

GATA-1 peut également interagir avec PU.1, un facteur de la famille ETS spécifique
des voies myéloide et lymphoide. Par cette interaction, PU.1 réprime GATA-1, ce qui
entraine un blocage évident de la différenciation érythroide (Rekhtman et al., 2003 ;
Rekhtman ez al., 1999 ; Walsh et al., 2002 ; Zhang et al., 2000).

Plus récemment, il a ét¢é montré que GATA-1 pouvait €tre réprimé par une
augmentation de c-Jun via une interaction avec un effecteur de la voie de signalisation Notch,
le facteur HERP2 (hairy-enhancer-of-split-related factor) activé par c-Jun (Elagib et al.,
2004). c-Jun est surexprimé dans de nombreux cancers et notamment dans les leucémies
(Racke et al., 2001 ; Rangatia et al., 2003). Mais tous les membres de la famille Jun sont

également augmentés (Prochownik et al., 1990) et inhibent la différenciation érythroide.

Toutes les modifications de 1’activité liante de GATA-1 et ses interactions avec
différents partenaires et cofacteurs pourraient expliquer les différences observées au niveau de
la régulation de I’expression de la GSTP1-1. De plus, la différenciation des cellules K562,
vers la voie érythroide par les anthracyclines, s’accompagne pour la dox, de modifications au
niveau post-transcriptionnel en augmentant la demi-vie des ARNm de genes érythroides tels
que la PBGD et GATA-1, contrairement a I’acla qui agit sur ’activation du facteur GATA-1,
activant ainsi la transcription des genes de y-globine, de PBGD (Gillet et al., 2002 ; Morceau
et al., 1996a ; Morceau et al., 1996b). Ce sont ces propriétés sur la transcription qui pourrait

eétre a ’origine des variations observées sur I’expression du gene de GSTP1-1.
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V- ETUDE DES MECANISMES POST-TRANSCRIPTIONNELS IMPLIQUES DANS
LA REGULATION DE I’EXPRESSION DE LA GSTP1-1

V. 1- Etude de la stabilité de PARNm de GSTP1-1 apres traitement par I’hémine

La différenciation érythroide des cellules K562 induite par 30 xM d’hémine a permis
de montrer une augmentation de 1’expression du gene de GSTP1-1 mais a I’opposé de ce que
nous avons observé avec 1’acla, 1’activité liante du facteur GATA-1 sur le site GATAd n’est
induite que de maniere transitoire par I’hémine.

En étudiant I’expression de I’ARNm de GATA-1, nous avons mis en évidence une
diminution au cours du temps corrélée a I’activité liante de la protéine correspondante sur le

site distal.

Les effets moléculaires de ’hémine au niveau transcriptionnel ont préablablement été
démontrés par Partington et Patient (Partington and Patient, 1999). En effet, I’activité liante
de GATA-1 au promoteur du gene d’a-globine augmente apres induction de la différenciation
érythroide par 50 yM d’hémine. Nos résultats confirment en partie ces données puisque nous
avons observé une augmentation initiale de 1’activité liante a GATAd apres 24 h de
traitement. Nos résultats obtenus avec une concentration différenciante de 30 M montrent
qu’un traitement prolongé par ’hémine induit une réduction de 1’expression de I’ARNm de
GATA-1 ainsi que de I’activité liante du facteur de transcription au site GATAd. Les
différences au niveau des sites spécifiques GATA de 1’a-globine et de la GSTP1-1 ainsi que
les modifications post-traductionnelles et notamment le taux différentiel de phosphorylation
du facteur GATA-1 permettent d’expliquer 1’affinité du facteur GATA-1 au promoteur du
gene du GSTPI1-1. Néanmoins, d’autres mécanismes de régulation post-transcriptionnels
doivent etre pris en considération pour une meilleure compréhension de 1’expression régulée

de GSTP1-1.

