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I. Le cancer et la progression tumorale

La grande majorité des tumeurs malignes humaines sont des carcinomes et la
dissémination metastatique constitue la cause majeure de mortalité liée a ces cancers. La
formation de métastases a partir d’une tumeur épithéliale implique une cascade complexe

d’événements qui peut étre résumée en trois grandes étapes :

1. La formation de la tumeur primaire

Les cellules épithéliales subissent des altérations génétiques successives aboutissant a
I’activation d’oncogenes et I’inactivation de genes suppresseurs de tumeurs. Ces cellules ainsi
transformées proliferent de facon anarchique et forment une tumeur primaire. Celle-ci est
confinée au sein de la couche épithéliale et séparée du stroma sous-jacent par une membrane

basale intacte et est appelée carcinome in situ.

2. L’invasion tumorale

Lors de IP’invasion tumorale, certaines cellules tumorales acquierent des capacités
migratoires et invasives qui leur conferent le potentiel de franchir la membrane basale (MB)
et d’envahir la matrice extracellulaire (MEC) du mésenchyme sous-jacent, formant ainsi un

carcinome invasif.

3. La formation de métastases

Les cellules tumorales invasives peuvent gagner les vaisseaux sanguins et lymphatiques et
former des métastases a distance qui est I’étape ultime de la progression tumorale.
Avant de former des métastases, les cellules tumorales invasives ont plusieurs étapes a
franchir (Figure 1) :

= [’intravasation des cellules tumorales dans les vaisseaux sanguins et lymphatiques

= lasurvie des cellules tumorales dans la circulation vers d’autres organes

= [|’extravasation des cellules tumorales qui quittent alors les vaisseaux et envahissent un

organe secondaire

= |a prolifération des cellules tumorales au sein de I’organe colonisé.
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Figure 1 : Schéma général de la progression métastatique. (D’aprés Peinado et al., 2007).

Chacune de ces étapes represente une ou plusieurs barriéres physiologiques que doivent
franchir les cellules tumorales invasives. Le processus meétastatique est donc hautement
sélectif et seul un petit nombre de cellules tumorales est capable d’induire la formation de

métastases.

La progression métastatique implique des interactions entre les cellules tumorales, les
cellules de I’héte (cellules endothéliales, fibroblastes, cellules inflammatoires,...) et la MEC.
Elle nécessite non seulement des changements au niveau des cellules tumorales elles-mémes,
mais également au niveau du stroma tumoral. En effet, le stroma tumoral est biologiqguement
et biochimiquement différent du stroma normal et les interactions entre ce stroma et les
cellules tumorales influencent directement la cascade métastatique.

Au cours de ce travail, nous nous sommes plus particulierement intéressés aux

modifications intervenant dans les cellules tumorales elles-mémes.
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I1. La transition épithélio-mésenchymateuse

Pour revues : (Hay 1995; Thiery 2002; Thiery 2003; Gotzmann et al. 2004; Thompson et al. 2005;
Thiery & Sleeman 2006; Berx et al. 2007; Guarino et al. 2007; Gavert & Ben Ze'ev 2008; De Wever
et al. 2008; Sabbah et al. 2008; Kalluri & Weinberg 2009; Polyak & Weinberg 2009; Thiery et al.
2009).

L’acquisition de propriétés migratoires et invasives resulte de modifications intrinséques
importantes des cellules épithéliales tumorales. Les données de la littérature montrent que de
tels changements sont caractérises par des phénomenes de transdifférenciation ou
dédifférenciation impliquant la perte de caractéristiques typiquement épithéliales (notamment
la perte de cohésion cellulaire et de la polarité) et le gain de propriétés mésenchymateuses
(motilité, expression de protéases rarement synthétisées par des cellules épithéliales en
conditions normales,...).

Les cellules épithéliales et mésenchymateuses se différencient en effet par des
caractéristiques fonctionnelles et phenotypiques. Les cellules épithéliales, qui tapissent les
surfaces et cavités du corps, sont étroitement liées par des complexes d’adhérence
intercellulaire (jonctions serrées, jonctions adhérentes, desmosomes et jonctions gap), ce qui
limite leur mobilité. Elles présentent également une polarité apico-basale, caractérisée par une
distribution des structures d’adhérence cellulaire (notamment par une ceinture latérale formee
par les jonctions serrées) au pdle apical et la présence d’une membrane basale au pdle basal
de la cellule. A la différence des cellules épithéliales, la plupart des cellules
meésenchymateuses interagissent préférentiellement avec la MEC en utilisant des contacts
focaux. De ce fait, elles ne forment pas de couches cellulaires organisées, ne présentent pas de

polarité apico-basale, et possedent des capacités migratoires importantes.

Les changements phénotypiques intervenant dans les cellules tumorales épithéliales ont
été repris sous le terme de «transition épithélio-mésenchymateuse » (TEM), par analogie
avec le terme initialement défini pour caractériser la transdifférenciation observée dans les
cellules épithéliales migratoires et/ou invasives impliquées dans les phénomeénes
d’embryogenése, particuliérement lors de la gastrulation et du développement de la créte
neurale. En effet, le terme de TEM est aujourd’hui utilisé de facon plus génerale et s’applique
également aux changements phénotypiques et moléculaires qui ne caractérisent pas
nécessairement une transition complete. Des phénomenes de TEM ou « TEM-like » ont ainsi

été décrits dans des processus physiologiques et pathologiques nécessitant la migration et
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I’invasion de cellules épithéliales tels que la cicatrisation, I’invasion trophoblastique, la

fibrose et I’invasion tumorale.

Récemment, il a été proposé de classifier la TEM en trois sous-types différents selon le
contexte biologique dans lequel elle apparait (Kalluri & Weinberg 2009).
Les TEM de type 1 sont décrites dans I’embryogenese particulierement lors de la

gastrulation et du développement de la créte neurale (Thiery et al. 2009). Les TEM de type 1
concernent également I’invasion trophoblastique (Vicovac & Aplin 1996) et la morphogenese
(morphogenése mammaire, pulmonaire,...) (Fata et al. 2004). Ce type de TEM génere donc
des phénotypes mésenchymateux mais peut également étre transitoire. Certaines cellules
peuvent en effet subir une transition mésenchymo-épithéliale afin de générer des épithélia
secondaires.

La TEM de type 2 est associee a la cicatrisation, a la régénération tissulaire et a la fibrose
(Kim et al. 2006; Zeisberg et al. 2007a; Zeisberg et al. 2007b; Potenta et al. 2008). Elle est

initiée par des signaux moléculaires produits en réaction a une lésion, principalement par des

cellules inflammatoires mais aussi des fibroblastes ou des cellules épithéliales elles-mémes.
Le programme de ce type de TEM commence par un événement de réparation qui genere des
cellules fibroblastoides impliquées dans la reconstruction du tissu. Cette TEM est
fréquemment associée a une inflammation et cesse des que cette derniere s’atténue.
Néanmoins, lors de la fibrose, la TEM de type 2 peut se prolonger dans le temps en réponse a
une inflammation continue, ce qui peut finalement mener a la destruction de I’organe.

La TEM de type 3 se présente dans le contexte de la croissance tumorale et de la

progression cancéreuse, quand les cellules tumorales épithéliales se transforment en un
phenotype plus mésenchymateux qui génere des cellules avec des propriétés invasives leur
permettant de migrer vers la circulation sanguine et de disséminer par voie systémique vers
d’autres organes et ainsi de former des métastases. Ce processus de TEM semble donc étre le
mécanisme responsable de I’acquisition de phénotypes malins par les cellules tumorales
épithéliales.

Les processus de TEM peuvent étre incomplets et sont réversibles dans de nombreux
contextes biologiques. Ainsi, de nombreux phénotypes issus de processus de TEM existent.
Néanmoins, un certain nombre d’acteurs et de marqueurs moléculaires, communs aux
différents types de TEM décrits ci-dessus, ont été identifiés.

Concernant la perte des caractéristiques épithéliales, une réorganisation des jonctions

d’adherence intercellulaire, notamment des jonctions adhérentes et des jonctions serrées, a eté
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observée au cours de la TEM contribuant a la perte de cohésion intercellulaire et facilitant
ainsi la motilité cellulaire.

Parmi les marqueurs mésenchymateux fréquemment exprimés au cours de la TEM, on cite
la vimentine, FSP-1 (Fibroblast Specific Protein 1) ou a-SMA (Smooth Muscle Actin-a).

La capacité de dégrader et de restructurer la MEC est egalement une caractéristique
mésenchymateuse. Une série de protéases sont fréquemment surexprimées au cours de la
TEM et contribuent fonctionnellement a I’accroissement des propriétés migratoires/invasives
des cellules épithéliales tumorales dérivées de la TEM. Parmi ces proteases, la famille des
métalloprotéinases matricielles (MMP) semble étre particulierement impliquée dans les
processus de la TEM (Gilles et al. 2004).

Bien que les bases moléculaires de la TEM ne soient pas encore totalement clarifiées,
plusieurs voies de signalisation interconnectées ainsi qu’un bon nombre de molécules de
signalisation potentielles, intervenant dans la migration et I’invasion des cellules épithéliales,
ont été identifiees comme initiateurs de la TEM dans les cellules tumorales. Parmi eux, citons
des facteurs de croissance qui agissent entre autres a travers les récepteurs tyrosine kinases,
tels que TGFB (Transforming Growth Factor ), EGF (Epidermal Growth Factor), FGF
(Fibroblastic Growth Factor), HGF (Hepatocyte Growth Factor) et PDGF (Platelet-Derived
Growth Factor), ainsi que les composants des voies de signalisation Wnt/caténine-p,
Hedgehog et Notch. Ces voies de signalisation convergent vers une série de facteurs de
transcription spécifiques qui contribuent a la régulation de génes cibles de la TEM impliqués
dans les modifications phénotypiques et fonctionnelles associées au processus de la TEM. Ces
facteurs de transcription appartiennent pour la plupart aux familles Snail, ZEB (Zinc E-box
binding factor) et bHLH (Basic-Helix-Loop-Helix) (Thiery 2002; Jechlinger et al. 2002; Shi
& Massague 2003; Peinado et al. 2007; Niessen et al. 2008; Medici et al. 2008; Kokudo et al.
2008; Polyak & Weinberg 2009; Thiery et al. 2009) (Figure 2). De plus, des géenes plutdt
considérés comme génes cibles de la TEM, peuvent également agir en tant que modulateurs
de la TEM. Par exemple, I’expression ectopique de la métalloprotéinase matricielle-3 (MMP-
3) dans des cellules épithéliales murines, induit des changements phénotypiques de la TEM

associes a la dispersion et I’invasivité (Przybylo & Radisky 2007).
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Figure 2 : Représentation schématique des principales molécules et voies de signalisation
impliquées dans la TEM. (D’aprés Polyak and Weinberg, 2009).
Au cours de notre travail, nous nous sommes plus particulierement intéressés aux

mécanismes de TEM suivants que nous allons détailler :

= une réorganisation des jonctions d’adhérence cellulaire, notamment des jonctions
adhérentes (Sommers et al. 1994a; Polette et al. 1998; Gilles et al. 2003; Nawrocki-
Raby et al. 2003a; Nawrocki-Raby et al. 2003b).

= une expression de novo de la vimentine (Sommers et al. 1989; Sommers et al. 1992;
Gilles et al. 1994b; Sommers et al. 1994b; Gilles et al. 1996; Gilles & Thompson
1996; Polette et al. 1998; Gilles et al. 1999; Gilles et al. 2003).

= une expression accrue de certains facteurs de transcription, notamment ceux des
familles Snail et ZEB (Hemavathy et al. 2000; Comijn et al. 2001; Nieto 2002; Eger et
al. 2005; Peinado et al. 2007).
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I11. Jonctions intercellulaires

Au sein d’un épithélium, la cohésion des cellules épithéliales est assurée par des jonctions
intercellulaires qui protegent I’organisme de [I’environnement extérieur. On distingue
essentiellement trois types de jonctions d’adherence: les jonctions serrées (ou «zonula
occludens), les jonctions adhérentes (ou « zonula adherens ») et les desmosomes (Figure 3).
Bien que chaque type de jonction possede son propre mécanisme de formation, de régulation
et de fonctionnement, une importante communication existe entre les différents types de
jonctions et influence mutuellement leur dynamisme et leurs propriétés de signalisation.
D’une maniere générale, ces jonctions présentent un méme schéma d’organisation. Elles sont
toutes trois constituées de molécules transmembranaires reliées au cytosquelette de la cellule
(le cytosquelette d’actine pour les jonctions adhérentes et serrées, les filaments intermédiaires

pour les desmosomes) par un ensemble de protéines adaptatrices juxta-membranaires.

| Jonction serrce {2
| Jonction adhérente —

Desmosome

_— \.

Figure 3: Les différents types de jonctions intercellulaires.

(A) Représentation schematique des trois types de jonctions intercellulaires présents dans les
cellules épithéliales; (B) Image obtenue par microscopie électronique mettant en évidence
I’ultrastructure des jonctions serrées, des jonctions adhérentes et des desmosomes. (D’apres
Perez-Moreno et al., 2003).

Au cours de ce travail, nous nous sommes principalement intéressés aux jonctions

adherentes que nous allons détailler.
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I11.1. Jonctions adhérentes

Pour revues : (Bienz 2005; Cowin et al. 2005; Brembeck et al. 2006; Polette et al. 2007; Gavert &
Ben Ze'ev 2007; Van Roy & Berx 2008; Jeanes et al. 2008; Rudini & Dejana 2008; Hartsock &
Nelson 2008; Niessen & Gottardi 2008).

Au niveau moléculaire, les jonctions adhérentes sont constituées de la cadhérine E comme
protéine transmembranaire, reliée au cytosquelette d’actine via des protéines adaptatrices,

principalement les caténines.

111.1.1. Structure de la cadhérine E

La cadhérine E est le prototype de la superfamille des cadhérines. Il s’agit d’une
glycoprotéine transmembranaire de 120 kDa composée de trois parties (Shimoyama et al.
1989; Nose et al. 1990; Takeichi 1991; Kemler 1993; Shapiro et al. 1995; Nagar et al. 1996;
Van Roy & Berx 2008) :

La partie extracellulaire N-terminale est constituée de cing sous-unités répétées avec
des domaines de liaison au calcium, nécessaire a I’adhérence. Ces domaines répétés
permettent a deux molécules de cadhérine E de former des interactions homotypiques en
présence de calcium extracellulaire et de connecter les cellules épithéliales entre elles via la
formation d’une jonction en tirette (« zip-like »).

La partie centrale, hydrophobe, forme le domaine transmembranaire.

La partie C-terminale cytoplasmique interagit avec les autres composants des jonctions
adhérentes, en particulier avec les molécules adaptatrices comme les caténines (-p,-y et -p120)
avec lesquelles la liaison est cruciale pour une adhérence fonctionnelle. En particulier, la
liaison de la caténine-p a la cadhérine E semble étre nécessaire a I’adhérence, en protégeant le
domaine cytoplasmique de la cadhérine de la protéolyse in vitro (Huber et al. 2001). Les
caténines sont ancrées au réseau du cytosquelette d’actine par un processus dynamique
impliquant la caténine-a, assurant une certaine rigidité mécanique a la cellule (Ben Ze'ev &
Geiger 1998; Yamada et al. 2005). Ainsi la formation des jonctions adhérentes via la
cadhérine E module I’organisation du cytosquelette d’actine de facon fondamentale (Figure
4).
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Figure 4 : Représentation simplifiée des jonctions adhérentes.

Les molécules de cadhérine E de deux cellules adjacentes forment des liaisons homotypiques
via leur partie extracellulaire. La partie cytoplasmique est reliée au réseau d’actine via les
caténines-a et -f. La caténine-y peut se substituer a la caténine-f. La caténine-p120 se lie a la
région juxtamembranaire de la partie cytoplasmique de la cadhérine E.

111.1.2. Les caténines - caténine-f#

Le mot « caténine » vient du latin « catena » qui veut dire « chaine ». Ce nom a été donné
aux caténines car elles établissent un lien entre les cadhérines et le réseau d’actine. La famille
des catéenines comprend la caténine-p, la cagnine-p120, la caténine-y (ou plakoglobine) et la
caténine-o. La catnine -B, la caénine -p120 et caténine-y sont des preines de la famille
Armadillo tandis que la caténine-o est homologuea la vinculine, une autre protéine liant
également I’actine (Rudini & Dejana 2008). Les protéines de la famille Armadillo sont
caractérisées par des répétitions de motifs «armadillo » ou «arm ». Ces motifs ont été
initialement identifiés dans la protéine Armadillo, impliquée dans la segmentation de
I’embryon de la drosophile. Les motifs « arm » favorisent les interactions protéines-protéines

et sont responsables de la formation de larges complexes multiprotéiques.

111.1.2.1. Structure de la caténine-$

Parmi les caténines, nous détaillerons la caténine-B a laquelle nous nous sommes plus
particulierement intéressés. La caténine-f est I’homologue d’Armadillo chez les ahtés
(McCrea & Gumbiner 1991; McCrea et al. 1991). Elle contient 13 répeétitions «arm » de 42
acides aminés qui forment une triple hélice a (Huber et al. 1997). Elle est capable de lier le

domaine cytoplasmique C-terminal de la cadhérine E et la caténine-o, formant ainsi un
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complexe ternaire. La liaison de la caténine-p au domaine cytoplasmique C-terminal de la
cadhérine E est régulée par phosphorylation des résidus sérine et tyrosine (Perez-Moreno &
Fuchs 2006) (Figure 5).

e
TT :
GSK Axine
&l APC

Caténine-o. TCF/LEF
Figure 5 : Structure en domaines de la caténine-g.
Les 13 domaines « armadillo » et les domaines N- et C-terminaux sont schématisés. Les sites

d’interactions de la caténine-f avec ses principaux partenaires métulaires sont indiqués.
(D’apres Harris and Pfeifer, 2005).

111.1.2.2. La voie de signalisation de la caténine-$

La caténine-f est une molécule « navette » dont le réle varie en fonction de sa localisation
subcellulaire. Ainsi, la caténine-p se répartit dans les cellules en trois « pools » : un pool
membranaire, un pool cytoplasmique et un pool nucléaire.

Le pool membranaire de la caténine-f se situe essentiellement dans les jonctions
adhérentes, reliant la cadhérine E au cytosquelette d’actine via la caténine-a. C’est dans ce
réle que la caténine-p a été initialement identifiée (Kemler 1993).

Le pool cytoplasmique de la caténine-f est finement régulé par le systeme du protéasome.
La dégradation de la caténine-p par le protéasome dépend de la formation d’un complexe de
destruction multiprotéique qu’elle forme avec I’axine et la protéine APC (Adenomatosis
Polyposis Coli). L’axine lie directement la caténine-p et, par co-recrutement des
sérine/thréonine kinases CK1 (Casein kinase 1) et GSK3p (Glycogen Synthase kinase 3j),
favorise la phosphorylation des résidus sérine/thréonine au niveau N-terminal de la caténine-§
cytosolique. Ceci méne a sa polyubiquitination et a sa destruction par le protéasome.

Lorsque la caténine-p cytoplasmique s’accumule suffisamment dans le cytoplasme, elle
peut gagner le noyau et augmenter ainsi le pool nucléaire de la caténine-f. Dans le noyau, elle
intervient en tant que coactivateur de transcription en s’associant avec des facteurs de

transcription de la famille TCF/LEF («T-Cell Factor/ Lymphoid Enhancer Factor »)
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(Yanagawa et al. 1995; Behrens et al. 1996; Korinek et al. 1997). En I’absence de la caténine-
B, TCF agit comme un épresseur des génes cibles de la caténine - (Brannon et al. 1997) en
formant un complexe avec Groucho (Cavallo et al. 1998; Hurlstone & Clevers 2002). Une
fois dans le noyau, la caténine-p convertit le complexe répresseur en un complexe d’activation
transcriptionnel en le dissociant de Groucho (Hecht & Kemler 2000). Ce complexe nucléaire
agit directement sur la régulation de genes (Harris & Peifer 2005; Brembeck et al. 2006) en se
liant & des sites consensus (5” -/ “/1 CAAAG —3’) au niveau du promoteur des génes cibles
(Polette et al. 2007; Gavert & Ben Ze'ev 2007) (Figure 6).

Complexe d’adhérence
Cadhérine E Cadhérine E/caténines

Membrane plasmique

Caténine-a

Cytosquelette
d’actine

Caténine-p

CK1 GSKBB
APC [Axine

Membrane nucléaire

L% % Groucho M

o™ e Transcriptiondependante de la caténine-f

Figure 6 : Représentation schématique de la voie de signalisation de la caténine-g.

Les principaux complexes formés autour de la caténine-g sont représentés : le complexe
membranaire, avec la cadhérine E et les autres caténines, qui est impliqué dans I’adhérence
intercellulaire ; le complexe cytoplasmique de destruction, avec I’axine, I’APC et la GSK3p,
qui provoque la dégradation via le protéasome de la caténine-g, le complexe nuckaire, avec
les facteurs de transcription de la famille TCF/LEF, impliqgué dans la régulation
transcriptionnelle. (D’aprés Brembeck et al., 2006).

Dans les cellules epithéliales, la caténine-p présente donc une double fonction dépendant
de sa localisation intracellulaire. Au niveau de la membrane plasmique, la caténine-f est
impliquée dans la cohésion cellulaire alors que, libérée de ses interactions avec la cadhérine

E, elle participe a des processus de signalisation et de régulation génique.
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L’orientation de la caténine-p, comme molécule d’adhérence ou cofacteur de
transcription, peut étre affectée a différents niveaux. Parmi les différents mécanismes régulant
la voie de la caténine-f, on distingue des processus de phosphorylation des membres de la
voie de signalisation caténine-p, la £gulation par des micro -RNAs, la voie de signalisation

Whnt ainsi que des mécanismes d’inactivation et de répression de la cadhérine E (Figure 7).

111.1.2.3. Régulation de la voie de la caténine-g par des micro-RNAs

Récemment, il a été montré que des micro-RNAs peuvent réguler la stabilité des membres
de la voie de signalisation caténine-B. Ainsi, dans une étude récente, le miR-200a cible
directement le 3’UTR (Untranslated region) de I’ARNmM de la caténine-f inhibant la voie de la
caténine-p (Saydam et al. 2009). Dans une autre étude, les miR135a et b ciblent le 3’UTR du

transcrit APC activant au contraire la voie de la caténine-p (Nagel et al. 2008).

