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Introduction

1 INTRODUCTION

1.1 Geénes et cancers

Un cancer est dii a une prolifération anormale d’une cellule donnée. Les cancers provenant
d’une cellule épithéliale sont appelés carcinomes, ceux issus du tissu conjonctif ou d’une
cellule musculaire sont nommés sarcomes, les cancers hématopoiétiques et lymphoides
regroupent les leucémies et les lymphomes, la derniére entité regroupe les cancers issus des
cellules du systéme nerveux '. Dans la majorité des cancers hématopoiétiques et lymphoides,
la prolifération est composée de cellules appartenant toutes a un méme clone cellulaire. Cette
monoclonalité¢ des cancers a ¢été vérifiée dans de nombreux cas a l'aide de marqueurs
phénotypiques, par exemple en étudiant le polymorphisme du géne G6PD * ou a I’aide de
marqueurs génotypiques, par 1’étude du réarrangement somatique des genes des

. . , 4
immunoglobulines * ou des récepteurs T *.

Une altération génétique unique ne suffit pas a induire un cancer chez I’homme °. Par
exemple dans les carcinomes colo-rectaux, on note une accumulation de mutations pour le
développement d’une tumeur maligne ®’. Une cellule unique présente une mutation qui va lui
conférer un avantage prolifératif. Cette cellule va ensuite accumuler d’autres mutations sur
des oncogenes et sur des génes suppresseurs de tumeurs. L’ensemble de ces modifications
géniques va aboutir, toujours par sélection, a la formation d’un cancer (cf. figure 1). Dans

. .. L 8
certaines leucémies, une seule altération suffit °.

La compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans les cancers repose sur deux

\ \ \ 1
grands types de génes : les oncogénes et les génes suppresseurs de tumeur '°.
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1.1.1 Oncogénes ou proto-oncogeénes

La plupart des oncogeénes connus codent pour des protéines qui ont un role positif dans les
voies de signalisations impliquées dans la prolifération cellulaire, soit en activant le cycle
cellulaire, soit en inhibant I’apoptose. L’altération oncogénique de ces geénes est responsable
d’un gain de fonction donc ces oncogenes sont appelés dominants. En effet I’activation d’un

seul des deux alléles favorise I’apparition d’un cancer °.

Les proto-oncogénes correspondent a des génes qui codent pour des protéines nécessaires au
développement, a la division ou a la survie des cellules normales. Les proto-oncogenes

peuvent se transformer en oncogenes de différentes fagons :

o Par une mutation qui altére la séquence nucléique et la structure de la protéine, la

rendant plus stable, constitutivement activée ou lui conférant une nouvelle fonction.

o Par une mutation au niveau des séquences régulatrices ce qui induit une surexpression
de la protéine normale, une expression a un moment inhabituel dans le cycle cellulaire

ou encore une expression ectopique dans un type cellulaire aberrant.

o Lors d’un réarrangement chromosomique, la régulation de I’expression du proto-
oncogene normal peut se retrouver dans un environnement différent et provoquer une

surexpression de la protéine normale ou une expression atypique.

o Lors d’une modification épigénétique, le promoteur d’un proto-oncogeéne peut se

retrouver hypométhylé ce qui provoque I’expression de 1’oncogene.

Ces différentes modifications peuvent participer a la dérégulation d’une cellule et au

développement d’un cancer.

Le premier oncogéne identifié est le géne src du virus du sarcome aviaire ''. En fait ce géne
correspond a un geéne cellulaire qui a été incorporé dans le génome viral lors d’une infection
précédente. Src est une protéine tyrosine kinase impliquée dans la transduction du signal lors
de processus tels que la prolifération, la différentiation, la motilité¢ et 1’adhésion. Dans les

cellules normales, Src est principalement maintenu dans un état inactif, sauf lors de la mitose.
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Dans les cellules tumorales, des mutations de Src induisent son activation constitutive ce qui

perturbe le bon déroulement des voies signalétiques '*.

Un des oncogenes les plus étudiés est la petite protéine G-Ras. Le proto-oncogeéne Ras joue
un role central dans les voies de signalisation intracellulaire. Ras intervient dans le controle
de la prolifération cellulaire, de la différentiation ou encore de I’apoptose. Par exemple, en
passant par la voie de signalisation PI-3K, Ras va activer la prolifération cellulaire ; de méme

. L’activation de

en utilisant la voie Raf/MEK, il y a activation de la prolifération
I’oncogéne Ras se fait par mutation ponctuelle. Celle-ci induit la synthése d’une protéine Ras
constitutivement activée car elle est toujours fixée au GTP. Cette activation de 1’oncogeéne

4 . 14
Ras est retrouvée dans un grand nombre de cancers humains .
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1.1.2  Genes suppresseurs de tumeur ou anti-oncogeénes

Les geénes suppresseurs de tumeur codent pour des protéines qui inhibent la croissance
cellulaire et empéchent la prolifération aberrante des cellules. Les mutations de ces génes sont
généralement récessives car I’inactivation des deux alléles est nécessaire pour la
tumorogenése '°. Toutefois, ’altération d’un seul des deux alléles peut induire 1’inactivation

du second. Ceci peut étre provoqué par :

o Une mutation qui altére la séquence nucléique et la structure de la protéine, la rendant
non fonctionnelle. Par exemple, la création d’un codon stop dans le cadre de lecture

induit la synthése d’une protéine tronquée.

o Une mutation au niveau des séquences régulatrices ce qui induit une perte

d’expression de la protéine normale.

o Lors d’un réarrangement chromosomique, le géne suppresseur de tumeur peut se
retrouver dans un environnement différent et provoquer une perte d’expression de la

protéine normale.

o Par une délétion de la région chromosomique contenant la séquence du geéne

suppresseur de tumeur.

o Lors de modification ¢épigénétique, la région régulatrice peut se retrouver

hyperméthylée et ne plus étre transcrite en ARNm.

Ces différentes modifications peuvent participer a la dérégulation d’une cellule et au

développement d’un cancer.

Le premier géne suppresseur de tumeur identifi¢é est RB. L’altération de ce gene est
responsable d’une tumeur rare, le rétinoblastome. Ce cancer est fréquent dans certaines
familles, mais peut également survenir sporadiquement. Dans la forme familiale, les enfants
héritent d’un de leur parent d’un allele muté ; ils ne développent la maladie qu’aprés une
altération sporadique du second alléle °. Le géne RB code pour la protéine pRb, qui intervient

dans le contréle du cycle cellulaire lors du passage de la phase G1 a la phase S '°.
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Lorsque pRb est absente, les cellules proliféerent sans contréle G1-S et peuvent ainsi

accumuler de nouvelles altérations génomiques jusqu’au développement d’un cancer.

Le gene suppresseur de tumeur le plus souvent impliqué dans les cancers humains est p53, il
est muté dans environ 50% des cas '’. Le produit de ce géne, p53 est un facteur de
transcription, qui active notamment [’expression de p21 (inhibiteur du cycle cellulaire). La
protéine p53 agit aussi dans I’arrét du cycle cellulaire en phase G1 lors de Iésions de
I’ADN génomique. Si des lésions trop importantes sont constatées sur I’ADN génomique, p53
active I’apoptose '*. Certaines mutations de la protéine p53 induisent sa transformation en
dominant négatif. En effet, la protéine altérée forme des tétrameres avec la p53 endogeéne non
mutée et ces complexes sont alors inactifs '*?°. Ces différentes fonctions montrent bien
I’importance de ce geéne pour protéger les cellules d’un développement ou d’une survie

anarchiques.
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1.2 Lymphomes

1.2.1 Définition des lymphomes

Les lymphomes non-Hodgkiniens sont des proliférations malignes d’origine lymphocytaire B
ou T ; ils appartiennent au groupe des maladies hématopoiétiques et lymphoides *'. Dans la
majorité des cas ils sont localisés dans les ganglions et sont alors plus souvent de phénotypes
B *. Le diagnostic de lymphome est donné selon des aspects cliniques, évolutifs,
morphologiques, cytologiques et architecturaux, mais repose essentiellement sur la mise en
¢vidence d’une monoclonalité. Cette monoclonalité est mise en évidence par des techniques
de PCR sur les génes des récepteurs B (BcR) pour les lymphomes de phénotypes B ou des
récepteurs T (TcR) pour les lymphomes de phénotypes T >,

1.2.2 Lymphomes cutanés primitifs

Les lymphomes cutanés primitifs (LCP) sont des lymphoproliférations malignes strictement
localisées dans la peau sans extension extra-cutanée pendant au moins 6 mois apres le
diagnostic **. Cette définition ne s’applique pas pour deux pathologies appartenant aux LCP :
le mycosis fongoides et le syndrome de Sézary. Le phénotype T est dominant dans les LCP
dans 80 a 90 % des cas. Avec une incidence annuelle comprise entre 0,5 et 1/100000, les LCP
constituent le deuxiéme groupe des lymphomes extra-ganglionnaires apres les lymphomes

digestifs *°.

Les LCP forment un groupe trés hétérogéne a la fois par leurs caractéres cliniques,
histologiques, phénotypiques, génotypiques et pronostiques. Leur histoire clinique est
différente de celle de lymphomes ganglionnaires de méme type histologique. Cette
hétérogénéité et ces particularités ont amené a élaborer une classification propre aux LCP
proposée par 'EORTC *>2°, Selon cette classification, les LCP sont rangés en fonction de leur

phénotype T ou B puis de leur pronostic.
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1.2.3 Les lymphoproliférations CD30+

Parmi les LCP de phénotypes T, certains expriment I’antigéne de surface CD30: les
lymphomes cutanés primitifs T a grandes cellules CD30+, la papulose lymphomatoide de type
A et les cas frontiere (PLy type C). Ils forment un spectre continu allant de la papulose au
lymphome. Il existe également des lymphomes ganglionnaires qui expriment ’antigéne

CD30. Ces différentes entités sont regroupées sous le terme de lymphoproliférations CD30+.

1.2.3.1 L’antigene CD30 et son ligand

L’antigéne de surface CD30 est un récepteur transmembranaire de 120 kDa de la famille du
récepteur du TNF et du NGF 27®. Son géne est localisé sur le chromosome 1 en 1p36, dans la
méme région que les autres membres de la famille du TNF. Le ligand de I’antigéne CD30, le
CD30L est une cytokine qui présente des homologies avec le TNF *. Son géne est localisé

sur le chromosome 9 en 9q33.

Le promoteur du géne CD30 ne contient pas de séquence « TATA box » mais il est riche en
dinucléotides GC . 11 contient trois sites reconnus par le facteur de transcription Spl. Des
mutations dans les sites Spl induisent une perte de I’expression du CD30. Ce promoteur
contient aussi un site pour le facteur de transcription Sp3 or des mutations sur ce site induisent
une surexpression du CD30. Les sites Ets et LVc sont reconnus par des facteurs de

transcriptions spécifiquement exprimés dans les cellules lymphoides.

- 400 - 200 +1
[nt] I I I I I

I | 5 [l 5 I Y I

O spl B sp3 B Ets §  Lve

Figure 2 : Schéma du promoteur du géne CD30 *
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L’expression du CD30 est régulée par le ratio Spl / Sp3, plus celui-ci est €levé, plus
I’expression du geéne est importante. Les facteurs de transcriptions qui se fixent sur les

séquences Ets et LVc conférent la spécificité tissulaire de 1’expression du CD30 *°.

Il existe un autre promoteur localis¢ dans le troisiéme intron du geéne CD30. Lorsque la
transcription est initiée a partir de ce promoteur, un ARNm de 2,3 kb est généré. Il correspond
a une autre isoforme du CD30 qui contient uniquement la région C-terminale du domaine
transmembranaire et la totalit¢ de la région cytoplasmique, appelée CD30v. Ce dernier a été
initialement isolé a partir de la lignée cellulaire de leucémie myéloide HL-60 *'*?. L’ARNm
du CD30v est retrouvé dans 70 % des lymphoproliférations de phénotypes B mais seulement
dans 25 % des lymphoproliférations de phénotypes T **. Son expression dans les LCP CD30+

n’est pas documentée.

Dans le tissu lymphoide normal, le CD30 est détectable dans une sous-population de cellules
mononucléées de grandes tailles situées autour des follicules B, dans la rate, dans le thymus.
Ces cellules correspondent a des lymphocytes T, B ou nul a fort index de prolifération comme
en témoigne leur expression de I’antigéne nucléaire Ki-67 **. 1l est également exprimé dans
15 4 20 % des lymphocytes T activés >>. Le CD30L est exprimé dans les lymphocytes

sanguins T, dans les lymphocytes T activés et dans les monocytes *°.

Au niveau pathologique, le CD30 est exprimé par différents types de lymphomes non-
Hodgkiniens tel que les L. systémiques CD30+, les PLy et les lymphomes cutanés CD30+ .
Le CD30L est exprimé dans certaines lignées cellulaires issues de lymphomes de Burkitt *°.
Le CD30L est trouvé plus fortement exprimé dans des LCP CD30+ en phase de régression
que dans des lymphomes de méme type en phase de prolifération. Un LCP CD30+ en phase

7 . , ., r , . . . 38
de prolifération est déterminé par 1I’absence de nécrose, d’ulcération et ou de cicatrice ™.

La signalisation médiée par le récepteur membranaire CD30 est induite par la fixation du
CD30L a son domaine extracellulaire et par le regroupement des récepteurs *°. La protéine

CD30 ne contenant pas d’activité enzymatique dans sa région cytoplasmique, la signalisation
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se poursuit a I’intérieur de la cellule par le recrutement des protéines TRAF pour « TNF

associated factors ». Les voies de NF Kappa B et des MAPK sont ainsi allumées *°*'.

CD30

[T Membrane plasmique

Figure 3 : Voies de signalisations associées au CD30

La signalisation médiée par le CD30 est capable de promouvoir la prolifération cellulaire et la
survie cellulaire autant que 1’apoptose, le choix entre ces différents processus biologiques
dépend du type cellulaire ainsi que des autres génes activés *'. Le CD30L induit I’apoptose
sur des lignées cellulaires anaplasiques CD30+ *’. De méme dans les lymphomes CD30+, la

fixation du CD30L a son récepteur induit I’apoptose des cellules tumorales **°.

Une étude a récemment mis en évidence que 1’activation de la voie de signalisation de NF
Kappa B via le CD30 ne nécessite pas la fixation du ligand sur son récepteur. Une
surexpression de la protéine CD30 induit une agrégation autonome du récepteur CD30, le
recrutement des protéines TRAF peut alors avoir lieu **. Ce mécanisme peut théoriquement
exister pour les différentes voies de signalisations médi¢es par le CD30 et les protéines

TRAF.

Il existe également une forme soluble du CD30, le CD30s. Cette protéine de 85 kDa est

générée par clivage protéolytique du CD30. Le CD30s correspond a la partie extra-cellulaire
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du récepteur. Il est détectable dans le sérum de patient atteint de la maladie de Hodgkin ou de
lymphome ganglionnaire CD30+ *. Des études in vitro montrent que la forme soluble du
CD30 est capable de lier le CD30L et ainsi bloquer la voie de signalisation médiée par le
CD30 *°. Ces résultats suggérent une fonction biologique non négligeable pour la protéine

CD30s.

1.2.3.2 Le lymphome cutané primitif a grandes cellules CD30+

Le lymphome cutané a grandes cellules CD30+ représente 9 % des LCP selon la classification
de PEORTC *°. 1l est défini comme une lymphoprolifération non épidermotropique, de
phénotype T avec plus de 70 % des cellules qui expriment le CD30. Au niveau génomique, un
réarrangement clonal du récepteur T (TcR) est mis en évidence dans au moins 70 % des
cellules. Une étude réalisée dans le laboratoire du Pr Merlio a montré un réarrangement clonal
du TcR dans quasiment 100% des cellules *. Le patient ne doit pas avoir d’antécédent de
papulose lymphomatoide, de mycosis fongoide ou d’autre lymphome ni de localisation extra-
cutanée dans les six mois qui suivent le diagnostic **. Le terme de LCP CD30+ regroupe en
fait des lymphomes a grandes cellules de morphologie cellulaire variable auxquels
I’expression du CD30 donne un caractére commun de bon pronostic. Le pronostic de cette
pathologie, avec une survie a 5 ans de 95 %, est favorable ; lors d’une extension extra-

cutanée, le pronostic est moins favorable avec une survie a 5 ans de seulement 25 %.

Survenant en général chez I’adulte (1I’age moyen est de 60 ans), les 1ésions sont solitaires ou
localisées dans une méme zone sans localisation préférentielle, rarement disséminées. Ce sont
des papules, nodules, petites tumeurs uniques ou multiples ou parfois une volumineuse

tumeur ulcérée. Une rémission partielle ou totale des 1ésions est fréquente et caractéristique de

* Une atteinte extra-cutanée, essentiellement ganglionnaire, survient

o 24
ultérieurement dans 25 % des cas .

ces lymphomes

Depuis que le bon pronostic vital des LCP CD30+ a été reconnu, le traitement ne repose pas

sur des chimiothérapies agressives. En effet celles-ci ne permettent pas d’obtenir de meilleure
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réponse ** et doivent étre réservées a des malades avec une extension extra-cutanée secondaire
430 La radiothérapie ou la chirurgie est indiquée pour des lésions loco- régionales. Le
méthotrexate est utilisé pour des 1ésions multicentriques. Toutefois, quel que soit le traitement
entrepris, de fréquentes récidives cutanées sont observées, dans 41 % des cas. Méme si elles
ne sont pas associées 4 un mauvais pronostic vital °°, elles peuvent retentir considérablement
sur la qualité de vie des malades °'. Actuellement aucune caractéristique clinique histologique
ou phénotypique ne permet de prédire ces récidives et donc de sélectionner des malades a

risque qui pourraient bénéficier d’un traitement général adapté.

Pour résumer, les caractéristiques des LCP CD30+ sont regroupées ci-dessous.

Clinique Non agressif, tumeur cutanée souvent localisée, régression spontanée, récidive

Age 60 a 70 ans

Pronostic Survie a 5 ans = 95 %, si extension extracutanée = 25 %

Histologie | Lymphoprolifération dermique dense de grandes cellules

Phénotype |T ou nul, CD30+

Génotype | Réarrangement clonal du géne codant pour le TcR : 70 %

Tableau 1 : Caractéristiques des LCP CD30+

1.2.3.3 La papulose lymphomatoide de type A et les cas frontieres

Les papuloses lymphomatoides (PLy) représentent 11 % des LCP selon la classification de
’EORTC *. La moyenne d’age des sujets atteints est 1égérement inférieure a celle des LCP
CD30+. La PLy de type A se caractérise par la survenue chronique d’éruptions auto-
régressives constituées de 1ésions multiples de différents types en fonction de leur age. La
lésion initiale est une papule érythémateuse qui va évoluer en quelques jours vers la nécrose
puis vers une régression spontanée en quelques semaines. Plus rarement il peut exister des
nodules ou des plaques. Les Iésions sont nombreuses (10 a 100) et disséminées sur le corps

r . - 52
avec une prédominance sur le tronc et les membres. Elle est de bon pronostic ™.
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Au niveau histologique, la PLy de type A est caractérisée par un infiltrat non épidermotrope.
Il est fait de plusieurs nids de grands lymphocytes T CD30+ mélés a un infiltrat polymorphe
de petits lymphocytes, d’histiocytes, de neutrophiles et d’éosinophiles . La détection d’une

population clonale T dans les PLy est retrouvée dans environ 50 % des cas .

Le diagnostic différentiel entre PLy et LCP CD30+ n’est pas toujours aisé et il existe méme
d’authentiques formes frontieres entre PLy et LCP CD30+ ou la clinique et 1’histologie sont
discordantes. Ainsi, il peut s’agir d’une tumeur unique évoquant cliniquement un LCP CD30+
mais ayant une histologie de PLy, Willemze considere alors le malade comme ayant un LCP
CD30+ *. 1l peut, a 'inverse, s’agir d’une éruption de multiples papules évoluant vers la
régression évoquant cliniquement une PLy mais dont I’histologie est celle d’'un LCP CD30+,
il s’agit alors d’une PLy de type C, dont le pronostic parait semblable a celui d’une papulose
classique **. 1l est donc important d’étudier les lésions & la fois cliniquement et

histologiquement.

Les PLy de type B ne font quant a elles pas partie du spectre des lymphoproliférations
CD30+.

Le tableau suivant confronte les caractéristiques des LCP CD30+ et des différentes PLy.

PLy type A C;i;r;‘;gzré ‘ ‘:.‘r‘:)t;fl:f: LCP CD30+
Histologie
- Cellules CD30+ dispersées en amas dispersées en amas
- Cellules inflammatoires | nombreuses rares/modérées | nombreuses rares/modérées
Clinique
- Type de 1ésions papule>nodule |papule>nodule |nodule>tumeur | nodule>tumeur
- Distribution généralisée généralisée loco-régionale |loco-régionale
Evolution
- Régression spontanée | toujours toujours fréquente 50 % | fréquente 30 %
- Atteinte extra-cutanée |exceptionnelle |[exceptionnelle |rare ? 25 % des cas

Tableau 2 : Différences entre la PLy de type A et le LCP CD30+
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1.2.3.4 Le lymphome ganglionnaire CD30+

Le lymphome ganglionnaire ou L. systémique CD30+ représente 5 % a 8 % des lymphomes
ganglionnaires. Sa distribution est bimodale. En effet, s’il est plus fréquent chez I’enfant ou le
jeune adulte avec un premier pic vers 20 a 30 ans, un second pic existe vers 70 ans. Cette
pathologie est volontiers agressive surtout chez I’enfant et le jeune adulte ou plus de 50 % des
patients sont d’emblée aux stades III ou IV. Il existe des signes généraux ( > a 40 %), une
polyadénopathie et souvent une atteinte extra-ganglionnaire, en particulier cutanée (20 a 30

%) et osseuse .

Histologiquement, on observe une prolifération diffuse, de grandes cellules lymphomateuses,
a prédominance intrasinuosidale, détruisant 1’architecture du ganglion. Ces grandes cellules
sont en majorité¢ de phénotype T (75 %) ou nul (non B, non T) ; elles expriment le CD30 et

dans 60 % des cas, un réarrangement clonal du TcR est retrouvé par PCR *°.

Au niveau génomique, on retrouve dans 50 % des lymphomes systémiques CD30+ la
translocation t(2,5) . Cette translocation provoque la fusion des génes NPM et ALK. Le

58,59

gene NPM code pour une phosphoprotéine ubiquitaire exprimée dans le noyau , celui de

ALK code pour un récepteur tyrosine kinase qui n’est pas exprimé dans les cellules

60,61

lymphoides normales . La fusion des deux geénes permet I’expression du domaine

catalytique tyrosine kinase (partie cytoplasmique) du géne ALK qui se retrouve sous la

régulation du promoteur du géne NPM dans les cellules lymphoides **%.

Lorsque la translocation est présente dans un L. systémique CD30+, la protéine de fusion

NPM-ALK est exprimée dans le cytoplasme et dans le noyau *.

Les propriétés oncogéniques de la protéine de fusion NPM-ALK ont ét¢ démontrées. Cette
protéine est capable de transformer in vitro des fibroblastes de rats ®. Des études in vivo ont

¢galement été réalisées. Lorsqu’on introduit le géne de fusion dans des cellules
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hématopoiétiques de souris, 1’injection de ces cellules dans des souris induit la formation de

lymphomes en trois a quatre mois .

Ces lymphomes nécessitent un traitement par chimiothérapie agressive, voire des greffes
médullaires. Toutefois ils réagissent souvent bien a ces traitements malgré leur présentation
clinique agressive et indépendamment du stade d’extension initial *°. Leur pronostic est
variable en fonction de 1’age des patients, avec une survie a 5 ans de 54 % chez les malades

agés alors qu’elle est de 77 % chez les sujets jeunes *>.