En effet, ’ARNm de GSTP1-1 apparait étre tres stable dans les cellules leucémiques
K562 avec une demi-vie de 40 h qui est augmentée jusqu’a 92 h apres la différenciation
érythroide induite par un traitement a I’hémine. La demi-vie de I’ARNm des GST dépend du

modele cellulaire et de 1’isoforme exprimée. Benbrahim-Tallaa er al. ont rapporté que la
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demi-vie de I’ARNm est de 18 h pour la GST-a dans les cellules de Sertoli et n’est pas
affectée par la présence de TNF-a alors que la follicle stimulating hormone (FSH) augmente
le niveau d’expression de I’ARNm de GST-a en augmentant sa demi-vie a 119 h (Benbrahim-
Tallaa er al., 2002). En accord avec Rogieres et al., la demie vie de I’ARNm de GSTA1/A2
de rat est de 3,6 h dans des animaux controle alors qu’il est augmenté a 10,2 h dans les
animaux traités au phénobarbital (Rogiers et al., 1995). Schwartz et Norris ont démontré que
hGSTYBX, un gene de la classe y des GST est exprimé dans la lignée cellulaire de hamster
DDTIMEF-2 (tumeur de muscles lisses) (Schwartz and Norris, 1992). L’induction par les
glucocorticoides stabilise I’ARNm correspondant avec une demie vie de plus de 48 h. De plus
Jhaveri et al. ont montré qu’il existe une plus grande stabilité¢ de ’ARNm de GSTP1-1 dans
les cellules ER — HS578T comparées a des cellules ER + MCF7 de cellules de cancer du sein
(Jhaveri et al., 1997).

Nos résultats ajoutent la GSTP1-1 a ’ensemble des genes qui sont stabilisés lors de la
différenciation. Cette stabilisation de I’ARNm durant la maturation érythroide suggere un role
important de la GSTP1-1 en tant que cytoprotecteur des érythrocytes matures énucléés dans
lesquels celle-ci est I’isoforme majoritairement exprimée (Guthenberg and Mannervik, 1981).
En effet, durant la différenciation des cellules érythroides une maturation se met en place
conduisant a I’élimination d’organelles cellulaires incluant le noyau. Afin d’assurer la
régulation d’expression de protéines vitales, la stabilisation de I’ARNm est connue pour

contribuer au maintien des fonctions physiologiques des cellules rouges du sang.

Un autre exemple de stabilisation de I’ARNm par I’hémine a été observé dans le cas
de ’ARNm de globine (Bonanou-Tzedaki et al., 1984). De plus, durant la différenciation
érythroide des cellules K562 médiée par ’hémine, une augmentation de I’expression de la
heat shock protein (HSP) 70 a été observée (Theodorakis et al., 1989). De plus, Pirkkala et al.
ont montré de multiples processus de régulation de 1’expression du heat shock transcription
factor 2 (HSF2) (Pirkkala et al., 1999). En effet, I’augmentation du taux de protéines HSF2
est précédée par une induction transcriptionnelle du gene HSF2, accompagnée d’une
augmentation de la stabilité de I’ARNm de I’HSF2 durant la différenciation érythroide induite

par I’hémine. Cette augmentation conduit a I’induction de I’interaction HSF-HSP.
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D’autres inducteurs de la différenciation érythroide ont été décrits pour réguler des
genes spécifiques au niveau posttranscriptionnel. Outre ’effet stabilisateur de la dox
(Morceau et al., 1996b), il a été démontré qu’un traitement par le GTP conduit a une
importante augmentation de la demi-vie de I’ARNm de y-globine. Cette stabilisation produite
par le GTP est médiée par la région non traduite en 3’ (3’-NT) de I’ARNm de y-globine. Dans
ce modele cellulaire, une activation précoce de la transcription du gene de la y-globine est

suivie par une stabilisation de son ARNm (Morceau et al., 2000).