111.1.2.4. Phosphorylation des composants du complexe cadhérine E/caténine-

L’intégrité structurale et fonctionnelle des complexes cadhérine E/caténines/actine et les
interactions entre la caténine-p et ses différents partenaires moléculaires sont régulés en partie
par des processus de phosphorylation et de dephosphorylation impliquant respectivement des
kinases et des phosphatases. De maniére générale, la phosphorylation des résidus tyrosine des
composants des complexes cadhérine E/caténines provoque une fragilisation et une
dissociation de ces complexes (Steinberg & McNutt 1999; Lilien & Balsamo 2005). Des
études ont montré que la phosphorylation de la caténine-p par les kinases Src, Abl, Fer et Fyn
ou des récepteurs tyrosine kinase (RTK), tels que le récepteur a I’EGF ou le récepteur a
I’HGF (c-met) (Comoglio et al. 2003; Andl & Rustgi 2005), provoque une dissociation de la
caténine-p avec la cadBrine E et la caténine -o et @&sorganise ainsi le complexe cadhérine
E/caténine-B (Roura et al. 1999; Huber et al. 2001; Piedra et al. 2003). Le site de liaison de la
caténine-p pour Bcl9 (B-cell CLL/lymphoma 9 protein) chevauche celui de la caténine-a,
ainsi, leurs interactions sont compétitives, et I’association préférentielle de la caténine-f pour
Bcl9, suite a la phosphorylation du résidu tyrosine Y142 par c-met, empéche son interaction
avec la caténine-a, ce quiesulte en la libération du complexe caténine -B/Bcl9 dans le
cytoplasme, et ensuite, en sa translocation dans le noyau et une activité transcriptionnelle

accrue favorisées par Bcl9 (Brembeck et al. 2004).
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111.1.2.5. Régulation par la voie Wnt

La dégradation de la caténine-p par le protéasome est largement contrélée par la voie Wnt
qui est initiée par la liaison des molécules Wnt sur deux récepteurs transmembranaires,
Frizzled (Fz) et LRP-5/6 (Lipoprotein Receptor-related Protein 5/6) (He et al. 2004; Li & Bu
2005). Les Wnt sont une famille de glycoprotéines sécrétées qui interviennent dans le
développement embryonnaire et la morphogenese. La transmission du signal phosphoryle la
protéine cytoplasmique Dishevelled (DSH), qui est alors recrutée au niveau du corécepteur
Fz/LRP qui, a son tour, recrute I’axine a la membrane plasmique, un des composants du
complexe de destruction. De plus, la phosphorylation du récepteur LRP-5/6 dans sa partie
intracellulaire par les kinases CK1 et GSK3p stimule également le recrutement de I’axine a la
membrane plasmique (Davidson et al. 2005; Zeng et al. 2005). Il en résulte une
déstabilisation du complexe de destruction, et la caténine-f3 échappe ainsi a la phosphorylation
par les kinases CK1 et GSK3p et domda dégradation par le protéasome. La voie Wnt
aboutit ainsi a une augmentation du pool cytoplasmique libre de la caténine-p qui peut ensuite
gagner le noyau et activer la trasncription des ses genes cibles (Brembeck et al. 2006).

111.1.2.6. Régulation du taux membranaire de la cadhérine E

Une transactivation de la caténine-f inépendante de la voie Wnt a également été
observée suite a une diminution de la cadhérine E. En effet, une telle diminution entraine une
relocalisation de la caténine-f3 en dehors de jonctions adhérentes et son accumulation dans le
cytoplasme, comme observé suite a I’activation de la voie Wnt (Orsulic et al. 1999; Conacci-
Sorrell et al. 2003; Lu & Hunter 2004). Ainsi la perte de I’expression de la cadhérine E
engendre une relocalisation de la caténine-f dans le noyau (Gottardi et al. 2001; Kuphal &
Behrens 2006; Onder et al. 2008).

L’expression de la cadhérine E peut étre régulée par répression transcriptionnelle,
notamment par une variété de facteurs de transcription qui ciblent le promoteur de la
cadhérine E (Peinado et al. 2004c; Peinado et al. 2007). Les répresseurs transcriptionnels de
ce suppresseur de tumeurs détectés sont des membres des familles de facteurs de transcription
en doigt de zinc ZEB (Grooteclaes & Frisch 2000; Comijn et al. 2001) et Snail (Batlle et al.
2000; Cano et al. 2000; Hajra et al. 2002) et de facteurs de transcription hélice-boucle-hélice
bHLH (Perez-Moreno et al. 2001; Yang et al. 2004) et plus récemment le Krippel-like factor
8 (KLF8) (Wang et al. 2007a). Le taux membranaire de la cadhérine E peut également étre
contrélé directement au niveau de la protéine par internalisation (Zhu et al. 2001) ou clivage

protéolytique du domaine extracellulaire de la cadhérine E par des métalloprotéinases
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matricielles (MMPs (Lochter et al. 1997; Noe et al. 2001; Mei et al. 2002; Zheng et al. 2009)
ou des ADAMs (proteins containing A Disintegrin and A Metalloprotease domain) (Maretzky
et al. 2005; Najy et al. 2008).

A B Répression transcriptionnelle
LRP5/6 Internalisation
Clivage protéolytique
LRP5/6 er Y 4
CadhérineE CadhérineE 9
Ez s RTK ‘
o (N G N
Caténine-B (Caténine-a Gsk3p  Caténine-B Caténine-o
DSH .
S
GSK3p CK1
CKIGSK3pB
_ APC Axine __\APC
miR-200a —— (CHOOOCVVOOVOOOOIND miR-135a/b
Caténine-p ®
Dégradation l f?*’YYYYYYYYYYYY"Kﬂ
OO Caténine-
e °® b
Qe %
e
Cytoplasme Cytoplasme
/\ TCF/LE
Noyau Groucho) “ZIDIP™ Noyau
Transcription dépendante de la caténine-f

Figure 7 : Régulation de la voie de signalisation de la caténine-g.

(A) En I’'absence de ligands Wnt ou lorsque la cadhérine E est présente en forte quantité au
niveau de la membrane plasmique, la caténine-p est é& a la cadhérine E et assure
I’adhérence cellulaire. Dans le cytoplasme, la caténine-f est phosphorylée et dégradée par le
complexe de destruction. Dans le noyau, les complexes Groucho-TCF/LEF répriment des
genes présentant une séquence LBS (LEF-binding site). (B) En présence des ligands Wnt, le
complexe de dégradation est dissocié et la caténine-f n’est plus dégradee et peut ainsi
s’accumuler dans le cytoplasme. Une accumulation de la caténine-f peut également résulter
de sa phosphorylation par des RTK ou des kinases cytoplasmiques, mais également d’une
absence de la cadhérine E. La caténine-f gagne alors le noyau et s’associe aux membres des
facteurs de transcription de la famille TCF/LEF favorisant ainsi la transcription des génes
cibles.

111.1.3. La désorganisation des complexes cadhérine E/caténine-# et la voie de signalisation
de la caténine-g: implication dans la TEM et dans la progression métastatique

Durant les phénomenes physiologiques ou pathologiques impliquant une TEM associee a
une migration cellulaire, I’organisation des jonctions adhérentes est perturbée. Ainsi, une
réorganisation des complexes cadhérine E/caténines, une activation de la voie de signalisation

de la caténine-B, et une modification des facteurs régulant cette voie sont des événements
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largement impliqués dans les processus de TEM et dans la progression métastatique (Takeichi
1993; Birchmeier & Behrens 1994; Bracke et al. 1996; Danen et al. 1996; Jiang 1996;
Christofori & Semb 1999; Nollet et al. 1999; Debruyne et al. 1999; Beavon 2000; Jiang &
Mansel 2000; Berx & Van Roy 2001; Cavallaro et al. 2002; Conacci-Sorrell et al. 2002).
Cette réorganisation des complexes cadhérine E/caténines, souvent associée a une diminution
d’expression de la cadhérine E, est considérée comme un marqueur précoce de la TEM,

intervenant des les premiéres phases de dispersion cellulaire.

Une diminution de I’expression de la cadhérine E et une augmentation de la caténine-p
nucléaire ont été documentées dans de nombreux types de cancers ainsi que dans de
nombreux systémes tumoraux in vitro et in vivo (Beavon 2000; Wijnhoven et al. 2000; Berx
& Van Roy 2001; Cavallaro et al. 2002; Conacci-Sorrell et al. 2002; Gilles et al. 2003;
Wheelock & Johnson 2003; Come et al. 2004; Howe & Brown 2004; Barrallo-Gimeno &
Nieto 2005; Cowin et al. 2005; Knudsen & Wheelock 2005; Mazieres et al. 2005; Brembeck
et al. 2006; Schmalhofer et al. 2009). En effet, la perte de la cadhérine E, et donc par la suite,
une desorganisation des complexes cadhérine E/caténines, suffit souvent a initier une
conversion phénotypique caractéristique d’une TEM associee a une acquisition des propriétés
migratoires et/ou invasives des cellules épithéliales dans de nombreux systemes in vitro
(Behrens et al. 1992; Birchmeier & Behrens 1994; Stetler-Stevenson et al. 2000; Beavon
2000; Jiang & Mansel 2000; Berx & Van Roy 2001; Conacci-Sorrell et al. 2002). A I’inverse,
une surexpression de la cadhérine E exerce souvent un rble de suppresseur de tumeur et
diminue I’invasivité de cellules tumorales (Behrens et al. 1989; Frixen et al. 1991; Vleminckx
et al. 1991; Chen & Obrink 1991; Navarro et al. 1991; Meiners et al. 1998; Perl et al. 1998;
Christofori & Semb 1999). Ces études in vitro ont permis de détecter un bon nombre de genes
cibles de la voie caténine-f. Parmi les genes régulés par la voie de la caténine-f, on distingue
plusieurs génes largement impliqués dans la TEM et dans diverses étapes de la progression
métastatique. On cite ainsi des protéases telles que des membres des métalloprotéinases
matricielles (MMPs) la MMP-7 (Crawford et al. 1999; Brabletz et al. 1999), la MT1-MMP
(Takahashi et al. 2002), la MMP-26 (Marchenko et al. 2002), et ’ADAM10 (Gavert et al.
2007), des composants de la MEC, tels que la fibronectine (Gradl et al. 1999) et la laminine
v2 (Hlubek et al. 2001; Hlubek et al. 2004), des protéines du cytosquelette tels que la
vimentine (Gilles et al. 2003), des cytokines comme I’IL-8 (Interleukine 8) (Levy et al. 2002)
et MCP1 (Monocyte Chemotactic Protein 1) (Mestdagt et al. 2006), des récepteurs
d’adherence cellulaire comme le CD44 (Wielenga et al. 1999) et uPaR (Urokinase
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Plasminogene Activator Receptor) (Mann et al. 1999), ainsi que le VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) (Easwaran et al. 2003), c-myc (He et al. 1998), la claudine 1
(Miwa et al. 2000), la cycline D1 (Shtutman et al. 1999) et le facteur de transcription Slug
(Conacci-Sorrell et al. 2003).

De nombreuses études immunohistochimiques menées sur des biopsies de tumeurs ont
démontré que la perte d’expression de la cadhérine E dans les tumeurs est corrélée a
I’invasivité tumorale, a la présence de métastases, et a la mortalité des patients (Birchmeier &
Behrens 1994; Perl et al. 1998). Au cours de la progression métastatique, le gene de la
cadhérine E peut étre fonctionnellement inactivé par différents mécanismes pouvant intervenir
en combinaison, tels que des altérations génétiques (Hirohashi 1998; Berx et al. 1998), une
inactivation épigénétique (Jones & Laird 1999; Graff et al. 2000; Grady et al. 2000; Caldeira
et al. 2006) et/ou la répression transcriptionnelle (Batlle et al. 2000; Cano et al. 2000; Comijn
et al. 2001; Perez-Moreno et al. 2001). Ainsi, des mutations au niveau du géne de la
cadhérine E (CDH1), qui compromettent la fonction adhésive de la cadhérine E, sont
essentiellement retrouvees dans les cancers gastriques et mammaires lobulaires infiltrants
(Hirohashi 1998; Berx et al. 1998). Outre ces mutations, I’hyperméthylation du promoteur de
la cadhérine E a été associée a la diminution d’expression de la cadhérine E dans différents
types de cancers (Auerkari 2006). Bien que ces deux mécanismes ont été largement décrits, le
mécanisme le plus fréquent d’inhibition de la cadhérine E dans les cancers semble étre une
répression transcriptionnelle par des facteurs de transcription (Batlle et al. 2000; Cano et al.
2000; Comijn et al. 2001; Perez-Moreno et al. 2001). Ainsi, une surexpression des différents
facteurs de transcription Snail, Slug, 0EF1 (o-cristallin Enhancer Factor 1) ou SIP1 (Smad-
Interacting Protein 1) accompagnée d’une perte d’expression de la cadhérine E a été observée
dans plusieurs types de cancers (voir le tableau 3 dans le paragraphe dedié aux facteurs de
transcription).

Dans les cancers, ce n’est pas seulement la perte de la cadhérine E qui active la voie de la
caténine-f mais également la modulation des facteurs régulant cette voie. L’activation de la
voie canonique Wnt est un évenement clé précoce dans la plupart des cancers colorectaux
sporadiques et familiaux (Fodde & Brabletz 2007). Dans la majorité des cas, ce signal
hyperactif se présente, soit par des mutations inactivatrices de I’APC, soit par des mutations
de la caténine-B qui la rendent résistante a la phosphorylation par le GSK3 et donc a la
dégradation (Giles et al. 2003; Huang & Du 2008). Des mécanismes similaires d’activation de

la voie caténine-B ontété identifiés dans le développement d’une variété d’autres tumeurs
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telles que les tumeurs cutanées, mammaires et hématopoiétiques (Polakis 2000; Fodde &
Brabletz 2007; Polakis 2007). Dans des cancers du sein, une expression accrue de la protéine
« dishevelled » a été observée suite a une amplification de son géne (Nagahata et al. 2003).
Par ailleurs, dans les cancers mammaires, pulmonaires et gastriques, une surexpression de
certains membres de la famille Wnt a été decrite (Wong et al. 2002; Howe & Brown 2004;
Mazieres et al. 2005; Katoh 2005). Plus récemment, une faible expression du micro-RNA,
miR-200a, associée a une surexpression de la caténine-p a été observée dans le cancer du
méningiome (Saydam et al. 2009). Dans le cancer colorectal, au contraire, une expression
accrue des miR135a et b, accompagnee d’une perte d’expression de I’APC, a été détectee
(Nagel et al. 2008).
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IV. Lavimentine

IV.1. Structure de la vimentine
Pour revues : (Helfand et al. 2004; Herrmann & Aebi 2004; Herrmann et al. 2009).

La vimentine est un filament intermédiaire (FI) de type Ill. Les Fls sont des polymeres
fibreux de 7-11 nm de diametre constituant, avec les microtubules et le réseau d’actine, le
cytosquelette des cellules eucaryotes (Herrmann et al. 2009).

Les FIs sont formés de polyméres de protéines fibreuses dont chaque monomere
polypeptidique est compose de 3 domaines (Figure 8) :

= un domaine central («rod domain ») conservé au sein des différentes familles de

filaments intermédiaires et organisé en une hélice alpha.

» une extrémité N-terminale (« head domain ») et une extrémité C-terminale (« tail

domain ») de longueur variable, portant toutes deux des sites de phosphorylation

intervenant dans la régulation de la polymérisation.

« Head domain » « Rod domain » « Tail domain »
N ﬂ H hc
1A 1B 2A 2B
« Coils »

Figure 8 : Structure en domaines de la vimentine.

On distingue 4 grandes familles de Fls (Tableau 1). Outre la famille des lamines, qui est
exprimée dans le noyau de toutes les cellules eucaryotes, les 3 autres familles, principalement
cytoplasmiques, sont synthétisées dans un organisme adulte et, dans des conditions normales,
par des types cellulaires spécifiques. Par exemple, les kératines sont caractéristiques des
cellules épithéliales alors que la vimentine est préférentiellement exprimée par des cellules

d’origine mésenchymateuse (fibroblastes, cellules inflammatoires,...).
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Familles de Fls

Types de Fls

Types cellulaires impliqués

Cytokératines

Type | : kératines acides
Type 1l : keratines basiques

Cellules épithéliales
Cellules épithéliales

Fls de type vimentine :

- vimentine

- desmine

- GFAP

(glial fibrillary acidic protein)

Type Il

Cellules mésenchymateuses
Cellules musculaires
Cellules gliales

Neurofilaments

Type IV

Neurones

Lamines

Type V

Noyaux de toutes les cellules

Tableau 1 : Les 4 principales familles de Fls.

La polymerisation des monomeres donne naissance aux FlIs en plusieurs étapes

successives (Figure 9):

1) Deux monomeres de méme orientation s’associent par leur domaine central pour

donner un dimére torsadé. L’association résulte de I’interaction entre les acides aminés

hydrophobes de ce domaine.

2) Deux dimeres d’orientation opposée s’associent avec un décalage pour donner un

tétramere.

3) L’association latérale de huit tétraméres constitue un ULF (Unit Length Fragment)

constituant I’unité de base de construction des filaments de vimentine.

4) L’association longitudinale des ULF constitue un FI de forme cylindrique, qui en

coupe transversale, est composé de 32 monomeres.

La polymérisation et la dépolymérisation de la vimentine sont finement régulées par des

phénomenes de phosphorylation et de déphosphorylation impliquant de nombreuses kinases,
telles que CDK1 (Cyclin-Dependent Kinase 1), PKC (Protéine Kinase C), la Rho-kinase, ...

Ces kinases interviennent principalement au niveau de résidus sérine du domaine N-terminal

de la vimentine (Izawa & Inagaki 2006). La dissociation de la vimentine est, de maniére

génerale, favorisee par son hyperphosphorylation.
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Ngé f\w “‘*Col\?ﬁ Tétramere
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Unité debase du filament

Filament de vimentine

Figure 9 : Les différentes étapes de la formation de la vimentine.

IV.2. Organisation intracellulaire de la vimentine

Dans les cellules d’origine mésenchymateuse, le réseau de vimentine présente une
organisation radiale dans le cytoplasme. Il constitue un réseau fibreux autour de I’enveloppe
nucléaire et s’étend jusqu’a la membrane plasmique (Green & Goldman 1986; Klymkowsky
et al. 1989; Herrmann & Aebi 2004). Au niveau de la membrane plasmique, la vimentine peut
s’associer aux hémidesmosomes (Homan et al. 2002) et aux adhérences focales (Gonzales et
al. 2001; Kreis et al. 2005; Bhattacharya et al. 2009) via différentes intégrines, tandis que son
interaction avec la membrane nucléaire implique la laminine B (Georgatos & Blobel 1987;
Maison et al. 1995). Outre leurs interactions avec les membranes plasmiques et nucléaire, les
Fls interagissent également de maniere étroite avec les deux autres composants du
cytosquelette : le réseau d’actine et les microtubules (Goldman et al. 1986; Seifert et al. 1992;
Svitkina et al. 1996).

L’interaction des Fls entre eux, avec le réseau d’actine et les microtubules, ainsi qu’avec
d’autres structures cellulaires, telles que la membrane plasmique et le noyau, s’effectue par
I’intermediaire de protéines associées aux FIs, appelées IFAPs (Intermediate Filaments
Associated Proteins) (Chou et al. 1997; Djabali 1999; Green et al. 2005). Parmi les IFAPs

identifiées a ce jour, la plectine joue un réle clé de connecteur moléculaire. Cette molécule
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participe, non seulement au pontage des Fls de vimentine entre eux, mais intervient également
dans la liaison de la vimentine aux filaments d’actine et aux microtubules (Svitkina et al.
1996; Steinbock & Wiche 1999; Leung et al. 2002). Elle participe également a la liaison de la
vimentine au noyau (Gerashchenko et al. 2009) et a la membrane plasmique en reliant celle-ci
a certaines intégrines (Homan et al. 2002; Bhattacharya et al. 2009). Dans les cellules
endothéliales, il a également été démontré que la vimentine est reliée a des jonctions
intercellulaires (jonctions adhérentes, desmosomes) via la caténine-y ou la desmoplakine,

toutes deux pouvant également étre considérées comme des IFAPs (Shasby et al. 2002).

1VV.3. Dynamique du réseau de vimentine

Jusqu’a il y a peu, le réseau des Fls était principalement considéré comme une structure
rigide et statique intervenant uniquement dans la maintenance de I’intégrité cellulaire. En
rapport direct avec nos préoccupations, il apparait tres clairement aujourd’hui que le réseau de
vimentine, comme celui des autres familles de Fls, est hautement dynamique et participe au
changement de forme, a I’étalement et a la migration des cellules. En effet, I’assemblage et
I’organisation des FIs de vimentine varient en relation avec le comportement et la
morphologie cellulaire (Yoon et al. 1998; Clarke & Allan 2002; Helfand et al. 2004).

Une telle dynamique des filaments de vimentine est due :

= aux propriétés intrinseques du réseau de vimentine qui subit des phénomeénes de
polymerisation et de dépolymerisation. Ceux-ci sont finement regulés par des
phosphatases et des kinases qui controlent le taux de phosphorylation des Fls. D’une
maniére générale, I’hyperphosphorylation des Fls favorise leur dissociation.

= aux interactions du réseau de vimentine avec le réseau d’actine, les microtubules et des
structures membranaires (assurant des contacts cellule-cellule ou cellule-substrat),
eux-mémes soumis a une dynamique constante en relation avec le comportement

cellulaire.

La polymérisation des filaments intermédiaires se réalise a partir de « particules » qui
s’organisent en petits filaments appelés « squiggles », qui eux-mémes s’associent en longs
filaments (Yoon et al. 2001; Helfand et al. 2004). Des études comparatives ont montré que le
mouvement des «squiggles » de la vimentine est beaucoup plus rapide que celui des
« squiggles » des kératines (Clarke & Allan 2002; Helfand et al. 2004). De telles différences
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sont en accord avec les propriétés motiles plus importantes des cellules d’origine
mésenchymateuse par rapport aux cellules épithéliales (Helfand et al. 2004). De plus, dans
des fibroblastes et des cellules endothéliales, une réorganisation du réseau de vimentine en
migration a été observée (Gurland & Gundersen 1995; Valgeirsdottir et al. 1998). Méme si les
mécanismes impliqués restent a élucider, un réle fonctionnel de la vimentine dans la
migration des fibroblastes a également été démontré. Ainsi, les fibroblastes issus de souris
déficientes pour la vimentine sont incapables de migrer, comme il a été démontré in vitro et in
vivo (Eckes et al. 1998; Eckes et al. 2000). Une autre étude également sur des souris
déficientes pour la vimentine, montre que la vimentine est nécessaire a la migration
transendothéliale des lymphocytes (Nieminen et al. 2006).