Le tableau suivant présente une comparaison des caractéristiques des LCP CD30+ et des L.

systéemiques CD30+.
L ganglionnaire CD30+ LCP CD30+

Age Bimodal : 20 ans et 70 ans 60 a 70 ans

Clinique | Agressif : polyadénopathie Non agressif
Atteinte extra-ganglionnaire osseuse ou | Tumeur cutanée souvent localisée
cutanée (20 a 30 %)

Histologie |Prolifération diffuse de grandes cellules | Prolifération  dermique dense de
détruisant I’architecture du ganglion grandes cellules

Phénotype | T, nul ou rarement B, CD30+ T ou nul, CD30+

Génotype |Réarrangement clonal du géne du TcR | Réarrangement clonal du géne du TcR

Pronostic | Relativement favorable Tres favorable

survie a 5 ans de 77 % pour les sujets |survie a 5 ans de 95 %, si extension
jeunes et de 54 % pour les sujets 4gés | extra-cutanée 25 %

Tableau 3 : Différences entre le lymphome ganglionnaire CD30+ et le LCP CD30+
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1.3 Etude du profil d’expression des génes

A la suite du séquencage du génome humain, la communauté scientifique admet que notre
génome contient environ 30000 génes différents ®’. Ces génes ne sont pas tous exprimés en
méme temps dans toutes les cellules de notre organisme, 10 a 20 % d'entre eux sont exprimés
en fonction du type cellulaire. La majorité des ARN exprimés sont des geénes nécessaires au

fonctionnement des cellules, seulement 100 a 1000 ARN sont spécifiques d’un type cellulaire
68

C'est le choix des génes exprimés ou non et l'intensité avec laquelle ils le sont qui va
déterminer I’ensemble des processus vitaux : prolifération et différenciation, réponse aux
agressions, régulation du cycle cellulaire, vieillissement et apoptose... Lors d'un processus
pathologique, par exemple dans le cas des cancers, le profil d'expression des cellules varie par

rapport au profil des cellules normales.

La comparaison du profil d'expression des cellules tumorales par rapport a celui des cellules
non tumorales permet d'apporter des informations sur les mécanismes moléculaires mis en
jeux lors de l'oncogenese. Cependant cette approche comporte des limites et elle doit étre
associée a d'autres approches, telle que I'é¢tude des régulations traductionnelles ou post-

traductionnelles des protéines.

) ) . RY 69-71
L’étude du transcriptome peut se faire de maniére ciblée ou non 7"
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Introduction

Approches ciblées

Les approches ciblées permettent de regarder le niveau d’expression d’un géne connu. Les

techniques utilisées sont des RT-PCR classiques ou en temps réel. Dans les deux cas, la

transcription inverse est réalisée sur I’ensemble des ARN. L’initiation de la transcription se

fait en 3’ des ARNm a I’aide d’un oligo(dT) ou en interne avec des hexameres. Dans ce

dernier cas la totalité des ARN est rétro transcrite.

La synthése du second brin d’ADNCc est réalisée par PCR avec des amorces spécifiques du

gene étudi€. Le résultat peut étre observé de différentes manicres :

]

En fin d’amplification par migration du produit de PCR sur un gel d’agarose. La

quantification n’est pas possible car la PCR est en phase de saturation.

En prélevant a différents cycles un aliquote de la réaction de PCR. Par migration des
produits de PCR sur un gel d’agarose, la cinétique de la réaction peut étre visualisée.
La quantification des ARN est possible en comparant les signaux obtenus pour
différents échantillons. Il est alors important de choisir les cycles de manicre a se
situer dans la phase exponentielle de la PCR pour respecter une proportionnalité des

amplicons par rapport a la quantité des transcrits initiaux.

Tout au long de I’amplification en utilisant des machines de PCR en temps réel
comme le Light Cycler (Roche Applied Science), le Tagman (PE Applied Biosystems)
ou encore le SMART PCR (Eurogentech). Pour visualiser la PCR, la technique la plus
simple est d’incorporer un fluorochrome dans le mix de PCR. Ce fluorochrome, le
SYBR-Green, se fixe uniquement sur I’ADN double brin, au niveau du petit sillon. A
chaque cycle d’amplification, la fluorescence est mesurée. Par cette technique la
quantification des ARN est beaucoup plus fiable car la mesure est faite lors de

I’apparition du produit de PCR et pas en phase de saturation.

Ces techniques sont facilement réalisables, mais il faut a priori connaitre le ou les geénes

cibles a étudier. Lorsque ce n’est pas le cas, nous utilisons des approches globales.
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1.3.2 Approches globales

Sans étre exhaustif sur ’ensemble des stratégies expérimentales permettant d'isoler des geénes
spécifiquement exprimés dans une population cellulaire donnée, nous avons choisi de détailler

les techniques de puce a ADNc, de mRNA differential display et d'hybridation soustractive.

1.3.2.1 Puces a ADNc ou micro-array

Cette technologie est fondée sur la miniaturisation des supports et sur I'hybridation
moléculaire. Sur une lame de verre sont fixés des milliers de fragments d'ADNc
correspondant chacun a un geéne connu ou choisi. Deux échantillons d'’ARN sous forme
d'ADNc sont co-hybridés sur la puce a ADNc. Les deux échantillons marqués par un
fluorophore différent (par exemple Cy-3 vert ou Cy-5 rouge) s’hybrident simultanément avec
les molécules fixées sur la puce. L'intensité du signal lumineux est alors mesur¢, a l'aide d'un
microscope confocale, aux deux longueurs d'ondes correspondant aux différents fluorophores.
Le rapport de fluorescence rouge/vert ainsi déterminé permet de comparer les taux

d'expression relatifs de chacun des génes pour les deux échantillons d'ADNc ">,

1.3.2.2 mRNA differential display (dd RT-PCR)

Cette technique, décrite en 1992 par Liang et Pardee

, est basée sur l'amplification de
fragments d'ADNc obtenus a partir de sous-populations d'ARNm. Elle permet de comparer
plus de deux populations d’ARN en une seule expérience. Cette technique comporte

différentes étapes qui sont décrites ci-dessous, pour chaque population d’ARN :

o Rétro transcription des ARN a partir de plusieurs oligonucléotides dégénérés : chaque

oligonucléotide générant une sous population d’ADNCc.
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o Amplification par PCR avec comme amorce 1’oligonucléotide correspondant et une

amorce de 10 résidus arbitraires en 5°. Chaque réaction de PCR est réalisée en double.

o Migration, sur gel polyacrylamide, des produits de PCR des différentes populations

d’ARN pour un méme couple d’amorces.
o Les bandes différentielles sont découpées et I’ADN en est extrait.
o Les bandes sont réamplifiées avec le couple d’amorces adéquat et clonées.

o Le clone est enfin séquencé.

1.3.2.3 Hybridation soustractive suppressive ou Suppressive substraction hybridization

(SSH)

Cette technique est fondée sur I’hybridation des acides nucléiques. La technique initiale

d’hybridation soustractive est la suivante :
o Deux populations d’ARN distincts sont rétro transcrites en ADNc simple brin.
o Les ADNCc simple brin des deux populations sont hybridés.
o Les ADNc double brin formés sont éliminés.

Plusieurs cycles d’hybridations et éliminations des ADNc hybridés sont nécessaires. Les
séquences simple brin restantes correspondent a des genes présents uniquement dans une des

deux populations.

La technique optimisée par Diatchenko en 1996 "'

permet, en un seul cycle, de combiner les
effets de normalisation et de suppression de la PCR. La normalisation a lieu lors de la
premicre hybridation et la suppression lors de I’amplification par PCR. L’effet suppressif de
la SSH est dépendant de I’efficacité de la digestion et de la ligation des adaptateurs. En fait,
lors de I’amplification par PCR, les adaptateurs vont préférentiellement s’hybrider entre eux
et ainsi former des molécules pseudo-circulaires. De méme, [’hybridation des

oligonucléotides sur les adaptateurs est moins stable que 1’hybridation des adaptateurs entre

eux. Les principales étapes sont décrites ci-contre :
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Rétro transcription des ARN des deux populations (tester et driver) en ADNc double

brin. La soustraction est réalisée dans le sens suivant : fester moins driver.

Digestion des ADNc par I’enzyme de restriction Rsal afin d’homogénéiser la taille des

ADNCc. A cette étape la préparation de I’ ADNc driver est terminée.

Deux populations d’ADN fester sont créées par ligation d’adaptateurs différents aux

extrémités des ADNCc tester : tester 1 et 2R.

Deux premicres hybridations sont réalisées : fester 1 et driver, tester 2R et driver.
C’est a cette étape qu’a lieu la normalisation de la SSH. En effet, les génes fortement
exprimés vont s hybrider plus rapidement que les génes faiblement exprimés. La durée
de cette premicre hybridation est critique, il faut qu’elle soit suffisamment longue pour
que les ADNc présents dans les deux populations puissent s’hybrider mais pas trop

longue afin qu’il reste des ADNc simple brin.

La seconde hybridation est réalisée entre les produits des deux premicres hybridations

en présence de driver.

Amplification par PCR avec une amorce spécifique des extrémités 5° des adaptateurs

1 et 2R. Les ADNCc différentiellement exprimés sont amplifiés de facon exponentielle.

Amplification par PCR nichée avec deux amorces spécifiques des extrémité 3’ des

adaptateurs 1 et 2R. Le bruit de fond est ainsi diminué.
Clonage du produit de seconde PCR : création de la banque soustraite.

Les clones sont enfin séquencés. Une étape de criblage peut étre réalisée avant le

séquencage pour ¢liminer les faux positifs.
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Les études a 1’aide des puces a ADN nécessitent des moyens techniques importants et un
investissement financier non négligeable, tant pour la réalisation des puces que pour ’analyse
informatique des résultats. Pour notre étude, nous n’avons pas choisi cette approche car ces
techniques n’étaient pas accessibles localement au début de notre travail et que nous n’étions
pas slr que les geénes d’intéréts soient représentés sur la puce utilisée. Le transcriptome des
LCP CD30+ étant trés peu étudié, nous avons opté pour une technique nous permettant
d’¢étudier ’ensemble des geénes sans sélection préalable lors de la création d’une puce ou par
I’utilisation des puces commerciales. De plus il n’y avait pas a I’époque dans notre
environnement de compétences ou d’équipement nous permettant d’accéder a ces nouvelles

technologies.

La technique de mRNA differential display a été utilisée dans le laboratoire avant mon
arrivée. Elle a généré beaucoup de résultats non informatifs. En effet lors du séquencage des
clones différentiellement exprimés, de nombreuses séquences correspondaient a des régions 3'

UTR.

La réalisation de banques soustraites nous a semblé étre une bonne approche pour étudier le
transcriptome des LCP CD30+. Elle contient une étape de digestion par Rsal qui génere des
fragments d’environ 500 pb. Cette technique qui est basée sur une transcription inverse
complete, permet théoriquement d’étudier I’ensemble du transcriptome en une seule et méme

expérience, au contraire des techniques de « mRNA differential display ».
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2 OBJECTIF DE LA THESE

2.1 Intérét

Les lymphomes cutanés primitifs (LCP) CD30+ sont des lymphoproliférations malignes de
phénotype T. IIs se caractérisent, par rapport aux lymphomes systémiques CD30+, par un bon

pronostic et par des phénomenes de régression spontanée et de récidive.

Dans 60 % a 85 % des lymphomes systémiques CD30-+, la translocation t(2,5) est présente *2.
Des ¢études précédemment menées dans le laboratoire par Marie Beylot-Barry ont montré
I’absence de cette translocation dans les LCP CD30+ *'. Leur oncogenése reste a ce jour

inconnue.

Le but de cette thése a ét¢ d'identifier des genes surexprimés spécifiquement dans les LCP
CD30+ afin de comprendre les mécanismes mis en jeux dans le développement de ce cancer.
Ces altérations pourront également étre utilisées comme marqueurs des LCP CD30+ et ainsi

aider au diagnostic ou encore servir de cibles thérapeutiques.
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2.2 Démarche scientifique

Dans un premier temps, une banque de soustraction est réalisée par la technique de SSH
(Hybridation Soustractive Suppressive). Cette technique permet de comparer le profil
d'expression de deux populations cellulaires et de mettre en évidence des génes surexprimés
dans une des deux populations "’. Les échantillons utilisés sont des LCP CD30+ et des
lymphocytes sanguins de patients sains (ne présentant aucune maladie lymphoproliférative).

Nous recherchons des genes surexprimés dans les LCP CD30+.

La seconde étape consiste a cribler cette banque de soustraction de manicre a réduire le
nombre de faux positifs. Ce criblage est réalis¢ par des techniques de Dot Blot avec des

sondes radiomarquées spécifiques des échantillons étudiés.

La troisiéme étape permet de valider la variation d’expression des geénes sélectionnés lors du

criblage. Elle est effectuée par des techniques de PCR semi-quantitative en temps réel.
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3 REALISATION DES BANQUES DE SOUSTRACTION

3.1 Introduction

La premiere étape de notre travail consiste a créer des banques d’ADNc enrichies en génes

spécifiques des LCP CD30+. L approche choisie est celle des banques soustraites ou SSH.

Le choix pour la soustraction de la population cellulaire non tumorale (driver) est complexe.
Dans le cas d’un LCP CD30+, nous sommes en présence d’une population dense de
lymphocytes T clonaux, localisée dans le derme. Les biopsies contiennent donc des
lymphocytes tumoraux T et des cellules du derme (fibroblastes). Nous trouvons également
des cellules de I’épiderme, principalement des kératinocytes. Pour chaque biopsie nous
disposons de coupes colorées a I’hématoxyline de Harris. Nous pouvons ainsi vérifier
I’environnement de la tumeur. Nous avons également ¢liminé par macrodissection 1’épiderme
et la zone non tumorale présents dans certains prélévements avant I’extraction des ARN

totaux.

Figure 4 : Coupe de biopsie cutanée - LCP CD30+ (A) - Peau saine (B)

Nous avons donc le choix entre différentes populations cellulaires non tumorales : des
lymphocytes T, des kératinocytes ou encore des fibroblastes. La meilleure étant un mélange
de ces trois populations dans les mémes proportions que dans la biopsie tumorale. Ceci n’est

pas réalisable car ces proportions cellulaires varient pour chaque biopsie tumorale. Nous



Réalisation des banques de soustraction

avons donc opté pour la population cellulaire la plus importante qui correspondait a
I’équivalent normal des cellules tumorales : les lymphocytes T. Nous avons donc utilisé¢ des

lymphocytes circulants qui sont composés a 75 % de lymphocytes T.

Dans un premier temps, nous pensions utiliser des culots de lymphocytes circulants prélevés
sur le patient atteint de LCP CD30+ en méme temps que la tumeur pour éventuellement éviter
des variations individuelles. Ceci n’a pas été possible du fait de la dégradation des ARN dans
les culots de lymphocytes stockés plus de trois mois dans le service de pathologie a I’hdpital
Haut-Lévéque. Nous avons donc réorienté notre choix vers des lymphocytes de patients sains
ne présentant aucune maladie lymphoproliférative, ce qui présentait également I’avantage de

pouvoir réaliser des pools.

Plusieurs banques ont été réalisées a partir de différents prélévements de LCP CD30+
auxquels nous avons soustrait une population cellulaire non tumorale. Ces banques sont

regroupées dans le tableau suivant.

Banque | ARN tumoral (tester) ARN non tumoral (driver)
SSH 1 P3 LP7 (lymphocytes sains)
SSH 2 P10 PHA (lymphocytes activés a la PHA)
SSH 3 P3 LP7
SSH 4 P3 LP7
SSH 5 P3 Lm (pool de lymphocytes sains : La + Lb + Lc¢ + Ld)
SSH 6 P11A Lm
SSH 7 P3 L1 (pool de 3 lymphocytes sains)
SSH 8 P11A L1

Tableau 4 : Banques de soustraction

Nous avons également utilis¢, pour la SSH 2, des lymphocytes de patients sains que nous
avons activé a la PHA. Ceci a été réalisé une seule fois car nous avons obtenu de faibles

quantités d’ARN a partir de ces lymphocytes activés a la PHA.
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Pour les SSH 5 a 8, nous avons regroupé trois ou quatre échantillons de patients sains pour
former la population d’ARN non tumorale. Ceci nous a permis d’éliminer toute variation

individuelle.

La réalisation des banques est contrdlée a chaque étape et si un contrdle n’est pas concluant

I’expérience est abandonnée.
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3.2 Extraction des ARN totaux

Les ARN sont extraits a partir de biopsies cutanées ou d’un culot de lymphocytes sanguins
conservés a -80°C. L’épiderme a été ¢liminé par macrodissection pour les échantillons utilisés

dans les banques soustraites.

La technique de Chomczynski et Sacchi ** a été modifiée dans le laboratoire afin d’améliorer
le rendement de I’extraction a partir de petites quantités de matériel. Nous avons également
utilisé la technique Trizol qui est plus rapide et qui donne également de bons résultats mais
peut entrainer une co-extraction d’ADN génomique plus fréquemment, ce qui a nécessité un

traitement des ARN par la DNase 1.

La qualit¢ des ARN extraits est estimée par migration sur gel d’agarose non dénaturant. La
piste 1 correspond a des ARN de bonnes qualités tandis que la piste 2 correspond a des ARN
fortement dégradés. Les bandes majoritaires présentes dans la premicre piste correspondent
aux ARN 28S et 18S. La bande des ARN 28S doit étre plus intense que celle des ARN 18S

pour considérer qu’il n’y a pas de dégradation des ARN.

Gel d'agarose 1,2 % w/v
1. ARN P3 (800 ng)
2. ARNLP1 (300 ng)

Figure S : Qualité des ARN

La qualité des ARN extraits dépend de 1’état du prélévement. Dans le cas des lymphocytes
sanguins qui sont conservés sous forme de culot sec a -80°C, la dégradation est importante

apreés quelques mois de congélation a -80°C, c’est le cas de 1’échantillon LP1. Ceci nous a
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conduit a prendre des lymphocytes sanguins de patients sains (ne présentant aucune maladie

lymphoproliférative) et non ceux du patient étudié.

Pour la réalisation des banques de soustractions, seuls les ARN de bonne qualité sont utilisés.

Les résultats des différentes extractions sont regroupés dans le tableau suivant.
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Code Pathologie Type de prélévement Quantite Qualité | Technique
(ng/pl)

P1 LCP CD30+ Peau 283 -
P3 LCP CD30+ Peau 1817 +
LP1 |LCP CD30+ Lymphocytes 44 -
LP3 |LCP CD30+ Lymphocytes 132 -
LP6 |Sain Lymphocytes 188 +
LP7 |Sain Lymphocytes 856 +
LP8 |Sain Lymphocytes 328 +
PHA |Sain activé a la PHA Lymphocytes 386 +
LPx |Sain Lymphocytes activés (IL2) 1132 +
LPy |Sain Lymphocytes activés (IL2) 1024 +
P10 |[LCP CD30+ Peau 826 + | Solution D
La Sain Lymphocytes 259 +
Lb Sain Lymphocytes 175 +
Lc Sain Lymphocytes 355 +
Ld Sain Lymphocytes 261 +
P11A |LCP CD30+ Ganglion 2273 +
L1 Sain Mix de 3 lymphocytes 1059 +
L2 Sain Mix de 3 lymphocytes 831 +
P14 |L. systémique CD30+ |Ganglion 1082 +
P15 |Eczéma Peau inflammatoire 430 +
LP3 |Sain Mix de 3 lymphocytes 607 +
LP4 |Sain Mix de 3 lymphocytes 1646 +
P16 |LCP CD30+ Peau 740 +
P11C [LCP CD30+ Peau 976 +
P9 LCP CD30+ Peau 780 +
P4 LCP CD30+ Peau 764 +
P5 LCP CD30+ Peau 1072 +
P17 |LCP CD30+ Peau 808 +
P18 |LCP CD30+ Peau 676 + Trizol
GP24 |L systémique CD30+ | Ganglion 1250 +
GP25 |L systémique CD30+ | Ganglion 355 -
GP26 |L systémique CD30+ | Ganglion 917 +
LP27 |Sain Lymphocytes frais 319 +
LP28 |Sain Lymphocytes frais 528 +
LP29 |Sain Lymphocytes frais 511 +
LP30 |Sain Lymphocytes frais 370 +

Tableau 5 : Bilan des extractions d’ARN
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3.3 PCR Raf: absence d’ADN génomique dans les extractions d’ARN

L’absence d’ADN génomique dans les préparations d’ARN est contrélée par PCR avec des

\ 83 \ .
amorces pour le géne Raf ™. Le systéme est le suivant :

ADNc

(iéne

ADN génomique

Figure 6 : Schéma de la PCR Raf

Les amorces choisies sont situées de part et d’autre d’un intron de 100 pb. La taille du produit

de PCR varie en fonction de la matrice :
= En présence d’ADN génomique, I’intron est présent, le produit de PCR est de 249 pb.

o En présence d’ADNc, I’intron est absent et le produit de PCR est de 149 pb.

Amorce Rafexon 8 : ’GATGCAATTCGAAGTCACAGCG 3’ Tm=66°C

Amorce Rafexon 9: 5> TTTTCTCCTGGGTCCCAGATA 3’ Tm = 62°C

Figure 7 : Séquences des amorces Raf

Lorsqu’une préparation d’ARN contient également de I’ADN génomique, les deux bandes
sont visibles. L’amplification comporte 35 cycles donc en cas d’absence du fragment le plus

long, nous pouvons considérer la préparation d’ARN exempte d’ADN génomique.
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La photo ci-dessous montre les résultats obtenus pour des extractions d’ARN réalisées selon

la technique solution D. Aucune trace d’ADN génomique n’est détectée.

Toutes les préparations d’ARN sont ainsi controlées et aucune présence d’ADN génomique

n’a été montrée apres le traitement des ARN a la DNase 1.

Gel d’agarose 2 % w/v
Marqueur de PM 100 pb (Promega)
Témoin génomique

ADNc P10

El ol

Témoin négatif

Figure 8 : Test d’absence d’ADN génomique dans une préparation d’ARN

3.4 Synthése des ADNc par la technique SMART 7’

Cette technique comporte une étape d’amplification lors de la synthése du second brin
d’ADNec. Les prélevements tumoraux sont rares et souvent de petite taille, donc précieux. Par

cette approche, il est donc possible de travailler a partir de faibles quantités d’ARN totaux.

La synthése du premier brin d’ADNc est réalisée sur 1 pg d’ARN totaux, par transcription
inverse a partir d’une amorce CDS contenant un oligo(dT) ancré ainsi qu'une séquence de 25
résidus contenant un site de restriction Rsal. L’oligo(dT) ancré permet de faire la transcription
inverse de I’ensemble des ARN poly A. Les 25 résidus en 5’ seront utilisés ultérieurement
lors de la digestion par Rsal et lors des étapes de PCR. Lorsque la transcriptase inverse arrive
en fin de matrice, elle ajoute une série de C. L’amorce SMART II s’hybride alors a la série de
C et la synthése du premier brin d’ADNc se poursuit jusqu’a la fin de I’amorce. Finalement
chaque ADNc premier brin contient a ces extrémités les séquences des amorces CDS et

SMART II. L’amorce SMART II contient également un site de restriction Rsal.
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Amorce CDS : 5> AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTACT 30NN 3’
Amorce SMART II : 5> AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTACGCGGG 3’

Site de restriction Rsal

Figure 9 : Amorces utilisées lors de la synthése de ’ADNCc - technique SMART

La synthése du second brin est réalisée par PCR avec ’amorces 5° PCR Primer. Le nombre de
cycles pour cette PCR doit étre optimisé a chaque expérience. La figure suivante représente
les résultats obtenus pour un échantillon a différents cycles. La PCR doit étre arrétée avant

qu’elle n’arrive a sa phase de plateau. Le nombre de cycles choisi dans I’exemple suivant est

de 21 cycles pour P10 et pour PHA.

Gel d’agarose 1,2 % w/v

5 pL, 15 cycles P10

5 pL, 18 cycles P10

5 pL, 21 cycles P10

5 pL, 24 cycles P10

5 pL, 15 cycles PHA

5 nL, 18 cycles PHA

5 pL, 21 cycles PHA

5 pnL, 24 cycles PHA
Marqueur PM 1 kb (Promega)

A AL N e

Figure 10 : Choix du nombre de cycles lors de la LD-PCR

Pour les différents échantillons utilisés lors de ma thése, le nombre de cycles optimal varie

entre 19 et 24 cycles pour la synthése du second brin d’ADNc.