Les déterminants moléculaires de 1’augmentation de la stabilit¢é des ARNm ont été
préalablement décrits pour des genes spécifiques de la voie érythroide incluant I’ARNm de
globine humaine (Bonanou-Tzedaki et al., 1984 ; Yu and Russell, 2001).

Les régions 3° UTR des ARNm de la 15-lipoxygénase (LOX) (Ostareck-Lederer et al.,
1994) et de la 5-aminolevulinate synthétase (eALAS) se révélent suffisantes pour permettre le
controdle traductionnel d’'un ARNm rapporteur dans les cellules érythroleucémiques murines
(MEL) transfectées (Melefors et al., 1993). La GGT, une autre enzyme du métabolisme du
glutathion, a été décrite pour étre régulée au niveau post-transcriptionnel (Chobert et al., 1996
; Diederich et al., 1993). La région 3’-NT de ’ARNm de la GSTP1-1 comporte une région de
76 nucléotides incluant une région de 13 nucléotides, riches en pyrimidines. Une région
similaire est impliquée dans la régulation de la stabilisation de ’ARNm d’a-globine par la
(PolyC) binding protein aCP (Kong et al., 2003). Cependant le type de séquences qui régule

I’augmentation de la stabilité de I’ARNm de la GSTP1-1 reste a étre €élucidé.

V. 2- Stabilité de ’ARNm de GSTP1-1 apres traitement par le butyrate

La différenciation des cellules K562 induite par le butyrate a permis de montrer une
diminution de 1’expression du gene de GSTPI1-1 au cours du temps. L’activité liante du
facteur GATA-1 sur le site GATA distal est également fortement diminuée. En étudiant
I’expression de I’ARNm de GATA-1, nous avons mis en évidence une diminution de
I’expression de I’ARNm au cours du temps corrélée a 1’activité liante de la protéine
correspondante sur le site distal. Néanmoins, I’expression du facteur GATA-1 et son activité
liante ne peuvent pas a elles seules expliquer les différences observées entre les

concentrations de 1 mM et 2 mM au niveau de I’expression de I’ARNm de GSTP1-1. En
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effet, pour des temps équivalents de traitement, la diminution est plus rapide avec la

concentration de 2 mM, ce qui suggere une accélération de la dégradation du messager.

Nous avons alors évalué I’effet des différentes concentrations de butyrate sur la
stabilit¢ de I’ARNm de GSTP1-1. Nos résultats montrent que la plus forte concentration de
butyrate affecte, en plus, la demi-vie de ’ARNm de GSTP1-1. Ainsi, la diminution de la
stabilit¢ de ’ARNm explique la réduction importante de ’ARNm de la GSTPI-1 a la

concentration de 2 mM de butyrate par rapport a celle de 1 mM.

Les voies conduisant a ces déstabilisations restent a etre élucidées mais ces résultats
sont confirmés par différents travaux ou un traitement par le butyrate réduit la demi-vie de
différents ARNm incluant celui de DAF (decay-accelerating factor) dans les cellules de
cancers du colon (Andoh et al., 2002), ’ARNm de la cholestérol acétyl transférase dans des
cellules HepG?2 (Skretting et al., 1997) et les ARNm des protéines A, B et C du surfactant qui

sont exprimées dans les poumons de rats foetaux (Peterec et al., 1994).

En conclusion, ces données démontrent que I’expression de GSTP1-1 ne dépend
pas seulement de la voie de différenciation mais essentiellement de la nature et de la
concentration de I’inducteur et de la voie de signalisation activée ou inhibée. Ainsi, la
diminution de I’expression de la GSTP1-1 est corrélée a une réduction de I’interaction

de son promoteur avec GATA-1 et a une dégradation plus rapide de ’ARNm.