L’implication exacte de la vimentine dans la migration est encore méconnue. Ses
interactions avec d’autres structures, elles mémes soumises a une dynamique constante, telle
que le réseau d’actine, les microtubules et les structures membranaires (intégrines ou
jonctions intercellulaires) semblent jouer un réle important dans la migration cellulaire. Ainsi,
les adhérences focales issues de fibroblastes de souris déficientes pour la vimentine, dont le
potentiel migratoire est réduit, présentent une organisation aberrante (Eckes et al. 1998). La
cicatrisation de ses souris est également réduite (Eckes et al. 2000). On observe eégalement
une association des Fls de la vimentine aux adhérences focales via les intégrines dans des
cellules endothéliales en migration, tandis que ces interactions sont absentes dans des cellules

stationnaires (Gonzales et al. 2001; Kreis et al. 2005).
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IV.4. Expression de la vimentine dans les cellules épithéliales : marqueur de TEM et role
fonctionnel dans la migration et I’invasion des cellules tumorales épithéliales

Comme décrit ci-dessus, la vimentine est une protéine exprimée par les cellules d’origine
mésenchymateuse dans des conditions normales (Steinert & Roop 1988). L’expression de la
vimentine est devenue des lors un marqueur par excellence des phénoménes de TEM. La
présence de vimentine dans les cellules épithéliales a été décrite dans divers processus
physiologiques ou pathologiques impliquant une TEM associée a une migration épithéliale.
Ceux-ci incluent des processus d’embryogenese et d’organogenése (Guarino 1995; Hay
1995), la cicatrisation (SundarRaj et al. 1992), I’invasion trophoblastique (Vicovac & Aplin
1996; Badwaik et al. 1998), la morphogenese du sein (Fata et al. 2004) ou I’invasion tumorale
(Ramaekers et al. 1983; Savagner et al. 1994; Guarino 1995; Gilles et al. 1996; Gilles &
Thompson 1996).

En ce qui concerne I’invasion tumorale, I’expression de la vimentine dans des lignées
tumorales est corrélée a des propriétés migratoires et invasives elevées in vitro. Cela a éte
particulierement décrit dans des lignées de sein, de poumon, de col, de prostate ou de
mélanome (Sommers et al. 1989; Sommers et al. 1992; Gilles et al. 1994a; Gilles et al.
1994b; Sommers et al. 1994b; Gilles et al. 1996; Gilles & Thompson 1996; Hendrix et al.
1996; Gilles et al. 1999; Lang et al. 2002; Fuchs et al. 2002; Gilles et al. 2003; Singh et al.
2003; Korsching et al. 2005). Utilisant un modeéle de migration in vitro ou un phénotype
migratoire peut étre induit de maniére transitoire, notre laboratoire a également décrit une
association spatio-temporelle entre I’expression de novo de la vimentine dans des cellules
épithéliales mammaires et le statut migratoire (Gilles et al. 1999). Un role fonctionnel de la
vimentine dans la migration et I’invasion des cellules épithéliales tumorales a également été
démontré. Ainsi, I’inhibition de I’expression de la vimentine par diverses stratégies de
transfection antisens dans des lignées tumorales invasives réduit fortement leurs propriétés
migratoires et invasives (Hendrix et al. 1997; Gilles et al. 1999; Singh et al. 2003).

Des études in vivo récentes montrent que la perte d’expression de la vimentine dans des
cellules tumorales de la prostate réduit significativement la croissance tumorale apres
injection sous-cutanée dans des souris athymiques (Zhang et al. 2009b). Dans d’autres lignées
cellulaires de la prostate, une corrélation positive entre I’expression de la vimentine et la

capacité a former des métastases en souris a été observée (Wu et al. 2007).
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De méme, in vivo dans des biopsies humaines, une expression atypique de la vimentine
dans des cellules épithéliales tumorales a été observée dans de nombreux types de cancers,
tels que des cancers du sein, du poumon, de I’ovaire, de la thyroide, du rein, de la prostate, de
la peau,... (Miettinen et al. 1983; Miettinen et al. 1984; McNutt et al. 1985; Gatter et al.
1986; Upton et al. 1986; Benjamin et al. 1987; Buley et al. 1987; Doglioni et al. 1987;
Ikegawa et al. 1989; Oosterwijk et al. 1990). Plus particulierement pour le cancer du sein, la
présence de la vimentine dans les cellules tumorales a également été associée a I’agressivité
(Niveditha & Bajaj 2003; Korsching et al. 2005; Reis-Filho 2005; Vora et al. 2009; Kusinska
et al. 2009) et a un mauvais pronostic (Domagala et al. 1990; Domagala et al. 1994; Sabo et
al. 1997; Vora et al. 2009). Récemment, il a été montré que le géne de la vimentine est
hautement méthylé dans le carcinome colorectal (Itzkowitz et al. 2007) et gastrique (Kitamura
et al. 2009).

Il est a noter que I’expression de la vimentine est plutdt considérée comme un mécanisme
tardif de la TEM car elle est rarement induite dans les premiéres phases de dispersion

cellulaire qui précedent les mécanismes de migration actifs et directionnels.
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V. Les familles de facteurs de transcription Snail et ZEB

Pour revues : (Peinado et al. 2004c; Peinado et al. 2007; Vandewalle et al. 2009).

La régulation de I’expression des genes impliqués dans les processus de TEM est
contr6lée par un ensemble de facteurs de transcription. Parmi ceux-ci, on distingue les
facteurs de transcription des familles Snail et ZEB (Peinado et al. 2007). Les membres des
familles Snail et ZEB sont des facteurs de transcription a doigt de zinc dont le réle dans le
contrle de la TEM associee aux processus embryologiques a été largement décrit. Plus
récemment, leur implication dans la TEM liée a I’invasion tumorale a également été

démontrée.

V.1. Structure de la famille Snail

La superfamille Snail est subdivisée en la famille du méme nom (Snail) et la famille
Scratch. A I’heure actuelle, la famille Snail comprend trois membres chez les vertébrés,
SNAI1 (Snail) SNAI2 (Slug) et SNAI3, dont les membres Snail et Slug sont particuliérement
impliqués dans la TEM (Barrallo-Gimeno & Nieto 2005; Barrallo-Gimeno & Nieto 2009). Le
role de SNAI3, plus réecemment découvert, n’a pas encore clairement été établi (Katoh &
Katoh 2003). Snail et Slug présentent une organisation en domaines commune : un domaine
C-terminal hautement conservé comprenant un nombre variable de motifs en doigt de zinc et
un domaine N-terminal variable. Les motifs en doigt de zinc, impliqués dans la fixation a
I’ADN, sont de type C,H, ou C et H représentent les résidus cystéine et histidine. Slug et
Snail possédent dans leur partie C-terminale respectivement 4 et 5 domaines en doigt de zinc
(Figure 10). Slug et Snail agissent en tant que répresseurs transcriptionnels en se liant a
I’ADN sur des séquences 5’-CAGGTG ou 5’-CACCTG connues sous le nom de « E-box »
(Nieto 2002). En outre, Slug et Snail contiennent dans leur partie N-terminale un domaine
SNAG, initialement identifié dans une oncoprotéine appelée Gfi-1 (d’ou le nom de ce
domaine : Snail and Gfi-1), et dont les sept premiers acides aminés sont conservés (Sefton et
al. 1998; Hemavathy et al. 2000; Manzanares et al. 2001; Nieto 2002). Le role de ce domaine,
encore trés peu connu, semble étre nécessaire a I’activité transcriptionelle de Slug et Snail
(Peinado et al. 2004a). Le domaine central des deux protéines Snails contient une région riche
en serine-proline (S-P) variable entre les membres de la famille Snail. Les protéines Slug
possedent dans cette région centrale une insertion de 29 acides aminés juste avant le domaine

a doigt de zinc, appelé le domaine Slug (Manzanares et al. 2001). La fonction exacte de ce
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domaine est encore inconnue a ce jour mais semble intervenir dans une oligomérisation des
protéines Slug, qui, contrairement & Snail, se lierait a I’ADN plutdt sous forme multimérique
(Bolos et al. 2003). A la différence des protéines Slug, deux domaines fonctionnellement
differents ont été observés dans la région centrale des protéines Snail : un signal d’exportation
nucléaire (NES), reconnu par le transporteur CRM1 (Exportine 1) (Dominguez et al. 2003;
Zhou et al. 2004), et une boite de destruction (DB) régulant la stabilité de la protéine (Zhou et
al. 2004) (Figure 10).

pB NES
Snail N
L
domaine domaine e s s ]
SNAG riche en S-P motifs a doigt de zinc
[ |
Slug N C
domaine
Slug

Figure 10 : Schéma de la structure de Snail et Slug. (D’aprés Peinado et al., 2007).

V.2. Structure de la famille ZEB

Chez les vertébrés, la famille des facteurs de transcription ZEB contient 2 homologues,
ZEB1 (Zinc E-box Binding factor 1, également dénommé S6EF1) et ZEB2 (Zinc E-box
Binding factor 2, également denommé SIP1). 3EF1 (&-cristallin Enhancer Factor 1), a été
initialement identifié comme facteur nucléaire qui lie spécifiquement et réprime le ‘lens-
specific 61 cristallin enhancer’ chez la poule (Funahashi et al. 1993). Le second membre,
SIP1, a été identifié comme une protéine se liant au domaine MH2 des protéines Smad (d’ou
son nom : Smad Interacting Protein 1), qui jouent un réle important dans la transmission du
signal TGFB de la membrane plasmique au noyau (Derynck et al. 1998; Verschueren et al.
1999). La famille ZEB est caractérisée par la présence de deux domaines a doigt de zinc a
chaque extrémité et un homéodomaine central (HD). Comme pour les membres de la famille
Snail, les domaines a doigt de zinc sont nécessaires pour la liaison a I’ADN. Le domaine N-

terminal (Zn-N) est caractérisé par la présence de 4 motifs a doigt de zinc, dont trois sont de
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type CCHH et un de type CCHC. Le domaine C-terminal (Zn-C), quant a lui, est constitué de
trois motifs a doigt de zinc de type CCHH (Figure 11) (Verschueren et al. 1999). Comme les
facteurs Snail, les facteurs ZEB sont également reconnus comme répresseurs
transcriptionnels. Chaque motif a doigt de zinc reconnait le motif CACCT sur I’ADN, mais la
molécule complete est nécessaire a la liaison a I’élément bipartite composé d’une séquence
5’CACCT et 5’CACCTG (Verschueren et al. 1999; Remacle et al. 1999) dont I’orientation et
la distance peuvent varier (Remacle et al. 1999). L’homéodomaine ne lie pas I’ADN et
semble surtout étre impliqué dans les interactions protéiques. Comme déja mentionné, SIP1
est une protéine capable d’interagir avec des Smads actives par le récepteurpau TGF
(Verschueren et al. 1999). Plus récemment, il a également été démontré quedEF1 peut se lier
a des Smads activés, bien que de maniere moins efficace que SIP1. Une région conservée en
aval du motif a doigt de zinc N-terminal a été identifiée dans les deux protéines comme
domaine d’interaction avec les Smads (SBD) (Verschueren et al. 1999; Postigo 2003). Ainsi,
les facteurs ZEB peuvent influencer la TEM médiée par le TGFB (Postigo 2003). On peut
également trouver d’autres domaines chez les membres de cette famille, tels qu’un domaine
de liaison au corépresseur CtBP (CID, CtBP Interaction Domain) impliqué dans la répression
des genes cibles (Verschueren et al. 1999; Remacle et al. 1999; Comijn et al. 2001; Postigo et
al. 2003). De plus, dans la protéindEF1, un domaine d’activation de la transcription et un
site de liaison pour les coactivateurs de transcription p300 et P/CAF ont été identifiés (Figure
11) (Vandewalle et al. 2009).

p300 domaine
P/CAF d’activation
Zn-N SBD HD CID Zn-C

s — @ E—I-ED—=— 00—

Figure 11 : Schéma de la structure de dEF1 et SIP1. (D’aprés Vandewalle et al., 2009).
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V.3. Mécanismes de répression (Peinado et al. 2007)

La liste de geénes cibles des membres des familles Snail et ZEB s’accroit constamment,
toutefois le mécanisme d’action de ces protéines doit encore étre élucidé. Les facteurs de
transcription a doigt de zinc sont plutdt reconnus comme des répresseurs transcriptionnels en
se liant directement a I’ADN sur des séquences 5’-CACCT(G) connues sous le nom de « E-
box » via leurs motifs & doigt de zinc (Verschueren et al. 1999; Batlle et al. 2000; Cano et al.
2000; Hajra et al. 2002; Nieto 2002). La liaison des facteurs Snail a I’ADN ne nécessite
gu’une « E-box », tandis que I’intégralité des deux motifs a doigt de zinc est nécessaire pour
la liaison des facteurs ZEB a des éléments de régulation bipartite dans les promoteurs
constitués de deux sequences « E-box » distinctes, notamment pour la répression de la
cadhérine E (Remacle et al. 1999). Les mécanismes par lesquels les différents répresseurs
contrélent les genes au cours de la TEM sont encore méconnus. La modification de la
structure de la chromatine est un événement important favorisé par ces protéines au cours de
la TEM (Peinado et al. 2004c), et des analyses de répression de Slug montrent une implication
des HDACs (Histone DesACétylases) (Hemavathy et al. 2000). Ainsi, au niveau du
promoteur de leurs génes cibles, ces facteurs de transcription peuvent former des complexes
avec différents corépresseurs. La répression de la cadhérine E par Snail semble impliquer un
recrutement direct d’un complexe de répression composé de HDAC1, HDAC2 et Sin3A
(Peinado et al. 2004a). Slug agit de fagcon similaire en recrutant une combinaison différente de
corépresseurs, tels que HDAC1/3 et CtBP1/2 au niveau du promoteur de la cadhérine E
(Peinado et al. 2007). Cette interaction semble étre indirecte puisque la séquence de liaison au
CtBP n’est pas conservée chez les vertébrés (Hemavathy et al. 2000) et que Slug n’est pas
capable de lier directement le CtBP (Bailey et al. 2007). Dans une étude récente, le TGF
favorise la formation d’un complexe de repression formeé de Snail et Smad3/4 qui intervient
dans la répression de plusieurs genes cibles, dont la cadhérine E (Vincent et al. 2009).
L’identification de sites d’interaction pour le CtBP chez les facteurs ZEB a laissé supposer
que CtBP est recrutée en tant que corépresseur au niveau du promoteur des genes cibles.
Ainsi, un complexe de répression a été identifie, constitué entre autres de CtBP et de HDACs
(Shi et al. 2003), bien qu’il semble que SIP1 peut réprimer la cadhérine E indépendamment de
CtBP (van Grunsven et al. 2003) (Figure 12).
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Figure 12 : Mécanismes de répression impliqués dans la regulation et la fonction des
facteurs Snail et ZEB. Vue schématique du mécanisme de répression de ces facteurs,
représentant les principaux complexes de répression pour chaque facteur de transcription.
(D’apreés Peinado et al., 2007).

V.4. Modifications post-transcriptionnelles

Des études récentes montrent que I’expression des membres de la famille ZEB peut étre
régulée par des miRNAs. En effet, les ARNm de SEF1 et de SIP1 contiennent plusieurs
séquences de liaison pour divers miRNAs. Ainsi, les miRNAs tels que le miR141, la famille
miR200 et miR205 peuvent réprimer directement I’expression dedEF1 et de SIP1 (Hurteau et
al. 2007; Christoffersen et al. 2007; Gregory et al. 2008; Nakada et al. 2008; Burk et al. 2008;
Korpal et al. 2008; Park et al. 2008b; Saydam et al. 2009; Hu et al. 2009). Le miR-200a,
quant a lui, posséde une fonction suppresseur de tumeur en inhibant la signalisation
Whnt/caténine-3 par deux mécanismes complémentaires : en ciblant directement I’ARNm de la
caténine-f menanta une quantité réduite de celle -ci dans le cytoplasme; et en ciblant les
ARNm d ¢ 6EF1 et SIRbuttant en une surexpression de la cadhérine E et en une
séquestration de la caténine-f au niveau de la membrane plasmique (Saydam et al. 2009). De
facon intéressante, la régulation de SIP1 est également sous le contrdle d’un ARN non-codant
different des miRNAs. En effet, un transcrit antisens naturel de SIP1 (NAT) a été décrit,
comme assurant la traduction de I’ARNm en empéchant le splicing de I’intron de la région 5’-
UTR. Cet intron contient un site d’entrée ribosomial interne (IRES) qui constitue le site
d’initiation de traduction principal pour ’ARNm de SIP1. La présence de NAT, qui peut étre
directement induite par Snail, agit comme régulateur positif de I’expression protéique de SIP1
(Beltran et al. 2008).
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V.5. Modifications post-traductionnelles

L’ expression des facteurs de transcription Snail et ZEB est finement régulée au niveau
protéique. Plusieurs mécanismes de regulation post-traductionnelle ont ainsi été décrits pour
Snail. Dans des conditions normales, Snail est une protéine tres instable. GPKBe et
phosphoryle Snail sur le domaine de destruction (DB) et le domaine NES. La phosphorylation
des résidus sérine/proline du signal d’exportation nucléaire dans le noyau favorise son
exportation dans le cytoplasme, tandis que la phosphorylation de la boite de destruction
entraine son ubiquitination et ainsi sa dégradation par le protéasome au niveau du cytoplasme
(Zhou et al. 2004; Yook et al. 2005). La régulation post-traductionnelle de Snail par GSK3p
relie Snail a la voie de signalisation Wnt. De fait, suite a I’activation de la voie de
signalisation Wnt, GSK3p n’est plus capable de phosphoryler ses cibles et ainsi, la caénine -3
ainsi que Snail sont stabilisés et peuvent agir en tant que facteurs de transcription (Barrallo-
Gimeno & Nieto 2005). En outre, LOXL2 (Lysyl Oxidase Homolog 2), un membre de la
famille des lysines oxydases, peut également contrebalancer I’action de G8Ksdir Snail.
Ainsi, I’oxydation de résidus lysines par LOXL2 entraine un changement de conformation de
la protéine Snail masquant les sites de phosphorylation de GSK3p, ce qui favorise la stabilité
et la localisation nucléaire de Snail (Peinado et al. 2005a; Peinado et al. 2005b). De plus, une
phosphatase SCP (Small C-terminal domain Phosphatase), trés récemment identifiée, semble
étre responsable de la déphosphorylation de Snail phosphorylée par GIK3 (Wu et al.
2009b). Par ailleurs, la kinase p21 activée (PAK1) est également capable de phosphoryler
Snail sur des résidus différents favorisant au contraire la localisation nucléaire de Snail (Yang
et al. 2005). De méme, le transporteur a doigt de zinc, LI1V1, favorise I’importation de Snail
dans le noyau par un mécanisme encore méconnu (Yamashita et al. 2004). Des données
récentes montrent que la phosphorylation de Snail par les kinases CK2 (Caseine kinase 2) et
PKA (Potéine kinase A) favorise le recrutement du corépresseur Sin3A et I’activité répressive
de Snail (Macpherson et al. 2009). Un mécanisme alternatif de stabilisation de Snail par la
voie TNFa/NF-kB (Tumor Necrosis Factor o/Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells) indépendant de la phosphorylation par GSK3 , a également été décrit
récemment (Wu et al. 2009a) (Figure 13).
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Figure 13 : Mécanisme de régulation post-traductionnelle de Snail.

La stabilité et la translocation nucléaire de Snail peuvent étre modulées positivement par
PAKI, LIVI ou LOXL2. La phosphorylation de Snail par GSK3p favorise [’exportation
cytoplasmique, I’ubiquitination et la dégradation par le protéasome. (D’apres Peinado et al.,
2007).

Il y a nettement moins de données concernant la régulation post-traductionnelle de Slug,
bien qu’une étude montre que la stabilité et la dégradation de Slug sont modulées par la
protéine paired (PPa) (Vernon & LaBonne 2006).

En ce qui concerne les membres de la famille ZEB, il a été observé que 3EF1 et SIP1 sont
tous les deux SUMOylés sur deux résidus lysine. La SUMOylation (SUMO = Small
Ubiquitin-like Modifier) est une modification covalente qui ajoute des petites modifications
ubiquitine-like sur des résidus lysine. Cette modification implique I’action coordonnée de
multiples enzymes, d’une maniere similaire a I’ubiquitination. Pour SIP1, ce processus
s’opére via la protéine polycomb Pc2, qui agit comme la ligase E3 lors de I’ubiquitination
« classique ». Cette modification empéche I’interaction avec le corépresseur CtBP et atténue
ainsi son activité transcriptionnelle résultant en une répression moins efficace de la cadhérine

E (Long et al. 2005). Par ailleurs, des formes hyper- et hypo-phosphorylées de SEF1 ont été
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observées dans des lignées cellulaires différentes. Néanmoins, le mécanisme et I’impact de

ces phosphorylations n’ont pas encore été élucidés (Costantino et al. 2002) (Figure 14).
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Figure 14 : Mécanisme de régulation post-traductionnelle de Slug, OEF1 et SIP1.

(A) La stabilité et la dégradation de la protéine Slug est modulée par paired (PPa), par
contre les mécanismes d’exportation et d’importation sont encore méconnus. (B) La
SUMOylation de SIP1 médiée par PC2 prévient son interaction avec CtBP, favorisant sa
localisation cytoplasmique. (D’apres Peinado et al., 2007).

V.6. Les genes cibles

Si ces répresseurs transcriptionnels répriment plusieurs génes cibles communs impliqués
dans la TEM, chacun possede néanmoins des cibles et des mécanismes de régulation
spécifiques (Moreno-Bueno et al. 2006; Bermejo-Rodriguez et al. 2006) (Tableau 2). Parmi
les cibles communes de ces facteurs, les premiéres études in vitro ont essentiellement
documenté leur capacité a réprimer la cadhérine E en association avec une augmentation des
propriétés invasives. Ainsi, la caractérisation en 2000 du facteur Snail, en tant que répresseur
transcriptionnel de la cadhérine E et initiateur de la TEM, a permis un nouvel apercu du
mécanisme moléculaire de I’invasion tumorale (Batlle et al. 2000; Cano et al. 2000). Depuis,
la capacité a réprimer la cadhérine E a été démontrée pour tous les membres des facteurs de
trancription des familles Snail et ZEB (Slug (Hajra et al. 2002; Bolos et al. 2003), SEF1 (Eger
et al. 2005) et SIP1 (Comijn et al. 2001)).