Les produits de SMART sont ensuite purifiés sur des colonnes CHROMA SPIN 1000. Cette

¢étape permet d’éliminer les amorces et les nucléotides non incorporés.
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3.5 Digestion par Rsal

Les ADNc tester et driver sont digérés en parallele par ’enzyme de restriction Rsal. Cette
étape génere des fragments d’environ 500 pb. Ceci permet de normaliser les différents génes,
leur cinétique lors des étapes d’hybridation sera indépendante de leur taille. La digestion des
ADNC est vérifiée par migration sur gel d’agarose avant et aprés digestion. Avant digestion,
I’ADNCc obtenu par la technique SMART correspond a une trainée qui monte jusqu’environ

10 kb. Apres digestion par Rsal, la trainée ne monte pas au-dela de 3 kb.

Gel d’agarose 1,2 % w/v
1. 10 pL, ADNc PHA non digéré
Digéré par Rsal 2. 10 pL, ADNc PHA digéré

Non digéré

Figure 11 : Controle de la digestion par Rsal

A cette étape I’ ADNc driver est terminé.

C’est apres cette étape que les soustractions SSH 3, SSH 4 et SSH 6 sont abandonnées. Le

matériel observé sur ce gel était en trop faible quantité pour les ADNc tester et driver.
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3.6 Ligation des adaptateurs

La ligation des adaptateurs est réalisée uniquement sur I’ADNc fester (tumoraux). Cette étape
permet de fixer des adaptateurs partiellement double brin (1 ou 2R) aux extrémités 5 et 3° de
chaque molécule d’ADNc. Les ADNc tester sont divisés en deux fractions équivalentes.
Chaque fraction est liée avec un type d’adaptateur, 1 ou 2R. Nous obtenons ainsi deux

populations d’ADNCc tester : tester-1 (T-1) et tester-2R (T-2R).

Adaptateur 1 :5 CTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT 3’
S~ ~— — 3> GGCCCGTCCA 5°
Amorce PCR 1 S~ —— —

Amorce nichée PCR 1

Amorce PCR 1

A
~ N

Adaptateur 2R : 5° CTAATACGACTCACTATAGGGCAGCGTGGTCGCGGCCGAGGT 5°
3> GCCGGCTCCA &

— _/
—~—

Amorce nichée PCR 2R

Figure 12 : Adaptateur lié 2 ’ADNc tumoral

Afin de vérifier I’efficacité de ligation des adaptateurs, deux PCR sont réalisées pour chaque

ADNCc tester.

o La premiere, avec les amorces du géne de la G3PDH, correspond a I’ensemble des

ADNc G3PDH liés ou non avec un des adaptateurs (cf. piste B et D).

o La seconde avec une des amorces G3PDH (5’ou 3°) et ’amorce PCR 1 correspond a
I’ensemble des ADNc G3PDH liés a un des adaptateurs. La piste A correspond au

tester-1, la piste C au tester-2R.

45



Réalisation des banques de soustraction

Amorce
PCR 1 it
et

il

Bl

Adantateur 1

Figure 13 : Ligation des adaptateurs - schéma d’une molécule d’ADNc apreés ligation avec I’adaptateur 1 -

position des amorces G3PDH 3’ et PCR 1

Adantateur 2R
— B
Amorce
G3PDH 5’ Amorce
PCR 1

Figure 14 : Ligation des adaptateurs - schéma d’une molécule d’ADNc aprés ligation avec I’adaptateur 2R

- position des amorces G3PDH 5’ et PCR 1

L’efficacité de ligation est estimée pour chaque tester en comparant les signaux obtenus :
piste A et B pour le tester-1 et piste C et D pour le tester-2R. 11 faut qu’au moins 25 % des

molécules soient liées avec un des adaptateurs.

Dans I’exemple ci-dessous (P3, SSH 7), 50 % des molécules sont liées a 1’adaptateur 1 ou 2R.

Gel d’agarose 2 % w/v
Marqueur PM 100 pb (Promega)
A : tester P3-1, lié
B : tester P3-1, lié et non lié
C : tester P3-2R, lié
D

: tester P3-2R, lié¢ et non lié

Nk W=

Figure 15 : Ligation des adaptateurs - gel d’agarose 2 % w/v
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Pour les différentes SSH réalisées, nous n’avons pas eu de probléeme lors de la ligation des

adaptateurs.

SSH 1 SSH 2 SSH 5 SSH 7 SSH 8

75% 40% 40% 50% 30%

Tableau 6 : Efficacité de ligation des différentes SSH
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3.7 Hybridations et amplifications

ADNC sain
ADNCc tumoral (T-1) (Driver) ADNCc tumoral (T-2R)
——— W  —— ———
- —_—

Hybridation 1a Hybridation 1b

|
| |

a m— [ o E—
— —  m

b [ o E—

c W = —

‘ Hybridation 2
abcd + € -:——E-
Extension
des amorces
a mt+—— .

Figure 16 : Hybridation soustractive suppressive
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3.7.1 Hybridation 1 et 2

Apres dénaturation, deux premicres hybridations (1a et 1b) sont réalisées en paralléle. Elles se
font entre le fester-1 (ADNc tumoral 1i¢ a 1’adaptateur 1) et un excés de driver (ADNc non

tumoral), le fester-2R et un exces de driver.

Ces premieres hybridations générent différents types de molécules.

o Les molécules de types a et b sont présentes uniquement dans la population tumorale,
le type b est fortement représenté alors que le type a est en faible quantité. C’est a
cette étape que la normalisation entre les ARN de différentes quantités a lieu. En effet
les ADNc abondants dans la tumeur vont former plus facilement des molécules de

types b que les ADNc faiblement représentés.

o Les molécules ¢ sont formées d’ADNc présents dans les populations tumorales et non

tumorales.

o Les molécules de type d correspondent a I’excés d’ADNc non tumoral.

La seconde hybridation regroupe les deux premiéres hybridations sans dénaturation préalable.
Un exces d’ADNc non tumoral est également ajouté lors de cette hybridation. Cette
hybridation permet la formation des molécules de types e. Elles correspondent aux ADNc

présents uniquement dans la tumeur, donc aux molécules d’intéréts que nous recherchons.

3.7.2 PCR1et2

Ces étapes permettent une amplification préférentielle des ADNc spécifiques de la tumeur.
Deux PCR successives sont réalisées afin d’amplifier les ADNc présents dans la tumeur et
absents dans la non-tumeur. Ces PCR sont également réalisées sur le produit de non-

soustraction qui correspond a un mélange des fester 1 et 2R avant la ligation.
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Lorsque nous regardons de plus pres les différents types de molécules obtenues apres la

seconde hybridation, nous avons plusieurs cas de figure :
o Les molécules sans adaptateur (d) ne peuvent étre amplifiées.
o Les molécules avec un seul des deux adaptateurs (a et ¢) sont amplifiées de maniére
linéaire.
o Les molécules ayant les mémes adaptateurs aux deux extrémités (b) ne sont pas

amplifiées. La cinétique de repliement intramoléculaire est favorisée par rapport a

I’hybridation des amorces lors de la PCR. C’est a ce niveau que la suppression se fait.

o Seules les molécules portant & chaque extrémité un adaptateur différent (e) sont

amplifiées de manicre exponentielle.

Les deux PCR sont controlées par migration sur un gel d’agarose.

1 2

Gel d’agarose 1,2 % w/v
PCR 1, produit de soustraction SSH 2
PCR 1, produit non soustrait SSH 2
PCR 2, produit de soustraction SSH 2
PCR 2, produit non soustrait SSH 2
Marqueur PM 1 kb (Promega)

S S

Figure 17 : Amplification des produits de soustraction

En regardant plus attentivement nous observons des bandes majoritaires différentes entre les
pistes 3 et 4. Au niveau de la fléche a, on voit une bande majoritaire présente dans le produit
soustrait (piste 3) et pas dans le produit non soustrait (piste 4) ; cette bande correspond a un
ADNc amplifié par la SSH. A I"opposé, au niveau de la fleche b, on voit un ADNc éliminé
par la SSH.
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3.8 Efficacité de la soustraction

Afin de vérifier le bon fonctionnement de la soustraction, une PCR semi-quantitative est
réalisée avec des amorces spécifiques d’un gene de ménage, la G3PDH. La PCR est réalisée

sur le produit de soustraction et le produit non soustrait.

Une différence d’au moins 5 cycles doit étre observée entre les deux échantillons. Lorsque ce

n’est pas le cas I’expérience est abandonnée a cette étape.

Gel d’agarose 1,2 % w/v
Marqueur PM 100 pb (Promega)
5 pL, 18 cycles SSH 7
5 pL, 23 cycles SSH 7
5 pL, 28 cycles SSH 7
5 nL, 33 cycles SSH 7

1 2 3 4 5 6 7 8 9

5 pL, 18 cycles, non soustrait

5 nL, 23 cycles, non soustrait

5 nL, 28 cycles, non soustrait

A AL o

5 pL, 33 cycles, non soustrait

Figure 18 : Efficacité de soustraction - PCR semi-quantitative G3PDH

Bien que la SSH 1 ne présente pas de soustraction, nous avons poursuivi les expériences afin
de mettre au point les protocoles de criblage des banques. La SSH 5 est abandonnée a ce

niveau, la soustraction étant inexistante.

SSH 1 SSH 2 SSH 5 SSH 7 SSH 8
Aucune | Bonne (5-10 cycles) | Aucune | Bonne (5 cycles) | Bonne (5 cycles)

Tableau 7 : Efficacité de soustraction des différentes SSH

51



3.9 Clonage

Réalisation des banques de soustraction

Lorsque I’efficacité de soustraction est validée, le produit de soustraction est cloné dans le

plasmide pGEM T Easy Vector. Cette étape permet d’isoler chaque molécule dans un clone

bactérien. Le nombre de clones générés lors du clonage pour chaque SSH est donné dans le

tableau suivant.

Nom SSH 1 SSH 2 SSH 7 SSH 8
Nombre de clones 3000 600 1000 1000
Efficacité de transformation | 3.10 * cfu/ug | 6.10° cfu/pg | 107 cfu/pg 10 * cfu/pg

Tableau 8 : Nombre de clones générés par clonage des différentes SSH

L’efficacité de transformation est calculée selon la formule suivante : Nombre de clones

obtenus / Quantité d’ADN transformé.

Globalement I’efficacité de transformation est reproductible d’une SSH a 1’autre.
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3.10 Commentaire des résultats

On considére que dans une cellule, 10 a 20 % des genes sont exprimés, soit 3000 a 6000
genes. Parmi ces genes seulement 10 % sont spécifiques d’un type cellulaire, soit 300 a 600
génes ®. Le nombre de clones obtenus par SSH, de I’ordre de 1000, est théoriquement
suffisant pour étudier I’ensemble des génes conférant a une cellule sa spécificité fonctionnelle

et structurale.

La technique de SSH permet, théoriquement, I’étude des geénes fortement et faiblement
exprimés grace a I’étape de normalisation qui intervient lors de la premicre hybridation. C’est
pourquoi les étapes de digestion et de ligation des adaptateurs sont critiques pour une bonne
soustraction. Un article, récemment publié¢ décrit des améliorations possibles pour cette
technique. Les auteurs proposent de purifier les molécules d’ADNCc tester qui sont liées aux

adaptateurs. Ainsi efficacité de la SSH s’en trouve augmentée .

Sur les huit soustractions réalisées pendant cette thése, plusieurs ont été abandonnées :
o Les SSH 3, 4 et 6 en raison de la faible quantité d’ADNc apres la digestion par Rsal.

o La SSH 5 parce que I’efficacité de soustraction n’était pas bonne. En effet, ’analyse
par PCR semi-quantitative sur le géne G3PDH n’a pas montré de différence entre le

produit soustrait et le produit non soustrait.

Les autre SSH vont maintenant étre criblées afin de sélectionner les génes a séquencer.
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4 CRIBLAGE DES BANQUES ET SEQUENCAGE

4.1 Introduction

Les banques de soustractions contiennent également des genes non spécifiques de la tumeur.
Afin d’¢éliminer ces faux positifs, un criblage est réalisé sur ’ensemble des clones de chaque

banque.

Chaque clone est déposé sur une membrane et les membranes sont fabriquées en deux
exemplaires. Sur chaque membrane, une sonde spécifique de 1I’ensemble des ADNc tumoraux
ou non tumoraux est hybridée. Les signaux sont comparés et seuls les clones qui présentent un

signal avec la sonde tumorale et pas de signal avec la sonde non tumorale sont sélectionnés.

4.2 Sonde radiomarquée

Deux techniques différentes de marquage ont été utilisées. La premicre est la transcription
inverse des ARN en ADNc, en incorporant du dCTP o *°P. La seconde est la technique
d’amorcage multiple ou Ramdom Priming par incorporation du dCTP a **P directement dans

I’ ADNCc produit par la technique SMART.

Sondes par transcription inverse Sondes par Random Priming
SSH 1 SSH 2 SSH 7 SSH 8
P3 LP7 P10 PHA P3 L1 P11A L1
18% 10% 13% 18% 43% 36% 60% 36%

Tableau 9 : Pourcentages d’incorporation du radio élément

La technique par amorgage multiple donne de meilleurs taux d’incorporation. De plus, nous
avons plus de sonde pour une méme quantit¢ d’ARN car la technique SMART contient une
étape d’amplification par PCR. Quelle que soit la technique employée pour le marquage, 1,5

millions de cpm par mL de solution sont hybridés pour une membrane.
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4.3 Criblage a partir des clones bactériens

4.3.1 Réalisation des membranes

Deux cent vingt sept clones sont organisés selon une grille orientée, dans des boites de 14 cm
de diameétre. Les boites sont réalisées en simple pour la SSH 1 et double pour la SSH 2.
Apres avoir fait pousser les bactéries, une membrane est déposée sur la boite de culture et les
bactéries adherent a la membrane. Dans le cas de la SSH 2, nous n’avons pas obtenu deux
membranes identiques car I’étape de transfert des bactéries vers la membrane n’est pas
reproductible. Cette technique a été utilisée au début de nos travaux pour les SSH 1 et 2. Le

tableau ci-dessous regroupe les différentes membranes réalisées pour les SSH 1 et SSH 2.

SSH 1 (454 clones) SSH 2 (432 clones)
Membrane A1 | Membrane Bl
Membrane A2 | Membrane B2

Membrane A Membrane B

Tableau 10 : Nom des membranes pour les SSH 1 et 2
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4.3.2 Hybridation des sondes radioactives

Pour la SSH 1, une premiere hybridation est réalisée :

= Membrane A + sonde LP7 =  Membrane B + sonde P3

Les sondes sont ensuite deshybridées et réhybridées de maniére croisée :

o Membrane A + sonde P3 o Membrane B + sonde LP7

L’analyse des quatre films d’autoradiographie a permis de sélectionner 61 clones.

Signal tumeur > Signal non-tumeur | Signal tumeur < ou = Signal non-tumeur

Membrane A 7 clones 1 clone

Membrane B 51 clones 2 clones

Tableau 11 : Nombre de clones sélectionnés - SSH 1

La figure suivante montre les films d’autoradiographie pour la membrane B de la SSH 1. Les
fleches rouges pointent des clones plus exprimés dans la tumeur, la fléche bleue correspond a

un des faux positifs que nous avons sélectionné.

Figure 19 : Membrane B pour la SSH 1 - film d’autoradiographie
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Pour la SSH 2, une premicre série d’hybridations est réalisée :

o Membranes Al et Bl + sonde o Membranes A2 et B2 + sonde PHA
P10

Les sondes sont ensuite deshybridées des membranes et réhybridées de maniére croisée :

=@ Membrane Al et Bl + sonde @ Membrane A2 et B2 + sonde P10
PHA

L’analyse des films d’autoradiographie a permis de sélectionner 36 clones issus de la

membrane A et 60 clones de la membrane B.

e

Figure 20 : Membrane A pour la SSH 2 - film d’autoradiographie

La technique utilisée pour ces membranes a induit environ 30 % de clones non

interprétables a cause de 1’hétérogénéité du transfert des clones bactériens sur la membrane.

57



Criblage des banques et s€quengage
4.4 Criblage a partir des ADNc soustraits

La technique a partir des clones bactériens n’a pas généré les résultats attendus. Nous nous
sommes donc réorienté vers la technique de Dot Blot en format 96 puits qui sont réalisés a
partir de produits de PCR correspondant aux genes d’intéréts. Cette technique a été utilisée

pour les SSH 7 et 8. Les membranes au format 96 dot sont réalisées en double (a et b) :
o Pour la SSH 7, huit membranes sont réalisées, soit 768 clones.

= Pour la SSH 8, six membranes sont réalisées, soit 576 clones.

Les membranes « a » sont hybridées avec la sonde tumorale utilisée pour la soustraction (P3
pour la SSH 7 et P11A pour la SSH 8) et les membranes « b » avec la sonde non tumorale (L1
pour les SSH 7 et 8). Chaque signal est quantifié par deux expérimentateurs indépendants sur
une gamme de 1 a 5. La sélection d’un clone est réalisée par comparaison des valeurs
obtenues pour les deux types de sondes : un clone qui présente une valeur forte avec la sonde

tumorale et une valeur faible avec la sonde non tumorale sera donc sélectionné.

La comparaison des signaux a permis de sélectionner 49 clones pour la SSH 7 (P3 - L1) et
143 clones pour la SSH 8 (P11A - L1). Nous avons volontairement utilisé des conditions plus
stringentes pour la SSH 7 (P3 - L1) car nous avions déja séquencé 61 clones lors de la SSH 1
(P3 - LP7). La figure suivante montre un des films d’autoradiographie, les fléches rouges
pointent des clones sélectionnés. Grace a la technique des Dot Blot nous pouvons analyser

I’ensemble des genes déposés sur les membranes.

-
.

’j"'

P11A o L1

Figure 21 : Membranes H3 a et b pour la SSH 8 - film d’autoradiographie
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4.5 Séquencage

A la suite du criblage des différentes banques, nous avons séquencé environ 20 % des clones

pour chaque tumeur étudiée.

SSH 1 SSH 2 SSH 7 SSH 8
13,40% 22,20% 6,40% 24,80%

Tableau 12 : Pourcentages de clones sélectionnés pour les différentes SSH

Dans un premier temps, le séquengage des clones a été réalisé dans le laboratoire (SSH 1) a
I’aide du kit ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (PE Applied

Biosystems).

Dans un second temps, nous avons utilisé les services de la sociét¢ Genome express qui

possede les robots nécessaires au séquencage en format 96 puits.

Les séquences brutes sont corrigées a I’aide du logiciel Sequencing Analysis 3.3 (PE Applied
Biosystems), les zones du vecteur sont éliminées et les séquences ainsi nettoyées sont alignées
avec la banque nr (banque non redondante) par le logiciel en ligne BLAST, sur le site du

NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/) 8,
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Les résultats des alignements BLAST sont présentés dans les tableaux suivants.

SSH 1 - Résultat de Blast (nr) Nombre / 61 %
Desmoglein 3 : molécule d'adhésion 1 1,6
BAC clone CTB-94H21 from 7g21-g22 1 1,6
Kallikrein 6 : serine protease 1 1,6
Musculin (activated B-cell factor-1) 1 1,6
Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator 1 1,6
Humanin (HN1) / mitochondrion 1 1,6
Prothymosin alpha 1 1,6
Guanylyltransferase and 5'-phosphatase (RNGTT) / capping enzyme (HCE) 1 1,6
p120 catenin isoform 1A (CTNNDI1) 1 1,6
Cornifin : small proline-rich protein 1B 3 4.9
Viral-cellular fusion mRNA with Human papillomavirus type 68 E6 and E7
genes, and Homo sapiens APM-1 gene 1 1,6
U2 snRNA (RNU2) gene 1 1,6
Chromosome 19 - cosmid 21246 1 1,6
Chromosome 11q clone:RP11-718B20 1 1,6
DNA for Ig gamma heavy-chain, membrane-bound-type and secrete-type 1 1,6
Mitochondrion 1 1,6
Chromosome 11q clone:RP11-718B20, 1 1,6
Chromosome 11p13 Contains the HIPK3 gene for homeodomain-interacting
rotein kinase 3 1 1,6
THW gene : transmembrane protein 1 1,6
NF-kappa-B p65 subunit : transcription factor 1 1,6
cDNA DKFZp762H106 (from clone DKFZp762H106) 1 1,6
Chromosome 14 clone RP11-58H3 map 14q31 1 1,6
ribosomal DNA complete repeating unit / 18S rRNA gene / non-functional
folate binding protein 10 16,4
Kératine 6 20 32,8
Keratin 16 (KRT16A) gene 1 1,6
Mauvaise séquence 6 8,2
61 100

Tableau 13 : Séquencage des clones de la SSH 1 - blast nr
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SSH 2 - Résultat de Blast (nr) Nombre / 96 %
Mauvaise séquence 8 8,3
SPARC / Osteonectin 3 3,1
Fibronectin 7 73
Actin Alpha 2 2’1
Proteoglycan 1 1 ,()
Filamin 1 1:0
Collagen 1 1 1.0
Collagen 3 1 1,()
Dermatopontin 1 1 ,0
hn-RNP E2 1 1’0
Discoidin / DDR2 1 1,0
Macroglobulin Alpha 2 2 2:1
CIN 85 1 1.0
Interferon Gamma inductible 3 3’1
Small Inductible Cytokine chemokine 1 1’0
GPNMB 1 120
Phospholipase A2 3 31
Ribonuclease 3 3 ’ 1
Mitochondrie / Cytochrome 8 823
"TGF béta 3" 1 1.0
Folate R2 1 1,0
HLA class I/ CMH 5 5:2
Immunoglobulin 35 36,5
ARN 18 S 3 31
Clones non déterminés 2 2:1

96 100,0

Tableau 14 : Séquencage des clones de la SSH 2 - blast nr
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SSH 7 - Résultat de Blast (nr) Nombre / 49 %
major histocompatibility complex, class II, DR beta 5 (HLA-DRBS) 1 2,0
CD74 antigen 2 4,1
BAC clone RP11-527F13 from 6 1 2,0
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) 1 2,0
protease inhibitor 3, skin-derived (SKALP) (PI3) 2 4.1
small proline-rich protein 1 (SPRR1A) 1 2,0
small proline-rich protein 2E (SPRR2E) proline rich protein (sprll) mRNA 1 2,0
S100 calcium-binding protein A7 (psoriasin 1) 4 8,2
H4 histone family, member G (H4FG) 1 2,0
DAZ associated protein 2 (DAZAP2) 1 2,0
Mauvaise séquence 4 8,2
keratin 6 15 30,6
non-functional folate binding protein / ribosomal DNA complete repeating
unit / 18S ribosomal rRNA 15 30,6
49 100,0
Tableau 15 : Séquencage des clones de la SSH 7 - blast nr
SSH 8 - Résultat de Blast (nr) Nombre / 143 %
Hypothetical protein FLJ23277 1 0,7
CD2 antigen (p50) 1 0,7
heat shock 70kD protein 8 3 2,1
protein disulfide isomerase-related protein 1 0,7
clone 016b10 My016 1 0,7
Chaperonin 10 2 1,4
oncoprotein 18 (Op18) 2 1,4
HSPCO16 1 0,7
glutamate-ammonia ligase (glutamine synthase) 4 2,8
ubiquitin A-52 1 0,7
NADH:ubiquinone oxidoreductase MLRQ subunit 1 0,7
beta 2-microglobulin 6 4.2
Cyclophilin A : peptidylprolyl isomerase A 4 2,8
enolase 1 1 0,7
BCLI11B : B-cell CLL/lymphoma 11B (zinc finger protein) 1 0,7
chromosome 17, clone 84 E 24 1 0,7
pituitary tumor-transforming 1 (PTTG1) 1 0,7
CD3D antigen : 20 K T3 glycoproteinof T-cell receptor 2 1,4
L-plastin : lymphocyte cytosolic protein 1 1 0,7
Ribosomal protein L4 1 0,7
clone RP11-173B14 on chromosome 13 1 0,7
retinoic acid receptor responder (tazarotene induced) 1 0,7
activated RNA polymerase II transcription cofactor 4 (PC4) 1 0,7
Proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 2, (PSMB2) /
roteasome subunit HsC7-1 1 0,7
Era GTPase B protein (HERA-B) 1 0,7
ribosomal protein L30 1 0,7
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Suite SSH 8 - Résultat de Blast (nr) Nombre / 143 %
annexin A5 (ANXAS) / placenta anticoagulant protein PP4 / lipocortin-V 1 0,7
Ig divers 19 13,3
HLA-DR alpha 18 12,6
HLA-DR beta 1 2 1,4
MHC class II HLA-DR7-associated glycoprotein beta- chain 1 0,7
human DS glycoprotein alpha subunit from the HLA-D 3 2,1
CD74 antigen 1 0,7
HLA-SB(DP) alpha 1 0,7
HLA DM alpha 1 0,7
H2A histone family, member Z (H2AFZ) 11 7,7
H4 histone family, member G (H4FG) 3 2,1
Mauvaise séquence 17 11,9
peroxiredoxin 3 (PRDX3), nuclear gene encoding mitochondrial protein /
mRNA for Apol Human (MER5(Aop1-Mouse)-like protein) 3 2,1
actin, gamma | 1 0,7
arachidonate 5-lipoxygenase-activating protein (ALOXS5AP), mRNA / five-
lipoxygenase activating protein (FLAP) 1 0,7
ribosomal protein S4, X-linked / ribosomal protein L41 mRNA 1 0,7
activator of S phase kinase (ASK) / DBF4-like protein (DBF4) mRNA 1 0,7
G protein-coupled receptor 64 (GPR64) / mRNA for HE6 Tm?7 receptor 1 0,7
splicing factor, arginine/serine-rich 3 / pre-mRNA splicing factor (SFRS3) 1 0,7
mRNA similar to Fc epsilon receptor beta subunit / membrane-spanning 4-
domains, subfamily A, member 4 (MS4A4) / HDCME31P mRNA 1 0,7
genomic DNA, chromosome 21g21.2, LL56-APP region, 1 0,7
cofactor A protein mRNA / tubulin-specific chaperone a (TBCA) 1 0,7
Ribosomal protein L7a (RPL7A), mRNA / PLA-X mRNA 1 0,7
thioredoxin 1 (TRX1) 1 0,7
PTD011 mRNA, / TS58 mRNA 1 0,7
fatty acid binding protein 4, adipocyte (FABP4) 1 0,7
ribosomal protein S15a (RPS15A) 1 0,7
testis enhanced gene transcript (BAX inhibitor 1) (TEGT) 1 0,7
Chromosome 16 BAC clone CIT987SK-A-355G7 1 0,7
single-stranded DNA-binding protein mRNA (SSBP1) 1 0,7
kinesin superfamily protein KIF1B (KIF1B) 1 0,7
cathepsin C (CTSC) / prepro dipeptidyl peptidase I (DPP-I) gene 1 0,7
calmodulin 2 (phosphorylase kinase, delta) 1 0,7

143 100,0

Tableau 16 : Séquencage des clones de la SSH 8 - blast nr
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4.6 Commentaire des résultats

Nous nous sommes intéressés particulierement aux genes qui sont retrouvés avec un
pourcentage €levé. Le fait d’avoir pour certains génes un pourcentage aussi ¢levé montre que
la normalisation de la SSH ne se fait pas correctement. Bien que pour une forte surexpression
d’un geéne donné, nous nous attendions a une certaine redondance. Les autres génes seront

discutés plus amplement dans le chapitre 5.