V. 3- Effet de Dinhibition de la traduction sur Pactivité différenciante et sur la

synthese de novo de protéines

L’expérience d’inhibition de la traduction par le CHX de cellules K562 induites a se
différencier vers la voie érythroide par I’acla, la dox ou I’hémine montre que I’augmentation
d’expression de la GSTPI-1 nécessite, quelque soit le mode d’action de ces différents
inducteurs, une synthese de novo de protéines. En effet, I’inhibition de la synthese de novo de
protéines entraine une supression de la capacité des inducteurs a différencier les cellules et en
meéme temps une inhibition de la surexpression de ’ARNm de la GSTP1-1.

Ces protéines dont la synthese est induite, pourraient ainsi intervenir dans la régulation
transcriptionnelle et / ou post-transcriptionnelle des genes liées au phénotype érythroide et des

genes impliqués dans 1’expression du gene de GSTP1-1.
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Cependant, il est intéressant de noter que dans le cas de ’hémine, il semble qu’une
partie de I’induction de I’hémoglobinisation ne soit pas dépendante d’une synthese de novo de

protéines.

VI- EFFETS DE LA DIFFERENCIATION ERYTHROIDE INDUITE PAR LA DOX
SUR LE TRANSCRIPTOME

Nous avons voulu approfondir I’effet de la dox, un médicament anti-tumoral utilisé en
clinique, sur un large éventail de genes. Afin d’évaluer si d’autres genes non spécifiques des
voies €rythroide et mégacaryocytaire peuvent étre modulés au cours de la différenciation,
nous avons réalisé une approche génomique par des expériences d’hybridations de

micropuces.

Les résultats nous ont permis de mettre en évidence des variations d’expression de 550
genes, particulierement au deuxieme jour de traitement par la dox. Parmi ces variations, nous
avons pu constater que la majorité des genes en relation avec le systeme nerveux sont
surexprimés. Ainsi, sur quinze genes identifiés comme tels, treize présentent des facteurs
positifs de modification compris entre 1,56 et 8,86 alors que deux seulement semblent
légerement réprimés.

L’expression de tels genes dans une lignée hématopoiétique, transformée et induite a
se différencier par un anticancéreux puissant, nous a semblé particulierement intéressant. En
effet, des travaux ont montré que les cellules souches hématopoiétiques et neuropoiétiques
peuvent partager dans certaines conditions des caractéristiques communes. Notamment, des
études in vitro ont démontré que des cellules hématopoiétiques pouvaient etre induites a
exprimer des marqueurs de cellules nerveuses. Ainsi, Sanchez-Ramos et al., ont découvert
que des cellules stromales de moelle osseuse en culture pouvaient exprimer la nestine, un
marqueur de cellule souche nerveuse, ainsi que des antigenes spécifiques des astrocytes et des
neurones lorsqu’elles sont exposées aux facteurs EGF (epidermal growth factor) et BDNF
(brain-derived neurotrophic factor) ou lorsqu’elles sont cultivées en présence de cellules
foetales mesencéphaliques ou de cellules striatales (Sanchez-Ramos et al., 2000). De plus, il a
été montré que des cellules souches nerveuses de souris transplantées dans des souris
irradiées, pouvaient donner naissance, dans la rate et dans la moelle osseuse, a des cellules qui
présentent des caractéristiques morphologiques de cellules hématopoiétiques (granulocytes,

macrophages, mégacaryocytes et lymphocytes B) (Bjornson et al., 1999). Enfin, I’antigene de
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cellule souche hématopoiétique AC133 est en fait également exprimé dans les cellules

neuropoiétiques (Uchida et al., 2000).

A notre connaissance, aucune étude n’a été publiée concernant I’expression de genes
caractéristiques du systeme nerveux dans des lignées transformées hématopoiétiques, ni dans
des cellules cancéreuses traitées par la dox. Nos résultats de micropuces, relatifs a ces genes et
a nos conditions spécifiques de traitements, seront approfondis par une étude de I’expression

des ARNm et des protéines.