En outre, les facteurs de transcription de la famille Snail ou ZEB apparaissent étre

impliqués dans la régulation de la cadhérine E observée en réponse a divers stimuli exogenes.
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Par exemple, SIP1 médie la régulation de la cadhérine E par le collagene de type I (Imamichi
et al. 2007), les facteurs Snail interviennent dans la régulation de la cadhérine E par
I’cestradiol-17p (Park et al. 2008a), les facteurs ZEB sont impliqués dans la répression de la
cadhérine E par NF-xB (Chua et al. 2007), et tous les membres de la famille Snail et ZEB
seraient impliqués dans le mécanisme de répression de la cadhérine E par HiE{Hypoxia
Inducible Factor a) (Imai et al. 2003; Kurrey et al. 2005; Krishnamachary et al. 2006; Evans
et al. 2007). D’autres études impliquent EF1 et Snail dans la répression de la cadhérine E par
la cyclooxygénase-2 (COX2) (Dohadwala et al. 2006).

De plus en plus de données démontrent que ces facteurs de transcription ne répriment pas
seulement la cadhérine E, mais fragilisent également d’autres complexes intercellulaires, tels
que les jonctions serrées, les desmosomes ou les jonctions « gap », en réprimant I’expression
de certains de leurs constituants moléculaires. Ainsi, il a été montré que Snail réprime les
génes codant pour les claudines-1, -3,- 4 et -7, I’occludine ou ZO1 (Zonula occludens 1), des
composants essentiels des jonctions serrées (lkenouchi et al. 2003; Ohkubo & Ozawa 2004;
De Craene et al. 2005; Kurrey et al. 2005; Martinez-Estrada et al. 2006). Cette régulation
entraine une dissociation des complexes jonctionnels et une relocalisation cytoplasmique de
certains de leurs composants comme ZO1l ou pl120. De maniere similaire, Snail peut
également induire une dissociation des desmosomes en réprimant I’expression de la
desmoplakine et de la plakophiline, et en provoquant une redistribution de la plakoglobine
(Savagner et al. 1997; Cano et al. 2000; De Craene et al. 2005; Kurrey et al. 2005). Slug
réprime également I’expression de la claudine-1, I’occludine et ZO1 (Kajita et al. 2004,
Kurrey et al. 2005; Martinez-Estrada et al. 2006; Wang et al. 2007b), ainsi que des
composants de desmosome, comme la desmoplakine et la desmogléine entrainant leur
dissociation (Savagner et al. 1997; Kurrey et al. 2005). Une signature transcriptionnelle
similaire a été démontrée pour les membres de la famille ZEB. Ainsi, SIP1 réprime
I’expression de la claudine-4 et de ZO3 au niveau des jonctions serrées, et au niveau des
desmosomes, elle inhibe I’expression de la plakophiline-2 (Savagner et al. 1997; Vandewalle
et al. 2005; De Craene et al. 2005). Une diminution de I’expression de dEF1, quanta elle,
meéne a une expression accrue de la plakophiline-3 (Aigner et al. 2007b).

Les membres des familles Snail et ZEB répriment également I’expression d’autres
marqueurs épithéliaux, tels que des molécules impliquées dans le maintien de la polarité
épithéliale comme il a été démontré pour Snail (Whiteman et al. 2008) et 3EF1 (Aigner et al.
2007a; Spaderna et al. 2008). Les membres de la famille Snail régulent également

négativement I’expression de certaines cytokératines, affectant ainsi I’organisation du
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cytosquelette épithélial (Guaita et al. 2002; lkenouchi et al. 2003; De Craene et al. 2005;
Tripathi et al. 2005). Par ailleurs, SEF1 peut éprimer I’expression de composants de la
membrane basale comme la chaine a3 de la laminine et le collagéne IV (Spaderna et al.
2006).

Des études récentes montrent que les membres de la famille ZEB répriment des micro-
RNAs impliqués dans la différenciation épithéliale et dont I’expression est diminuée dans les
cancers. Ainsi, la transcription du miRNA primaire 200b-200a-429 est inhibée par SIP1 et
O0EF1 (Bracken et al. 2008), et dEF1 éprime egalement la transcription de miR141 et
miR200c. (Burk et al. 2008).

Bien que ces facteurs de transcription aient initialement été caractérisés en tant que
répresseurs de I’expression génique de marqueurs épithéliaux, les membres de la famille Snail
et ZEB sont efficacement impliqués dans la régulation positive de molécules principalement
exprimées par des cellules mésenchymateuses. Ainsi, I’expression de la vimentine peut étre
régulée positivement par Snail (Cano et al. 2000; Yokoyama et al. 2003; Taki et al. 2006),
Slug (Bolos et al. 2003), 3EF1 (Eger et al. 2005) et SIP1, comme nous le démontrons dans
notre travail (Bindels et al. 2006). L’expression de la cadhérine N est induite par les facteurs
ZEB (Vandewalle et al. 2005; Graham et al. 2008) ainsi que par Snail (Moreno-Bueno et al.
2006). L’expression des métalloprotéinases matricielles peut également étre régulée par ces
différents facteurs de transcription. Ainsi, MMP-1, MMP-2 et MT1-MMP sont induites par
Snail et SIP1 et MMP-7 et MMP-9 par Snail (Miyoshi et al. 2004; Taki et al. 2006; Olmeda et
al. 2007a). Slug, quant a lui, accroit I’expression de la MMP-2 (Shih et al. 2005). Les
membres de la famille Snail peuvent également activer I’expression d’autres protéines
impliquées dans la migration et I’invasion, telle que PAI-1 (Plasminogen Activator Inhibitor
1) (Moreno-Bueno et al. 2006; Fabre-Guillevin et al. 2008) et des protéines de la MEC telle
que le collagéne de type II, 11l et V (Seki et al. 2003; Moreno-Bueno et al. 2006), la
fibronectine (Cano et al. 2000; Olmeda et al. 2007a) et la vitronectine (Olmeda et al. 2007a).

De plus, les protéines Snail et ZEB peuvent réguler I’expression d’autres facteurs de
transcription, de ces mémes familles ou d’autres familles. Ainsi, Snail induit I’expression de
Twist et des Ids, tous deux des protéines bHLH (Helix-Loop-Helix), eux-mémes impliqués
dans les processus de TEM (Moreno-Bueno et al. 2006), ainsi que des membres de la famille
ZEB (Guaita et al. 2002; Taki et al. 2006; Takkunen et al. 2006; Beltran et al. 2008). En
outre, Snail posséde la capacité de s’autoréguler en liant et réprimant son propre promoteur
(Peiro et al. 2006).
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En plus de réguler des génes épithéliaux ou mésenchymateux et de favoriser ainsi la
plasticité cellulaire nécessaire au processus d’invasion tumorale, ces facteurs de transcription
régulent également d’autres genes impliqués dans d’autres étapes de la progression tumorale.
Ainsi, les facteurs Snail et ZEB modifient I’expression de génes nécessaire a la prolifération
et a la survie cellulaire (Barrallo-Gimeno & Nieto 2005). La transcription des cyclines D est
réprimée par Snail (Vega et al. 2004) et SIP1 (Mejlvang et al. 2007), et I’expression du
PCNA (« Proliferating Cell Nuclear Antigen ») est réprimée par Snail (Park et al. 2005), ce
qui mene a un arrét du cycle cellulaire. Slug régule la prolifération en inhibant ERK
(Extracellular signal-Regulated Kinases) (Turner et al. 2006). En ce qui concerne la survie
cellulaire, SIP1 protége les cellules tumorales de I’apoptose induite par des lésions d’ADN
(Sayan et al. 2009). Dans différents systemes, Snail et Slug agissent également en tant que
facteurs de survie en interférant avec les voies de signalisation p53 et Akt (Kajita et al. 2004;
Vega et al. 2004; Escriva et al. 2008). En outre, la répression de I’expression de PTEN
(Phosphatase and Tensin homolog) semble étre une partie de la signalisation anti-apoptotique
activée par Snail (Escriva et al. 2008). SIP1 peut également freiner la sénescence réplicative
(Lin & Elledge 2003; Ozturk et al. 2006). Dans ce contexte, SIP1 agit comme régulateur
négatif de I’expression de hTERT (human Telomerase Reverse Transcriptase), qui code pour
une sous-unité catalytique de la télomérase.

Par conséquent, en régulant la TEM, la prolifération, la survie, et la sénescence cellulaire,
ces facteurs de transcription peuvent étre impliqués a différents stades de la progression

métastatique, résultant en une forte contribution au phénotype malin.

Fdt Génes associés ala TEM D’autres génes
lexpression Texpression lexpression
Snail | Cadhérine E ; Claudines-1, -3,-4 et -7 ; | Vimentine ; Cadhérine N ; Cycline D2 ; PCNA ;
Occludine ; ZO1; Desmoplakine ; MMP-1, -2, -7, -9 ; MT1- TP53; VDR

Plakophiline ; Cytokératine-17 et -18 ; MMP ; PAI-1 ; Fibronectine ;
Vitronectine ; Collagene 11 ;
Twist ; Ids ; 8EF1 ; SIP1 ;

Slug | Cadhérine E, Claudine-1 ; Occludine ; Vimentine ; PAI-1; PUMA ; TP53 ;
Z01, Desmoplakine, Desmogléine ; BRCA? ; VDR
Cytokératine-8 et -19 ; Collagéne 2al ;
Intégrine o3 ;
6EF1 | Cadhérine E ; Plakophiline-3 ; Vimentine ; Cadhérine N ; VDR ; Ovalbumine ;
Laminine a3 ; Collagéne IV ; ZO1 Laminine y2 ; Crumbs3 ; SEMA3F
SIP1 | Claudine-4 ; ZO3 ; Plakophiline-2 ; Vimentine ; Cadhérine N ; Cycline D1 ; hTERT ;
MMP-1, -2, MT1-MMP ; Intégrine o4

Tableau 2 : Génes cibles des différents facteurs de transcription (Fdt).
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V.7. Implication des facteurs Snail et ZEB dans la TEM liée a la progression
métastatique

Un nombre important de données, obtenues suite a la modification d’expression des
facteurs (transfection ou interférence a I’ARN) dans des lignées tumorales, démontre
aujourd’hui le réle des facteurs Snail et ZEB dans I’expression d’un phénotype invasif dans
de nombreux modeles cellulaires in vitro (Snail (Cano et al. 2000; Miyoshi et al. 2004;
Peinado et al. 2004b; Kurrey et al. 2005; Yin et al. 2007; Olmeda et al. 2007a; Fabre-
Guillevin et al. 2008; Kudo-Saito et al. 2009), Slug (Bolos et al. 2003; Kurrey et al. 2005;
Shih et al. 2005; Vitali et al. 2008) 6EF1 (Aigner et al. 2007a; Burk et al. 2008; Graham et al.
2008; Spaderna et al. 2008), SIP1 (Miyoshi et al. 2004; Vandewalle et al. 2005; Bindels et al.
2006; Mejlvang et al. 2007; Ohta et al. 2009; Isohata et al. 2009)).

Si la plupart des données liant les facteurs de transcription Snail et ZEB a I’invasivité ont
été obtenues in vitro, de nombreuses études d’expression in vivo ont également été réalisées
sur des biopsies tumorales et montrent le réle spéecifique de chaque facteur de transcription
dans des types et des grades de tumeurs différents. Ainsi, I’expression de ces facteurs de
transcription est surexprimée dans de nombreux types de cancers et est associée a plusieurs
paramétres clinico-pathologiques ainsi qu’a I’expression d’autres genes, telle que la perte de
la cadhérine E, largement reconnue comme marqueur précoce de la TEM. Toutes ces données
sont rassemblées sous forme synthétique dans le tableau 3.

La surexpression des différents répresseurs transcriptionnels a été démontrée dans
plusieurs types de cancers par RT-PCR. Toutefois, comme les mécanismes post-
transcriptionnels sont des facteurs importants dans le contréle du niveau de ces facteurs, le
degré d’expression de ’ARNm ne reflete pas nécessairement I’expression proteique, par
conséquent, les données obtenues par RT-PCR doivent étre interprétées avec prudence. Dans
I’ensemble, ces données indiquent que les facteurs Snail et ZEB sont des promoteurs critiques

de la progression cancéreuse.
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Fdt Type de cancer Paramétres Références
clinico-pathologiques
Snail | Cancer du sein Dédifférenciation (Blanco et al. 2002)

Cancer de I’ovaire

Cancer gastrique
de type diffus

Cancer du colon

Cancer de I’endometre

Cancer de
O.R.L.

Cancer hépatocellulaire

Cancer du pancréas

Meésothéliome malin

la sphére

Mauvais pronostic
Ganglions lypmphatiques +
| Cadhérine E

| Récepteur a I’cestrogéne o
| GSK3p

Dédifférenciation
Mauvais pronostic
| Cadhérine E

| Cadhérine E

| Cadhérine E
| VDR

Dédifférenciation
| Cadhérine E

Métastases a distance
Nodules cervicaux

Dédifférenciation
Métastases a distance
Mauvais pronostic

| Cadhérine E

1 MT1-MMP

Dédifférenciation
Ganglions lymphatiques +
Métastases a distance

TMT1-MMP et TIMP2

(Elloul et al. 2005; Moody et al. 2005)

(Blanco et al. 2002; Come et al. 2006)

(Cheng et al. 2001; Blanco et al. 2002; Zhou et
al. 2004; Elloul et al. 2005)

(Fujita et al. 2003)

(Zhou et al. 2004)

(Yoshida et al. 2009; Tuhkanen et al. 2009)
(Blechschmidt et al. 2008; Yoshida et al. 2009)
(Yoshida et al. 2009)

(Rosivatz et al. 2002)

(Palmer et al. 2004; Pena et al. 2005)

(Blechschmidt et al. 2007)

(Yang et al. 2007)

(Miyoshi et al. 2005)

(Sugimachi et al. 2003)

(Miyoshi et al. 2005)

(Yin et al. 2007)

(Sivertsen et al. 2006)
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Fdt Type de cancer Parameétres Références
clinico-pathologiques
Slug | Cancer du sein Dédifférenciation (Martin et al. 2005)

Mauvais pronostic
Ganglions lymphatiques + (Martin et al. 2005; Come et al. 2006)
| Cadhérine E membranaire (Prasad et al. 2009)

Cancer de I’ovaire Dédifférenciation (Yoshida et al. 2009)
TMMP-2 (Elloul et al. 2005)

Cancer gastrique Dédifférenciation (Castro et al. 2007)
Métastases a distance
| Cadhérine E
1 Snail (type diffus)
1 SIP1 (type intestinal)

Cancer colorectal Dédifférenciation (Shioiri et al. 2006)
Métastases a distance
Mauvais pronostic

Cancer hépatocellulaire | | Cadhérine E (Giannelli et al. 2005)
localisation nucléaire caténine-p

Cancer de I’cesophage Dédifférenciation (Uchikado et al. 2005)
Ganglions lymphatiques +
Mauvais pronostic
| Cadhérine E

Cancer du poumon Mauvais pronostic (Shih et al. 2005)

6EF1 | Cancer du sein Dédifférenciation (Aigner et al. 2007a)

Cancer de I’endometre

Cancer du colon

Cancer de la prostate

Cancer du poumon

Dédifférenciation
Mauvais pronostic
| Cadhérine E

Dédifférenciation

Dédifférenciation
Métastases a distance

| Cadhérine E
1+ COX2

(Spoelstra et al. 2006; Singh et al.
2008)

(Singh et al. 2008)

(Aigner et al. 2007a)

(Graham et al. 2008),
(Anose et al. 2008)

(Dohadwala et al. 2006)
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Fdt Type de cancer

Parameétres
clinico-pathologiques

Références

SIP1 | Cancer de I’ovaire

Cancer gastrique
de type intestinal

Cancer du pancréas
Cancer de la sphere
O.R.L.

Cancer de la vessie
Cancer du rein a

cellules claires

Cancer du poumon

Dédifférenciation
Mauvais pronostic
| Cadhérine E

| Cadhérine E
Dédifférenciation
| Cadhérine E

Mauvais pronostic
| Cadhérine E

Mauvais pronostic
| Cadhérine E
| miR-141 et -200c

1 Vimentine

Croissance tumorale

(YYoshida et al. 2009)

(Elloul et al. 2005; Yoshihara et al.

2009)

(Rosivatz et al. 2002)

(Imamichi et al. 2007)

(Maeda et al. 2005)

(Sayan et al. 2009)

(Nakada et al. 2008)

(Miura et al. 2009)

Mauvais pronostic
| Cadhérine E
1 Cadhérine N

Tableau 3: Expression des facteurs de transcription (Fdt) dans les différents cancers
humains (| Corrélation inverse ; 1 Corrélation directe).

Les facteurs de transcription de la TEM semblent agir d’une maniere hiérarchique dans le
développement et la progression tumorale. Peinado et al. (Peinado et al. 2004c) ont ainsi
proposé un modele de I’implication respective des différents répresseurs de la cadhérine
E lors de I’invasion tumorale. Une affinité de liaison différente est un mécanisme possible par
lequel ces facteurs pourraient cibler des promoteurs spécifiques. Bien que tous ces facteurs de
transcription se lient aux « E-box », Snail et SIP1 semblent reconnaitre les « E-box » avec une
plus grande affinité que Slug, E47 ebEF1, respectivement (Comijn et al. 2001; Bolos et al.
2003; Postigo 2003). Ainsi, les répresseurs SIP1 et Snail joueraient un role dans les premieres
étapes de la progression tumorale menant a I’initiation du processus invasif par répression de
la cadhérine E et d’autres marqueurs épithéliaux, et [I’induction de marqueurs
mésenchymateux qui favorisent I’invasion. D’autres répresseurs, comme Slug, E47 et ZEB1,
contribueraient au maintien du phénotype malin en continuant a réprimer la cadhérine E et en
induisant la degradation de la MEC et la migration cellulaire, provoguant I’apparition de

cellules potentiellement métastatiques (Figure 15).
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Figure 15 : Modele de participation des différents répresseurs de la cadhérine E au cours

de I’invasion tumorale. (D’aprés Peinado et al., 2004c).
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Buts et plan du travail

Au moment ou nous avons commenceé ce travail, les génes cibles des facteurs de
transcription de la famille Snail et ZEB eétaient encore peu connus. Le mécanisme de
régulation le plus détaillé était la répression directe de la cadhérine E, un marqueur épithélial
de la TEM (Cano et al. 2000; Comijn et al. 2001; Hajra et al. 2002). La régulation positive de
marqueurs mésenchymateux par ces facteurs de transcription était encore peu explorée. Ainsi,
notre objectif principal a été d’examiner la régulation potentielle de marqueurs
mésenchymateux par ces facteurs de transcription ainsi que d’étudier leur implication
potentielle dans la progression métastatique dans des modeles in vivo.

Une étude en collaboration nous a également amené a étudier le r6le de Fhit dans la

régulation de génes impliqués dans la TEM.

Les résultats sont présentés en trois parties.
1) Régulation de marqueurs mésenchymateux de la TEM par SIP1 dans des cellules
tumorales mammaires in vitro
a. Regulation de la vimentine par SIP1 dans des cellules tumorales mammaires
Puisque I’expression des facteurs de transcription de la famille Snail et ZEB et de la
vimentine sont clairement associées aux processus de TEM, nous avons examing, dans cette
premiére partie du travail, I’implication de ces facteurs de transcription, et plus
particulierement, de SIP1 dans I’induction de I’expression de la vimentine associée a la
migration et I’invasion des cellules épithéliales. Nous avons également étudié le réle potentiel
de la voie caténine-p/TCF dans cette régulation. (Publication 1 : Bindels et al., Oncogene,
2006).
b. Régulation de PAI-1 par SIP1 dans des cellules tumorales mammaires
Malgré son réle d’inhibiteur sur [I’activation de la plasmine, PAI-1 (Plasminogen
Activator Inhibitor type 1) possede un réle promoteur dans la progression tumorale (Bajou et
al. 1998; Bajou et al. 2001; Devy et al. 2002; Sidenius & Blasi 2003) et a été récemment
reconnu comme marqueur de la TEM (Moreno-Bueno et al. 2006; Fabre-Guillevin et al.
2008). Ainsi, nous avons également examiné I’implication de SIP1 dans I’induction de
I’expression de PAI-1.
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2) Influence de SIP1 sur I’invasion et la disséemination métastatique in vivo

Les donnees de la littérature, ainsi que celles obtenues lors de la premiére partie de notre
travail, montrent que SIP1 peut réguler I’expression de génes impliqués dans I’invasion
tumorale et favorise la migration dans de nombreux systémes in vitro. Le deuxiéme volet de
nos études a des lors été consacre a explorer I’implication potentielle de SIP1 dans la

progression métastatique in vivo.

3) Fhit régule les capacités invasives des cellules tumorales pulmonaires

Paralléelement a notre axe de recherche principal, centré sur la régulation de la TEM par
SIP1, nous avons egalement participé a des travaux explorant le rdle potentiel de Fhit, un géne
suppresseur de tumeur au cours de I’invasion des cellules tumorales pulmonaires. Un
troisieme chapitre de résultats est consacré a I’exposé de ce travail. (Publication 2 : Joannes et
al., Oncogene, 2009).

Chacun des chapitres est presenté sous forme d’une introduction, d’un résumé des
principaux résultats et d’une discussion. Les deux publications originales correspondantes
sont présentées en annexe au document. La revue référencée dans I’introduction (p11) est
également annexée (Publication 3 : Polette et al., Cells Tissues Organs, 2007) (Annexe 1).
Pour le chapitre 2, les résultats n’ayant pas encore fait I’objet d’une publication, une section

« Matériel et Méthodes » est fournie (Annexe 2).
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I. Régulation de margueurs mésenchymateux de la TEM par SIP1

dans des cellules tumorales mammaires

1.1 Régulation de la vimentine par SIP1 dans des cellules tumorales mammaires
(Publication 1)

1.1.1 Introduction

De nombreuses eétudes montrent que les facteurs de transcription des familles Snail et ZEB
sont impliqués dans la régulation des processus de la TEM. La capacité de réprimer la
cadhérine E est un mécanisme par lequel ces facteurs de transcription contribuent a ces
processus de TEM. Conjointement a la désorganisation des complexes jonctionnels de la
cadhérine E, I’expression de novo de la vimentine est également fréqguemment associée aux
processus de la TEM et a la conversion métastatique des cellules épithéliales.

Puisque I’expression des facteurs de transcription de la famille Snail et ZEB et de la
vimentine est clairement associée aux processus de la TEM, nous avons examiné, dans cette
premiére partie du travail, I’implication potentielle de ces facteurs de transcription dans la

régulation de la vimentine associée a la migration et I’invasion des cellules épithéliales.