SSH 1 32,8 % Kératine 6 ; 16,4 % ARN 18S
SSH 7 30,6 % Kératine 6 ; 30,6 % ARN 18S
SSH 2 36,5 % Immunoglobulines

SSH 8 18,2 % HLA + 4,2 % béta 2 microglobuline

Tableau 17 : Redondance des différentes SSH

4.6.1 SSH1etSSH7

Ces deux SSH présentent une forte redondance pour deux ARN, la kératine 6 et I’ARN
ribosomal 18 S. Pour les autres séquences, nous n’avons pas de redondance. Nous retrouvons

des genes structuraux et d’autres fonctionnels.

4.6.1.1 Kératine 6

Les kératines sont des protéines du cytosquelette appartenant a la famille des filaments
intermédiaires. Elles regroupent plus de 35 membres et sont exprimées dans les épithéliums,
au niveau des kératinocytes. La polymérisation des filaments de kératines débute

obligatoirement par la formation d’un hétérodimére comprenant une protéine de type I (acide)
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et une protéine de type II (basique) *°. La kératine 6 (type II) s’associe avec la kératine 16

(type I).

Dans des conditions normales, la kératine 6 a une expression faible et restreinte a des
structures bien précises. Elle est absente de 1’épiderme et présente dans les différentes
annexes cutanées *°. Par contre son expression est trés fortement augmentée et moins
restreinte dans les épithéliums stratifiés subissant une différenciation anormale ou une
hyperprolifération *. 1l en est de méme dans les cellules jouxtant une plaie ou lors d’un

. . . 88
processus de cicatrisation © .

De récentes études ont montré que I’expression du gene de la kératine 6 est induite par
différentes cytokines impliquées dans I’inflammation, le TNF alpha ¥, ’EGF et le TGF alpha
% TIL-1 °', Interféron gamma °°. Dans cette derniére étude, les auteurs ont montré que
I’expression de la kératine 6 par I'INF gamma nécessite 1’intervention de I’IL-1 alpha et des

facteurs de transcriptions NF Kappa B et STATI.

Ces différentes observations laissent penser que la kératine 6 a non seulement un role

structural, mais également un réle dans le processus de différenciation de la peau.

Dans le cas d’un LCP CD30+, des lymphocytes localisés dans le derme proliférent de maniére
anarchique. Les kératinocytes de 1’épiderme se trouvent alors dans un environnement
prolifératif qui peut induire, par effet paracrine, 1’expression anormale de la kératine 6 dans

les cellules épidermiques.

La présence de plus de 30 % de kératine 6 dans les SSH 1 et 7 peut s’expliquer par plusieurs
hypothéses. Lors de la préparation des échantillons, nous avons éliminé 1’épiderme a 1’aide
d’un scalpel mais nous n’avons pas €liminé les annexes cutanées présentes dans le derme, en
particulier les annexes sudoripares ou pilo-sébacées puisque nous n’avons pas observé
d’annexe sébacée sur les coupes de tissu. De plus, la macrodissection au scalpel n’a peut étre

pas permis d’¢éliminer totalement 1’épiderme.
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Le fait que nous ne retrouvions pas la kératine 6 dans les SSH 2 et 8 étaye ces hypotheses. Le
prélévement P10 (SSH 2) ne contient pas d’épiderme, la tumeur était localisée dans le derme
profond. Le prélevement P11A (SSH 8) correspond quant a lui & une extension extracutanée,
au niveau d’un ganglion, d’un LCP CD30+. L’expression de la kératine 6 au niveau des
cellules épidermiques sera vérifiée ultérieurement par les expériences de microdissection et de

PCR quantitative.

Nous pouvons nous interroger sur la signification biologique de ces résultats. La
surexpression de la kératine 6 dans les cellules épidermiques en regard d’un LCP CD30+ est-
elle uniquement une conséquence du lymphome ou influence-t-elle également le

développement de ce dernier ?

Dans tous les cas, ce résultat permet de valider les expériences de SSH car la kératine 6 est

absente des lymphocytes sanguins utilisés comme driver.
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4.6.1.2 ARN ribosomal 18 S

La présence de 16 % pour la SSH 1 et de 30 % pour la SSH 7 d’ARN ribosomal 18 S est li¢ a
la séquence méme de cet ARN. Il contient en différents endroits des répétitions de A, régions
ou I’oligonucléotide CDS peut s’hybrider partiellement et initier la transcription inverse.
Notre résultat s’explique également du fait que I’expression des génes des ARNr est régulée
par des hormones tel que les glucocorticoides * et par des facteurs de croissance tels que le
FGF **. Ces processus apparaissent fortement modifiés dans les cellules transformées qui
possédent des nucléoles (lieux de fabrication des ribosomes) de morphologies différentes,

aussi bien au niveau de leur taille, de leur nombre, de leur forme que de leur structure .

CCGTCCGTCCGTCGTCCTCCTCGCTTGCGGGGCGCCGGGCCCGTCCTCGAGCCCCCNNNNNCCGTCCGGE
CGCGTCGGGGCCTCGCCGCGCTCTACCTACCTACCTGGTTGATCCTGCCAGTAGCATATGCTTGTCTCAA
AGATTAAGCCATGCATGTCTAAGTACGCACGGCCGGTACAGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGT
TATGGTTCCTTTGGTCGCTCGCTCCTCTCCTACTTGGATAACTGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCC
GACGGGCGCTGACCCCCTTCGCGGGGGGGATGCGTGCATTTATCAGATCAAAACCAACCCGGTCAGCCCC
TCTCCGGCCCCGGCCGGGGGEGCGEGCCGCGGCGGCTTTGGTGACTCTAGATAACCTCGGGCCGATCGCAC
GCCCCCCGTGGCGGCGACGACCCATTCGAACGTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAGTCGCCGTGCCTA
CCATGGTGACCACGGGTGACGGGGAATCAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCAC
ATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCACTCCCGACCCGGGGAGGTAGTGACGAAAAATAACAA
TACAGGACTCTTTCGAGGCCCTGTAATTGGAATGAGTCCACTTTAAATCCTTTAACGAGGATCCATTGGA
GGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGCTGCAGTTAA
AAAGCTCGTAGTTGGATCTTGGGAGCGGGCGGGCGGTCCGCCGCGAGGCGAGCCACCGLCCCGTLCCCLG L
CCTTGCCTCTCGGCGCCCCCTCGATGCTCTTAGCTGAGTGTCCCGCGGGGCCCGAAGCGTTTACTTTGAA
AAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCCCGAGCCGCCTGGATACCGCAGCTAGGAATAATGGAATAGGACCGC
GGTTCTATTTTGTTGGTTTTCGGAACTGAGGCCATGATTAAGAGGGACGGCCGGGGGCATTCGTATTGCG
CCGCTAGAGGTGAAATTCTTGGACCGGCGCAAGACGGACCAGAGCGAAAGCATTTGCCAAGAATGTTTTC
ATTAATCAAGAACGAAAGTCGGAGGTTCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTTCCGACCATAAACGATG
CCGACCGGCGATGCGGCGGCGTTATTCCCATGACCCGCCGGGCAGCTTCCGGGAAACCAAAGTCTTTGGG
TTCCGGGGGGAGTATGGTTGCAAAGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAG
CCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAACCTCACCCGGCCCGGACACGGACAGGATTGACAGATTGA
TAGCTCTTTCTCGATTCCGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGCGATTTGTCTGGTTA
ATTCCGATAACGAACGAGACTCTGGCATGCTAACTAGTTACGCGACCCCCGAGCGGTCGGCGTCCCCCAA
CTTCTTAGAGGGACAAGTGGCGTTCAGCCACCCGAGATTGAGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGAT
GTCCGGGGCTGCACGCGCGCTACACTGACTGGCTCAGCGTGTGCCTACCCTACGCCGGCAGGCGCGGGTA
ACCCGTTGAACCCCATTCGTGATGGGGATCGGGGATTGCAATTATTCCCCATGAACGAGGAATTCCCAGT
AAGTGCGGGTCATAAGCTTGCGTTGATTAAGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGA
TTGGATGGTTTAGTGAGGCCCTCGGATCGGCCCCGCCGGGGTCGGCCCACGGCCTGGCGGAGCGCTGAGA
AGACGGTCGAACTTGACTATCTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAA
GGATCATTA

Figure 22 : Séquence du gene de ’ARN 18S humain (M10098)
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4.6.2 SSH2

Cette SSH met en évidence des geénes codant pour des composants de la matrice
extracellulaire. Le grand nombre de génes de la matrice extracellulaire peut s’expliquer par la
localisation dans le derme profond de ce prélévement. En effet nous devons également avoir,
en plus des cellules tumorales, des fibroblastes qui expriment les geénes de la matrice

extracellulaire.

Nous retrouvons €¢galement un fort pourcentage (36 %) de génes des immunoglobulines (IgG
et IgM). Nous retrouvons des geénes codant pour les chaines lourdes et pour les chaines

1égeres (Kappa et Lambda), autant dans les régions variables que les régions constantes.

La présence d’immunoglobulines nous pose un probléme car nous sommes en présence d’un
LCP CD30+ donc d’une prolifération de lymphocytes de phénotypes T. Puisque les
immunoglobulines sont produites uniquement par les lymphocytes B, nous avons recherché la

présence de lymphocytes B dans le prélevement.

Comme le diagnostic de la tumeur était bien celui d’un lymphome T CD30+, nous avons
ensuite pensé a une contamination de nos expériences par d’autres expériences réalisées dans
le laboratoire sur des lymphomes de phénotype B. Pour vérifier cette hypothése, nous avons
¢tudi¢ la clonalit¢ B dans les échantillons utilisés pour les banques. Cette derniére est
analysée par des expériences de PCR avec des amorces spécifiques de la chaine lourde des
immunoglobulines *°. Habituellement elle est étudiée au niveau de I’ADN génomique. Dans
le cas des lymphocytes sanguins sains ou d’un LCP CD30+, le profil obtenu est une trainée
car il n’y a pas de population cellulaire majoritaire. Dans le cas d’un lymphome B, une seule

bande est observée ce qui correspond a une population cellulaire unique.
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La clonalité B a été étudiée sur différents échantillons issus de la SSH 2.

Gel d’acrylamide
a. ARN totaux P10
b. ADNc sb P10 (hexamére)
c. ADNc sb P10 (SMART)
d. ADNc db P10 (SMART)

abcd 12345 d23

1. ADN génomique P10

2. Produit non soustrait SSH 2
3. Produit de soustraction SSH 2
4. Témoin positif clonal

5. Marqueur de PM (1 kb)

Figure 23 : Etude de la clonalité B - Echantillons de la SSH 2

L’analyse de la clonalit¢ au niveau de ’ADN génomique (piste 1) présente un profil
polyclonal, avec une bande un peu plus intense. L’ARN ne donne aucune bande (piste a),
nous n’avons donc pas de contamination d’ADN génomique dans la préparation d’ARN. Au
niveau de I’ADNc, deux bandes majoritaires sont retrouvées dés la synthése du premier brin
d’ADNc indépendamment de la technique utilisée (piste b, ¢ et d). La bande du bas est au

méme poids moléculaire que la bande plus intense dans I’ADN génomique.

Au niveau du produit non soustrait, les deux bandes majoritaires sont observées (piste 2).
Dans le produit soustrait (piste 3), seule la bande du bas est retrouvée. Il serait intéressant de
cloner et de séquencer les bandes majoritaires pour déterminer si elles correspondent aux

séquences que nous retrouvons dans les banques soustraites.

L’ ¢tude des coupes histologiques avec un marquage immunohistochimique spécifique des
lymphocytes B a montré des lymphocytes B réactionnels et quelques plasmocytes dans la
zone tumorale. De plus, les plasmocytes sont des cellules productrices d’immunoglobulines

dont 20 % de leurs ARN codent pour des Ig.
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Nous avons pu ¢liminer I’hypotheése d’une contamination entre différentes expériences. Ces
immunoglobulines viennent bien du prélévement. Il est possible qu’au niveau de la tumeur,
des plasmocytes soient sélectionnés et produisent un type unique d’immunoglobuline. Ceci
expliquerait la bande un peu plus intense dans la piste de I’ADN génomique (piste 1) et les
deux bandes majoritaires au niveau de I’ADNc (piste b, c et d) et des produits de soustraction

(piste 2 et 3).

4.6.3 SSHS8

Dans cette SSH, nous retrouvons 18,2 % de geénes codant pour les molécules du complexe
majeur d’histocompatibilité de classe II (CMH-II) et 4,2 % de génes codant pour la béta 2

microglobuline. Cette derniere est associ¢e aux molécules du CMH-II.

Les génes du CMH-II sont normalement exprimés par les cellules impliquées dans les
phénomenes de présentations d’antigénes tels que les cellules dendritiques, les macrophages,

les lymphocytes B et les lymphocytes T activés.

La soustraction est réalisée entre des lymphocytes T activés, ceux contenus dans la tumeur,
auxquels nous avons soustrait des lymphocytes sanguins non activés, ce qui peut expliquer la

surexpression des genes du systéme majeur d’histocompatibilité, HLA II.
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S ANALYSE DE I’EXPRESSION DES GENES CANDIDATS

5.1 Introduction

Afin de valider nos résultats, la variation d’expression des génes isolés par SSH et criblage
des banques, doit étre vérifiée par une autre technique. C’est pourquoi nous avons utilisé la
technique de RT-PCR quantitative ou RQ-PCR relative. L’appareillage utilisé est le Light
Cycler de la société Roche avec son logiciel d’analyse, version 3.5 (Roche Molecular

Biochemicals).

L’étape critique dans cette approche est la normalisation des échantillons : I’extraction des
ARN, la transcription inverse, les dilutions et le manipulateur peuvent induire des biais dans

les résultats. Pour s’affranchir de toutes ces variations, nous avons utilis¢ un géne de ménage.

Le choix des geénes a étudier par RQ-PCR a été réalisé par deux approches :

o Par dot blot avec quatre sondes issues de tumeurs différentes, sans a priori

bibliographique.

o Par intérét bibliographique sur 1’ensemble des génes non sélectionnés par la premiere

approche.

71



Analyse de I’expression des génes candidats

5.2 Sélection et étude des génes candidats potentiellement surexprimés

5.2.1 Par dot blot

L’ensemble des geénes séquencés lors des différentes SSH est mis sur une méme membrane au
format 96 dots. Cette membrane est fabriquée en 4 exemplaires. Chaque membrane est
hybridée avec une sonde radiomarquée d’ADNc obtenus par la technique SMART, de 4
tumeurs différentes : P1, P3, P10 et P11. Nous savons par les résultats du criblage des
banques que la totalit¢ des geénes sont peu ou pas exprimés dans les lymphocytes sains, a

I’exception du clone N° 2, I’humanine.

P1 P3
P10 P11

Figure 24 : Membranes bilan - film d’autoradiographie
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Dans un premier temps, seuls les génes qui présentent au moins trois signaux sur les quatre
sondes sont sélectionnés. Ensuite, I’intensité des signaux est estimée en double aveugle sur
une gamme de 1 a 5. Les génes sont alors classés de 1 a 22 en fonction de la somme de

I’intensité des signaux pour les quatre sondes, le tableau ci-dessous regroupe ces résultats.

Intensité du signal

Z
o

Nom P11B | P1 | P3 | P10 | Total

clone 016b10 My016 / oligo SMART II 20

9]

Humanine 15

clone RP1-8L15 (11p13) 12

18 S ribosomal RNA 12

[y
<>

beta 2-microglobulin

hypothetical protein FLJ23277

THW

CD74 antigen

O |0 (I [N A (W =

Prothymosin alpha

[y
(—]

cyclophilin A

[
[

H4 histone

k.
[\

HLA-DR alpha

ik
w

Ig divers

[
=

ubiquitin A-52

[
V)]

H2A histone

15b| H2A histone

17 | HSPCO16

10b| cyclophilin A

19 | enolase 1

20 [RIG 1

21 |HLA-DR béta 1

e Y N N N 1 NS NG S | NS I O S T NG I S T I NS I IS S N N I NS T I NS I N
e e e e e F N S F e N N =N S N S S R VS I A I I Y N EOS RV . V)

O OO IO IO ||| | ||| — W |— W]k | n
el Ll Ll el e el el el L N R e N S R N N S S A US IR RS I | O I RS I N KV )
W W (W W W (W K| KA OSSN SN D | (RO

21b| MHC class I HLA-DR7

Tableau 18 : Génes N° 1 a 22 - Sélection par Dot Blot
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5.2.2 Par intérét bibliographique

Parmi les génes non sélectionnés, d’autres sont choisis au regard de la littérature. Nous avons

¢galement étudi¢ des geénes non retrouvés dans les SSH, p53 et la famille du CD30.

N° Nom N° Nom
23 | Psoriasin 32 |[PTTGI

24 |p120 catenin 33 | Thioredoxin
25 | NF-Kappa B 34 | TETG

26 |SPARC 35 |pS3

27 | Filamin 36 | Kératine 6
28 | CIN 85 37 |CD30

29 | Phospholipase A2 38 | CD30 variant
30 | Oncoprotein 18 39 |CD30L

31 |[Bcl11B

Tableau 19: Génes N° 23 a 40 - Sélection par intérét bibliographique
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5.3 Analyse de I’expression des genes candidats

5.3.1 PCR en temps réel

Le principe de la PCR en temps réel est présenté dans I’introduction. Nous allons détailler ici

les expériences réalisées sur le Light Cycler de Roche Applied Science.

Le programme de la PCR a été défini comme pour une PCR classique, en fonction de la Taq
polymérase, des amorces et de la cible. Nous avons choisi un programme unique pour les
différentes cibles, seule la température d’hybridation varie. Le schéma ci dessous représente
le programme de la PCR. La premiére phase correspond a I’activation de la Taq polymérase,
la seconde phase est la PCR proprement dite, la troisieme phase correspond a la courbe de
fusion. La mesure de la fluorescence est réalisée en fin d’élongation lors de la seconde phase
et en continu lors de la troisiéme (points roses). Cette derniére permet de contrdler la

spécificité de la PCR.
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Figure 25 : Représentation du programme de RQ-PCR
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Pour chaque cible, la PCR est réalisée sur une gamme de dilution et sur les échantillons a

quantifier. Pour valider la reproductibilité¢ des expériences, chaque point est réalisé en double,

on parle de « duplicates ». De méme, un point permet de vérifier 1’absence d’ADNg dans

I’¢échantillon, nous utilisons comme matrice I’ARN utilisé pour la transcription inverse.

oy
35— d—7
3_
G -
=25 [MgCl,] pour le géne PO
L - — L,
T 5] b a. Témoin négatif
w b.3 mM
5 15— . c.4mM
T d. 5 mM
5 1-
E -
|:|,5—_
0— e
S T T T T T S T S S S R B IR S S R
Fll 72 74 7E 74 ] 82 24 8k ] 30 32 94
Temperature ["C)

Figure 26 : Courbe de fusion - RQ-PCR

Dans un premier temps, les résultats de la courbe de fusion sont analysés. Dans cet exemple,

seul le témoin négatif (a) présente des dimeres de primers, caractérisés généralement par un

Tm plus petit. Pour permettre la quantification, nous ne devons pas avoir de dimére de primer

dans nos échantillons ou dans un des points de la gamme. Il y aurait dans ce cas compétition

entre la formation de notre cible et des diméres de primers. Ces derniers peuvent étre éliminés

en augmentant la stringence de la PCR (MgCl,, température d’hybridation).

Dans un deuxiéme temps, la cinétique de la PCR est analysée pour chaque point par le

logiciel du Light Cycler (version 3.5). La méthode employée pour définir les Ct est celle de la

dérivée seconde maximum. Le Ct correspond au nombre de cycle ou I’amplification par PCR

est la plus efficace, il est donc calculé sur le début de la réaction. Les valeurs de Ct des

« duplicates » sont comparées pour I’ensemble des échantillons. Si la variation de Ct pour un
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¢chantillon est supérieure a 0,3, le point est jugé non reproductible et I’expérience est

recommencée pour ce point. La moyenne des Ct est ensuite réalisée pour chaque point.

La figure suivante montre 1’influence de la concentration en MgCl, sur la cinétique de la RQ-

PCR. Chaque courbe correspond a un échantillon. Nous pouvons suivre la PCR au cours du

temps.
=3P
11—
10—
S_
8 [MgCl,] pour le géne PO
1 a. Témoin négatif
?_
] b. 3 mM
B
5 6 c.4mM
5 - d. 5 mM
59
[y 4
4_
3_
2_
1 —
D_
1 “l ! | ! | ! | ! | ! | ! | ! | ! | ! |
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Cycle Humber

Figure 27 : Cinétique - RQ-PCR

On note qu’a 3 mM de MgCl,, la PCR est retardée. Pour notre étude nous avons travaill¢ a 4

mM de MgCl; pour le géne de ménage PO.
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Pour pouvoir comparer différents génes entre eux (genes cible et géne de ménage), nous ne
pouvons raisonner en Ct car ils dépendent de 1’efficacité de la PCR donc du couple d’amorces
utilisé. Nous avons donc choisi de raisonner en concentration arbitraire. Ceci est possible en
utilisant une gamme de dilution. Cette dernicre est réalisée par une dilution en série d’un
¢chantillon d’ADNc contenant la cible étudiée. Le logiciel du Light Cycler permet de tracer

une droite (concentration arbitraire en fonction de Ct). Les échantillons sont ainsi quantifiés.