Par ailleurs, nous avons constaté la répression d’un grand nombre de genes.
Notamment, les ARNm des différentes classes d’histones présentes sur la puce a ADN
révélent une inhibition de leur expression au cours des traitements différenciants des cellules
K562 par la dox. Il serait intéressant de vérifier qu’une corrélation existe entre ce phénomene
et I’effet cytostatique de la dox a la concentration de 40 nM et le blocage du cycle cellulaire

en phase G2 qu’elle provoque (Gorisse et al., 1990).

Enfin, certains résultats apportés par les micropuces vont dans le sens de données déja
connues. La dox, inducteur de la différenciation érythroide des cellules K562, induit
I’expression de deux genes de globines autres que y et .. Le gene de la d-globine qui est
normalement minoritaire a 1’état adulte chez ’homme et le gene de la T-globine qui est une
forme embryonnaire sont effectivement surexprimés. D’autre part, le gene de la GSTPI-1,
ainsi que deux autres GST (GSTM3 et GSTA?2), confortent les résultats présentés dans cette

these et obtenus par northern blot.
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I- CONCLUSION

Les mécanismes de détoxication font partie des processus vitaux de la survie
cellulaire. Néanmoins, 1’aspect positif que représentent ces mécanismes de défense cellulaire
peut se révéler étre un obstacle dans le cas de la pathologie cancéreuse. Ces mécanismes
participent alors au développement de la résistance aux agents utilisés.

La recherche et le développement de nouvelles stratégies anticancéreuses qui sont plus
spécifiques et qui sont capables de contourner ou de diminuer ces conséquences sont
primordiaux. La thérapie différenciante s’inscrit dans cet objectif.

Ainsi, I’étude des mécanismes de régulation des systemes de défense cellulaire qui
conduisent a la résistance au cours de ce type de stratégie anticancéreuse semble &tre un point
important pour développer des protocoles thérapeutiques ne favorisant pas ces mécanismes de
résistance. Cette approche thérapeutique est d’autant plus intéressante, dans le cas des

leucémies, qu’elles ne peuvent pas €tre traitées par chirurgie.

Nous avons mis en évidence une régulation de I’expression de la GSTP1-1 dans la
lignée leucémique K562 qui est dépendante de I’induction de la différenciation

hématopoiétique :

e L’utilisation d’inducteurs de la différenciation érythroide (acla, dox, hémine), évaluée
par le taux de cellules benzidine positives, conduit a une augmentation de 1’expression
de la GSTPI-1, alors que le TPA en tant qu’inducteur de la différenciation
mégacaryocytaire, évaluée par le taux d’expression du marqueur de surface

plaquettaire CD61, entraine une diminution de son expression dans les cellules K562.
* En méme temps, ces inducteurs de la différenciation des cellules K562, utilisés pour

traiter les cellules Jurkat qui ne sont pas capables de se différencier, n’entrainent

aucune modification de 1’expression de ’ARNm de GSTP1-1 dans ces cellules.
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Ces résultats nous ont amené a étudier I’'implication de facteurs de transcription

spécifiques des voies de régulation de I’hématopoiese dans la régulation de la GSTP1-1 :

e L’étude du promoteur du gene codant pour la GSTP1-1 a révélé 1’existence de 2 sites
GATA et les expériences de transfection transitoires nous ont permis de montrer que
les inducteurs de la différenciation des cellules K562 utilisés sont capables de faire

varier ’expression de facteurs GATA.

e L’étude de ces sites GATA montre que le site GATA distal est capable de fixer de
maniere spécifique le facteur GATA-1. De plus, il existe une corrélation entre la
modulation de 1’activité liante du facteur GATA-1, a ce site, par les inducteurs de
différenciation et ’expression du gene de la GSTP1-1. Ces observations suggerent
fortement une régulation de la GSTP1-1 au niveau transcriptionnel via une interaction
entre le facteur GATA-1 et le site GATA distal de son promoteur. Cette régulation
semble étre étroitement liée aux processus de différenciation qui impliquent le facteur
clé de la différenciation érythroide et mégacaryocytaire. En revanche, le site GATA
proximal ne semble pas étre fonctionnel.