1.1.2. Résultats
1.1.2.1. L expression de la vimentine est corréelée a I’expression de SIP1 dans des lignées
tumorales mammaires migratoires/invasives.

Afin d’examiner la relation entre les facteurs de transcription et la vimentine, nous avons,
dans un premier temps, analysé I’expression des facteurs de transcription Snail, Slug, 6EF1 et
SIP1 en relation avec celle de la vimentine ainsi que du degré d’invasivité de ces lignées. Le
degré d’invasivité des différentes lignées tumorales mammaires humaines a déja éte
déterminé par des études antérieures mais a été confirmé par nos résultats en chambre de
Boyden (Figure 16A). Ainsi, nous avons examiné deux lignées tumorales mammaires non-
invasives (MCF-7, T47D) et trois lignees invasives (MDA-231, BT549, Hs578T). Nos
analyses par RT-PCR montrent que les ARNm de la vimentine, de 3EF1, de SIP1 et de Slug
sont uniquement synthétisés par les lignées invasives. L’ARNm de Snail est quant & lui
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exprimé dans toutes les lignées (Figure 16B). Ainsi, ces résultats nous ont permis d’établir
une correlation entre 1’expression des facteurs de transcription S6EF1, SIP1 et Slug,

I’expression de la vimentine et des propriétés invasives élevées.
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Figure 16 : La vimentine, 0EF1, SIP1 et Slug sont uniquement syntétises par les lignées
invasives. (A) Analyses en chambre de Boyden réalisées sur différentes lignées tumorales
mammaires humaines (T47D, MCF-7, MDA-MB-231, BT549, Hs578T). (B) Analyses par RT-
PCR de I’expression des ARNm codant pour la vimentine, les facteurs de transcription 0EF I,
SIP1, Slug et Snail, et pour le 28S dans les lignées tumorales mammaires.

Nous avons également étudié I’expression d®EF1, SIP1, Slug et Snail en relation avec
celle de la vimentine dans un modéle de migration en deux dimensions précédemment mis au
point dans le laboratoire qui permet d’étudier la dynamique de la migration cellulaire (Gilles
et al. 1999). Brievement, dans ce modele de migration, des cellules mammaires humaines
MCF10A sont ensemencées dans un anneau en verre. Une fois les cellules attachées a leur
support, le cylindre est enlevé et les cellules sont ainsi amenées a migrer hors de la zone
initialement délimitée par le cylindre. On distingue dans ce modele des cellules stationnaires
(dans la zone initialement délimitée par le cylindre en verre) et des cellules en migration
présentes a la périphérie. En utilisant des techniques de vidéomicroscopie, nous avons montré
précédemment que la sous-population a la périphérie est impliquée dans une migration

orientée et subit des processus de TEM caractérisés par I’expression de novo de la vimentine
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et une relocalisation cytoplasmique de la cadhérine E et de la caténine-p (Gilles et al. 1999;
Gilles et al. 2003). Au contraire, les cellules plus distantes de la périphérie sont stationnaires,
n’expriment pas la vimentine et présentent un motif typique en nid d’abeilles de la cadhérine
E et la caténine-B. Dans 1étude présente, nous avons utilisé deux clones (#11 et #12) de
MCF10A transfectées de maniere stable avec un plasmide contenant le promoteur de la
vimentine controlant I’expression du géne GFP (cellules VP-EGFP MCF10A décrites
précédemment (Gilles et al. 1999)). Afin de comparer I’expression des facteurs Snail et ZEB
dans les sous-populations de cellules migratoires et stationnaires, les cellules #11 et #12,
ensemencées dans le modele de migration, ont éte triées par FACS sur base de I’expression de
la GFP (Figure 17A). Des analyses par RT-PCR, réalisées sur les populations cellulaires ainsi
séparées, montrent clairement une co-expression des facteurs ZEB (SIP1 et EF1) et de la
vimentine dans la sous-population de cellules migratoires (Figure 17B). Aucune différence
significative n’a été observée concernant I’expression des facteurs Snail dans les deux sous-

populations.
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Figure 17: Co-expression de SIP1 et de la vimentine dans la sous-population de cellules
migratoires. (A) Analyses par immunofluorescence de I’expression de la vimentine (en rouge) et
visualisation de la GFP (vert) dans des cellules MCF10A VP-EGFP, ensemencées dans le modéle de
migration. La présence du DAPI est visible en bleu. La ligne blanche représente la limite entre les
populations cellulaires vimentine-positives et vimentine-négatives. Barre = 80um. (B) Analyses par
RT-PCR de 0EF1, SIP1, Slug, Snail et la vimentine dans les sous-populations migratoires (mig) et
stationnaires (stat) de deux clones (#11 et #12) de MCF10A VP-EGFP ensemencées dans le modéle
de migration et triées par FACS selon I’expression de la GFP. L’analyse de I’ARNr 28S est montrée
comme contr6le. Les valeurs d’expression de la vimentine et des facteurs ZEB (SIP1 et 0EF1) ont été
normalisées en fonction des valeurs du 28S. Les valeurs sont exprimées en « Induction relative » dans
la sous-population migratoire par rapport a la sous-population stationnaire (p<0,05).
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1.1.2.2. SIP1 régule I’expression de la vimentine.
Au vu de la corrélation entre I’expression de la vimentine et de SIP1 dans les différentes
lignées cellulaires mammaires et dans le modele de migration, nous avons étudié la régulation

potentielle de la vimentine par SIP1.
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Figure 18 : La transfection de SIP1 régule I’expression de la vimentine.

(A) Analyse par RT-PCR de I’expression de la vimentine et de SIP1 dans des cellules MCF10A
transfectées transitoirement avec un vecteur d’expression comportant I’ADNc de SIP1 pendant 24, 48
ou 72h. La guantification des analyses par RT-PCR sur 3 expériences indépendantes est montrée. Les
valeurs obtenues pour la vimentine et SIP1 ont été normalisées en fonction des valeurs du 28S. Les
valeurs sont exprimées en « Induction relative » dans des cellules transfectées avec I’ADNc SIP1 par
rapport aux cellules transfectées avec le vecteur contrdle (p<0,05). (B) Analyse par « Western
blotting » de I’expression de la vimentine dans des cellules MCF10A transitoirement transfectées avec
I’ADNc de SIP1 pendant 24h, 48h ou 72h. L’actine est montrée comme contréle. (C) Analyse des
capacités migratoires des cellules MCF10A transfectées avec SIP1 (SIP1) pendant 48h comparées aux
cellules transfectées avec le vecteur contréle (Cont) dans un modéle de migration en chambre de
Boyden. Les valeurs sont exprimées en « Induction relative » dans des cellules transfectées avec
I”’ADNCc SIP1 par rapport au vecteur controle (p<0,05).

La transfection transitoire de I’ADNc de SIP1 pendant 24h, 48h et 72h induit clairement
I’expression de la vimentine au niveau de I’ARNm (Figure 18A) et des protéines (Figure

18B). Cette induction de la vimentine est également corrélée a une augmentation des
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capacités migratoires des cellules, comme démontré par des analyses de migration en chambre

de Boyden (Figure 18C).

Inversement, nous avons analysé I’effet d’une inhibition de I’expression de SIP1 sur la
vimentine en utilisant des stratégies d’ARN interférence sur des cellules MCF10A et des
cellules tumorales mammaires (BT549) exprimant la vimentine.
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Figure 19 : La transfection de shRNAs dirigés contre SIP1 diminue I’expression de la vimentine et
les capacités migratoires dans les cellules MCF10A. Les cellules MCF10A ont €té transfectées avec
deux constructions lentivirales exprimant des séquences de shRNA dirigées contre SIP1 (SIP1shl,
SIP1sh2), ou avec un vecteur contréle (Cont). (A) Analyses par RT-PCR de I’expression de la
vimentine et de SIP1 dans des cellules transfectées avec les sShRNAs SIP1 et le shRNA controle. La
guantification des analyses par RT-PCR sur 3 expériences indépendantes est montrée. Les valeurs
obtenues pour la vimentine et SIP1 ont été normalisées en fonction des valeurs du 28S. Les valeurs
sont exprimées en « Induction relative » dans des cellules transfectées avec les shRNAs SIP1 par
rapport aux cellules transfectées avec les shRNAs contrdles (p<0,01). (B) Analyses par « Western
blotting » de I’expression de la vimentine dans les cellules MCF10A transfectées avec les shRNAs
SIP1 ou le shRNA contrble. L’actine est montrée comme contréle. (C) Analyses des capacités
migratoires des cellules MCF10A exprimant les shRNA SIP1 par rapport aux cellules contréles dans
le modéle de migration en chambre de Boyden. Les valeurs sont exprimées en « Induction relative »
dans des cellules transfectées avec les shRNAs SIP1 par rapport aux cellules transfectées avec les
shRNAs contrbles (p<0,05).
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N’ayant pas obtenu de diminution significative de SIP1 en transfection transitoire de
siRNA SIP1 dans les MCF10A, ces cellules ont été transfectées avec deux constructions
lentivirales exprimant des sequences shRNA qui diminuent efficacement I’expression de
I’ARNmM de SIP1. Cette diminution de SIP1 entraine également la diminution de I’expression
de la vimentine au niveau de I’ARNm (diminution de 60% comparé aux cellules contrdles)
ainsi qu’au niveau protéique (Figure 19A, B). Cette diminution de SIP1 est associée a une
diminution des propriétes migratoires dans le modele de migration en chambre de Boyden
(Figure 19C).

En accord avec les résultats obtenus avec les MCF10A, la transfection transitoire de deux
siRNAs contre SIP1 dans des cellules tumorales exprimant la vimentine (BT549), diminue
significativement I’expression de la vimentine au niveau de I’ARNm (diminution de 34% et

28% pour le siRNAL et 2 respectivement) ainsi qu’au niveau protéique (Figure 20).

— o
A - 7 o B .
=) = g =] RT-PCR Vimentine RT-PCR SIP1
o wn ] N |
. . Y0 £ 1.0
Vimentine g =
= =
=4 &
g 0.5 g 0.5
SIPI | et — 8 2
=4 [+
= =
b= <
E 004 n E 00
| e > m, Dy NN o W0
| L > v -~ a VoA
28S | S et | (P{‘ N & Q\‘f' co&' Q\fv A s&q\n}
| S OS S 5
—_ ™~
B — @ ol @
= = = o
<] = S B
S n > N
Vimentine M
Actine

Figure 20 : La transfection de siRNAs dirigés contre SIP1 diminue I’expression de la vimentine
dans les cellules BT549. Les cellules BT549 ont été transfectées avec deux séquences de SiRNA
dirigées contre SIP1 (SIPsil, SIPsi2) et avec deux siRNAs contréles (contl et cont2). (A) Analyses par
RT-PCR de I’expression de la vimentine et de SIP1 dans des cellules transfectées avec les siRNAs
SIP1 et les siRNAs contrles. La quantification des analyses par RT-PCR sur 3 expériences
indépendantes est montrée. Les valeurs obtenues pour la vimentine ont été normalisées en fonction des
valeurs du 28S. Les valeurs sont exprimées en « Induction relative » dans des cellules transfectées
avec les siRNAs SIP1 par rapport aux cellules transfectées avec les siRNAs contréles (p<0,01). (B)
Analyses par « Western blotting » de I’expression de la vimentine dans les cellules BT549 transfectées
avec les siRNAs SIP1 ou les siRNAs contréles. L’actine est montrée comme contréle.
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Etant donne que la vimentine est une cible de la voie caténine-p/TCF (Gilles et al. 2003),
et que SIP1 a été décrit comme un répresseur potentiel de la cadhérine E (Comijn et al. 2001;
van Grunsven et al. 2003), nous avons examineé la possibilité que la régulation de la vimentine
par SIP1 implique la voie de signalisation caténine-B/TCF. En effet, la ca#nine -B, une fois
délocalisee des complexes membranaires d’adhérence ou elle est séquestrée par la cadhérine
E, peut gagner le noyau cellulaire et y réguler la transcription genique de certains genes en
s’associant a des facteurs de transcription de la famille TCF/LEF. Une répression de la
cadhérine E pourrait donc générer une augmentation du taux de la caténine-p nucléaire et de

son activité transcriptionnelle.
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Figure 21 : L expression de SIP1 est inversement corrélée a I’expression de la cadhérine E.
Analyses par RT-PCR de I’expression de I’ARNm codant pour la cadhérine E dans les lignées
tumorales mammaires (MCF-7, T47D, MDA-MB-231, BT549, Hs578T) (A), dans les sous-populations
migratoires (mig) et stationnaires (stat) de deux clones (#11 et #12) de MCF10A VP-EGFP,
ensemencées dans le modele de migration (B), et dans des cellules MCF10A transitoirement
transfectées avec un vecteur d’expression pour I’ADNc de SIP1 pendant 24h, 48h ou 72h (C). La
guantification des analyses par RT-PCR sur 3 expériences indépendantes est montrée pour (B) et (C).
Les valeurs obtenues pour la cadhérine E ont été normalisées en fonction des valeurs du 28S. Les
valeurs sont exprimées en « Induction relative » dans la sous-population migratoire par rapport a la
sous-population stationnaire pour (B) (p<0,05) et dans des cellules transfectées avec I’ADNc SIP1
par rapport aux cellules transfectées avec le vecteur contréle pour (C) (p<0,05).
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Nous avons donc tout d’abord confirmé que I’expression de SIP1 et celle de la cadhérine
E sont inversement corrélées dans les lignées cellulaires tumorales mammaires (Figure 21A)
et dans le modele de migration MCF10A (Figure 21B). De plus, la transfection de I’ADNc
SIP1 dans les cellules MCF10A diminue le niveau d’expression de I’ARNmM de la cadhérine E

dans ces cellules (Figure 21C).
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Figure 22 : La voie caténine-f/TCF n’est pas impligge dans la régulation de la vimentine par

SIP1. (A) Etude de I’activité du promoteur de la vimentine. Un plasmide contenant le promoteur
humain de la vimentine contrélant le géne rapporteur de la luciférase est co-transfecté de maniére
transitoire avec le vecteur d’expression de I’ADNc de SIP1 (SIP1) ou avec le vecteur contréle
correspondant (Cont). Les données sont exprimées en « Induction relative» de la condition
transfectée avec I’ADNc de SIP1 par rapport a la condition contréle (p<0,01). (B) Etude de la
transactivation du plasmide TOP-FLASH. Les plasmides TOP-FLASH ou FOP-FLASH ont été co-
transfectés avec le vecteur d’expression de I’ADNc de SIP1 (SIP1) ou le vecteur correspondant vide
(Cont). Les valeurs d’activité luciférase obtenues avec le plasmide FOP-FLASH ont été soustraites
des valeurs obtenues avec le plasmide TOP-FLASH. Les données sont exprimées en « Induction
relative » de la condition transfectée avec I’ADNc de SIP1 par rapport a la condition contréle
(P<0,05). La co-transfection de I’ADNc SIP1 avec les vecteurs d’expression caténine-f et TCF-4 est
utilisée comme contrdle (p<0,02). (C) Analyse par « Western blotting » de I’expression de la caténine-
S dans des fractions cytosoliques et nucléaires de cellules MCF10A transfectées soit avec le vecteur
d’expression SIP1 (SIP1) soit avec le plasmide correspondant vide (Cont). La présence de SIP1
(fusionnée au « tag » myc) est également observée dans la fraction nucléaire des cellules transfectées
par le vecteur d’expression de SIP1. L’expression de I’actine et de c-myc endogéne a été analysée
comme controle.
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Afin d’analyser I’implication de la voie de signalisation caténine-B/TCF dans la régulation
de la vimentine induite par SIP1, nous avons examiné la capacité de SIP1 a transactiver un
plasmide rapporteur luciférase (TOP-FLASH) contenant des sites de fixation des complexes
caténine-p/TCF commeéléments de régulation. Le ve cteur FOP-FLASH, contenant les
mémes éléments de régulations mais rendus inactifs en raison de mutations ponctuelles, a été
utilisé comme contrdle. Bien que la transfection de I’ADNc de SIP1 active clairement un
vecteur rapporteur luciférase contenant le promoteur de la vimentine (Figure 22A), elle
n’active pas le systeme rapporteur TOP-FLASH (Figure 22B). Cela suggére que SIP1 n’active
pas la voie caténine-p/TCF. En accord avec ce§sultats, nous n’avons observé aucune
accumulation de la caténine-f dans la fraction nucléaire des cellules transfectées avec I’ADNc
de SIP1 bien qu’on détecte la présence du « tag » myc attestant de I’accumulation de SIP1

dans la fraction nucleaire des cellules transfectées (Figure 22C).

Comme il a été suggéré que la forme de la caténine-B NHj.non-phosphorylée soit
majoritairement impliquée dans I’activité transcriptionnelle de la caténine-p (Staal et al.
2002), nous avons également examiné cette forme particuliére de la caténine-f dans les
différentes fractions cellulaires. Nous n’observons aucune accumulation de cette forme de la
caténine-p dans la fraction nudaire des cellules tr ansfectées avec I’ADNc de SIP1 (Figure
23).
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Figure 23 : Analyse de la caténine-g non-phosphorylée.

Analyse par « Western blotting » de I’expression de la forme non-phosphorylée de la caténine-f
(clone 8E4) dans des fractions cytosoliques et nucléaires de cellules MCF10A transfectées soit avec le
vecteur d’expression SIP1 (SIP1) soit avec le plasmide correspondant vide (Cont). La présence de
SIP1 (fusionnée au «tag» myc) est également observée dans la fraction nucléaire des cellules
transfectées par le vecteur d’expression de SIP1. L’expression de I’actine et de c-myc endogene a été
analysée comme contréle.
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1.1.3. Conclusions
Les résultats obtenus dans ce chapitre démontrent donc une implication de SIP1 dans la
régulation de la vimentine observée lors de la TEM associée a la migration et I’invasion des

cellules tumorales mammaires.

Au cours de notre travail, nous avons ainsi montré que :

= [’expression de SEF1, SIP1 et de Slug caincide avec I’expression de la vimentine dans des
lignées tumorales mammaires invasives.

= |’expression de SIP1 et de la vimentine est spécifiquement induite dans des cellules
épithéliales en migration.

= latransfection de I’ADNCc de SIP1 augmente I’expression de la vimentine dans les cellules
MCF10A.

= latransfection de I’ADNc de SIP1 accroit les capacités migratoires des cellules MCF10A.

= la transfection de siRNAs dirigés contre SIP1 diminue I’expression de la vimentine dans
des lignées tumorales mammaires invasives.

= |’activation du promoteur de la vimentine par SIP1 n’est pas associée a I’activation de la
voie caténine-p/TCF/LEF.

Ces résultats démontrent donc une implication de SIP1 dans la régulation de la vimentine

observée lors de la TEM associée a la migration et I’invasion des cellules tumorales

mammaires et ont fait I’objet d’une publication (Bindels et al. 2006).
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1.2. Régulation de PAI-1 par SIP1 dans des cellules tumorales mammaires

1.2.1. Introduction

La régulation positive de la vimentine par SIP1 nous a amenés a examiner |I’expression
d’autres génes associés a la TEM qui pourraient également étre régulés positivement par SIP1
et favoriser la progression tumorale. Nous avons ainsi obtenu des résultats préliminaires
concernant I’implication potentielle des facteurs de transcription SIP1 sur la régulation de
PAI-1 (Plasminogen Activator Inhibitor type 1), un membre du systeme protéolytique
plasminogene/plasmine.

La régulation de PAI-1 lors de processus de TEM revét un intérét particulier. Le systeme
plasminogéne/plasmine intervient en effet dans de nombreux processus physiologiques,
comme la protéolyse, I’adhérence ou la migration cellulaire (Figure 24). La plasmine est une
protéase a serine impliquée initialement dans la fibrinolyse. Elle est capable de dégrader de
nombreux composants de la MEC et peut également catalyser I'activation de nombreuses
métalloprotéinases (Noel et al. 1997; Andreasen et al. 2000). La conversion du plasminogéne
en plasmine est catalysee par des protéases a sérine, les activateurs du plasminogene (PA): le
type tissulaire (tPA) et le type urokinase (UPA) (Andreasen et al. 1997). Cette conversion
active la protéolyse péricellulaire et la migration cellulaire. L’activité de ces PA peut étre

inhibée par les PAI-1 et PAI-2 (Plasminogen Activator Inhibitor 1 and 2).

MEC
(vitronectine)

Intégrines

Plg
> Dégradation de composants
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PAI-2 < Plasmine Activation de pro-MMPs
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a2-antiplasmine croissance séquestrés

dans la matrice (VEGF, FGF)
Activation du TGF(

Plg Plasmine

Figure 24 : Representation schématique du systeme plasminogene (Plg)/plasmine.
(image réalisée par C. Maillard).
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Malgré son role d’inhibiteur de I’activation du plasminogene en plasmine, PAI-1 posséde
également un réle pro-tumoral. En effet, de nombreuses études démontrent qu’un taux élevé
de PAI-1 est un marqueur de mauvais pronostic dans de nombreux types de cancers (Sidenius
and Blasi, 2003)(Duffy & Duggan 2004; Harbeck et al. 2004; Hildenbrand et al. 2009).
D’autres études ont par ailleurs montré que PAI-1 est important voire essentiel a
I’angiogenése et I’invasion tumorale (Bajou et al. 1998; Bajou et al. 2001; Devy et al. 2002;
Maillard et al. 2005; Maillard et al. 2008; Bajou et al. 2008). De méme, un role de PAI-1 dans
la migration cellulaire a été montré. Méme si les génes du systeme plasminogéne ne sont pas a
proprement parlé des genes «mésenchymateux », ce systeme protéolytique est
particulierement activé dans les cellules mésenchymateuses dans les phénomeénes
physiologiques. De méme, dans I’invasion tumorale, le systéme plasmine, ainsi que d’autres
systemes protéolytiques comme celui des MMPs, sont particulierement importants dans les
cellules stromales de I’héte (fibroblastes, cellules inflammatoires, cellules endothéliales)
(Maillard et al. 2005; Bajou et al. 2008). Ainsi, PAI-1 est actuellement reconnu comme un
géne cible de la TEM (Moreno-Bueno et al. 2006; Fabre-Guillevin et al. 2008).

1.2.2. Résultats
1.2.2.1. L expression des membres du systéme plasminogéne est corrélée a I’expression de
SIP1 dans des lignées tumorales mammaires migratoires/invasives.