:r-H...
" a__h_ Pente = -3,791
= e Intercepte = 27,75
- 24~ e Erreur = 0,0731
E - |H'““ =_1
E Fr i T~ "
;: = H
o] = .-\""'\-\.\_\_l-
- H
. o ~.
iP= -Hx"'
I# I i T i T - T | | i i i T i i T T | g T T T i i i .I !
DE @1 02 OF DA 3N 00 0F 9F S8 10 11 1 1 ia 5§ U6 LR e an g0 I8 0L 2 44 T8 QN 2 JF R a0
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Figure 28 : Gamme de dilution - RQ-PCR

L’étape suivante consiste a normaliser les résultats, le rapport des concentrations suivant est

réalisé.

[Echantillon]

[Géne de ménage]

Les valeurs ainsi obtenues peuvent enfin étre comparées.
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5.3.2 Choix d’un géne de ménage

Le choix du géne de ménage appropri¢ a notre systeme a fait 1’objet d’une étude approfondie
et d’un manuscrit prochainement soumis (cf. annexe 1). Nous avons regardé 1’expression,
dans un grand nombre d’échantillons, de quatre geénes décrits dans la littérature comme des
genes de ménage : béta actine, GAPDH, G6PD et PO (une protéine ribosomale). Pour cette
étude, nous avons raisonné uniquement avec les valeurs de Ct. Ceci est possible car nous ne
cherchons pas a comparer leur taux d’expression mais a identifier au moins deux génes dont

les profils d’expression sur un large panel d’échantillons sont superposables.

Géne Amorce sens Amorce anti-sens
GAPDH |CTCCTCTGACTTCAACA GTAGCCAAATTCGTTGTCA
G6PD CCGGATCGACCACTACCTGGGCAAG|GTTCCCCACGTACTGGCCCAGGACC
béta actine | ACTGGCATCGTGATGGACTC AGTTTCGTGGATGCCACAGG
PO TGCAGATTGGCTACCCAAC TTCAGCAAGTGGGAAGGT

Tableau 20 : Séquences des amorces de RQ-PCR pour les génes de ménages

Les résultats, sur quatorze prélévements, pour les quatre génes de ménage testés, sont
présentés ci-dessous. Les valeurs correspondent a la moyenne des Ct, les expériences étant

toujours réalisées en double pour chaque point.

35

—A&— PO
—O— actine
—X—G6PD
—&— GAPDH3

10 A

5,

0

N »H LN ) 4 < N Y ™ ™ N
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Echantillons

Figure 29 : Choix d’un géne de ménage - Ct des quatre genes
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Cette représentation est difficilement interprétable. Pour mieux analyser nos résultats, nous
avons choisi de les représenter de la maniere suivante : nous avons considéré un des genes
comme la référence et nous avons regardé la variation des trois autres, en effectuant les
rapports gene étudié sur géne de référence. Avec ces représentations, si deux génes possedent

le méme profil, le rapport de leur Ct doit étre une constante.

Ratio des Ct

0,4 —6— PO/actine —— G6PD/actine —<— GAPDH3/act

0 T T T T T T T T
P1 P3  PIOE PI1 LP8 LPx LPy Le Ld L1 L2 LIP3 LP4 Plu

Echantillons

Figure 30 : Analyse des résultats avec la béta actine comme référence
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Figure 31 : Analyse des résultats avec PO comme référence
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Figure 32 : Analyse des résultats avec la GAPDH comme référence
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Figure 33 : Analyse des résultats avec la G6PD comme référence

Les génes GO6PD et PO présentent un profil d’expression identique dans les différents
¢chantillons. Le géne GAPDH présente un profil proche, par contre la béta actine n’est pas un
bon geéne de ménage pour notre systeme. Pour la suite des expériences, nous avons choisi

comme geéne de ménage PO car la G6PD est plus faiblement exprimée.
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5.3.3 Résultats des génes sélectionnés par Dot Blot

Pour chacun des geénes, des amorces sont dessinées. Le clone N° 1 est abandonné, il
correspond en fait a I’oligo SMART II répété quatorze fois. Le N° 3 est mis de coté, il
correspond a une région du chromosome 11p13 et nous n’avons pas localisé¢ de géne dans la
zone ou le clone séquencé s’aligne. Le N°13 n’est pas étudié¢ en RQ-PCR, nous ’avions mis
sur ces membranes pour vérifier la présence des ADNc de la chaine lourde des
immunoglobulines dans nos sondes; nous avons ainsi vérifi¢ la présence de transcrit
d’immunoglobuline dans les échantillons tumoraux P11, P10 et plus faiblement dans le
prélévement P3. Ceci est corrélé par les résultats du séquencage des clones des SSH

respectives.

Apres avoir optimisé la RQ-PCR pour chaque couple d’amorces, nous avons regardé
I’expression de ces geénes sur les quatre échantillons de LCP CD30+ utilisés précédemment et
trois prélévements de lymphocytes sanguins sains. Seul le couple d’amorces pour le clone N°

5 n’a pas fonctionné.
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Les conditions de RQ-PCR sont regroupés dans le tableau suivant.

Ne Nom [MgCl,] |T hybridation (°C)
2 | Humanine 4 mM 55
4 |18 S ribosomal RNA 3 mM 55
6 |Hypothetical protein FLJ23277 | 4 mM 60
7 |THW 3 mM 60
8 [CD74 antigen 3 mM 60
9 | Prothymosin alpha 4 mM 60
10 | Cyclophilin A 4 mM 60
11 | H4 histone family 3 mM 64
12 |HLA-DR alpha 3 mM 60
14 | Ubiquitin A-52 5 mM 55
15 | H2A histone family 5 mM 60
17 |HSPCO16 5 mM 60
19 | Enolase 1 4 mM 60
20 |RIG 1 4 mM 60
21 |HLA-DR béta 1 4 mM 55

PO | Géne de ménage 4 mM 64

Tableau 21 : Conditions de RQ-PCR
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La quantification de la variation d’expression, avec un facteur cinq au minimum, est effectuée
pour chaque échantillon tumoral par rapport a la moyenne des trois échantillons de
lymphocytes sanguins sains. Les résultats sont présentés dans le tableau suivant. Deux génes
semblent intéressants : I’humanine et THW. Une seconde série d’expériences permet de les

étudier sur un plus grand nombre d’échantillons.

N° Nom Nombre qe Nombre d.e Nombre de
surexpression | sousexpression stable

P Humanine 0 3 1

4 18 S ribosomal RNA 0 0 4

6 | Hypothetical protein FLJ23277 0 2 2

7 THW 4 0 0

8 CD74 antigen 0 0 4

9 Prothymosin alpha 0 0 4
10 Cyclophilin A 0 0 4
11 H4 histone family 0 0 4
12 HLA-DR alpha 0 0 4
13 Ig divers 0 2 2
14 Ubiquitin A-52 0 1 3
15 H2A histone family 2 0 2
17 HSPCO016 0 0 4
19 Enolase 1 0 0 4
20 RIG 1 0 1 3
21 HLA-DR béta 1 1 2 1

Tableau 22 : Résultats de RQ-PCR - génes sélectionnés par dot blot (N° 1 a 22)
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5.3.4 Résultats des génes sélectionnés par intérét bibliographique

Dans cette seconde série d’expériences, nous avons repris deux génes de la premiére série,

I’humanine et THW. Le nombre d’échantillons testés a également augmenté :
= Onze échantillons de LCP CD30+ dont 7 tumeurs initiales, 3 récidives et 1 ganglion.
o Deux échantillons de lymphome systémique CD30+ (ALK +).

o Sept échantillons de lymphocytes sanguins sains.

Aprées une étape d’optimisation, nous avons choisi les conditions de RQ-PCR suivante :

N° Nom [MgCl;] | T hybridation (°C)
23 | Psoriasin 4 mM 64
24 |p120 catenin 4 mM 55
25 | NF-Kappa B 4 mM 64
26 | SPARC 3 mM 64
27 | Filamin 4 mM 64
28 | CIN 85 4 mM 64
29 | Phospholipase A2 4 mM 55
30 | Oncoprotéine 18 4 mM 55
31 |Bcl11B 4 mM 64
32 |PTTGI 3mM 64
33 | Thioredoxin 4 mM 64
34 | TETG Bax inhibitor | 4 mM 64
35 | p53 3 mM 55
36 |CD30 3 mM 64
37 | CD30 variant 3 mM 55
38 |CD30L 3 mM 55
39 | Kératine 6 3 mM 55

Tableau 23 : Conditions de RQ-PCR
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Dans le tableau suivant, les résultats des génes sélectionnés sont regroupés sans tenir compte
de I’origine des prélévements analysés. La valeur seuil correspond au rapport des expressions

entre 1’échantillon tumoral et 1’échantillon sain.

N° Nom Seuil Nombre (?e Nombre d.e Nombre
surexpression | sousexpression |de stable
2 Humanine >5 0 4 9
2 Humanine >3 0 10 3
THW >5 11 0 2
23 Psoriasin >5 0 0 13
24 P120 catenin >4 7 0 6
25 NF-Kappa B >5 0 2 11
26 SPARC > 4 5 1 7
27 Filamin >5 0 0 13
28 CIN 85 >5 0 8 5
29 Phospholipase A2 >5 0 0 13
30 Op 18 >5 0 1 12
31 Bcel 11B > 4 0 7 6
32 PTTGI1 > 4 9 0 4
33 Thioredoxin >5 3 0 10
34 TETG >5 0 2 11
35 p33 >5 0 1 12
36 CD30 >5 10 0 3
37 CD30 variant >5 0 12 1
38 CD30 L >5 0 13 0

Tableau 24 : Résultats de RQ-PCR - seconde série

Pour les dix genes qui présentent des variations d’expression, les résultats sont détaillés en
fonction du type de prélevement dans le tableau suivant. Les valeurs correspondent aux
rapports des expressions entre I’échantillon tumoral et 1’échantillon sain pour le géne cible
étudié.

Pour la kératine 6 nous n’avons pas trouvé d’expression dans les lymphocytes sanguins sains,

les valeurs correspondent aux expressions normalisé€es par rapport au géne de ménage PO.
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5.3.5 Microdissection et RT-PCR en temps réel

Les résultats de THW avec comme controle les lymphocytes sanguins sains nous ont permis
de supposer que ce géne ¢€tait exprimé par les cellules de 1’épiderme et non par les cellules
tumorales. Les plus fortes surexpressions sont observées dans les prélévements contenant

beaucoup de kératine 6.

Afin d’affiner ces résultats, nous avons réalisé des expériences de RT-PCR en temps réel sur
des échantillons microdisséqués. Ces expériences ont été réalisées sur des cellules de la zone

tumorale et sur des cellules de 1’épiderme en regard de la tumeur. Les valeurs ci-dessous sont

des concentrations arbitraires normalisées par le géne de ménage PO.

LCP CD30+ | Cellules | Kératine 6| THW Epi(ﬁi::; P
P5 |tumeur initiale |Epiderme | 114,18 0,83657 98,77
P5 | tumeur initiale Tumeur 0 0,00847
P16 |tumeur initiale | Epiderme 54,6 0,55461 18,86
P16 |tumeur initiale Tumeur 0 0,02941
P17 |tumeur initiale Epiderme 3,48 0,29526 10,76
P17 |tumeur initiale Tumeur 0 0,027435
P18 |tumeur initiale | Epiderme 3,51 2,99915 432,47
P18 |tumeur initiale Tumeur 0 0,006935
P4 | tumeur récidive 2 | Epiderme 26,4 0,31787 17,28
P4 | tumeur récidive 2 | Tumeur 0 0,018395
P9 | tumeur récidive 2 | Epiderme 2,22 0,73682 25,74
P9 | tumeur récidive 2 | Tumeur 0 0,028625

Tableau 26 : Taux d’expression de THW et de la kératine 6 - microdissection

Ces expériences montrent que THW est exprimé par les cellules épidermiques. Il est

¢galement exprimé par les cellules tumorales a un niveau beaucoup plus faible.
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5.4 Commentaires des résultats

54.1 Kératine 6 (NM_005554)

Nous retrouvons en grande quantité la kératine 6 dans les clones sélectionnés a partir des SSH
1 et SSH 7. Les résultats de criblage de ces banques mettent en évidence 1’expression de la
kératine 6 dans le prélevement tumoral P3 mais pas dans les prélévements non tumoraux LP7

etLL1.

7B 23B C1h2 D8h2

Tumeur non-tumeur

24B 37B E4h2 G6h2

A B

Figure 34 : Dot Blot Kératine 6 - Criblage de la SSH 1 (A) - Criblage SSH 7 (B)

Ces résultats sont validés par des techniques de RQ-PCR relative ou comparative. La kératine
6 est retrouvée dans I’ensemble des échantillons contenant une fraction d’épiderme. Elle est
fortement exprimée dans trois préleévements et plus faiblement dans six autres prélévements.
Dans la tumeur P10 nous ne trouvons pas d’expression de la kératine 6. Cette absence est due
a la localisation de la biopsie dans le derme profond. Bien que la kératine 6 soit faiblement
exprimée dans la tumeur P3 (celle utilisée pour les SSH 1 et SSH 7), nous retrouvons de
nombreux clones de kératine 6 issus de ces SSH. Ce geéne n’étant pas exprimé dans les
lymphocytes sanguins sains utilisés comme driver, lors de la soustraction par SSH les

kératines 6 présentes dans 1’échantillon tumoral P3 sont amplifiées par PCR.

Ainsi, les résultats de microdissection montrent bien I’expression de la kératine 6 par les

cellules de I’épiderme et non par les cellules tumorales.
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54.2 THW (AJ251830)

THW est issu de la banque soustraite SSH 1. Les résultats du criblage de la banque montrent
une surexpression de ce géne dans le prélévement tumoral par rapport a 1’échantillon non
tumoral. De plus I’étude par Dot Blot sur quatre LCP CD30+ montre que THW est exprimé

dans I’ensemble des prélevements.

B2-P1 B2-P3

196B-P3 196B-LP7 E. P.

B2-P10 B2-P11

Tumeur Non tumeur
.

B

Figure 35 : Dot Blot THW - Criblage de 1a SSH 1 (A) - Sélection des génes (B)

Les résultats de RQ-PCR relative, sur les prélévements totaux, montrent une trés forte
surexpression de THW par rapport aux lymphocytes sanguins sains dans certains
prélevements. L’¢tude des échantillons microdisséqués montre que THW est
préférentiellement exprimé dans les cellules de 1’épiderme, mais on le retrouve aussi dans les
cellules tumorales. Ce gene est également exprimé dans des prélévements de peaux saines
avec un taux moyen d’expression a 0,665. Ceci montre que THW n’est potentiellement pas
surexprimé dans les épidermes de LCP CD30+. Toutefois ces résultats doivent étre vérifiés

sur des cellules d’épiderme sain microdisséquées.

Nous trouvons également une surexpression de THW dans les prélévements ganglionnaires

d’un LCP CD30+ et d’un L. systémique CD30+.
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Ce gene a été récemment isolé par la technique de « differential display » par le groupe de
recherche en pharmacie de Roche diagnostics °’. Dans cette étude, il a comparé des lignées
cellulaires issues de mélanomes malins humains métastasiques et non métastasiques. Le gene
THW est retrouvé sousexprimé dans la lignée cellulaire métastasique par rapport a la lignée
non métastatique. Dans cette publication, I’expression de THW est analysée par Northern Blot
sur de nombreux tissus, a I’aide d’une membrane commerciale. Il ressort de cette étude que
THW est exprimé dans la plupart des tissus sains : cerveau, tube digestif, poumon, foie, rein,
prostate, utérus, cette liste n’est pas exhaustive. De plus I’expression de THW est plus faible
dans des carcinomes mammaires et dans des cellules pancréatiques dérivant de métastase, par

rapport aux tissus sains équivalent.

L’ORF (Open Reading Fram) de ce geéne contient 1890 nucléotides qui codent pour une
protéine a 193 résidus. L’étude de la séquence protéique in silico, montre qu’elle contient
quatre domaines transmembranaires et que cette protéine n’a aucune similitude avec les

protéines déja décrites.

Le géne THW est localisé sur le chromosome 6 en 6q. Cette région présente une perte
d’hétérozygotie dans les mélanomes, les carcinomes mammaires, de la prostate et de 1’utérus.
Dans une seconde publication *°, cette méme équipe a mis en évidence la perte
d’hétérozygotie de THW dans des lignées cellulaires de mélanomes, de cancers du sein, du
pancréas, du colon et de la prostate. Au niveau des mélanomes, la prévalence passe de 10-20
% a 50 % lors de la présence de métastases. C’est pourquoi le géne THW est considéré par

ces auteurs comme un geéne potentiellement suppresseur de tumeur.

Dans notre étude, nous retrouvons 1’expression de ce geéne dans différents prélévements.
Toutefois, nous n’avons pas pu conclure sur son expression dans les cellules cancéreuses. La
forte expression de THW dans 1’épiderme a biaisé 1’ensemble de nos résultats. Un moyen de
connaitre I’expression de THW serait de travailler uniquement a partir d’échantillons

microdisséqués.
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Quant a la surexpression de THW mise en évidence dans les deux prélévements
ganglionnaires par rapport aux lymphocytes sanguins sains, il serait intéressant de la vérifier
par rapport a des ganglions réactionnels. En effet, dans le premier article publié sur le géne
THW, I’expression du géene THW est plus importante dans les ganglions que dans les

lymphocytes sanguins .
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5.4.3 p120 caténine (AF062343)

Le géne codant pour la protéine p120 caténine a été isolé a partir de la premicre banque de
soustraction (SSH 1). Les résultats de criblage de la banque montrent que ce geéne est

faiblement exprimé dans la tumeur et qu’il n’est pas exprimé¢ dans la non-tumeur.

99B-P3 99B-LP7

-2

Figure 36 : Dot Blot p120 - Criblage de la SSH 1

Les résultats de RQ-PCR relative montrent une surexpression de la p120 caténine dans trois
cas sur sept pour les tumeurs initiales de LCP CD30+ et dans deux cas sur trois pour les
récidives. Quant aux L. systémiques CD30+, les deux cas présentent une surexpression d’un

facteur 4,5 par rapport a des lymphocytes sanguins sains.

La protéine p120 caténine a été isolée en 1989 comme substrat de I’oncoprotéine Src *°. Son
géne est localisé sur le chromosome 11 en 11q11 '%°. La p120 caténine interagit directement

101 .
. Elle s’associe

avec les cadhérines et a ce titre elle est impliquée dans I’adhésion cellulaire
au E-cadhérines, au niveau de leur domaine juxtamembranaire. A la différence de la béta
caténine, la p120 caténine n’interagit pas directement avec 1’alpha caténine. Dans le mode¢le

proposé par Anastasiadis et Reynolds '*

, la p120 caténine jouerait un role dans la
« clusterisation » des E-cadhérines avant que ces derniéres n’interagissent avec le réseau

d’actine cytoplasmique.

Au méme titre que les autres caténines, elle jouerait également un role dans la signalisation

103 ’
. Une étude

cellulaire. La p120 caténine interagit avec le facteur de transcription Kasio
réalisée par le groupe de Mc Crea montre que le facteur de transcription Kasio réprime la

transcription d’un géne rapporteur '*. Les génes cibles du complexe Kasio - p120 ne sont
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actuellement pas identifiées. D’autres auteurs montrent la localisation nucléaire de la p120
caténine dans des lignées cellulaires n’exprimant pas I’E-cadhérine, issues de carcinome '*>

197 Cette localisation nucléaire de la p120 caténine semble étre liée au phénotype cancéreux.

De plus, de nombreuses publications décrivent I’expression de la p120 caténine dans certains
cancers. L’ensemble de ces études a été réalisé par marquage immunohistochimique. La
protéine pl20 caténine est retrouvée sousexprimée dans les cancers du sein ', dans les

111,112 , .
7, Par contre, une autre étude décrit

cancers du colon 109’”0, dans les cancers de la vessie
une surexpression de p120 caténine dans les carcinomes gastriques '*’. De plus, ces auteurs
décrivent une augmentation du marquage cytoplasmique qui dans certains cas s’accompagne

d’une diminution de la coloration a la membrane.

Pour conclure, notre étude met en évidence une surexpression de la p120 caténine au niveau
des ARNm. Notre résultat n’est pas en contradiction totale avec la littérature, en effet I’équipe
de Jawhari a mis en évidence une surexpression de la protéine p120 caténine dans des cancers

7 Pour pouvoir confronter nos résultats a ceux de la littérature, il serait

gastriques
intéressant de vérifier par immunohistochimie 1’expression de cette protéine dans les cellules
CD30+ et ¢galement d’y regarder la localisation nucléaire ou cytoplasmique de la p120

caténine.
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54.4 SPARC (J03040)

Ce géne est issu de la banque de soustraction SSH 2. Apres le criblage de cette banque, nous
avons séquenceé trois clones différents qui s’alignent avec la séquence de SPARC. Deux des
clones s’alignent au niveau de la région centrale de ’ADNc de SPARC, le troisiéme
correspond a sa région 3’. Les résultats de Dot Blot montrent bien une surexpression de ce

gene dans les échantillons tumoraux par rapport a I’échantillon non tumoral.

B75-P10 B75-PHA

A31-P10 A31-PHA

B106-P10 B106-PHA
A E |

4

B

Figure 37 : Dot Blot SPARC - Criblage de la SSH 2 (A) - Sélection des génes (B)

Nous retrouvons par RQ-PCR relative une surexpression dans cinq prélévements, deux
tumeurs initiales de LCP CD30+, deux récidives de LCP CD30+ et dans un des deux cas de
L. systémique CD30+. De plus, le taux de surexpression est au moins deux fois plus élevé
dans les récidives que dans les tumeurs initiales de LCP CD30+. Dans un cas de LCP CD30+
nous retrouvons une sousexpression (échantillon P1). Ce résultat est a modérer car les ARN
de cet échantillon sont de mauvaise qualité. En effet I’analyse sur gel d’agarose a montré une

dégradation partielle de ces ARN.

SPARC « Secreted Protein Acidic and Rich in Cysteine », é¢galement appelée ostéonectine ou
encore BM-40 ', est une glycoprotéine associée a la matrice extracellulaire. Elle a été isolée
en 1981 par I’équipe de Termine ''* comme un constituant majeur n’appartenant pas a la

famille des collagenes dans la moelle bovine.
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Cette protéine est codée par un geéne localisé sur le chromosome 5 en 5q31-g33 '"°. Ce géne
ne contient pas de boite TATA et il est transcrit en un ARNm majoritaire de 2,2 kb, il existe
également en plus faible quantité la transcription d’un ARNm de 3 kb ''®. La protéine SPARC
est composée de 298 a 304 résidus, elle est maturée par des glycosylations. Cette protéine est
organisée en trois domaines distincts : un domaine acide en N-terminal qui contient le peptide
signal, un domaine central riche en cystéine et un domaine C-terminal qui permet a SPARC

de se lier aux cellules et & la matrice extracellulaire par I’intermédiaire des collagénes .

SPARC est impliqué dans de nombreux processus biologiques, adhésion cellulaire,
prolifération, différentiation, synthése de la matrice extracellulaire, angiogénése et

. 117-121
progression des cellules tumorales ''"'*!,

Dans de nombreux types de cancers on retrouve une surexpression de SPARC : dans les
carcinomes métastatiques, dans les mélanomes 122’123, dans les cancers colo-rectaux 124, dans

: 125 126
les carcinomes de 1’cesophage ", dans les cancers de la prostate .