Ces résultats nous ont amené a étudier les mécanismes post-transcriptionnels de

la régulation de la GSTP1-1 :

* Nos résultats montrent que lorsque 1’expression de la GSTP1-1 ne peut étre corrélée a
I’expression du facteur GATA-1, il existe une régulation post-transcriptionnelle qui
permet d’expliquer les différences observées. En effet, I’hémine qui induit une
augmentation transitoire puis une baisse de I’activité liante du facteur GATA-1,
entraine en méme temps une stabilisation de I’ARNm de GSTP1-1. De méme, les
différences d’expression observées apres induction par le butyrate peuvent s’expliquer

au niveau de la stabilité de ’ARNm de GSTP1-1.

Nous avons essayé, au cours de nos travaux, d’appréhender les mécanismes de la
régulation de I’expression de la GSTP1-1 au cours de I’induction de la différenciation
des cellules leucémiques K562. Nous avons vu que des mécanismes complexes entrent en

jeu. L’ensemble de ces résultats est résumé sous forme d’un schéma (Figure 62).
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Figure 62 : Représentation schématique des mécanismes de régulation transcriptionnelle
par GATA-1 et de régulation post-transcriptionnelle de I’expression de la GSTP1-1 au
cours de I’induction de la différenciation érythroide et mégacaryocytaire des cellules

KS562.
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II- PERSPECTIVES

Afin de préciser la régulation de I’expression de la GSTP1-1 au cours des
différentes voies de différenciation, des expériences complémentaires sont nécessaires

pour répondre a plusieurs questions qui ne sont pas encore résolues.

D’abord, I’étude menée sur la régulation de 1’expression de la GSTP1-1 au cours des
voies de différenciation érythroide et mégacaryocytaire peut etre complétée et étendue a
d’autres voies de 1’hématopoiese. Pour cela, nous pourrons utiliser d’autres inducteurs de la
différenciation des cellules K562 mais aussi d’autres lignées cellulaires capables de se
différencier vers la voie érythroide et/ou mégacaryocytaire. De méme, nous pourrons induire

la différenciation de lignées cellulaires vers d’autres voies de I’hématopoiese.

Les sites GATA du promoteur du gene codant pour la GSTP1-1 seront étudiés par
transfection de vecteurs recombinants associant différentes régions du promoteur de la
GSTP1-1 et le gene rapporteur de la luciférase. Ces constructions associant le ou les sites
GATA sauvages ou mutés permettraient de mettre en évidence le rdle de ces sites.

La transfection de vecteurs d’expression du facteur de transcription GATA-1
permettrait d'affiner le role de ce facteur de transcription par rapport a l'expression du gene
codant pour la GSTPI-1. En effet, des co-transfections de vecteurs associant les différentes
parties du promoteur de la GSTP1-1 et du plasmide d’expression de GATA-1 dans une lignée
cellulaire qui n’exprime pas GATA-1 permettraient de confirmer I’implication de GATA-1
dans la régulation de ’expression de la GSTP1-1.

Cette étude permettra de déterminer la nécessité ou non de 1'un ou de l'autre des deux
sites GATA pour l'expression du gene de la GSTPI-1 a travers l'expression du gene
rapporteur. Cette étude expliquera comment I’induction de la différenciation peut agir sur
l'activation transcriptionnelle du gene de la GSTP1-1 via GATA-1. De plus, nous pourrons
corréler I’activation des facteurs de transcription GATA a celle du promoteur du gene de la
GSTP1-1 lors de I’induction de la différenciation des cellules transfectées. 1l serait aussi tres
intéressant de voir quelle est I'importance de 1'environnement du site GATA dans la régulation

de ce site. Ceci sera possible grace a des mutations a l'extérieur du site, suivi de transfections.
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Concernant I’interaction entre le facteur GATA-1 et le promoteur de la GSTP1-1, nos
résultats peuvent étre confirmés par d'autres approches expérimentales. Une analyse par
Footprint a la DNase ou par ChlIP assay permettrait de voir si les sites GATA du gene de la
GSTP1-1 sont accessibles dans la cellule, de localiser précisément les sites de fixation et
d’identifier le ou les facteurs de transcription capables de se lier in vivo.