Comme pour la vimentine, nous avons analysé I’expression des membres du systeme
plasminogene/plasmine dans les différentes lignées tumorales mammaires utilisées
précédemment. Nos résultats obtenus par RT-PCR montrent que les ARNm de PAI-1, uPA et
UPAR, sont majoritairement synthétisés par les lignées invasives (Figure 25).

Ainsi, ces resultats nous ont permis d’établir une corrélation entre I’expression du facteur
de transcription SIP1, les membres du systeme plasminogéne, et I’expression d’un phénotype

invasif par les cellules tumorales mammaires.
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Figure 25: Les membres du systeme plasminogéne PAI-1, uPA et uPAR sont majoritairement
synthétisés par les lignées invasives. Analyses par RT-PCR de I’expression des ARNm codant pour
PAI-1, uPA, uPAR, SIP1, la vimentine, la cadhérine E et 28S dans différentes lignées tumorales
mammaires (T47D, MCF-7, MDA-MB-231, BT549, Hs578T).

1.2.2.2. SIP1 régule I’expression de PAI-1.

Au vu de la corrélation entre I’expression des membres du systeme plasminogéne et de
SIP1 dans les différentes lignees cellulaires mammaires, nous avons étudié leur régulation
potentielle par SIP1 dans des ligneées tumorales mammaires non-invasives, telles que les
MCF7 et les BT20.

Nous avons ainsi observé que la transfection transitoire de I’ADNc de SIP1 dans les
cellules BT20 et les MCF7 pendant 24h, 48h et 72h induit clairement I’expression de PAI-1
au niveau de ’ARNm (Figure 26A, B), tandis que SIP1 ne semble pas avoir d’effets sur

I’expression d’uPA et uPAR dans ce modéle (données non illustrées).
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Figure 26 : La transfection de SIP1 régule I’expression de PAI-1.

(A) Analyse par RT-PCR de I’expression de PAI-1 et de SIP1 dans des cellules BT20 et MCF7
transitoirement transfectées avec un plasmide contenant I’ADNc de SIP1 pendant 24h, 48h ou 72h. La
quantification des analyses par RT-PCR sur 3 expériences indépendantes est montrée. Les valeurs
obtenues pour PAI-1 et SIP1 ont été normalisées en fonction des valeurs du 28S. Les valeurs sont
exprimées en « Induction relative » dans des cellules transfectées avec I’ADNc SIP1 par rapport aux
cellules transfectées avec le vecteur contréle (p<0,05).

Inversement, nous avons analysé I’effet d’une inhibition de I’expression de SIP1 sur PAI-
1 en utilisant des stratégies d’ARN interférence sur des cellules tumorales mammaires
(BT549) exprimant PAI-1. Les résultats ont ainsi montré que cette diminution de SIP1

entraine egalement la diminution de I’expression de PAI-1 au niveau de I’ARNm (Figure
27A) et protéique (Figure 27B).
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Figure 27 : La transfection de siRNAs dirigés contre SIP1 diminue I’expression de PAI-1.

Les cellules BT549 ont été transfectées avec trois séquences de siRNA dirigées contre SIP1 (SIPsil,
SIPsi2, SIP1si3) et avec trois siRNAs contrdles (contl, cont2 et cont3). (A) Analyses par RT-PCR de
I’expression de PAI-1 et de SIP1 dans des cellules transfectées avec les siRNAs SIP1 et les siRNAs
contréles. La quantification des analyses par RT-PCR sur 3 expériences indépendantes est montrée.
Les valeurs obtenues pour PAI-1 ont été normalisées en fonction des valeurs du 28S. Les valeurs sont
exprimées en « Induction relative » dans des cellules transfectées avec les siRNAs SIP1 par rapport
aux cellules transfectées avec les siRNAs contrbles (p<0,05). (B) Analyses par « ELISA» de
I’expression de PAI-1 dans les cellules BT549 transfectées avec les siRNAs SIP1 ou les siRNAs
controles.

1.2.3. Conclusions
Au point 2, nous avons observé que:

= |’expression de SIP1 est corrélée a I’expression de PAI-1, uPA et uPAR dans les lignées
tumorales mammaires invasives.

= |atransfection de I’ADNCc de SIP1 augmente I’expression de PAI-1 au niveau de I’ARNmM
dans les cellules BT20 et MCF7.

= la transfection de siRNAs dirigés contre SIP1, diminue I’expression de PAI-1 au niveau
de I’ARNmM et de la proteine dans les cellules BT549.
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1.3. Discussion

Dans leur ensemble, les données de la premiere partie démontrent que SIP1 peut réguler
positivement I’expression de génes, tels que la vimentine ou certains membres du systéeme
plasminogene/plasmine impliqués dans les processus de TEM associés a la migration et

I’invasion de cellules épithéliales tumorales.

Association entre I’expression de SIP1 et des propriétés invasives élevées.

En comparant plusieurs lignées tumorales mammaires humaines présentant des degres
d’invasivité différents, nous avons observé une corrélation nette entre I’expression de la
vimentine, I’absence de la cadhérine E et I’expression des facteurs de transcripii€inl,
SIP1 et Slug dans les lignées invasives. L’utilisation d’un test de migration dynamique en 2
dimensions avec les cellules mammaires MCF10A a également permis de démontrer que SIP1
est induite spécifiguement dans les cellules migratoires qui présentent une expression de novo
de la vimentine et une diminution d’expression de la cadhérine E (Gilles et al. 1999). Les
facteurs Snail, Slug et SEF1 sont exprings aussi bien dans la sous -population migratoire que
dans la sous-population stationnaire.

Parmi les 4 facteurs de transcription de la TEM examinés dans nos modeles, I’expression
de SIP1 apparait la plus nettement associée aux propriétés migratoires et invasives de cellules
mammaires, a une faible expression de la cadhérine E et a une expression accrue de la
vimentine. En accord avec ces résultats, des études plus récentes ont montré une expression
accrue de SIP1 en I’absence d’expression de la cadhérine E dans les lignées tumorales
mammaires invasives, y compris celles utilisées dans notre travail (Lacroix & Leclercq 2004;
Lombaerts et al. 2006; Gregory et al. 2008; Beltran et al. 2008; Park et al. 2008b), ainsi que
dans d’autres types de lignees cellulaires invasives (Comijn et al. 2001; Miyoshi et al. 2004;
Taki et al. 2006; Sayan et al. 2009). Dans certains de ces modeles de lignées tumorales, une
corrélation entre I’expression de SIP1 et celle de la vimentine a également été rapportée
comme dans des lignées tumorales mammaires (Lombaerts et al. 2006) et dans des cellules de
carcinome éepidermoide de phénotype mésenchymateux (Taki et al. 2006). Une autre étude
comparant I’expression de SIP1 dans 90 lignées cellulaires humaines établies a partir de 9
types de cancers, y compris des cancers mammaires, a clairement montré une association
inverse entre I’expression de SIP1 et le rapport d’expression cadhérine E/vimentine dans ces
lignées (Park et al. 2008b). Allant dans le méme sens, une corrélation inverse entre

I’expression de SIP1 et de la cadhérine E a été observée in vivo dans le cancer ovarien
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(Yoshihara et al. 2009), gastrique (Rosivatz et al. 2002), pancréatique (Imamichi et al. 2007),
rénal (Nakada et al. 2008) et épidermoide (Maeda et al. 2005). Dans le cas du cancer rénal a
cellules claires, I’expression de SIP1 est, de plus, directement corrélée a I’expression de la
vimentine (Nakada et al. 2008).

Méme si I’expression des facteurs de trancriptidiEF1 et Slug n’est pas asso€i € auX
propriétés de TEM dans notre modele de migration, elle I’est dans les lignées tumorales
mammaires. Ces résultats sont en accord avec de nombreuses études rapportant également une
corrélation inverse entre I’expression de ces facteurs de transcription et I’expression de la
cadhérine E dans des lignées épithéliales tumorales de diverses origines y compris des lignées
tumorales mammaires (SEF1 (Ohira et al. 2003; Eger et al. 2005; Taki et al. 2006; Gregory et
al. 2008; Park et al. 2008b; Sayan et al. 2009; Li et al. 2009) et Slug (Hajra et al. 2002;
Lombaerts et al. 2006)). Dans certains de ces systemes cellulaires, une association a
également été etablie entre I’expression de ces facteurs de transcription et celle de la
vimentine (Taki et al. 2006) (Lombaerts et al. 2006; Park et al. 2008b; Li et al. 2009). De
telles corrélations ont également été observées in vivo sur des biopsies de cancers de diverses
origines. Ainsi, I’expression de Slug a été inversement corrélée a I’expression de la cadhérine
E dans le cancer mammaire (Prasad et al. 2009), ovarien (Elloul et al. 2005), gastrique
(Castro et al. 2007), et hépatocellulaire (Giannelli et al. 2005), ainsi que dans le carcinome a
cellules squameuses cesophagiennes (Uchikado et al. 2005). L’expression accrue de 6EF1,
quant a elle, corréle avec la perte d’expression de la cadhérine E dans le cancer de
I’endometre (Singh et al. 2008) et du poumon (Dohadwala et al. 2006).

Contrairement aux ARNm de 6EF1, SIPI et Slug, nous avon€técté I’ARNm de Snail
dans toutes les lignées tumorales mammaires que nous avons étudiées, indépendemment de
leur degré d’invasivite, de I’expression de la cadhérine E ou de la vimentine. Ces résultats
sont contradictoires avec bon nombre de données de la littérature montrant une corrélation
inverse entre I’expression de Snail et I’expression de la cadhérine E dans des lignées
épithéliales tumorales de diverses origines, y compris des lignées tumorales mammaires
(Batlle et al. 2000; Cano et al. 2000; Yokoyama et al. 2001; Poser et al. 2001; Jiao et al.
2002; Miyoshi et al. 2004; Taki et al. 2006; Come et al. 2006; Beltran et al. 2008). De plus,
une expression accrue de Snail, accompagneée de la perte d’expression de la cadhérine E, a
également été montrée dans un nombre considérable de types de cancers humains, notamment
des cancers mammaires (Cheng et al. 2001; Blanco et al. 2002; Zhou et al. 2004; Elloul et al.
2005), ovariens (Yoshida et al. 2009), gastriques (Rosivatz et al. 2002), du colon (Pena et al.
2005; Pena et al. 2006), de I'utérus (Blechschmidt et al. 2007), et hépatocellulaires
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(Sugimachi et al. 2003). Néanmoins, en accord avec nos résultats, deux études comparant
entre autres I’expression de Snail dans un grand nombre de lignées tumorales mammaires (y
compris celles utilisées dans notre travail), ont clairement montré une expression relativement
ubiquitaire de Snail indépendemment de I’expression de la cadhérine E et de la vimentine
(Hajra et al. 2002; Lombaerts et al. 2006). L’expression endogene de Snail, dans un contexte
cellulaire donné, pourrait donc ne pas suffire a inhiber la cadhérine E et induire des propriétés
invasives. Il faut également mentionner que les études citées ci-dessus, y compris la nétre, ont
examiné la présence de Snail au niveau de I’ARNm. Or, des études récentes impliquent de
nombreuses régulations post-transcriptionnelles de Snail. Une discordance entre la présence

de ’ARNm et de la protéine ne peut donc étre exclue.

Dans le deuxiéme chapitre, nous avons également examiné I’expression des membres du
systeme plasminogene dans les mémes lignées tumorales mammaires, ce qui nous a permis
d’établir une corrélation entre I’expression du facteur de transcription SIP1, des membres du
systeme plasminogene PAI-1, uPA et uPAR, et I’expression d’un phénotype invasif
caractéristique d’une TEM par les cellules tumorales mammaires. En accord avec nos
résultats, une autre étude a également démontrée que I’expression de PAI-1 et de uPA est
corrélée a la TEM dans des lignées tumorales mammaires, y compris celles utilisées dans
notre travail (Lombaerts et al. 2006). Ces données sont en accord avec bon nombre d’études
montrant I’implication des composants du systeme plasminogéne dans la progression
tumorale (Binder & Mihaly 2008; Duffy et al. 2008) y compris la TEM (Friedl 2004; Malo et
al. 2006; Santibanez 2006; Wilkins-Port & Higgins 2007; Yoshino et al. 2007). De plus,
I’expression de PAI-1 est corrélée a un mauvais pronostic et aux métastases (Harbeck et al.
2004; Biermann et al. 2008).

Les données de la littérature associées a nos résultats nous permettent d’établir une
relation entre I’expression du facteur de transcription SIP1 et I’expression d’un phénotype
migratoire et invasif par les cellules tumorales, et suggérent un réle de ce facteur dans le

contréle de genes associes a la migration et a I’invasion des cellules tumorales.

Induction de la vimentine et de PAI-1 par SIP1.

Au vu de la corrélation entre I’expression de la vimentine et des membres du systeme
plasminogéne, et I’expression de SIP1 dans les différentes lignées cellulaires, nous avons
étudié la régulation potentielle de la vimentine et de ces membres du systéme plasminogéne
par SIP1.
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En ce qui concerne la régulation de la vimentine par SIP1, nous avons montré que la
transfection de I’ADNc de SIP1 dans les cellules MCF10A accroit I’expression de la
vimentine au niveau de ’ARNm et de la protéine. Cela s’accompagne également d’une
augmentation des capacités migratoires des cellules. Inversement, I’expression de shRNAs
dirigés contre SIP1 dans les cellules MCF10A, diminue clairement I’expression de la
vimentine ainsi que leurs propriétés migratoires. Consolidant ces données, une diminution de
I’expression de la vimentine suivant une transfection de siRNAs SIP1 a également éte
rapportée dans des cellules tumorales mammaires BT549.

En ce qui concerne les membres du systeme plasminogene, la transfection de I’ADNc de
SIP1 dans les cellules tumorales mammaires MCF7 et BT20 accroit I’expression de PAI-1 au
niveau de ’ARNm. Inversement, une diminution de I’expression de PAI-1, en plus de la
diminution de I’expression de la vimentine, suite a une transfection de siRNAs SIP1, a

également été rapportée dans les cellules tumorales mammaires invasives BT549.

Au moment ou nous avons entamé ce travail, I’implication de SIP1 dans des phénomeénes
de TEM associés a I’invasion des cellules tumorales était plus particulierement attribuée a ses
capacités de reprimer la cadhérine E, comme montré dans les cellules MDCK et dans des
cellules de carcinomes hépatocellulaires et épidermoides du colon transfectés avec SIP1.
(Comijn et al. 2001; Miyoshi et al. 2004; Vandewalle et al. 2005). En accord avec ces
données, une répression de la cadhérine E par SIP1 est également observée dans nos systemes
cellulaires. D’une maniere genérale, la répression de la cadhérine E a été le premier
mécanisme de régulation décrit pour tous les membres des familles Snail et ZEB (Peinado et
al. 2007). L’expression exogene de ces facteurs dans divers systemes cellulaires épithéliaux
favorise en effet des processus de TEM caractérisés par une réduction de I’expression de la
cadhérine E, et par un accroissement des propriétés migratoires/invasives (Cano et al. 2000;
Hajra et al. 2002; Nieto 2002; Come et al. 2004; Peinado et al. 2004c; Eger et al. 2005;
Peinado et al. 2007). Néanmoins, la cadhérine E n’apparait pas aujourd’hui comme I’unique
cible de ces facteurs de transcription. Ainsi, la liste des génes cibles de ces facteurs ne cesse
d’augmenter et inclut d’autres molécules de contacts intercellulaires, ainsi que des genes
caractérisant un phénotype mesenchymateux (voir introduction p35). Plus spécifiquement en
ce qui concerne SIP1, une répression de la claudine-4 et de ZO3 au niveau des jonctions
serrées, et de la plakophiline-2 au niveau des desmosomes a été démontrée dans des cellules
MDCK surexprimant SIP1 (Vandewalle et al. 2005). De plus, la TEM induite par SIP1 dans

des cellules de carcinomes hépatocellulaires et épidermoides du colon est également associee
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a une expression accrue de la cadhérine N et d’isoformes mésenchymateuses de p120ctn
(Vandewalle et al. 2005), ainsi que de certains membres de la famille des MMPs (MT1-MMP,
MMP-1 et MMP-2) (Miyoshi et al. 2004). La régulation de la vimentine et de PAI-1 par SIP1
n’avait jamais été documentée auparavant. Depuis la publication de notre manuscrit (Bindels
et al. 2006), la régulation de la vimentine par SIP1, associée a une augmentation des
propriétés SIP1 a été également décrite dans d’autres modeles cellulaires tumoraux (Mejlvang
et al. 2007; Ohta et al. 2009; Isohata et al. 2009) (Taki et al. 2006). En accord avec nos
résultats concernant la régulation de PAI-1 par SIP1, une regulation de PAI-1 par Snail a
également été rapportée. Ainsi, la surexpression de Snail et Slug dans des cellules MDCK
(canine kidney epithelial cells) méne a une surexpression de PAI-1 (Moreno-Bueno et al.
2006), et dans des cellules tumorales mammaires MDA-MB-231, I’inhibition de Snail
diminue I’expression du transcrit PAI-1 (Fabre-Guillevin et al. 2008).

Il est important de noter que la régulation positive de PAI-1 et de SIP1 a été observée dans
des lignées cellulaires différentes. Ainsi, aucune régulation de la vimentine n’a été observée
dans les lignées cellulaires MCF7 et BT20 transfectées par SIP1, et aucune régulation de PAI-
1 n’a été observée dans les MCF10A transfectées par SIP1, méme si une tendance non
significative a été observée. Ces données suggérent que la régulation de la vimentine et de
PAI-1 par SIP1 implique différents mécanismes. Le fond génétique des lignées influence donc
probablement ces régulations et atteste de I’importance de co-facteurs dans de telles
régulations. Ainsi, dans ces cellules, la vimentine ne serait pas une cible de SIP1 et/ou les co-

régulateurs nécessaires a son activation seraient absents dans ces cellules.

Mécanismes de régulation de la vimentine et de PAI-1 par SIP1.

Les mécanismes impliqués dans la régulation de la vimentine et de PAI-1 par le facteur de
transcription SIP1 sont encore méconnus. SIP1 a initialement été décrit comme répresseur
transcriptionnel réprimant I’expression de ses genes cibles par fixation directe d’éléments
bipartite composés d’une séquence 5’-CACCT-3’, et d’une séquence 5’CACCTG-3’
(Remacle et al. 1999).

En ce qui concerne la régulation de la vimentine par SIP1, nous avons ainsi investigue la
possibilité d’une régulation via la voie caténine-B. Compte tenu de 1’effetépressif de SIP1
sur la cadhérine E (Comijn et al. 2001; van Grunsven et al. 2003), il était en effet logique de
penser que I’induction de la vimentine par SIP1 pourrait dépendre de I’activation de la voie
caténine-p/TCF. Bien que ce ne soit pas toujours le cas, une exprédsiba de la

cadhérine E peut favoriser la translocation de la caténine-f dans le noyaw dl peut
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déclencher la transcription de plusieurs genes cibles par fixation aux membres des facteurs de
transcription de la famille TCF/LEF (Hecht & Kemler 2000; Giles et al. 2003). En outre, des
données du laboratoire ont montré que la vimentine est une cible de la voie caténine-p/TCF
(Gilles et al. 2003). Toutefois, nos résultats suggerent plutét que la voie caténine-p/TCF n’est
pas activée suite a la transfection de SIP1, comme également observé par Comijn et al. (2001)
dans des cellules MDCK. En effet, la transfection de I’ADNc de SIP1 dans des cellules
MCF10A ne mene pas a I’accroissement de I’activité du systéme rapporteur TOP-FLASH,
bien qu’il active le promoteur de la vimentine. De plus, en accord avec nos résultats TOP-
FLASH, nous n’avons pas observé d’accumulation de la caténine-B nucaire dans des
cellules MCF10A transfectées avec SIP1. Il est également a noter qu’une diminution de
I’expression de SIP1 par des siRNAs dans des cellules BT549, n’exprimant pas de cadhérine
E, peut également moduler I’expression de la vimentine. Dans I’ensemble, ces donnees
suggerent donc que la régulation de la vimentine par SIP1 est indépendante de I’influence de
SIP1 sur la cadhérine E et de I’activation de la voie de la caténine-f. La régulation positive de
la vimentine par SIP1 impliquerait donc un autre mécanisme que nous n’avons pas encore
identifié et qui pourrait impliquer d’autres voies de transcription.

Dans ce sens, des études ont montré que certains facteurs de transcription de la famille
Ets, ainsi que AP-1, contribuent a la régulation de la vimentine dans des cellules tumorales
épithéliales (Pieper et al. 1992; Sommers et al. 1994b; Chen et al. 1996). En accord avec ces
donnees, une association a également été observée entre I’expression de Ets-1 et I’expression
de la vimentine dans les lignées tumorales mammaires (Gilles et al. 1997). Ainsi, des données
postérieures a notre étude suggerent une implication de Ets-1 dans I’induction de I’expression
de la MMP-2 par SIP1 (Taki et al. 2006). Ce mécanisme semble également étre utilisé par
d’autres facteurs de transcription de la famille Snail. Ainsi, le facteur Snail peut induire
I’expression de la MMP-2 et de la MMP-9 via I’augmentation de I’expression des membres
de la famille Ets (Ets-1 ou Sp-1) (Jorda et al. 2005; Taki et al. 2006). Toutefois, la régulation
de la vimentine par ces facteurs de transcription ferait intervenir d’autres facteurs (Taki et al.
2006). Ainsi, I’expression de la vimentine n’est pas induite par Ets-1 dans les cellules de
carcinome épidermoide, méme si SIP1 est capable d’induire I’expression de Ets-1 dans ces
cellules (Taki et al. 2006).

D’autres facteurs de transcription pourraient également étre impliqués. Ainsi, il a été
montré que la perte de la cadhérine E mene a une régulation positive de I’activité de NF-xB
(Kuphal et al. 2004). Par ailleurs, une autre etude montre que I’activité de NF-kB peut induire
I’expression de PAI-1 (Hou et al. 2004). De plus, Munshi et al. (2002) ont observé que
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I’expression de novo de la cadhérine E méne a une expression réduite de PAI-1 (Munshi et al.
2002). La vimentine possede également un site de fixation pour NF-kB, et uneétude récente
montre I'implication de NF-kB dans I’induction de la vimentine par le TGFp (Zhang et al.
2009a). De ce fait, un schéma de régulation pourrait étre proposé dans lequel SIP1,
diminuerait I’expression de la cadhérine E, augmentant ainsi I’activité de NF-xB et menanta
une expression accrue de PAI-1 et de la vimentine.