L’équipe de Ledda a montré qu’une suppression de 1I’expression de SPARC, a I’aide d’ARN
anti-sens dans des cellules de mélanome, restaurait le phénotype non tumoral '*’. Une autre
¢tude intéressante est celle du groupe de Bos, réalisée sur une lignée cellulaire de cancers du
sein '*'. Cette équipe a montré que le promoteur du géne SPARC contient une séquence AP-1
reconnue par le complexe c-jun / Fra-1. De plus, la fixation du complexe c-jun / Fra-1 sur le

promoteur du gene SPARC induit la transcription de ce dernier.

Ainsi, ces différentes études montrent I’importance du géne SPARC dans la progression des
cancers humains. De plus, les études de Ledda et Brigg laissent penser que 1’expression du

gene SPARC est liée au degré de prolifération cellulaire.

Le fait que nous retrouvions une surexpression du géne SPARC dans cinq prélévements
tumoraux est en accord avec la littérature. En se basant sur 1’idée que 1’expression du gene
SPARC est en relation avec 1’état de prolifération des cellules tumorales, nous pouvons en

déduire que les échantillons tumoraux ne présentant pas de surexpression sont peut-étre en
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phase de régression. Dans les récidives de LCP CD30+, nous retrouvons un plus fort taux
d’expression, signe d’une prolifération cellulaire accrue. Cette comparaison entre le taux
d’expression du géne SPARC et le niveau de prolifération des cellules tumorales pourra étre
¢tudié sur de nouveaux prélévements dont on aura noté lors de la biopsie s’ils sont en phase
de croissance ou en phase de régression. Une autre approche possible pour connaitre 1’état
d’une biopsie serait d’étudier par immunohistochimie la présences de marqueurs du cycle
cellulaire. On peut par exemple étudier la présence de I’antigéne nucléaire Ki-67 dont

. 17 A s . .34
I’expression est corrélée a une forte prolifération cellulaire *.
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54.5 PTTGI1 (NM_004219)

Ce gene a été isolé dans la SSH 8. Les résultats de criblage de cette banque montrent une forte
expression du geéne PTTGI dans [’échantillon tumoral et une faible expression dans

I’échantillon non-tumoral.

G6H3 -P11 G6H3 -LI

o [+

Figure 38 : Dot Blot PTTGI1 - Criblage de la SSH 8

Par RQ-PCR relative, nous avons mis en évidence une surexpression (avec un facteur 4 au
minimum) de ce géne dans six des sept cas de tumeurs initiales de LCP CD30+. Nous n’avons
pas retrouvé de surexpression dans les récidives ; ces résultats sont a modérer car les valeurs
entre les deux groupes tumeur initiale et récidive sont relativement proches. Au niveau des
ganglions, PTTGI1 est retrouvé surexprimé dans I’extension ganglionnaire du LCP CD30+
(avec un taux similaire a la localisation cutanée chez le patient P11) ; dans les L. systémiques

CD30+, on note une forte surexpression pour les deux cas étudiés.

S 28 La famille des

PTTGI est un oncogene isolé en 1997 par 1’équipe de Pei L et Melmed
genes PTTG comprend au moins trois membres. PTTG1 contient cinq exons et quatre introns
et est localisé sur le chromosome 5q35.1 '*°. PTTG2 et PTTG3 ne contiennent pas d’intron et

sont respectivement localisés sur les chromosomes 4p15.1 et 8q13.1 %!,

Des expériences de Northern Blot et de RT-PCR montrent que PTTGI1 est faiblement exprimé
dans la pluspart des tissus et dans les leucocytes sanguins sains mais que son expression est
¢levée dans les lignées cellulaires tumorales et dans les cancers de la glande pituitaire

BO.132.133 1 o5t également surexprimé dans la lignée cellulaire Jurkat, issue d’un lymphome T
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34 Un taux élevé d’ARNm de PTTGI a également été mis en évidence dans différentes
. , v, 134 . .
tumeurs humaines comme des cancers hématopoiétiques ™, des testicules, des ovaires et du

13

. 135 136 .
sein 7, ou encore dans des tumeurs colo-rectales 7. La surexpression de cet ARN, dans le

cas des cancers des ovaires, ne semble pas €tre due a une modification de la séquence du geéne

PTTG1 '

Une ¢étude récemment publiée par 1’équipe de Japon met en évidence la présence de la
protéine PTTGI1 par immunohistochimie dans 70 % des lymphoproliférations de phénotype T
et dans prés de 39 % pour le phénotype B. Ils en concluent que le proto-oncogéne PTTG1 est

probablement impliqué dans les processus de lymphomagenése .

La fonction de ce géne est partiellement connue. Il a ét¢ montré que PTTGI induit la
formation de tumeur in vivo et régule la sécrétion du facteur de croissance bFGF '**!*2 Des
expériences sur le rat montrent que I’expression de PTTGI est régulée par les oestrogenes et

138

¢également par le facteur de croissance bFGF °°. PTTGI1 joue aussi un rdle négatif dans la

S . : 139
ségrégation des chromatides .

Au regard de la littérature, on peut considérer le géene PTTG1 comme un oncogeéne. Sa
surexpression dans une majorité des prélevements de notre étude parait constituer une piste
intéressante pour des ¢tudes d’immunohistochimie. Le fait que nous ne retrouvions pas de
surexpression dans les trois cas de récidives de LCP CD30+ est intéressant. Bien sir, il faut
augmenter le nombre des échantillons étudiés pour vérifier cette différence entre les tumeurs

initiales et les récidives de LCP CD30+.
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5.4.6 Humanine (AY029066)

L’humanine correspond a un clone de la SSH1 qui présente lors du criblage sur clones
bactériens une expression plus faible dans I’échantillon tumoral que dans 1’échantillon sain.
Lors de la sélection des geénes par Dot Blot, I’humanine a ¢été¢ sélectionnée car elle était

retrouvée avec un fort signal dans les quatre sondes tumorales.

A4-P1 A4-P3

75B-P3  75B-LP7 .

‘ ‘ A4-P10 A4-P11
Tumeur Non tumeur . .

Figure 39 : Dot Blot Humanine - Criblage de la SSH 1 (A) - Sélection des génes (B)

Par la techniques de RT-PCR relative, nous obtenons des résultats similaires. Nous retrouvons
I’humanine dans les lymphocytes sanguins sains et dans ceux issus de LCP CD30+ et de L
systémiques CD30+. L humanine est sous exprimée avec un facteur trois au minimum, dans

neuf des onze LCP CD30+ étudiés et dans un des deux L systémiques CD30+.

En examinant I’expression de ce géne, nous ne pouvons pas distinguer les LCP CD30+ des L
systémiques CD30+ puisque sur les deux échantillons de L systémiques CD30+, un présente
¢galement une sous expression. De méme, nous n’observons pas de différences entre les sous
groupes de LCP CD30+: tumeur initiale, récidive ou avec extension extracutanée.
Néanmoins, I’expression de ce géne est décrite pour la premiére fois dans des lymphocytes et
il serait intéressant d’augmenter le nombre d’échantillons pour faire une étude statistique sur

son expression dans le spectre des lymphoproliférations CD30+.
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En effet, I’expression de I’humanine n’est pas décrite dans les lymphocytes sanguins. Seule
I’équipe d’Hashimoto a étudié par Northern Blot la présence de I’humanine dans les
leucocytes, le résultat a été négatif '*°. Cette différence de résultats peut étre imputée & la

différence de sensibilité entre le Northern Blot et la RQ-PCR que nous avons employée.

L’humanine a été clonée en 2001 lors d’expériences de « death trap screening » '*°. Cette
équipe travaille sur la maladie d’Alzheimer et elle montre que 1’humanine protége de
I’apoptose induite par les génes FAD et par la béta amyloide. L’humanine est un peptide de

24 résidus qui a donc un réle anti-apoptotique "'

. Une particularité de ce peptide est de
contenir un signal peptide de sécrétion qui est confondu avec le peptide lui-méme : 23 des 24

, . \ \ . s . 14
ou les 24 résidus conférent 4 I"humanine ses capacités sécrétrices '*.

L’ARNm majoritaire de 1’humanine est de 1,6 kb, néanmoins deux autres formes sont
retrouvées, respectivement de 2 et 1 kb environ. L’analyse par Northern Blot de I’humanine
montre que ce gene est exprimé dans le cerveau, le ceeur, les muscles squelettiques, les reins

140

et le foie ™. La séquence de I’humanine est trés proche de celle de ’ARN 16S qui est

mitochondrial, mais les derniéres recherches de 1’équipe de Hashimoto ont mis en évidence le

peptide in vivo "%

. Bien que D’existence du peptide humanine soit admise par les
différentes équipes, la localisation de son géne est encore discutée et nous retrouvons deux
hypothéses dans la littérature. La premicre est plus particulierement soutenue par les
découvreurs de I’humanine qui démontrent que le géne de I’humanine est probablement
chromosomique. En effet par alignement de la séquence nucléotidique de I’humanine ils ont
trouvé des régions homologues dans les chromosomes 5, 11 et X. Le pourcentage
d’homologie de I’humanine avec ces régions chromosomiques varie entre 92 et 95 % '*!'*
tandis qu’on arrive a 99 % avec la séquence de I’ARN 16S au niveau du génome
mitochondrial. La seconde hypothése soutenue par 1’équipe de Tarantul '* considére que le
gene de I’humanine est mitochondrial. En effet, dés 1985 il est décrit que I’ARN 16S peut de
maniére transitoire posséder une queue poly-A '**. De plus PARN 16S est retrouvé
surexprimé dans différents cancers '*. Ces données laissent penser que I’ARN 16S peut étre

traduit en protéine.
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Un homologue de ce peptide a été également identifi¢ chez le rat, nommé la Rattine. Ce
dernier comporte 38 résidus et est également secrété. L’ARNm de la Rattine, de 1,6 kb, est
retrouvé, comme I’humanine, dans les cellules neurales, dans le coeur et les muscles

squelettiques. La Rattine a également une fonction de neuroprotection '*.

La fonction anti-apoptotique de I’humanine décrite dans la littérature peut s’expliquer par la
capacité qu’ont les LCP CD30+ a régresser de maniere spontanée. En effet, la sousexpression
de ’humanine, facteur anti-apoptotique, dans les LCP CD30+ pourrait favoriser la régression

de la tumeur par apoptose.

La séquence de I’humanine est trés proche de celle de I’ARN 16S, avec seulement quatre
bases qui différent. Cette forte identité séquentielle peut induire un biais dans notre étude par
RQ-PCR relative. En effet, I’alignement des séquences de I’humanine et de I’ARN 16S ne
nous permet pas de choisir des amorces spécifiques de 1’humanine. Seul le séquengage
permettrait de vérifier la séquence précisément et de savoir si ’on a cloné I’humanine ou
I’ARN 16S. Néanmoins, le fait que I’humanine puisse étre traduite a partir de ’ARN 16S

¢liminerait ce biais.

Pour valider notre étude, nous devrons vérifier la présence du peptide humanine dans les LCP
CD30+ et dans les lymphocytes sanguins. Cette étude pourra étre réalisée par

immunohistochimie puisqu’un anticorps anti-humanine existe '*'.
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54.7 CIN 85 (AF230904)

CIN 85 a été isolé a partir de la banque de soustraction SSH 2. Les résultats de criblage de
cette banque montrent une expression un peu plus élevée dans la tumeur, par rapport a la non-
tumeur. Cette derniére correspond a des lymphocytes sains activés a la PHA. Nous n’avons
pas pu utiliser ces mémes ARN pour les études en RQ-PCR relatives du fait des faibles

quantités que nous avions extrait.

B12-P10 BI2-PHA

- .

Tumeur Non tumeur

Figure 40 : Dot Blot CIN 85 - Criblage de la SSH 2

Les résultats de RQ-PCR relative montrent une sousexpression du géne CIN 85 dans sept
prélevements dont cingq tumeurs initiales et deux récidives de LCP CD30+. Nous n’avons pas

retrouvé de variation d’expression de ce géne dans les L. systémiques CD30+.

La différence de résultats entre les techniques de Dot Blot et de RQ-PCR peut s’expliquer par
la différence entre les ARN non tumoraux utilisés, des lymphocytes activés ou non a la PHA.
Pour vérifier notre hypothése, il faudrait valider par RQ-PCR relative 1’expression de CIN 85
dans des lymphocytes activés a la PHA.

CIN 85 est une protéine adaptatrice identifiée indépendamment par des équipes travaillant sur
différentes especes. Chez I’homme, elle a été isolée comme interagissant avec la protéine Cbl
7 Chez le rat, elle est décrite sous les noms de Ruk pour « Regulator of Ubiquitous Kinase »
148 et SETA pour « SH3 domain-containing gene Expressed in Tumorigenic Astrocytes » '*.
Et enfin, chez la souris, nous la retrouvons sous le nom de SH3KBP1 pour « SH3 domain
Kinase Binding Protein 1 » '*°. On note une homologie de 92 & 97 % entre ces différentes

séquences nucléotidiques "'.
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Le géne de CIN 85 est localisé sur le chromosome X en Xp21.1-p21.3 chez la souris '°.

L’ARN de ce géne est de 3,2 kb et code pour une protéine de 85 kDa 4714812,

Les ARNm de CIN 85 ou de ses homologues sont exprimés dans de nombreux types
cellulaires humains. CIN 85 a été mis en évidence, par des techniques de Northern blot dans
différents tissus humains : le cceur, le cerveau, le placenta, les poumons, le foie, les muscles
squelettiques, les reins et le pancréas '*’. Toujours par Northern Blot, ’ARNm de CIN 85 est
retrouvé dans des lignées cellulaires dérivées de cancers humains : K-562, Raji, HL-60,
HelaS3, MOLT-4, SW480, A549, G361 7 Des études par Western Blot, réalisées par le
groupe de Bouchman, ont mis en évidence I’expression de la protéine Ruk (homologue de
CIN 85 chez le rat) dans différentes lignées cellulaires humaines : Raji, HFBI1, Jurkat

(lymphocyte T humain), K562, U937 (lignée cellulaire de leucémie myéloide humaine) '**.

CIN 85 forme avec la protéine CMS (pour « Cas ligand with Multiple SH3 domains ») ** une

nouvelle famille de protéines adaptatrices. L’organisation de leurs domaines protéiques est

Cer . ., e g , . ., 151
similaire, on note 39 % d’identité et 59 % de similitude dans la séquence en acides aminés .

N- [ sh3 SH3 SH3 cell - CINS5

v coe ¥ v

N- || sH3 SH3 SH3 pro-rich || | ESIERRELR

A Motif FxDxF

®  Sites potentiels de phosphorylation de Ser /Thr

I Motif de liaison a I’actine

Figure 41 : Structures des protéines CIN 85 et CMS '*!
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Les domaines SH3 sont impliqués dans des interactions protéine / protéine. Entre les
deuxiéme et troisieme domaines SH3 se trouvent des résidus sérine et thréonine,
potentiellement phosphorylables. Les séquences FxDxF peuvent servir de sites de liaison aux

2 '* La région riche en proline peut étre reconnue par

protéines adaptatrices clathrine AP
d’autres protéines contenant des domaines SH3. On retrouve en C-terminal une structure
appelée « coiled coil » impliquée dans les interactions protéiques homo ou hétérotypiques. La
protéine CMS differe de la protéine CIN 85 par la présence de cinq domaines de liaison a

’actine dans la protéine CMS.

Par des ¢études en double hybride, de nombreuses protéines interagissant avec CIN 85 ont été

isolées. Elles sont regroupées dans le tableau suivant.

Protéine | Région impliquée Fonctions Références
c-Cbl Domaines SH3 | Régulation négative de RTKs 147,153,155
Cbl-b Domaines SH3 | Régulation négative de RTKs 136
BLNK Domaines SH3 Signalisation du BcR 17

SB1 Domaines SH3 Non défini 149

CD2 Domaine SH3 N° 2| Polarisation, clustering TcR 149

AIP1/Alix |Domaine SH3 N° 2|  Apoptose cellules gliales
Régulation négative de PI-3

p85 PI-3K "Prolin-rich" Kinase. Induction apoptose
dans cellules neurales

152

148

Grb2 "Prolin-rich" | Régulation signalisation RTK 149,153,157
p130Cas "Prolin-rich"  |Régulation cytosquelette actine 153,157
Endophilines| "Prolin-rich"  |Régulation internalisation RTK 155,158
"Coyi 0 Homodimérisation CIN 149,153,157
CIN 85/CMS Coiled coil 85/CMS
AP? Séquence FXDxF Régulation endocytose via 154
clathrine
Tableau 27 : Protéines interagissant avec CIN 85 151

Parmi ces études, deux d’entre-elles montrent que CIN 85 est impliquée dans 1’apoptose.
Dans I’étude menée par I’équipe de Bogler '*%, les auteurs ont introduit dans des astrocytes de
rats, différentes constructions du géne SETA (homologue de CIN 85 chez le rat). Ils ont
ensuite soumis ces cellules a des radiations UV. Ils ont ainsi mis en évidence que la

surexpression de la protéine SETA native, ou contenant au moins le second domaine SH3,
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induisait 1’apoptose des cellules en réponse a des dommages de I’ADN. Cette voie de
signalisation passe par I’interaction de SETA avec la protéine AIP1 au niveau du domaine

SH3 N°2.

48 T es auteurs ont mis en

Une autre étude intéressante est celle de 1’équipe de Buchman
¢vidence une interaction entre les protéines Ruk (homologue de CIN 85 chez le rat) et PI-3
Kinase. Cette étude a été réalisée dans une lignée cellulaire de leucémie myéloide humaine
(U937). Cette interaction implique la région riche en proline de Ruk et le domaine SH3 de la
sous-unité p85 de la protéine PI-3 Kinase. Ils ont également montré que la surexpression de
Ruk dans des lignées cellulaires de neurones de souris induit 1’apoptose de ces derniers. Cet
effet peut étre éliminé par la coexpression de la sous-unité catalytique de la PI-3 kinase, forme

constitutivement activée, dans ces lignées cellulaires. Ruk est donc un inhibiteur de I’activité

anti-apoptotique de la PI-3 Kinase.

Nous avons trouvé une sousexpression de CIN 85 dans les LCP CD30+ qui peut s’expliquer
par ’importance pour un cancer d’éteindre les génes pro-apoptotiques. Néanmoins, d’autres
¢tudes montrent que CIN 85 est également impliquée dans des processus de prolifération
cellulaire. Le travail réalis¢ par 1’équipe de Bogler met en évidence I’importance des

partenaires de SETA pour le devenir de la cellule : apoptose ou prolifération '*°.

Il serait intéressant de rechercher par des techniques d’immunoprécipitation quel est ou quels
sont les partenaires de CIN 85 dans les LCP CD30+. Cette étude permettrait de savoir si la
sousexpression de CIN 85 est liée a une diminution de la capacité d’entrer en apoptose des

cellules tumorales CD30+.
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54.8 Bell1B (NM_022898)

Ce gene a été isolé a partir de la SSH 8. Lors du criblage de la banque SSH &, nous avons

obtenu un signal fort avec la sonde tumorale et un signal moyen avec la sonde non tumorale.

D8H2 -P11 D8H2-L1

Tumeur Non tumeur

Figure 42 : Dot Blot Bcl11B - Criblage de la SSH 8

Les résultats de RQ-PCR relative montrent une sousexpression de Bcll1B dans sept
prélévements dont quatre tumeurs initiales, deux récidives de LCP CD30+ et un cas de L.

systémique CD30+.

Nous n’avons pas mis en évidence de variation d’expression de 1’échantillon tumoral P11,
¢chantillon utilisé pour la banque de soustraction. Ce résultat n’est pas en adéquation avec les
résultats de Dot Blot qui montrent une surexpression de Bcll1B mais peut s’expliquer par
I’utilisation de nombreux prélévements de lymphocytes sanguins sains dans les expériences
de RQ-PCR relative. En effet, la valeur d’expression de Bell 1B dans le tissu sain correspond
a la moyenne des expressions obtenues dans sept échantillons différents de lymphocytes

sanguins sains.

On trouve dans la littérature différents noms pour les génes de la famille Bcelll. Ainsi,
Bell1A ' est aussi appelé CTIP1 ' ou encore Evi9 '*"'%2 Quant a Bell1B *°, on le

retrouve sous le nom de CTIP2 '*° et chez la souris sous le nom de Ritl '®.
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Le géne de Bell1A est localisé sur le chromosome 2 en 2p13 %% celui de Bell 1B est localisé
sur le chromosome 14 en 14g32.1 *°. Rit1 (homologue de Bcll1B chez la souris) est localisé

163

sur le chromosome 12 ™. Ces régions chromosomiques sont le si¢ge d’anomalies

cytogénétiques dans de nombreuses pathologies lymphoprolifératives humaines *'*?, comme

dans des leucémies lymphoblastiques aigu€s de phénotypes T, avec la t(15; 14)(q35; q32)
164

Bcll1B présente 67 % d’identité nucléotidique et 61 % d’identité protéique avec Bcll1A.
Bcll1B présente également 86 % d’identité avec la protéine murine CTIP2 '*° et 93 %
d’homologie avec la protéine de souris Ritl '*. Les génes de la famille Bcll1 codent pour des
protéines contenant six doigts de zinc et une région acide. Au niveau des doigts de zinc, on
observe 95 % d’identité protéique entre Bell1A et Bell1B. En 5° de ces genes, on trouve un
ilot CpG "’. Ces protéines sont strictement localisées dans le noyau '*"'%%. La structure des

protéines Bcll1l A et B est détaillée dans la figure suivante.

| | N | EEET]  BelllA .

| I N | l Bell1A ¢

| I | BclllA g

— D W DEpr]  BelllB
@ Doigt de zinc B Régionacide

Figure 43 : Schéma des protéines Bcl11A et Bel11B

Les genes de la famille Bclll sont principalement exprimés dans deux types cellulaires
distincts, dans les cellules du systéme immunitaire et dans les cellules du cerveau. Par des
expériences de Northern Blot, I’équipe de Satterwhite a mis en évidence une forte expression
de Bcll1A dans les ganglions lymphatiques sains, dans le thymus et dans la moelle osseuse.

, : : 159
Elle n’a pas trouvé d’expression dans les autres tissus humains

. Elle retrouve également
une forte expression de I’ARNm de Bcll1A dans le cerveau feetal et dans les leucémies B

portant la translocation t(2;14)(p13;q32.3). Par des expériences d’hybridation in situ, elle a
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montré que Bell 1A était exprimée uniquement dans les cellules B du centre germinatif et pas
dans les cellules du manteau des ganglions lymphatiques. Ceci suggere un role de cette
protéine dans le développement des cellules B. Quant 4 ’ARNm de Bcll1B, il est exprimé
dans des lignées cellulaires malignes issues de lymphomes ou de leucémies de ’adulte de

phénotype T '

. Dans des lignées cellulaires malignes de phénotypes B étudiées par cette
équipe, aucune expression de Bcll1B n’a été détectée par des techniques de Northern Blot.
Une forte expression de Bcll1A et de Bell1B dans le cerveau est également décrite par

I’équipe de Leid '.

Chez la souris, Bcll1A (Evi9) est retrouvée par des expériences de Northern Blot dans le
cerveau et dans la rate, et avec un taux d’expression plus faible dans les poumons et les

. 1
testicules ¢

' Evi9 (Bcll1A) est également retrouvée dans des lignées cellulaires issues de
leucémies my¢loides de souris. Le gene Evi9 humain a été cloné et son expression a ¢été
étudiée par RT-PCR sur des cellules purifiées a partir de prélévements humains. On retrouve
une expression de Evi9 dans les cellules CD34, précurseurs de la lignée hématopoiétique,
dans les cellules B, les monocytes et les mégacaryocytes. Aucune expression de I’ARNm

Evi9 n’est trouvée par cette technique dans les cellules T '

Les ¢tudes menées chez la souris par 1I’équipe de Kominami montrent 1’expression de la
protéine Ritl (homologue de Bcll11B) dans le cerveau et le thymus mais pas dans les autres

. . . . 163
tissus testés : cceur, foie, rate et rein .