En outre, I’implication de co-facteurs de GATA-1 qui jouent un role déterminant dans
la régulation des processus de différenciation, comme PU.1, FOG-1, Flil, HERP2, pourraient
eétre étudié sur ’expression de la GSTP1-1 dans les lignées leucémiques humaines induites a

se différencier.

Finalement, dans une approche par micropuce, apres induction de la différenciation
érythroide des cellules K562 par la dox, nous avons observé un certain nombre de
modifications et particulierement un effet inhibiteur de la dox sur I’expression des ARNm des
histones. L’ensemble de ces résultats devra étre confirmé par RT-PCR en temps réel afin de

mettre en évidence de nouvelles cibles de la dox apres induction de la différenciation.
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Régulation de I’expression de la glutathion S-transférase P1-1 au cours de la différenciation de la

lignée leucémique humaine K562

RESUME

Parmi les enzymes du métabolisme du glutathion, la GST (glutathion S-transférase) (E.C. 2.5.1.18) P1-1
est une enzyme dont le profil d’expression est étroitement associé a la carcinogenese et aux phénomenes
de résistance aux médicaments anticancéreux. Notre hypothese de travail repose sur le fait que la
différenciation cellulaire peut-etre utilisée comme une approche thérapeutique dans le traitement des
leucémies. Notre objectif principal est de savoir si I’expression du gene codant pour la GSTP1-1 est
modulée au cours de la différenciation vers les voies érythroide et mégacaryocytaire. Nos résultats
montrent dans une premiere partie que I’expression de la GSTP1-1 est augmentée par des inducteurs de
la différenciation €rythroide (anthracyclines, hémine) de la leucémie myéloide chronique humaine
K562, alors qu’elle est diminuée par 1’ester de phorbol TPA qui induit la voie mégacaryocytaire dans
ces mémes cellules. L’induction de différenciation par le butyrate vers I’une ou 1’autre des deux voies
myéloides s’accompagne d’une diminution de I’expression de ’ARNm de GSTP1-1. Une étude assistée
par ordinateur de la séquence promotrice du gene de la GSTP1-1 nous a permis de découvrir deux
séquences GATA en -905 et -1208. La caractérisation des sites par des expériences de retard de
migration sur gel, de compétition et de supershift, met en évidence un complexe résultant de
I’interaction entre le site situé a -1208 et le facteur de transcription GATA-1, impliqué dans les
processus de différenciation hématopoiétique. Avec les anthracyclines (aclarubicine et doxorubicine), le
TPA et le butyrate de sodium, la formation et I’intensité de ce complexe sont corrélées a 1'expression de
I'ARNm de GSTP1-1 et a la voie de différenciation induite. Dans le cas de 1’hémine, ce sont des
mécanismes post-transcriptionnels entrainant une stabilisation de ’ARNm de GSTP1-1 qui sont a
I’origine de 1’accumulation d’ARNm observée. En conclusion, nous montrons que la GSTPI-1 est
régulée au cours de la différenciation érythroide et mégacaryocytaire de cellules leucémiques avec la
participation probable du facteur de transcription GATA-1.

MOTS-CLES : leucémie myéloide chronique, glutathion S-transférase, différenciation cellulaire,
érythroblaste, mégacaryocyte, facteurs de transcription, anthracyclines, ester de
phorbol, hémine, butyrate.
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