Ainsi, SIP1 apparait réguler positivement bon nombre de facteurs de transcription qui
pourraient eux-mémes étre impliqués dans la régulation de genes cibles de la TEM, comme la
vimentine et PAI-1. Il est difficile néanmoins d’imaginer que de telles régulations positives
soient toutes médiées par un mécanisme indirect impliquant une action répressive de SIP1.

De plus en plus d’études récentes démontrent dans ce sens que dEF1, 1’autre membre de la
famille ZEB, peut agir directement en tant qu’activateur transcriptionnel en se liant aux
mémes sequences « E-box ». C’est le recrutement des coactivateurs de transcription
p300/pCAF qui causerait un déplacement du corépresseur CtBP, menant ainsi a une
régulation positive, comme cela a été montré pour I’activation du récepteur a la vitamine D
(Lazarova et al. 2001; Pena et al. 2006), de I’ovalbumine (Chamberlain & Sanders 1999) et
de la a-SMA (Smooth Muscle Actin) (Nishimura et al. 2006). Le mécanisme moléculaire qui
détermine le choix entre la répression et I’activation pardEF1 n’est pas connua ce jour, mais
le niveau d’expression des co-régulateurs CtBP et p300 apparait étre responsable en partie, du
statut répresseur ou activateur d&EF1. Ce r@canisme pourrait également impliquer des
modifications post-transcriptionnelles dépendantes du type cellulaire. En effet, des formes
hyper- et hypo-phosphorylées dedE F1 ont été observées dans des lignées cellulaires
différentes. L’expression differentielle de ces deux formes pourrait contribuer & des activités
transcriptionnelles spécifiques (Costantino et al. 2002). La phosphorylation pourrait en outre
modifier la capacité d&F1 d’interagir avec certains @@resseurs ou coactivateurs,
(Vandewalle et al. 2009). Dans ce contexte, il est important de noter qu’Allan et al. (2005)
suggeérent que les motifs « E-box » dans le promoteur de PAI-1 pourraient agir en tant que
plateforme pour le recrutement de régulateurs négatifs et positifs de I’expression de PAI-1
(Allen et al. 2005). Ainsi, la possibilite que SIP1 puisse directement lier et activer le
promoteur de la vimentine et de PAI-1 ne peut pas étre exclue. Le promoteur de PAI-1
possede des motifs « E-box » bipartite consensus reconnu par SIP1. Un tel élément bipartite
n’a pas été trouvé dans la séquence du promoteur de la vimentine ou SIP1 pourrait se fixer a

un motif simple CACCT ou a un autre motif similaire.
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Il apparait donc que SIP1 peut intervenir positivement dans la régulation de genes, tels
que la vimentine et PAI-1, impliqués dans les processus de TEM associés a la migration et
I’invasion de cellules épithéliales tumorales, alors que les données de la littérature le décrivent
essentiellement comme un répresseur (Comijn et al. 2001). Les donnees montrent par ailleurs
que cette régulation n’implique pas nécessairement I’activation de la voie de la caténine-p en
ce qui concerne la régulation de la vimentine, comme le laissait supposer la capacité de SIP1 a

réprimer la cadhérine E.
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Il. Influence de SIP1 sur I’invasion et la dissémination

métastatique in vivo

11.1. Introduction

Les données de la littérature ainsi que celles obtenues dans la premiére partie du travail
montrent que SIP1 peut réguler I’expression de genes impliqués dans I’invasion tumorale et
favorise la migration dans de nombreux systemes in vitro. Des données obtenues sur des
biopsies tumorales humaines, détaillées dans I’introduction (p 37-39), ont clairement montré
une surexpression des facteurs Snail et ZEB dans divers types de cancers. Néanmoins, leur
implication fonctionnelle dans le processus metastatique in vivo est encore peu détaillée. Nous
avons des lors entrepris d’examiner I’implication fonctionnelle de SIP1 dans la progression
métastatique in vivo en souris. Pour ce faire, nous avons utilisé un systéme d’imagerie in vivo
sur petits animaux (Xenogen, IVIS 200). Cet appareil permet de détecter, sur des petits
animaux vivants anesthesies, les signaux luminescents générés par I’oxydation de la luciférine
par la luciférase. Dés lors, en injectant en souris, des cellules exprimant la luciférase, il est
possible de visualiser avec cet équipement la formation et la croissance de la tumeur primaire,

mais aussi la formation de métastases dans différents organes (poumons, foie, rein,...).

11.2. Résultats
I1.2.1. Injection sous-cutanée de cellules stablement transfectées avec I’ADNc de SIP1 en
souris immunodéficientes

Dans un premier temps, nous avons transfecté de maniére stable des cellules tumorales
mammaires a faible potentiel métastatique (BT20) avec un vecteur d’expression pour la
luciférase. Ensuite, nous avons réalisé des transfections stables de I’ADNc de SIP1 dans un
clone de BT20 exprimant fortement la luciférase (Figure 28A). Lors de nos premieres
experiences, des injections sous-cutanées ont eté réalisées dans le flanc de souris
immunodéficientes avec les cellules transfectees. L’évolution de la formation de métastases a
été évaluée en visualisant les souris in toto périodiquement sur I’appareil d’imagerie. Lorsque
des « signaux internes » ont été visualisés in toto, les souris on €té sacrifiées. Les organes ont

également été analysés sur I’appareil d’imagerie (Figure 28B).
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Figure 28 : SIP1 influence la progression métastatique en souris immunodéficientes.

(A) Analyse par RT-PCR de I’expression de SIP1 dans des cellules BT20 transfectées de maniére
stable avec un vecteur d’expression pour I’ADNc de SIP1. (B) Analyse de la dissémination
métastatique dans des souris immunodéficientes, suite a des injections sous cutanées des cellules
transfectées en A. L’analyse du potentiel métastatique est réalisée sur un appareil d’imagerie in vivo
sur petits animaux (IVIS 200, Xenogen, Caliper) en utilisant des cellules exprimant stablement un
géne rapporteur luciférase. En haut: visualisation des souris in toto. Les « signaux internes » attestant
de la présence de cellules tumorales en dehors des sites d’injection sont entourés. En bas:
visualisation des organes internes apres dissection. Re=reins, O=ovaires, F=foie, I=intestins,
P=poumon, Ra=rate.

La quantification du potentiel métastatique a été réalisée en attribuant un score
correspondant a I’intensité de luminescence lue pour chaque organe (Figure 29A). La
présence de métastases dans les différents organes est ensuite confirmée par analyses
histologiques (Figure 29B).
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Figure 29 : SIP1 influence la progression métastatique en souris immunodéficientes.

(A) La quantification du potentiel métastatique est réalisée en attribuant un score correspondant a
I’intensité de la luminescence lue pour chaque organe. (B) Coupes histologiques et colorations H-E
réalisées dans les différents organes. T : Cellules tumorales.

Les résultats ont permis de montrer une augmentation du potentiel métastatique des
cellules transfectées par SIP1, particulierement au niveau du foie, de la rate et de I’intestin
(Figure 29A). Nous n’avons pas observe de différences au niveau de la croissance tumorale
(données non présentées).

En observant les coupes histologiques, nous avons remarqué que les tumeurs secondaires
se trouvent rarement dans les organes et qu’elles sont plutdt accolées aux organes. Cette

observation laisse suggérer que dans notre modeéle, les cellules tumorales, une fois injectées
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en sous-cutané dans les deux flancs de la souris, ne disséminent pas par voie systémique, mais
directement de proche-en-proche, a travers le péritoine, vers les organes de I’abdomen. Afin
de limiter ce phénomeéne, nous avons injecté les cellules tumorales a un niveau plus dorsal.
Les résultats, suite a cette injection, nous ont également permis de montrer une augmentation
du potentiel métastatique des cellules transfectées par SIP1. Les métastases ont néanmoins été
essentiellement observées au niveau du poumon, plaidant en faveur de I’implication d’une

dissemination systémique des cellules tumorales (Figure 30).

Cont

SIP1

Figure 30 : SIP1 influence la progression métastatique en souris immunodéficientes.

(A) Analyse du potentiel métastatique par visualisation des organes internes apres dissection dans les
souris 1 a 4 du groupe contrdle (Cont) ou dans les souris 1-4 du groupe de souris injectées avec les
transfectants SIP1 (SIP1). L’organe entouré est le poumon. (B) Analyse immunohistochimique du Ki-
67 dans une coupe de poumon d’une souris injectée avec les transfectants SIP1. T: Cellules
tumorales.
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De maniere intéressante, nous avons également observé une augmentation de la croissance
tumorale chez les souris injectées avec les transfectants SIP1 par rapport au contréle (Figure
31). Une telle augmentation de la croissance tumorale n’avait pas été observée lors des

injections au niveau des flancs des souris.
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Figure 31 : SIP1 favorise la croissance tumorale.
Analyse du volume tumoral des tumeurs chez les souris contr6le (Cont) et les souris injectées avec les
transfectants SIP1 (SIP1).
[11.2.2.2. Injection sous-cutanée de cellules transfectées avec des si/shRNAs SIP1

Nous avons également utilisé la stratégie d’interférence a I’ARN afin d’évaluer I’impact
d’une regulation négative de SIP1 dans des cellules invasives sur leur potentiel métastatique.
Dans un premier temps, nous avons utilisé la lignée de mélanome murine B16F10 que nous
avons transfectée avec le géne de la luciférase. Contrairement aux lignées humaines, cette
lignée murine représente un modele tres court et trés rapide de la progression métastatique. La
formation de métastases est en effet observable des la deuxieme semaine apres injection sous-
cutanée permettant ainsi d’évaluer I’influence de SIP1 sur le comportement métastatique en
transfectant des sequences de siRNA in vitro avant I’injection en souris. La formation de
métastases a eté évaluée dans des souris C57BL/6. L’évolution de la croissance tumorale et de
la dissémination métastatique a été suivie de maniere hebdomadaire a I’aide de I’appareil
d’imagerie. Nos premiers résultats obtenus avec le modele de B16F10 montrent une tendance
a une diminution du nombre de métastases suite a la transfection des siRNAs SIP1 (Figure
32).
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Néanmoins, la reproductibilité des résultats ne s’est pas avérée satisfaisante. Nous avons
alors envisagé la technologie des shRNAs afin d’obtenir une répression stable et durable de
SIP1. Ainsi, nous avons généré une lignée tumorale mammaire humaine a fort potentiel
métastatigue (MDA-MB-435) exprimant la luciférase. Cette lignée a été transfectée de
maniére stable par des constructions plasmidiennes « Sure Silencing » (SABiosciences,
Frederick, MD, USA) exprimant des séquences de shRNA, afin d’évaluer I’impact d’une
inhibition stable de SIP1 sur leur potentiel métastatique. Malheureusement, nous n’avons pu
obtenir de clones présentant une inhibition satisfaisante de SIP1. Ces expériences sont donc

toujours en cours.

A

SIP1si

[ Cont

SIP1

28S

Figure 32 : SIP1si influence la progression métastatique de cellules B16F10 en souris C57BI/6. (A)
Analyse par RT-PCR de I’expression de SIP1 dans des cellules B16F10 transfectées avec des siRNAs
SIP1. (B) Analyse de la dissémination métastatique dans des souris C57BL/6, suite a des injections
sous cutanées des cellules B16F10 transfectées en A. L’analyse du potentiel métastatique est réalisée
sur un appareil d’imagerie in vivo sur petits animaux (IVIS 200, Xenogen, Caliper), en utilisant des
cellules exprimant stablement un géne rapporteur luciférase.
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111.2.3. Conclusions et discussion

Les résultats obtenus a ce jour, toujours préliminaires, nous ont permis de montrer une
augmentation du potentiel métastatique ainsi que de la croissance tumorale des cellules
tumorales mammaires transfectées par SIP1.

Ces résultats sont en accord avec d’autres études également réalisées in vivo dans des
modeles d’animaux qui montrent une implication des autres facteurs de transcription a doigt
de zinc dans la progression tumorale. Ainsi, une surexpression de Snail dans des MDCK
(Peinado et al. 2004b) et des cellules tumorales ovariennes (Kurrey et al. 2005), accroit la
croissance tumorale apres injection sous-cutanée en souris immunodéficientes. Dans le cas
des cellules tumorales ovariennes surexprimant Snail, on observe, de plus, un accroissement
du nombre de métastases. Par ailleurs, des cellules tumorales pancréatiques transfectées avec
Snail produisent plus de métastases que des cellules non-transfectées apres injection
orthotopique dans le pancréas de souris nude (Yin et al. 2007). A I’inverse, la suppression de
I’expression de Snail dans la lignée tumorale mammaire invasive MDA-MB-231 (Olmeda et
al. 2007b), ainsi que dans des cellules tumorales de carcinome épidermoide murin (Olmeda et
al. 2007a), diminue considérablement la croissance tumorale apres injection en sous-cutanée.
De plus, I’injection intra-tumorale de siRNAs dirigés contre Snail inhibe la croissance
tumorale ainsi que la formation de métastases de cellules de mélanome (B16F10) chez la
souris (Kudo-Saito et al. 2009).

Des données similaires ont été obtenues avec Slug. Ainsi, sa surexpression dans des
cellules tumorales pulmonaires (Shih et al. 2005) et ovariennes (Kurrey et al. 2005) accroit la
croissance tumorale chez la souris. L’inhibition de Slug dans des cellules de neuroblastomes
diminue leur capacité métastatique apreés injection intra veineuse en souris (Vitali et al. 2008).

A ce jour, une seule étude in vivo en souris a €té publiée concernant I’implication des
facteurs ZEB dans la formation des métastases. Ainsi, Spaderna et al (2008) ont montré que la
suppression de SEF1 inhibe la dis¢émination métastatique des cellules tumorales colorectales
injectées de maniére intrasplénique ou intraveineuse dans des souris nude (Spaderna et al.
2008). Aucune donnée a ce jour ne documente le role de SIP1 sur la progression métastatique
en modeles animaux. Comme pour tous les autres répresseurs de la cadhérine E, une
expression accrue de SIP1 a été observée dans des biopsies de nombreux types de cancers
humains, y compris le cancer mammaire, indiquant sa relevance physiopathologique
(Rosivatz et al. 2002; Elloul et al. 2005; Maeda et al. 2005; Imamichi et al. 2007; Nakada et
al. 2008; Sayan et al. 2009; Yoshihara et al. 2009; Yoshida et al. 2009; Miura et al. 2009).

Bien qu’une expression accrue de SIP1 a été corrélée a la dédifférenciation de la tumeur dans
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le cancer ovarien (Yoshida et al. 2009) et pancréatique (Imamichi et al. 2007), SIP1 est le seul
facteur des familles Snail et ZEB qui n’a pas encore été associé significativement au grade de
la tumeur ainsi qu’a la dissemination métastatique in vivo.

Dans les modeles de souris détaillés ci-dessus, y compris le nétre, les facteurs Snail et
ZEB favorisent la croissance tumorale. Ces données in vivo vont apparemment a I’encontre de
données in vitro qui démontrent une inhibition de la prolifération par ces facteurs (Vega et al.
2004; Barrallo-Gimeno & Nieto 2005; Park et al. 2005; Turner et al. 2006; Mejlvang et al.
2007). 1l est probable que le contexte «in vivo » génere d’autres stimuli et implique d’autres
mécanismes qui pourraient favoriser la croissance tumorale, tels que I’angiogenese. Ainsi, une
angiogenése plus développée a été observée dans les tumeurs primaires formées par des
cellules surexprimant Snail ou Slug par rapport aux tumeurs formées par les cellules contréles
(Peinado et al. 2004b; Shih et al. 2005; Olmeda et al. 2007a; Olmeda et al. 2007b). Les
facteurs angiogénes impliqués dans ce processus d’angiogenése in vivo n’ont pas encore éeté
déterminés. Néanmoins, in vitro, Snail apparait réguler positivement certains facteurs pro-
angiogénes, notamment PAI-1 (Moreno-Bueno et al. 2006; Fabre-Guillevin et al. 2008), Ces
données sont en accord avec nos propres resultats montrant une surexpression de PAI-1 dans
les cellules BT20 transféctées avec SIP1. En outreEF1 est capable d’induire I’angiogerese
dans un systtme de CAM (membrane chorioallantoide) chez le poulet en réprimant
directement I’expression de SEM3F (Semaphorin 3F), un anti-angiogéne (Clarhaut et al.
2009).

Dans notre premier modele de souris, dans lequel nous avons injecté les cellules dans les
deux flancs des souris, nous avons observé que les cellules tumorales transfectées avec SIP1
donnent plutdt des métastases au niveau des organes tels que le foie, la rate et I’intestin,
plaidant en faveur d’une dissémination péritonéale. Nous n’avons pas pu observer de
métastases au niveau du poumon. En accord avec ces observations, une dissémination
péritonéale a été observée dans une autre étude pour des cellules tumorales ovariennes. Ainsi,
la dissémination métastatique des cellules tumorales ovariennes transfectées stablement avec
Slug ou Snail est également péritonéale et les organes atteints sont I’estomac, le foie et les
reins (Kurrey et al. 2005).

Dans I’ensemble, nos résultats obtenus in vivo chez les souris et les données de la

littérature, suggérent un réle fonctionnel des membres des facteurs Snail et ZEB dans la

croissance tumorale ainsi que dans la formation des métastases.
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I11. Fhit régule les capacités invasives des cellules tumorales

pulmonaires

I11.1. Introduction

En paralléle & I’étude sur SIP1, nous avons également collaboré avec le laboratoire
INSERM 903 de Reims pour I’étude de Fhit dans I’invasion et la TEM des cellules tumorales
pulmonaires, qui a fait I’objet d’un papier (Joannes et al. 2009). Les principaux résultats de
cette étude sont exposés ci-dessous.

Le gene Fhit (Fragile Histidine Triad) est localisé sur la région chromosomique 3p14.2
englobant le site fragile commun FRA3B sur environ 2 Mb du génome humain. Fhit code
pour un ARNm de 1,1kb et pour une protéine de 16,8 kDa constamment exprimée dans les
tissus épithéliaux (Ohta et al. 1996). In vitro, Fhit se comporte typiquement comme une
hydrolase diadénosine triphosphate (Ap3A), mais peu d’éléments sont connus sur son réle
physiologique (Barnes et al. 1996; Pekarsky et al. 2002). L’absence ou la diminution de
I’expression de Fhit peut étre la conséquence d’aberrations chromosomiques telles que des
délétions, la perte d’hétérozygotie, la méthylation du promoteur ou des transcrits anormaux,
qui sont autant d’événements communs a la plupart des cancers humains (Ishii et al. 2001;
Pekarsky et al. 2002; Huebner & Croce 2003). En fait, plusieurs études ont montré que Fhit
est inactivé dans des carcinomes touchant les poumons, le sein, I’cesophage, I’estomac, les
reins et le col de I'utérus (Ohta et al. 1996; Negrini et al. 1996; Sozzi et al. 1996; Ishii et al.
2001; Huebner & Croce 2003). En fait, plusieurs études ont montré que Fhit est inactivé dans
des carcinomes du poumon, du sein, de I’cesophage, de I’estomac, des reins et due col de
I’utérus (Ohta et al. 1996; Negrini et al. 1996; Sozzi et al. 1996; Ishii et al. 2001; Huebner &
Croce 2003). Depuis son identification en 1996 (Ohta et al. 1996), Fhit a été rapidement
proposé comme gene suppresseur de tumeur (Siprashvili et al. 1997; Ishii et al. 2001). Des
données obtenues in vitro, montrent, que Fhit induit I’apoptose par I’intermédiaire de caspases
et inhibe la prolifération (Siprashvili et al. 1997; Ji et al. 1999; Dumon et al. 2001; Roz et al.
2002; Cavazzoni et al. 2004; Campiglio et al. 2006). La présence de I’allele Fhit, sous forme
homozygote (Fhit +/+) en souris, réduit trés significativement la possibilité de développer des
tumeurs induites aprés traitement avec un carcinogéne, par rapport aux souris hétérozygotes
Fhit +/- (Fong et al, 2000). Par ailleurs, I’administration de vecteurs viraux exprimant Fhit
prévient le développement des tumeurs induites dans les souris Fhit +/- (Dumon et al. 2001).

De méme, les souris Fhit +/+ développent beaucoup moins fréquemment de tumeurs
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spontanées que les souris Fhit +/- et Fhit -/- (Zanessi et al., 2001). Les voies moléculaires
empruntées par Fhit pour jouer son role de suppresseur de tumeur ne sont pas clairement
définies. De facon intéressante, I’activité enzymatique de Fhit n’est pas indispensable, mais la
fixation a son substrat Ap3A semble étre nécessaire (Siprashvili et al. 1997; Pace et al. 1998;
Trapasso et al. 2003; Campiglio et al. 2006). En outre, I’expression réduite de Fhit a eté
corrélée a un faible taux de différenciation des tumeurs, a un grade histologique plus élevé, a
la présence de métastases ganglionnaires, a la présence de métastases a distance et a un
mauvais pronostic dans différents cancers, tels que les carcinomes de la langue, de I’estomac,
du colon, du col, du sein et des poumons (Huebner & Croce 2003; Nakata et al. 2006). Ces
données, qui montrent que I’inactivation de Fhit est associée a I’agressivité tumorale,
suggerent que Fhit peut jouer un rdle dans I’invasion des cellules tumorales.

Dans cette troisieme partie, nous avons examiné le role potentiel de Fhit au cours de
I’invasion tumorale, et particulierement, ses capacités a réguler des genes de la TEM

impliqués dans le phénotype invasif des cellules tumorales.

111.3.2. Résultats
111.3.2.1. La diminution de I’expression de Fhit est associée a I’invasion tumorale in vivo et in
vitro

Dans un premier temps, I’expression de I’ARNm de Fhit a été évaluée par RT-PCR dans
une série de cancers pulmonaires épidermoides. Nous avons ainsi observé que Fhit est
significativement moins exprimé dans les tissus tumoraux que dans les tissus normaux (Figure
33A). Nous avons également observé que I’expression de Fhit est significativement réduite
dans des tumeurs associées a des métastases ganglionaires (stade N1 et N2) comparées a des
tumeurs sans métastases ganglionaires (stade NO) (Figure 33B). Selon la classification TNM
(Tumeur, Nodule, Métastases), le niveau d’ARNmM de Fhit est également plus faible dans les
cancers épidermoides de grades Il/11l, que dans les carcinomes de grade | (Figure 33C). De
plus, les patients présentant un degré élevé de I’ARNm de Fhit ont une espérance de vie plus
longue que les patients avec un degré plus faible (données non illustrées). En outre, dans des
carcinomes épidermoides, une expression réduite de Fhit a été observée au front invasif et
dans des cellules tumorales infiltrant le stroma, comme demontré par immunohistochimie
(Figure 33D).
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Figure 33: La perte d’expression de Fhit est associée a I’agressivité des tumeurs dans les
carcinomes épidermoides de poumons. Analyse par RT-PCR de I’expression de I’ARNm de Fhit
normalisée sur base des valeurs du 28S dans des tissus normaux (N) et tumoraux (T) (A), en rapport
avec le développement des métastases ganglionaires (NO, N1 ou N2) (B), et en relation avec la
classification TNM (Tumeur-Nodule-Métastases) (C). *p<0,05; ***p<0,001. (D) Analyse
immunohistochimique de Fhit dans des tissus de carcinomes épidermoides. La membrane basale est
indiquée par des fleches et le front d’invasion est annoté par des tétes de fleches. Barre, 56um.