CTIP 1 (Bcll1A) et CTIP 2 (Bcll1B) interagissent spécifiquement avec les membres de la
famille des facteurs de transcription COUP-TF. Les protéines COUP-TF ont un réle négatif
sur la transcription de certains génes cibles dont la transcription est médiée par d’autres
récepteurs nucléaires tels que les récepteurs a 1’acide rétinoique, aux hormones thyroidiennes,
aux cestrogénes et a la vitamine D '®. L’interaction de CTIP 1 avec ARP1 (COUP-TF II)
potentialise I’action de régulateur négatif de la transcription de ARP1 ', de plus cette
régulation négative de la transcription ne passe pas par la voie des histones deacétylases. Dans
une ¢étude plus récente, cette équipe a mis en évidence le role négatif de la famille CTIP dans

165

la transcription d’un geéne rapporteur . Elle a isolé une séquence CTIP-RE, les protéines

CTIP s’y lient de mani¢re autonome et induisent une répression de la transcription sans
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recruter les histones deacétylases et ceci dans des cellules n’exprimant pas les génes de la
famille COUP-TF, cellules du systéme immunitaire et de la lignée hématopoiétique '. Ce
résultat suggere que I’expression atypique de CTIPs dans les cellules de la lignée

hématopoiétique aboutit a une transformation des cellules et contribue au phénotype malin .

L’équipe de Saiki montre que 1’expression des isoformes de Evi9 dans des cellules HL-60
(lignée cellulaire de leucémie aigué promyé¢locytaire) est régulée lors de la différenciation de

162
ces cellules

. De plus, une expression constitutive de Evi9 (Bcll1A) empéche la
différenciation de la lignée cellulaire myéloide dans les cellules HL60 ', Cette étude met en
¢vidence une fonction des genes de la famille Bcll1 dans la lignée myéloide. Une interaction
a été décrite entre Evi9 et Bcl6 dans des lignées cellulaires de phénotype B, mais pas dans

161

celle de phénotype T. Ces deux protéines colocalisent dans le noyau . Bcl6 est aussi une

protéine a doigts de zinc qui agit comme répresseur de la transcription via une séquence

. 166,167
spécifique

. La fonction de ce complexe n’est pas ¢lucidée, néanmoins, on peut penser a
un modeéle équivalent & celui de CTIP1 et ARP1 dans le cerveau ', Ainsi, la fixation de Evi9
sur Bcl6 favoriserait 1’action répresseur de la transcription de Bel6. Evi9 est capable d’induire
la transformation de cellules NIH 3T3 (fibroblaste). Ces résultats suggeérent un role

d’oncogéne pour la protéine Evi9 '

L’¢étude publiée récemment par 1’équipe de Kominami met en évidence des délétions
homozygotes qui induisent la perte d’expression de la protéine Ritl (homologue de Bcll1B)
dans des lymphomes du thymus. Ces lymphomes sont induits par irradiation de souris aux
rayons gamma . Cette étude démontre également le role de suppresseur de tumeur de la
protéine Ritl. Un autre point intéressant de cette étude est I’analyse de la protéine p53 chez
les souris atteintes de lymphomes du thymus : les auteurs montrent que les souris de
phénotype p53wr présentent plus fréquement des altérations du géne Ritl que celles qui ont

des mutations du gene p53.

Au regard de la littérature, on retrouve généralement une surexpression des geénes de la
famille de Bcll1 dans différentes pathologies lymphoprolifératives humaines. Toutefois, la
dernicre publication en date montre une perte de 1’expression de la protéine Ritl (homologue

de Bel11B chez la souris) dans des lymphomes de phénotypes T '’. Comme nous retrouvons
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une sousexpression de Bcll1B dans les LCP CD30+ et dans les L. systémiques CD30+
¢tudiés, nous supposons que la voie de signalisation qui induit la prolifération cellulaire via la
protéine Bcll1B peut étre impliquée dans ces pathologies. Cette hypotheése doit bien
évidemment étre étayée, d’une part en augmentant le nombre d’échantillons et d’autre part en
¢tudiant le niveau d’expression de la protéine Bcll 1B ainsi que la présence de délétions dans

son géne, dans les lymphoproliférations CD30+.
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5.4.9 CD30,CD30 variant (M83554) et CD30 L

Bien que nous n’ayons pas retrouvé le CD30 dans les différentes banques soustraites, nous
avons ¢tudié par RQ-PCR relative I’expression du CD30. Nous avons mis en €vidence une
surexpression du CD30 dans I’ensemble des prélevements analysés sauf dans trois cas : PS5,
P16 et P4. Ces derniers prélevements sont les trois qui présentent une surexpression de la
kératine 6. La faible expression du CD30 peut s’expliquer par le plus petit taux de cellules
tumorales dans ces échantillons. Les principales données bibliographiques sur le CD30 sont
présentées dans 1’introduction, au chapitre 1.2.3.1. En résumé, nous savons que I’expression
du marqueur de surface CD30 est ¢élevée dans les LCP CD30+, d’ou I’origine de leur nom.
Les résultats que nous retrouvons en RQ-PCR relative sont bien en adéquation avec la

littérature.

Nous avons également étudié le niveau d’expression du CD30L. Nous avons mis en évidence
une sousexpression, voire une absence d’expression dans les prélévements analysés.

L’analyse fine des résultats permet de distinguer trois groupes :

o Sousexpression inférieure a 15 : Un prélevement de LCP CD30+ tumeur initiale, une

récidive de LCP CD30+ et un L. systémique.

o Sousexpression comprise entre 30 et 60 : Deux cas de tumeur initiale et une récidive

de LCP CD30+, un cas de L. systémique.

o Sousexpression supérieure a 120 : Quatre cas de tumeur initiale et une récidive de

LCP CD30+ et un cas de L. systémique.

Au regard de ces résultats, nous ne pouvons pas distinguer les LCP CD30+ des L.
systémiques CD30+. L’expression du CD30L est associée a une régression du lymphome, par
activation des voies pro-apoptotiques **. Le fait de pouvoir distinguer trois groupes dans les
échantillons analysés pourrait s’expliquer par des prélévements en phase de prolifération plus
ou moins importante, voire en phase de régression. Cette hypothése ne pourra étre vérifiée
que sur de nouveaux prélévements ou on aura noté lors de la biopsie la présence de nécrose,

signe de régression du lymphome.
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Nous avons mis en évidence par RQ-PCR relative une sousexpression du CD30v dans
I’ensemble des lymphoproliférations étudiées, seul le prélévement P9 ne présente aucune
variation de I’expression du CD30v. Nous ne pouvons pas distinguer les LCP CD30+ des L.
systémiques CD30+. L’ARNm du CD30v est retrouvé dans 70 % des lymphoproliférations de
phénotypes B mais seulement dans 25 % des lymphoproliférations de phénotypes T. Dans
cette étude, la présence de LCP CD30+ n’est pas clairement établie. Les auteurs parlent d’un
seul cas de lymphoprolifération de phénotype T de bas grade, définition qui peut
potentiellement correspondre & un LCP CD30+. Pour ce prélévement, la transcription inverse
spécifique du CD30v est négative *°. Nos résultats sont en corrélation avec les données
bibliographiques qui montrent une expression du CD30v dans seulement 25 % des
lymphoproliférations T. Dans les différents échantillons que nous avons analysé, seul un sur

treize présente une expression du CD30v au méme niveau que dans les lymphocytes sains.
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6 CONCLUSION GENERALE

L’¢étude présentée dans ce document consistait en I’identification de geénes impliqués dans le
développement des lymphomes cutanés primitifs (LCP) CD30+. Les LCP CD30+ sont des
proliférations malignes de lymphocytes T, localisées dans le derme. Ils se caractérisent, par
rapport aux lymphomes systémiques CD30+, par un bon pronostic et par des phénomenes de

régression spontanée et de récidive.

Dans 60 % a 85 % des lymphomes systémiques CD30+, la translocation t(2,5) est présente 2.
Mais plusieurs études ont montré I’absence de cette translocation dans les LCP CD30+ ®'.

Leur oncogeneése reste donc a ce jour inconnue.

Le but de cette thése a été d'identifier des genes impliqués dans les LCP CD30+ afin de
comprendre les mécanismes mis en jeux dans le développement de ce cancer. Ces genes
pourront également étre utilisés comme marqueur des LCP CD30+ et ainsi aider au diagnostic

ou encore servir de cibles thérapeutiques.

La démarche scientifique adoptée pour répondre a cette question est la suivante : dans un
premier temps des banques soustraites sont réalisées par la technique de SSH. La seconde
¢tape consiste a cribler ces banques de maniére a réduire le nombre de faux positifs. La
derniére étape permet de valider la variation d’expression des genes sélectionnés par RQ-PCR

relative.

Dans I’introduction de ce document, nous avons présenté la littérature afférente a notre étude.
Nous avons ainsi pu dresser 1’état des connaissances sur la biologie moléculaire des LCP
CD30+. On ne retrouve que peu de données sur des génes impliqués dans cette pathologie. En

. o 168,169
effet, les principales recherches portent sur la clonalité de ce cancer ™.

Nous avons réservé le premier chapitre a la réalisation des banques soustraites. Elles sont

réalisées par la technique de SSH (Hybridation Soustractive Suppressive) qui permet de
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comparer le profil d'expression de deux populations cellulaires et de mettre en évidence des
genes surexprimés dans une des deux populations. Les échantillons utilisés sont des LCP
CD30+ et des lymphocytes sanguins de patients sains (ne présentant aucune maladie
lymphoproliférative). La qualité de la soustraction est importante : plus la soustraction est
efficace, moins la banque comporte de faux positifs. Sur les huit banques réalisées, nous en
avons obtenues trois de bonne qualité. Pour la mise au point des expériences, nous avons
¢galement conservé la premi¢re SSH. La validation des banques soustraites pourra a 1’avenir
étre réalisée par RQ-PCR relative. En effet, I’analyse de différents geénes pourrait étre
envisagée : le géne de ménage PO, la GAPDH (actuellement utilisée) et encore le CD30 qui
n’a pas été retrouvé dans nos banques. Nous pourrions ainsi savoir s’il a été perdu dés la
réalisation des banques ou s’il n’a pas été cloné. Nous pourrions ainsi mieux vérifier la
représentativité de nos banques soustraites. De méme, nous pourrions tester des génes dits
« contaminants » afin de vérifier la pureté de nos préparations d’ARN et également la
normalisation de la SSH, par exemple avec la kératine 6 ou encore avec les

immunoglobulines.

Le deuxiéme chapitre est consacré au criblage des banques soustraites et au séquencage des
clones d’intéréts. Nous avons dans un premier temps utilis¢ des membranes sur lesquelles
nous avons transféré les clones bactériens. Cette technique a induit environ 30 % de clones
non informatifs. Nous avons donc ensuite réalisé des membranes par dot blot, en transférant
directement le produit de PCR correspondant aux différents clones de la banque. Nous avons
ainsi sélectionné prés de 350 clones sur les 2200 criblés. Le séquencage de ces clones a
permis d’identifier 118 génes d’intéréts. Nous avons également retrouvé des génes spécifiques
d’autres types cellulaires tel que la kératine 6 ou encore les immunoglobulines. Le choix des
¢échantillons est important pour la réalisation de banques soustraites, en effet la présence de
cellules épidermiques ou de lymphocytes réactionnels augmente le nombre de clones non
spécifiques séquencés. Nous pensons a l’avenir réaliser des banques sur des échantillons
microdisséqués afin de contourner ces problémes. Une autre approche serait de trier les

cellules a I’aide de billes magnétiques couplées avec un anticorps anti-CD30.

Le troisieme chapitre de ce document est dévolu a la validation des variations d’expression
des geénes d’intéréts par la technique de RQ-PCR relative. Nous avons utilisé le geéne de

ménage PO pour normaliser nos résultats. Nous avons étudié¢ 32 genes différents et nous
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avons trouvé dix geénes qui présentent des variations d’expression entre les échantillons

tumoraux et non tumoraux. Cing sont surexprimés : THW, la p120 caténine, SPARC, PTTG1

et le CD30. Cinq autres sont sousexprimés : I’humanine, CIN 85, Bcl11B, le CD30 variant et

le CD30L. Les génes suivants ne sont pas issus des banques soustraites : le CD30, le CD30s

et le CD30L.
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THW est retrouvé fortement surexprim¢ dans onze prélévements sur treize,
malheureusement ce géne semble exprimé par les cellules épidermiques et non par les
cellules tumorales. Il s’agit de la premiére mise en évidence de 1’expression de THW

dans I’épiderme humain.

La p120 caténine est également surexprimée dans sept échantillons sur treize. Nous ne
pouvons pas distinguer les LCP CD30+ des L. systémiques. La littérature décrit
principalement des sousexpressions de ce gene dans divers cancers, néanmoins le
groupe de Jawhari décrit une surexpression de la pl120 caténine dans les cancers
gastriques '*. Pour pouvoir confronter nos résultats a ceux de la littérature, il serait
intéressant de vérifier par immunohistochimie le taux de la protéine p120 caténine
dans nos prélevements. En effet, les différentes études référencées portent sur la

protéine et non sur I’ARNm de la p120 caténine.

SPARC est surexprimé dans cinq prélévements sur les treize étudiés. SPARC est
impliqué dans de nombreux processus biologiques, adhésion cellulaire, prolifération,
différentiation et progression des cellules tumorales. La littérature met en corrélation
le niveau d’expression de SPARC et le degré de prolifération des cancers. Il serait
intéressant d’augmenter le nombre d’échantillons analysés pour vérifier si on peut
distinguer les différentes lymphoproliférations CD30+ et ainsi corréler I’expression de

SPARC a d’autres critéres cliniques ou histologiques sur une plus grande série.

PTTGI1 est retrouvé surexprimé¢ dans neuf cas sur treize. On ne note pas de
surexpression dans les récidives de LCP CD30+, aussi il faudrait augmenter le nombre

d’échantillons pour confirmer cette différence. Par contre, le niveau d’expression du
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gene PTTGI ne semble pas permettre la distinction entre les LCP CD30+ et les L.
systémiques. Au regard de la littérature, on peut considérer le géne PTTG1 comme un
proto-oncogene. Sa surexpression dans les échantillons tumoraux analysés dans cette
thése montre qu’il peut s’agir d’un géne impliqué dans les lymphoproliférations

étudiées dans cette thése.

L’humanine est retrouvée sousexprimée dans neuf des treize prélévements analysés.
La fonction anti-apoptotique de ’humanine décrite dans la littérature peut s’expliquer
par la capacité qu’ont les LCP CD30+ a régresser de manicre spontanée. En effet, la
sousexpression de I’humanine, facteur anti-apoptotique, dans les LCP CD30+ pourrait
favoriser la régression de la tumeur par apoptose. Pour valider notre étude, nous
devrions vérifier la présence du peptide humanine dans les LCP CD30+ et dans les
lymphocytes sanguins. Cette étude pourrait €tre réalisée par immunohistochimie

. . . . . . 141
puisqu’un anticorps anti-humanine est disponible .

CIN 85 est sousexprimée dans sept des treize cas étudiés. Par contre, nous ne
retrouvons pas de variation de son expression dans les L. systémiques. CIN 85 est une
protéine adaptatrice qui joue, en fonction de ses partenaires, un rdle pro-apoptotique
ou prolifératif. 11 serait intéressant de rechercher par des techniques
d’immunoprécipitations quel est ou quels sont les partenaires de CIN 85 dans les LCP
CD30+. Cette étude permettrait de savoir si la sousexpression de CIN 85 est liée a une
diminution de la capacité d’entrer en apoptose des cellules tumorales CD30+. De plus,
ce gene pourrait étre un candidat pour la discrimination des lymphoproliférations

CD30+, d’ou I’'importance d’étudier un plus grand nombre de biopsies.

Bcl11B est retrouvé sousexprimé dans sept échantillons sur treize. Ce géne ne permet
pas d’individualiser les lymphoproliférations CD30+. Au regard de la littérature, nous
supposons que la voie de signalisation qui induit la prolifération cellulaire via la
protéine Bcll1B peut étre impliquée dans ces pathologies. En effet une publication
décrit la perte d’expression de la protéine Ritl (homologue de Bcll1B chez la souris)
dans des lymphomes du thymus de souris '. Cette hypothése doit bien évidemment

étre étayée, d’une part en augmentant le nombre d’échantillons et d’autre part en
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¢tudiant le niveau d’expression de la protéine Bcll1B ainsi que la présence de

délétions dans son gene, dans les lymphoproliférations CD30+.

Notre travail a ainsi permis d’isoler sept geénes capables de jouer un réle dans les
lymphoproliférations CD30+ et plus particuliecrement dans les LCP CD30+. Les voies de
signalisations médiées par ces genes sont probablement impliquées dans le développement
des LCP CD30+. Néanmoins, nous ne pouvons savoir si ces modifications d’expressions sont
impliquées dans le développement du cancer ou si elles correspondent uniquement a un
phénotype des LCP CD30+, au méme titre que le CD30. Nous avons également trouvé deux
geénes qui pourraient aider a la discrimination entre les différentes pathologies étudiées dans
ce manuscrit. PTTG1 pourrait servir de marqueur pour distinguer les récidives des tumeurs
initiales d’'un LCP CD30+. Quant a CIN 85, il permettrait de distinguer les L. systémiques des
LCP CD30+. Ces hypotheses doivent bien sir €tre vérifiées par I’étude d’un plus grand
nombre d’échantillons. Bien que le recrutement des échantillons durant cette these ait été
difficile, la présentation des travaux menés durant ces trois ans permet actuellement de

recruter de nouveaux prélévements de LCP CD30+ au niveau national.
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7 ANNEXE : PROTOCOLES

7.1 Coupe au Cryostat et coloration

Plusieurs coupes de 8 um sont réalisées au Cryostat pour chaque échantillon tumoral afin de

localiser la zone tumorale et de vérifier le diagnostic.

Les coupes sont colorées a I’hématoxyline de Harris. Les lames sont fixées par un traitement
de 5 a 10 mn dans un bain d’acétone pur, elles sont ensuite séchées a I’air. Les lames sont
alors réhydratées dans un bain d’eau distillée pendant 1 a 2 mn puis colorées 1 mn dans un
bain d’hématoxyline de Harris et rincées 2 mn sous I’eau courante. Afin de monter les lames
avec une colle hydrophobe (Acrytol , Surgipath, Canada) celles-ci sont déshydratées par un
passage dans les différents bains suivant : alcool a 95 % ; alcool a 100 % ; alcool a 100 % ;

toluéne ; toluéne.

Les coupes sont enfin observées au microscope optique. Si 1I’épiderme est présent dans le

fragment congelé, il est éliminé au scalpel avant I’extraction des ARN.

7.2 Préparation des lymphocytes activés a la PHA

Dans un premier temps, les lymphocytes sont récupérés par un lymphoprep a partir de sang
d’un donneur sain. Dix millilitres de sang total sont centrifugés 10 mn a 1200 rpm et a 10°C.
La phase supérieure qui correspond au plasma est éliminée. L’anneau intermédiaire, qui
correspond aux globules blancs, est récupéré (1 a 2 mL) et mélangée a 1 volume de sérum
physiologique. Ce mélange est déposé sur 3 mL de Lymphoprep™ (Nycomed) et centrifugé
30 mn a 1200 rpm et a 10°C. La phase supérieure est ¢liminée et I’anneau de lymphocyte est
récupére et lavé dans 5 mL de milieu RPMI (Invitrogen Life Technologies). Deux millions de

lymphocytes sont ainsi mis en culture 72 h a 37°C dans 4 mL de milieu RPMI contenant 10 %
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v/v de SVF (Invitrogen Life Technologies), 1 % v/v HEPES (Invitrogen Life Technologies),
en présence de 1 mg/mL de PHA.M (Sigma Aldrich Chimie).

Les lymphocytes activés sont enfin récupérés par centrifugation (10 mn, 1200 rpm, 10°C) et

les ARN totaux en sont extrait selon la technique décrite sous le nom de « solution D ».

7.3 Microdissection des échantillons

7.3.1 Microdissection

Des sections de 7 a 8 um sont réalisées a partir des tissus congelés. Les sections sont montées
sur des lames en plastique. Les sections sont fixées a 1’éthanol et colorées a 1’hémalun.
Environ cent cellules sont microdisséquées a 1’aide du microdissequeur laser Leica DM LMV
system (Leica). Les cellules sont récupérées dans le bouchon d’un tube de 0,2 mL. Trente
microlitre de solution Trizol (Invitrogen Life Technologies) sont ajoutés dans le bouchon. Le
tube est ensuite fermé et centrifugé brievement. Nous ajoutons ensuite 220 puL de solution

Trizol par tube.

7.3.2 Extraction des ARN

La lyse des cellules est réalisée par une incubation de 10 mn a TA. Les traces résiduelles de
phénol sont éliminées par I'addition de 50 uL. de chloroforme. Aprés agitation et incubation de
3 mn a TA les tubes sont centrifugés (15 mn a 12000 rpm a 4°C). L'ARN contenu dans la
phase aqueuse supérieure est précipite¢ 10 mn a TA dans 125 pL d'isopropanol. Les culots
obtenus apres centrifugation (10 mn a 12000 rpm a TA) sont lavés par 250 pL d'éthanol 70 %
et solubilisés dans 9 pL d'eau traitée au DEPC.
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Afin d'éliminer toute trace d'ADN génomique, la solution d'ARN est traitée 15 mn a 37°C en
présence de 20 unités de RNasin Ribonuclease Inhibitor (Promega) et de 10 unités de DNase
I, RNase free (Roche Applied Science). La digestion est arrétée par traitement a la chaleur (10

mn a 65°C). La transcription inverse est réalisée a la suite.

7.3.3 Transcription inverse

La transcription inverse de I'ARN en ADNc simple brin est réalisée a partir de la totalité¢ des
ARN de 500 pmol d'hexameres. Le tube de réaction est trait¢ 10 mn a 65°C afin de dénaturer
les structures secondaires et tertiaire des acides nucléiques. Les réactifs sensibles a la chaleur
sont ensuite ajouté sur glace, le tampon (50 mM Tris-HCl pH 8,3 ; 75 mmol/L KCI ; 3
mmol/L MgCl, ; 10 mM DTT) (Invitrogen Life Technologies), 1 mM de chaque dNTP
(Invitrogen Life Technologies), 200 unités de SuperScript II RNase H- Reverse Transcriptase
(Invitrogen Life Technologies) et 20 unités de RNasin Ribonuclease Inhibitor (Promega). La
réaction est réalisée dans un volume final de 20 puL pendant 1 h a 37°C. Les enzymes sont

inactivés par traitement a la chaleur (10 mn a 65°C).

Les ADNc ainsi obtenus sont dilués au 1/10 et 1 pL servira de matrice pour la RQ-PCR

relative.
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7.4 Extraction des ARN

7.4.1 Solution D

Le protocole de Chomczynski et Sacchi ** a été modifié¢ dans le laboratoire pour permettre

l'extraction d'ARN totaux a partir d'une petite quantité de tissus.

Pour éviter toute dégradation des ARN, les opérations suivantes sont réalisées sur glace et les

centrifugations a 4°C.

L'extraction des ARN totaux est réalisée a partir d'un fragment de tissus frais congelé (1 a 2
mm’). Celui-ci est broyé et homogénéisé a l'aide d'un piston stérile dans 1 mL de solution D
(4 M guanidine thiocyanate ; 0,5 % (w/v) N-lauryl sarcosine sodium salt ; 25 mM Tri-sodium

citrate ; 0,1 M B-mercaptoéthanol). La lyse des cellules a lieu sur glace, pendant 30 mn.

La purification des ARN est réalisée par une extraction des protéines et des débris cellulaires :
ajout d'un volume d'une solution de phénol pH 4,5 / chloroforme / alcool isoamylique
(25/24/1), en présence d'acétate de sodium 2 M pH 4 (1/10 vol). Aprés agitation, les tubes

sont centrifugés 15 mn a 12000 rpm. L'extraction est renouvelée sur la phase aqueuse.

Les traces résiduelles de phénol sont éliminées par 1'addition d'un demi-volume d'une solution
de chloroforme / alcool isoamylique (24/1). Apres agitation et centrifugation (5 mn a 12000
rpm), 'ARN contenu dans la phase aqueuse est précipit¢ 2 h a -20°C dans 1 volume
d'isopropanol. Les culots obtenus par centrifugation (30 mn a 12000 rpm) sont lavés a

1'éthanol 70 % et solubilisés dans 20 pL. d'eau traitée au DEPC.