Afin d’examiner la relation entre I’expression de Fhit et les capacités invasives in vitro,
nous avons comparé les niveaux d’expression de Fhit (Figure 34A) dans diverses lignées
tumorales pulmonaires (HBE4-E6/E7, A549, Beas-2B, BZR et BZR-T33, NCI-H1299) et
mammaires (MCF-7, T47D, BT-20, MDA-MB-231, Hs578T), dont les capacités invasives
ont été déterminées par test en chambres de Boyden (Figure 34B). Par des analyses en
Western blotting, nous avons observé que Fhit n’est pas exprimé par les lignées cellulaires les
plus invasives (Hs578T, BEAS-2B, BZR, BZR-T33 et NCI-H1299).
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Figure 34 : La perte d’expression de Fhit est associée a I’invasion cellulaire in vitro.

(A) Analyses par « Western blotting » de Fhit dans les lignées cellulaires HBE4-E6/E7, A549, MCF7,
T47D, BT20, MDA-MB-231, Hs578T, BEAS-2B, BZR, BZR-T33 et NCI-H1299. La GAPDH est
analyseée comme contréle. (B) Analyses en chambre de Boyden réalisées sur les différentes lignées.
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111.3.2.2. Fhit régule la localisation subcellulaire de molécules d’adhérence

Afin d’explorer le réle potentiel de Fhit dans I’invasion des cellules tumorales, nous avons
choisi les cellules NCI-H1299 n’exprimant pas Fhit comme modeéle de cellules tumorales trés
invasives, et les cellules HBE4-E6/E7 exprimant Fhit comme modéle de cellules tumorales
faiblement invasives pour induire respectivement I’expression de Fhit par transfection stable
de I’ADNCc de Fhit ou I’inhiber par transfection transitoire de siRNAs dirigés contre Fhit.

D’abord, nous avons observé qu’une surexpression de Fhit dans les NCI-H1299 et qu’une
inhibition de Fhit dans les HBE4-E6/E7 induit des modifications morphologiques (Figure
35A). Les cellules NCI-H1299-Fhit montrent un phénotype plus cohésif et épithélial que les
cellules NCI-H1299-contrdles. Inversement, les cellules HBE4-E6/E7 transfectées avec les
siRNAs Fhit sont moins cohésives et montrent des extensions de type lamellipode,
caractéristique d’un phénotype migratoire, comparées aux cellules HBE4-E6/E7 transfectées
avec les SIRNA controles correspondant. De plus, nous avons démontré, par
immunohistochimie, que la modulation de I’expression de Fhit influence la localisation
subcellulaire de molécules impliquées dans les jonctions adhérentes et serrées (Figure 35B).
Nous observons ainsi une localisation préférentielle de I’occludine, ZO1, et de la caténine- a
la membrane cellulaire dans des cellules NCI-H1299-Fhit comparées aux cellules NCI-
H1299-contrdles qui présentent essentiellement une expression cytoplasmique de ces
molécules d’adhérence. La cadhérine E n’est pas exprimée par les cellules NCI-H1299 et
aucune modification n’a été observée quand I’expression de Fhit est induite. Inversement,
I’occludine, ZO1, la cadhérine E et la caténine-f3 sont d&localisés de la membrane cellulaire
vers le cytoplasme et/ou le noyau dans les cellules transfectées HBE4-E6/E7 siRNA-Fhit
comparées aux cellules contrbles. Comme démontré par « Western blotting », le niveau
d’expression des protéines des jonctions cellulaires ne varie pas, a I’exception de la caténine-3

qui est régulée de facon positive dans les cellules NCI-H1299-Fhit (Figure 35C).
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Figure 35 : Fhit régule I’adhérence intercellulaire dans des lignées tumorales pulmonaires.

(A) Images en contraste de phase montrant la morphologie des cellules NCI-H1299 transfectées avec
le vecteur vide (NCI-H1299-contr6les) ou I’ADNc de Fhit (NCIH-H1299-Fhit) et des cellules HBE4-
E6/E7 transfectées avec les siRNA contréles (HBE4-E6/E7-Cont) ou les siRNA Fhit (HBE4-E6/E7-
FHITsi). Barres, 106 pum pour les cellules NCI-H1299 et 53 um pour les cellules HBE4-E6/E7. (B)
Analyse par immunofluorescence de I’expression de Fhit, de I’occludine, ZO1, de la cadhérine E et de
la caténine-f dans les transfectants NCI-H1299 et HBE4-E6/E7. Les noyaux sont colorés au Dapi.
Barres, 37 um. (C) Analyse par « Western Blotting » de Fhit et des molécules d’adhérence cellulaire
dans les cellules NCI-H1299 transfectées avec le vecteur contréle (NCI-H1299-Cont) ou I’ADNc de
Fhit (NCIH-H1299-Fhit) et des cellules HBE4-E6/E7 transfectées avec les siRNAs contrdles (HBE4-
E6/E7-Cont) ou les siRNA Fhit (HBE4-E6/E7-FHITsi). La GAPDH est analysée comme contrdle.
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111.3.2.3. Fhit régule la migration et I’invasion

Puisque la modification de I’expression de Fhit affecte la morphologie et la localisation
subcellulaire de molécules d’adhérence, I’effet de la modulation de Fhit sur le comportement
migratoire des cellules a été analysé dans des tests de migration. Dans un test de migration en
deux dimensions, les trajectoires des cellules NCI-H1299-Fhit sont plus courtes et la vitesse
de migration est significativement réduite comparée aux cellules NCI-H1299 contréles. Les
trajectoires des cellules HBE4-E6/E7 transfectees avec les siRNAs Fhit sont au contraire plus
longues et leur vitesse de migration est significativement plus élevée par rapport aux cellules
contréles (p < 0,05) (Figure 36).

NCI-H1299 HBE4-E6/E7
Trajectoires des cellules Trajectoires des cellules
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Figure 36: Fhit régule la migration de cellules tumorales pulmonaires. Comparaison des
trajectoires et des vitesses de migration des cellules NCI-H1299 transfectées avec le vecteur vide
(NCI-H1299-contrbles) ou I’ADNc de Fhit (NCIH-H1299-Fhit) et des cellules HBE4-E6/E7
transfectées avec les siRNAs contréles (HBE4-E6/E7 + contr6les) ou les siRNAs Fhit (HBE4-E6/E7 +
SiRNA Fhit) dans un test de migration en deux dimensions. *p<0,05

Les capacités invasives des différentes cellules transfectées ont également été analysées
par tests en chambre de Boyden. Les transfectants NCI-H1299-Fhit sont moins invasifs que
les transfectants contréles, tandis que les transfectants HBE4-E6/E7 siRNA-Fhit sont plus
invasifs que les transfectants HBE4-E6/E7-FHITsi (Figure 37A). Nous avons également
montré que I’inhibiteur de MMPs GM®6001 induit une diminution dose-dépendante des
capacités invasives des cellules HBE4-E6/E7 transfectées avec le siRNA-Fhit, démontrant

ainsi que ce processus est dependant de cette famille de protéases (Figure 37B).
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Figure 37 : Fhit régule la capacité invasive des cellules tumorales pulmonaires en chambre de
Boyden. (A) Comparaison des propriétés invasives des cellules NCI-H1299 transfectées avec le
vecteur vide (NCI-H1299-Cont) ou I’ADNc de Fhit (NCIH-H1299-Fhit). (B) Comparaison de
propriétés invasives dans des cellules HBE4-E6/E7 transfectées avec les siRNA contrdles (HBE4-
E6/E7-Cont) ou les siRNA Fhit (HBE4-E6/E7-FHITsi). Un inhibiteur synthétique des MMP, GM6001,
a été utilisé a des doses croissantes (de 10uM a 100uM). *p<0,05

111.3.2.4. Fhit régule I’expression de MMPs et de la vimentine dans des cellules tumorales du
poumon.

Comme la modification de I’expression de Fhit influence le comportement migratoire et
invasif des cellules d’une maniére dépendante des MMPs, nous avons examing le réle de Fhit
dans la régulation de I’expression de certaines de ces protéases. Nous avons ainsi observé par
analyses RT-PCR que les cellules NCI-H1299-Fhit expriment moins d’ARNm de la MMP-2
et de la MMP-9, et que les cellules HBE4-E6/E7 transfectées avec le siRNA-Fhit expriment

plus d’ARNm de la MMP-2 et de la MMP-9 que leur controle respectif (Figure 38A).
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Figure 38 : Fhit régule I’expression de MMPs et de la vimentine dans des cellules tumorales
pulmonaires. (A) Analyse par RT-PCR des niveaux des ARNm de Fhit, MMP-2 et MMP-9 dans les
cellules NCI-H1299 transfectées avec le vecteur vide (Cont) ou I’ADNc de Fhit (Fhit) (A) et dans des
cellules HBE4-E6/E7 transfectées avec Ise siRNA contrdles (Cont) ou les siRNA Fhit (FHITsi). (B)
Analyse par RT-PCR des niveaux des ARNm de la MT1-MMP et de la vimentine dans des cellules
HBE4-E6/E7 transfectées avec les siRNA contréles (Cont) ou les siRNA Fhit (FHITsi).

La MT1-MMP est également surexprimée au niveau de I’ARNm et de la protéine apres
inhibition de Fhit dans les cellules HBE4-E6/E7, comme nous le montrons par des analyses
RT-PCR (Figure 38B). Nous avons également examiné la regulation potentielle de la
vimentine. Nous avons ainsi montré une augmentation de I’expression de la vimentine au
niveau de I’ARNmM dans les transfectants HBE4-E6/E7 siRNA-Fhit (Figure 38B).

111.3.3. Conclusions et discussion
Dans cette troisieme partie, nous avons démontré que Fhit contrdle le phénotype invasif

des cellules tumorales pulmonaires.

Ainsi, nous avons montré que :
= une faible expression de Fhit est corrélée a I’invasion tumorale in vivo et in vitro
= Fhit régule I’adhérence cellulaire
= Fhit régule la migration et I’invasion cellulaires

= Fhit régule I’expression des MMPs ainsi que de la vimentine
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Ces résultats démontrent que Fhit module le phénotype invasif de cellules tumorales
pulmonaires en régulant I’expression de génes associés a la transition épithélio-
mésenchymateuse.

Dans un premier temps, nous avons demontré que I’expression de Fhit est réduite dans des
biopsies de cancers pulmonaires épidermoides comparées aux tissus pulmonaires normaux, ce
qui peut étre attribué au rdle de Fhit en tant que géene suppresseur de tumeur (Pekarsky et al.
2002). De plus, sa faible expression est corrélée a I’agressivité tumorale ainsi qu’a
I’importance des métastases ganglionnaires et le grade TNM dans les carcinomes
épidermoides. En plus d’études antérieures rapportant une corrélation entre une faible
expression de Fhit, une faible différenciation, la présence de métastases ganglionnaires et une
mauvaise espérance de vie (Pylkkanen et al. 2002; Maruyama et al. 2004; Nakata et al. 2006),
ces données suggerent clairement une implication de Fhit dans des étapes tardives de la
progression tumorale. Ces données sont en accord avec nos resultats in vitro qui montrent une
absence d’expression de Fhit dans les lignées tumorales pulmonaires et mammaires hautement
invasives. Ainsi, ces résultats in vivo et in vitro suggérent que I’inactivation de Fhit est
impliquée dans I’invasion tumorale.

Nous avons également montré un rdle fonctionnel de Fhit dans la modulation du
phénotype invasif. Ainsi, nous avons démontré que la surexpression de Fhit dans la lignée
cellulaire invasive NCI-H1299 et I’inhibition de I’expression de Fhit dans la lignée HBE4-
E6/E7 faiblement invasive induit respectivement une diminution et un accroissement des
capacités migratoires et invasives. En outre, I’invasion cellulaire induite par I’inhibition de
Fhit est dépendante des MMPs. En accord avec ces modifications du comportement cellulaire,
nous avons également observé des changements dans la localisation subcellulaire des
molécules des jonctions adhérentes et serrées, ainsi qu’une régulation de I’expression de
MMPs et de la vimentine. Toutes ces molécules régulées par Fhit sont impliquées dans
I’invasion tumorale associée aux processus de TEM (Polette et al. 2004; Lee et al. 2006;
Polette et al. 2007; Gavert & Ben Ze'ev 2007; Gavert & Ben Ze'ev 2008).

Bien que les mécanismes par lesquels Fhit régule la TEM dans ces cellules tumorales
pulmonaires ne soient pas encore élucidés, sa capacité a réorganiser les complexes
d’adherence cellulaire peut directement contribuer a la modulation des molécules cibles de la
TEM tells que les MMPs et la vimentine. En effet, des données de la littérature ont montré
que la réexpression de la cadhérine E dans des cellules tumorales invasives répriment
I’expression de MMPs probablement via une inhibition de la voie de signalisation caténine-
B/TCF (Luo et al. 1999; Nawrocki-Raby et al. 2003b). En effet, la MT1-MMP est une cible
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du complexe caténine-B/TCF, ainsi que la MMP-7 et la MMP-26 (Crawford et al. 1999;
Brabletz et al. 1999; Marchenko et al. 2002; Takahashi et al. 2002). De plus, les promoteurs
des MMP-1, MMP-3 et MMP-9 contiennent des sites de liaison au TCF et sont donc des
cibles potentielles des complexes catenine-B/TCF. Des donges de notre laboratoire ont
également montré que la vimentine est egalement une cible de la voie caténine-/TCF (Gilles
et al. 2003). Par ailleurs, les modulations de localisation de ZO1, induites par Fhit, pourraient
également contribuer a médier la régulation des génes cibles de la TEM. Ainsi, il a été montré
que ZO1 regule I’expression de la MT1-MMP dans des cellules tumorales mammaires et que
I’activation du promoteur de la MT1-MMP par ZO1 est associée a I’activation de la voie de
signalisation caténine-p/TCF (Polette et al., 2005). Par coréquent, le mécanisme par lequel
Fhit diminue les capacités invasives de ces cellules pourrait impliquer la voie de signalisation
caténine-B/TCF. En accord avec cette hypothse, Weiske et al. ont démontré que Fhit est un
répresseur de I’activité transcriptionnelle de la caténine-B. Fhit est en effet capable de
s’associer au complexe caténine-p/TCF en liant directement la caténine-p, et réprime I’activité
des promoteurs de génes cibles, tels que la cycline D1, I’axine 2, la survivine et la MT1-MMP
(Weiske et al. 2007). Toutefois, nous avons decrit ici une régulation de I’expression de la
MMP-2 par Fhit. A notre connaissance, le promoteur de la MMP-2 ne contient pas de site de
liaison pour le TCF. Ces données suggérent que Fhit régule le phénotype invasif de ces
cellules tumorales par un ou plusieurs autres mécanismes. Ainsi, Fhit réprime I’expression de
NF-kB ainsi que les voies de signalisation PI3K-Akt-survivine et Ras/Rho GTPase, et est une
cible de la protéine kinase Src (Pekarsky et al. 2004; Nakagawa & Akao 2006; Semba et al.
2006; Jayachandran et al. 2007).

En conclusion, cette étude démontre que Fhit contrdle le phénotype invasif de cellules
tumorales pulmonaires en régulant divers événements clés de la TEM tels que I’adhérence
cellulaire et I’expression de MMPs et de la vimentine. Ainsi, Fhit participerait a plusieurs
étapes de la progression métastatique. En plus de ses fonctions suppressives sur la croissance

tumorale, Fhit serait également un gene suppresseur de I’invasion tumorale.
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Notre travail a permis de disséquer certains mécanismes liés a I’acquisition de propriéetés
métastatiques par des cellules épithéliales. Il a en outre abouti a une meilleure compréhension
de Iimplication fonctionnelle de SIP1 et de Fhit dans la régulation de génes de la TEM
associés aux processus métastatiques tels que ceux de la vimentine, de certaines MMPs et des
membres du systéme plasminogene/plasmine. Nous avons également pu révéler une

implication de SIP1 et de Fhit dans la progression métastatique in vivo.

Ainsi, les résultats obtenus dans le premier chapitre démontrent une implication du facteur
de transcription SIP1 dans la régulation positive de genes, tels que la vimentine ou certains
membres du systeme plasminogene/plasmine impliqués dans des processus de TEM associés
a la migration et I’invasion de cellules épithéliales tumorales. Nous avons également montré
que la régulation de la vimentine par SIP1 ne semble pas impliquer la voie de la caténine-8
(Bindels et al. 2006). L analyse du potentiel métastatique de SIP1 in vivo dans des modéles de
souris, en utilisant un systeme d’imagerie in vivo sur petits animaux, a permis de conclure que
SIP1 joue un réle dans la tumorigenése des cellules tumorales mammaires in vivo.

Parallélement a notre axe de recherche principal, centré sur la régulation de la TEM par
SIP1, nous avons également participé a des travaux ayant démontré une implication de Fhit
dans le contrdle du phénotype invasif de cellules tumorales pulmonaires en régulant
I’expression de genes associés a la transition épithélio-mésenchymateuse, tels que la

vimentine et certaines MMPs (Joannes et al. 2009).

Comme cela a été discuté en détails dans le chapitre qui lui est consacré (page 25), au
moment ou nous avons commence ce travail, les génes cibles des facteurs de transcription de
la famille Snail et ZEB étaient encore peu connus. Le mécanisme de régulation le plus détaillé
était la répression directe de la cadhérine E, un marqueur épithélial de la TEM (Cano et al.
2000; Comijn et al. 2001; Hajra et al. 2002). La régulation positive de marqueurs
mésenchymateux par ces facteurs de transcription était encore peu explorée. Ainsi, notre
travail a été le premier a démontrer une régulation positive de la vimentine par SIP1 dans des
cellules tumorales mammaires. Cette régulation a été confirmée ensuite, par une autre équipe
dans des cellules de carcinome épidermoide (Taki et al. 2006). La régulation de PAI-1 par

SIP1 n’a toujours pas été observée dans d’autres études, par contre, sa régulation par les
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membres de la famille Snail a été démontrée dans cellules tumorales mammaires invasives
MDA-MB-231, ainsi que dans des cellules MDCK (Moreno-Bueno et al. 2006; Fabre-
Guillevin et al. 2008). Les résultats de la troisieme partie montrent que Fhit peut également
réguler des genes, tels que certaines MMPs, ainsi que la vimentine, des molécules largement
inscrites dans le programme de la TEM (Polette et al. 2004; Lee et al. 2006; Polette et al.
2007; Gavert & Ben Ze'ev 2007; Gavert & Ben Ze'ev 2008).

Pris dans leur ensemble avec les données de la littérature, nos résultats identifient donc
une serie de genes cibles régulés positivement ou négativement par le facteur SIP1 et le
facteur Fhit. Ces génes incluent la vimentine, la MMP-2, la MMP-9 et la MT1-MMP
(Miyoshi et al. 2004; Bindels et al. 2006; Joannes et al. 2009). Au vu de nos données
montrant que SIP1 n’active pas la voie de la caténine-p, il serait tentant de postuler que Fhit et
SIP1 régulent les génes cibles de la TEM par des mécanismes différents. Néanmoins, a ce
stade de notre travail, nous ne pouvons pas exclure que SIP1, ou d’autres facteurs de
transcription de la TEM, puissent étre impliqués dans les régulations des genes de la TEM
induites par Fhit. Une régulation de Fhit par SIP1 pourrait également intervenir.

D’une maniere générale, nos travaux s’inscrivent dans les données de la littérature qui
rapportent aujourd’hui que SIP1 accroit I’invasivité des cellules tumorales dans de nombreux
systemes in vitro. Nos données in vivo, encore préliminaires, tendent & démontrer un role
fonctionnel de SIP1 dans la croissance tumorale et la dissémination en souris. Les données in
vivo de la littérature concernant SIP1 ont en effet, a ce jour, été uniqguement collectées sur des
biopsies de tumeurs humaines, et montrent que SIP1 est un marqueur de mauvais pronostic
majoritairement exprimé dans des tumeurs peu différenciées (Elloul et al. 2005; Maeda et al.
2005; Imamichi et al. 2007; Sayan et al. 2009; Yoshihara et al. 2009; Yoshida et al. 2009;
Miura et al. 2009).

Nos résultats nous laissent entrevoir de nombreuses perspectives.

Afin de determiner les mécanismes par lesquels SIP1 régule la vimentine, nous
examinerons si SIP1 peut réguler positivement la vimentine en se fixant directement a sa
région promotrice. L’identification des sites de fixation de SIP1 au sein du génome par
ChipSeq est, par ailleurs, en cours, en collaboration avec Benjamin Koopmansch et le
Professeur Rosita Winkler.
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Afin d’identifier d’autres mécanismes de régulation et d’autres genes cibles de la TEM,
qui pourraient étre modulés par SIP1, nous envisageons également des analyses en micro-
array des différents transfectants utilisés dans notre étude. En outre, les relations régulatrices

qui pourraient exister entre SIP1 et Fhit seront également examinees.

Dans le but de compléter les résultats obtenus in vivo en souris, nous effectuerons des
analyses histologiques des tumeurs formées, suite a I’injection de nos transfectants SIP1.
Nous examinerons particulierement la prolifération tumorale et I’angiogenese. En fonction
des résultats obtenus, nous envisagerons de tester I’éventuelle implication de PAI-1 dans
I’accroissement d’angiogenese dans la tumeur primaire. En ce qui concerne la formation de
métastases, nous rechercherons la présence de cellules tumorales en circulation dans le sang

de la souris.

Nous envisageons également d’étudier I’expression de SIP1 en relation avec I’expression

de la vimentine et d’autres genes cibles identifiés dans des biopsies de tumeurs du sein.

La poursuite de ce travail devrait permettre d’aboutir a une meilleure compréhension de
I’implication fonctionnelle de SIP1 dans la régulation de genes impliqués dans les processus
métastatiques, mais aussi d’évaluer I’intérét potentiel de SIP1 en tant que marqueur pronostic

ou cible thérapeutique.
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