Afin d'éliminer toute trace d'ADN génomique la solution d'ARN est traitée 1 h a 37°C en
présence de 20 unités de RNasin Ribonuclease Inhibitor (Promega) et de 10 unités de DNase
I, RNase free (Roche Applied Science). La digestion est arrétée par traitement a la chaleur (10

mn a 70°C).
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L'ARN et les éventuelles traces de protéines sont quantifiés par spectrophotométrie a 260 nm
(acide nucléique) et 280 nm (protéine). La densité optique a 260 nm doit étre comprise entre
0,1 et 1 afin de convertir cette DO en concentration d'ARN : 1 DO = 40 ng/mL. La teneur en
protéine de I'échantillon est évalué par le rapport (DO 260 / DO 280) qui doit étre compris
entre 1,5 et 2.

La qualité des ARN est vérifiée par migration sur un gel d'agarose 1,2 % w/v. Une bonne
qualit¢ d'ARN totaux se caractérise par un signal deux fois plus intense pour la bande

spécifique des ARNr 28S que pour celle des ARNr 18S.

Les ARN ainsi obtenus sont stockés a -80°C jusqu'a utilisation.

7.4.2 Trizol (Invitrogen Life Technologies)

L’extraction des ARN est réalisée a partir d’un fragment de tissus frais congelé (20 coupes
non colorées de 15 pm réalisées au cryostat). Un millilitre d’une solution de trizol (TRIzol
Reagents, Invitrogen Life Technologies) est ajouté sur les coupes, la lyse des cellules est
réalisée par une incubation de 10 mn a TA. Les traces résiduelles de phénol sont éliminées par
I'addition de 200 pL de chloroforme. Apres agitation et incubation de 3 mn a TA les tubes
sont centrifugés (15 mn a 12000 rpm a 4°C). L'ARN contenu dans la phase aqueuse
supérieure est précipité 10 mn a TA dans 500 pL d'isopropanol. Les culots obtenus par
centrifugation (10 mn a 12000 rpm a TA) sont lavés par 1 mL d'éthanol 70 % et solubilisés
dans 20 pL d'eau traitée au DEPC.

Le traitement des ARN a la DNAse I RNAse free, la quantification des ARN ainsi que

I’estimation de leur qualité sont réalisés comme décrit lors du chapitre 8 Solution D.
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7.4.3 PCR Raf

Cette PCR est réalisée apres la synthése du premier brin d’ADNCc par la technique SMART ou
par la technique des hexaméres. Elle permet de vérifier I’absence d’ADNg dans la préparation

d’ARN.

La réaction de PCR est réalisée dans un volume final de 50 pL contenant 2 pL. d’ADNc
simple brin ; 1 uM de chaque amorce Raf ; 140 uM de chaque ANTP ; 2 mM MgCl, ; 1,5
unité de Taq polymerase (Promega) ; 1 X tampon de réaction (50 mM KCI; 10 mM Tris-HCI
pH 9 0,1 % Triton X-100).

Le programme de la PCR est le suivant :

5 mn 94 °C 1 cycle
1 mn 94°C

1 mn 60°C 35 cycles
1 mn 72°C

5 mn 72°C 1 cycle

Tableau 28 : Programme de la PCR Raf

La taille des amplicons est estimée par €lectrophorese sur gel d'agarose 2 % w/v, 5 uL de
chaque produit de PCR sont déposés avec 500 ng de marqueur de poids moléculaire 100 pb
DNA ladder (Promega).
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7.5 Réalisation d’une banque de soustraction

La banque de soustraction est réalisée a partir de deux populations d’ARN.
o Le fester qui correspond a la tumeur
o Le driver qui correspond a la non-tumeur

Afin de mettre en évidence des génes surexprimés dans la tumeur, la soustraction est réalisée

dans ce sens : Tester - Driver

7.5.1 Synthése de ’ADNc : technique SMART

Cette technique de transcription inverse permet d'obtenir une grande quantité d'ADNc double
brin a partir de peu d'ARN totaux grace a une étape d'amplification par PCR lors de la
synthése du second brin d'ADNc. Cette technique est utilisée pour réaliser la banque de

soustraction de maniére a économiser le matériel humain.

Le protocole utilis¢ est celui préconisé dans le kit (SMART PCR cDNA Synthesis Kit, BD
Biosciences Clontech) avec quelques modifications. Les différents réactifs sont fournis dans
le kit a I’exception de I'enzyme SuperScript II RNase H- Reverse Transcriptase (Invitrogen

Life Technologies). Les principales étapes sont décrites ci-dessous.

Les ADNc tester, driver et controle (a2 partir d’ARN totaux de placenta humain) sont

synthétisés dans les mémes conditions.
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7.5.1.1 Syntheése du premier brin d’ADNCc (transcription inverse)

La transcription inverse de I'ARN en ADNc simple brin est réalisée a partir de 1 ug d'ARN
totaux, 1 uM d'amorce CDS, 1 uM d'amorce SMART II Oligonucleotide, le tube de réaction
est traité¢ 2 mn a 70°C afin d'éviter les structures secondaires et tertiaire des acides nucléiques.
Les réactifs suivant sont ajoutés a TA : le tampon (50 mM Tris-HCI pH 8,3 ; 75 mM KCI ; 6
mM MgCl, ; 2 mM DTT), 1 mM de chaque dNTP, 200 unités de SuperScript Il RNase H-
Reverse Transcriptase (Invitrogen Life Technologies). La réaction est réalisée dans un volume
final de 10 puL pendant 1 h a 42°C. Le produit de réaction est dilué par I'addition de 40 pL
d'une solution de TE (10 mM Tris-HCI pH 7,6 ; 1 mM EDTA). L enzyme est inactivé par un

traitement a la chaleur (7 mn a 72°C).

Les ADNc simple brin sont conservés quelques mois a -20°C.

7.5.1.2 Synthese du second brin d'ADNc (LD-PCR)

La synthése du second brin d'ADNCc est réalisée par PCR. Pour chaque échantillon, trois tubes
sont préparés. Un seul de ces tubes permettra de choisir le nombre de cycle optimal de la

PCR.

Le mélange réactionnel final de 100 pL se compose de 1 pL. d'ADNc simple brin, de 200 uM
de chaque dNTP, de 0,2 uM d’amorce PCR, de 1 X Advantage 2 Polymerase et du tampon
(40 mM Tris KOH, pH 8,7 ; 15 mM KOAc ; 3,5 mM Mg(OAc); ; 3,75 ug/mL BSA ; 0,005 %
Tween-20 ; 0,005 % Nonidet-P40).

Le programme de la PCR est le suivant :

1 mn 95 °C 1 cycle
15s 95°C

30s 65°C 15 puis 3 cycles
6 mn 68°C

Tableau 29 : Synthése du second brin d’ADNc - Programme de la PCR
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A cette étape, deux des tubes sont mis de c6té a 4°C, le troisieme permet de choisir le nombre
de cycle optimal pour la PCR. Quinze microlitres de produit de PCR sont prélevés apres 15
cycles et apres une dénaturation initiale (1 mn a 95°C), la PCR est relancée pour 3 cycles de
plus, et ceci jusqu'au 24°™ cycle. La cinétique de la PCR est observée par électrophorése sur
gel d'agarose 1,2 % w/v, 5 uL pour chaque étape sont déposés avec 500 ng de marqueur de

poids moléculaire 1 kb DNA ladder (Promega).

Une fois le nombre de cycles choisi, les tubes conservés a 4°C sont repris pour terminer la

PCR qui est contrdlée par électrophoreése (méme conditions que ci-dessus).

La réaction est arrétée par I'ajout de 10 mM final d'EDTA.

7.5.1.3 Purification des ADNc en vue de la SSH

Afin d'¢liminer les oligonucléotides non incorporés, le produit de PCR est passé sur des

colonnes CHROMA SPIN-1000.

Dans un premier temps, les enzymes sont ¢liminés par l'addition d'un volume d'une solution
de phénol / chloroforme / alcool isoamylique (25/24/1). Apres centrifugation (10 mn a 14000
rpm) la phase aqueuse est récupérée puis précipitée par I'ajout de 700 uLL de n-butanol jusqu’a

obtenir un volume de phase aqueuse compris entre 40 et 70 pL.

Le produit de PCR ainsi concentré est passé sur une colonne CHROMA SPIN-1000. Les
colonnes sont tamponnées par le passage de 1,5 mL de solution TNE 1X (10 mM Tris-HCI,
pH 8 ; 10 mM NaCl ; 0,1 mM EDTA).

L’échantillon est déposé, 25 pL, 150 puL puis 50 pL de solution TNE 1X sont ajoutés. La

récupération de I’échantillon purifié se fait en deux fois : 320 pL de solution TNE 1X sont
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ajoutés, 1’¢luat est récupéré dans le premier tube ; 100 uL. de TNE 1X sont ajoutés et les deux
premicres gouttes sont récupérées dans le premier tube, le reste est récupéré dans le second

tube.

Le rendement de la purification est observé par électrophorese sur gel d'agarose 1,2 % w/v, 3
uL de produit non purifié, 10 pL des produits d’élution 1 et 2 sont déposés avec 500 ng de
marqueur de poids moléculaire 1 kb DNA ladder (Promega).

7.5.2 Digestion des ADNc par Rsal

Cette étape génére des petites molécules d'ADNc a extrémités franches. Le site de I'enzyme
de restriction Rsal (5' GTAC 3') est statistiquement présent sur le génome humain toutes les

500 pb.

L'ensemble des ADNc purifiés (tester, driver et contrdle) est digéré par 20 unités de Rsal
(New England BioLabs) dans un tampon de réaction contenant 10 mM Bis Tris Propane-
HCI; 10 mM MgCl, ; 1 mM DTT. La digestion est réalisée a 37°C pendant 3 a 10 h puis
arrétée par addition d'EDTA 10 mM.

L’efficacité de la digestion est estimée par électrophorese sur gel d'agarose 1,2 % w/v, 10 uL
de produit non digéré et 10 pL de produit digéré sont déposés avec 500 ng de marqueur de

poids moléculaire 1 kb DNA ladder (Promega).

La purification des produits digérés est réalisée par I'addition d'un volume d'une solution de
phénol pH 8 / chloroforme / alcool isoamylique (25/24/1). Aprés agitation, les tubes sont
centrifugés 10 mn a 14000 rpm a TA. La phase aqueuse supérieure est récupérée et les traces
résiduelles de phénol sont éliminées par 1'addition d'un volume d'une solution de chloroforme

/ alcool isoamylique (24/1). Apres agitation et centrifugation (10 mn a 14000 rpm), I'ADNc
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contenu dans la phase aqueuse est précipité a TA dans 3 volume d'éthanol, en présence
d’AcONa 3 M pH 5,5 (1/10 vol). Les culots obtenus par centrifugation (20 mn a 14000 rpm a
TA) sont lavés a 'éthanol 70 % et solubilisés dans 5,5 pL d'eau stérile.

A cette étape le driver est prét pour I’hybridation. Les produits sont conservés a -20°C jusqu'a

la suite des expériences.
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7.5.3 Ligation des adaptateurs

Cette étape est réalisée uniquement sur les échantillons zester. Les réactifs nécessaires sont
contenus dans le kit (CLONTECH PCR-Select cDNA subtraction kit, BD Biosciences
Clontech).

7.5.3.1 Préparation des ADNc tester avant la ligation

L’ADNCc tester est dilué au 1/6 avec de 1’eau stérile.

Le tester contrdle correspond a I’ADNc de placenta humain obtenu par la technique SMART
et digéré par Rsal. 1l est également dilu¢ au 1/6 en présence de 125 pg/mL final d’ADN de
phage X 174 digéré par Haelll.

7.5.3.2 Ligation

L’ADNc ftester (2 pL dilué) est lié avec un adaptateur (2 uM) par 400 unités de T4 DNA
ligase dans un volume réactionnel de 10 pL. contenant 3 mM ATP ; 50 mM Tris-HCI pH 7,8 ;
10 mM MgCl, ; 2 mM DTT ; 50 pg/mL BSA.

Pour chaque ADNCc fester (x) nous avons deux tubes de ligation, un pour I’adaptateur 1 appelé
T x-1 et un autre pour ’adaptateur 2R appelé T x-2R. Un troisieme tube appelé T x-NS est
préparé en mélangeant 2 pl. de chacun des tubes précédents, il correspond au produit non

soustrait ou NS.
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La ligation est réalisée a 16°C pendant 24 h. La réaction est arrétée par 20 mM d’EDTA et 0,1

mg/mL de glycogene suivis d’un traitement a la chaleur (5 mn a 72°C).

Un microlitre des tubes T x-NS est dilué dans 1 mL d’eau stérile. L’ensemble des tubes est

conservé a —20°C.

7.5.3.3 Verification de [’efficacité de la ligation

Un microlitre des produits de ligation T x-1 et T x-2R est dilué dans 200 pL d’eau stérile.
Ces dilutions servent de matrice a la PCR. Les tubes A a D suivants sont préparés pour

chaque testeur :

A B C D
T x-1 dilué 1 1 - -
T x-2R dilué - - 1 1
Amorce 3° GAPDH (10 uM) 1 1 1 1
Amorce 5 GAPDH (10 uM) - 1 - 1
Amorce PCR 1 (10 uM) 1 - 1 -
Total 3 3 3 3

Tableau 30 : Test de I’efficacité de ligation - préparation des tubes - volume en pLL

La réaction de PCR est réalisée dans un volume final de 25 pL contenant 0,4 uM de chaque
amorce ; 0,2 mM de chaque dNTP ; 1 X du mix Advantage 2 polymerase ; 1 X tampon de
réaction (40 mM Tris-KOH pH 8,7 ; 15 mM KOAc ; 3,5 mM Mg(OAc); ; 3,75 ug/mL BSA ;
0,005 % Tween-20 ; 0,005 % Nonidet-P40).

Le programme de la PCR est le suivant :

5 mn 75 °C 1 cycle

30s 94°C

30s 65°C 20 a 25 cycles
2,5 mn 68°C

Tableau 31 : Test de I’efficacité de ligation - Programme de la PCR
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Les résultats sont observés par électrophorese sur gel d'agarose 2 % w/v, 5 uL de chaque
produit de PCR sont déposés avec 500 ng de marqueur de poids moléculaire 100 pb DNA
ladder (Promega). L’efficacité de ligation est estimée en comparant I’intensité des signaux

entre les pistes A et B ou C et D.

7.5.4 Hybridations

Les hybridations sont réalisées selon les recommandations du kit (CLONTECH PCR-Select
cDNA subtraction kit, BD Biosciences Clontech)

7.5.4.1 Premiere hybridation

Les tubes suivants sont préparés :

Hybridation 1 | Hybridation 2R
Driver 1,5 1,5
Tester x-1 1,5 -
Tester x-2R - 1,5
Tampon d’hybridation 4 X 1 1
Volume réactionnel 4 4

Tableau 32 : Premiére hybridation - Préparation des tubes - Volume en pL

Une dénaturation est réalisée (1,5 mn a 98°C) puis I’hybridation est effectuée pendant 10 h a

68°C.
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7.5.4.2  Préparation d’ADNc driver dénaturé

Driver 1
Tampon d’hybridation 4 X 1
H,O stérile 2

Tableau 33 : Préparation d’ADNc driver dénaturé - Préparation du tube - Volume en pLL

Un microlitre du mélange ci-dessus est dénaturé (1,5 mn a 98°C).

7.5.4.3 Seconde h’hybridation

Tout en restant a 68°C, les produits des deux premieres hybridations sont mélangés en méme

temps que I’ADNc driver dénaturé. La seconde hybridation est réalisée a 68°C pendant 22 h.

Le produit d’hybridation est dilué par 200 pL. de tampon de dilution (20 mM HEPES-HCI pH
8,3 ; 50 mM NaCl ; 0,2 mM EDTA) et incubé 7 mn a 68°C.

Le produit d’hybridation est conservé a -20°C.
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7.5.5 Amplifications par PCR

Les réactifs nécessaires sont contenus dans le kit CLONTECH PCR-Select cDNA subtraction
kit de BD Biosciences Clontech.

7.5.5.1 Premiere amplification

Les matrices utilisées pour cette PCR sont : le produit de seconde hybridation ou produit

soustrait, le produit non soustrait T x-NS et un contrdle fourni dans le kit (ADNc soustrait).

La réaction de PCR est réalisée dans un volume réactionnel de 25 puL contenant 1 pL de
matrice ; 0,2 mM de chaque dNTP ; 0,4 uM d’amorce PCR 1; 1 X d’enzyme advantage 2
polymerase mix ; 1 X de tampon de réaction (40 mM Tris-KOH pH 8,7 ; 15 mM KOAc; 3,5
mM Mg(OAc); ; 3,75 pg/mL BSA ; 0,005 % Tween-20 ; 0,005 % Nonidet-P40).

Le programme de la PCR est le suivant :

5 mn 75 °C 1 cycle
30s 94°C
30s 66°C 27 cycles
1,5 mn 72°C

Tableau 34 : Premiére amplification - Programme de la PCR

7.5.5.2 Seconde amplification

Les matrices pour cette PCR sont les produits des premiéres amplifications dilués au 1/10

dans de ’eau stérile.

134



Protocoles

La réaction de PCR est réalisée dans un volume réactionnel de 25 plL contenant 1 pL de
matrice ; 0,2 mM de chaque dNTP ; 0,4 uM d’amorce Nested PCR 1 ; 0,4 uM d’amorce
Nested PCR 2R ; 1 X d’enzyme advantage 2 polymerase mix ; 1 X de tampon de réaction (40
mM Tris-KOH pH 8,7 ; 15 mM KOAc ; 3,5 mM Mg(OAc), ; 3,75 pg/mL BSA ; 0,005 %
Tween-20 ; 0,005 % Nonidet-P40).

Le programme de la PCR est le suivant :

30s 94°C
30s 66°C 10 cycles
1,5 mn 72°C

Tableau 35 : Seconde amplification - Programme de la PCR

Le produit de soustraction est ainsi obtenu et conservé a -20°C.

7.5.5.3 Controle des amplifications

La qualité des deux PCR est estimée par électrophorese sur gel d'agarose 1,2 % w/v, 8 uL de
chaque produit de PCR sont déposés avec 500 ng de marqueur de poids moléculaire 1 kb

DNA ladder (Promega).

7.5.6 Controle de I'efficacité de soustraction par PCR

Les matrices utilisées sont les produits de la seconde amplification dilués au 1/10 : produit
soustrait et non soustrait. Les amorces sont soit celles fournies dans le kit CLONTECH PCR-
Select cDNA subtraction kit de BD Biosciences Clontech (amorces GAPDH), soit des

amorces personnelles (B-actine).
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La réaction de PCR est réalisée dans un volume réactionnel de 30 uL contenant 1 pL de
matrice ; 0,2 mM de chaque dNTP; 0,4 uM d’amorce 3’ ; 0,4 uM d’amorce 5’ ; 1 X
d’enzyme advantage 2 polymerase mix ; 1 X de tampon de réaction (40 mM Tricine-KOH pH
8,7; 15 mM KOAc ; 3,5 mM Mg(OAc)2 ; 3,75 pg/mL BSA ; 0,005 % Tween 20 ; 0,005 %
Nonidet-P40).

Le programme de la PCR est le suivant :

30s 94°C
30s 60°C 18 cycles
2 mn 68°C

Tableau 36 : Efficacité de la soustraction - Programme de la PCR

Cinq microlitres de produit de PCR sont prélevés apres 18 cycles et la PCR est relancée pour
5 cycles de plus, et ceci jusqu'au 33°™ cycle. La cinétique de la PCR est observé par
¢lectrophorese sur gel d'agarose 1,2 % w/v, 5 uL. pour chaque étape sont déposés avec 500 ng

de marqueur de poids moléculaire 1 kb DNA ladder (Promega).

L’efficacité de la soustraction est estimée en observant [’apparition de signal pour les génes

de ménage dans le produit soustrait par rapport au produit non soustrait.

7.5.7 Clonage du produit de soustraction

Afin d’individualiser les différents ADNc contenus dans le produit de soustraction, ce dernier
est cloné avec le kit pGEM-T Easy Vector System (Promega) puis des bactéries JM109

(Promega) sont transformées.

Dans un volume réactionnel de 10 puL, 50 ng de produit de soustraction est li¢ a 50 ng de
plasmide par 100 unités de T4 DNA ligase en présence du tampon de ligation rapide 1 X. La

ligation est réalisée a TA pendant 1 h.
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Cinquante microlitres de bactéries compétentes IM109 (10® cfu/ug ADN) sont transformées
avec 2 puL de produit de ligation. La transformation est réalisée par choc thermique : le
mélange bactéries compétentes et produit de ligation est incubé 20 mn sur glace, ensuite le
tube est plongé dans un bain a 42°C pendant 45 s et a nouveau laissé sur 2 mn glace. Les
bactéries transformées sont incubées 45 minutes a 37°C avec 150 rpm d’agitation dans 950
puL de milieu SOC (2 % tryptone ; 0,5 % extrait de levure ; 10 mM NacCl ; 2,5 mM KCI ; 10
mM MgCl,; 10 mM Mg ; 20 mM glucose). L’ensemble des bactéries est ensuite mis a
pousser a 37°C pour la nuit sur un milieu solide (LB ; agar ; 100 pg/mL ampicilline ; 0,5 mM

IPTG ; 80 pg/mL X-Gal). La banque de soustraction est ainsi générée.
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7.6 Criblage des banques de soustraction

Afin d’¢éliminer les faux positifs, les banques de soustraction sont criblées avec des sondes
radiomarquées correspondant a I’ensemble des ARNm de la tumeur ou de la non-tumeur. Ce
criblage a été réalisé a partir de deux représentations différentes de la banque, soit directement

a partir des clones bactériens, soit a partir des fragments d’ADNc enrichis.

7.6.1 A partir de clones bactériens

Les clones contenant un insert (clones blancs) sont repiqués et organisés dans des boites de 14
cm de diameétre contenant un milieu de culture sélectif (LB ; agar ; 100 pg/mL ampicilline).

Les boites sont réalisées en double et sont incubées a I’étuve a 37°C pour la nuit.

La membrane Hybond N+ (Amersham Biosciences) est déposée a la surface du milieu de
culture pendant 1 mn ; la membrane est orientée par rapport a la boite. La membrane est
placée 7 mn dans un bain de dénaturation (1,5 M NaCl ; 0,5 N NaOH), bactéries sur la face
supérieure. Elle est ensuite placée 3 mn dans un bain de neutralisation (1,5 M NaCl; 0,5 M
Tris-HCI pH 7,2 ; 1 mM EDTA). Elle est enfin lavée dans un bain de SSC 2 X puis séchée a

I’air pendant environ 2 h.

Les acides nucléiques sont fixés de facon covalente a la membrane par un traitement de 20 mn
a la soude 0,4 N. La membrane est ensuite tamponnée par un passage court dans un bain de

SSC 5 X. Elle est conservée humide dans une poche hermétique a 4°C.
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7.6.2 A partir des ADNc soustraits

Les clones contenant un insert sont repiqués dans 200 pL de milieu sélectif (LB ; 100 pg/mL
ampicilline) et organisés dans des microplaques NUNC 96 puits de culture. La culture est

réalisée a 37°C et 150 rpm pendant la nuit.

La PCR est réalisée dans des plaques de 96 puits, directement a partir de la culture
bactérienne. Les amorces M 13 permettent d’amplifier les inserts contenus dans les plasmides

pGEM-T Easy Vector.

La réaction de PCR est réalisée dans un volume final de 20 pL contenant 1 puL de culture
bactérienne ; 0,4 uM de chaque amorce M13; 0,35 mM de chaque dNTP ; 2 mM MgCl; ; 1,5
unité de Taq polymerase (Promega) ; 1 X tampon de réaction (50 mM KCI ; 10 mM Tris-HCl
pH 9; 0,1 % Triton X-100).

Le programme de la PCR est le suivant :

30s 94 °C 1 cycle
30s 95°C

15s 55°C 23 cycles
4 mn 72°C

Tableau 37 : PCR en plaque 96 puits - Programme de la PCR

Les amplicons sont observés par €lectrophorese sur gel d'agarose 2 % w/v, 2 uL de chaque
produit de PCR sont déposés avec 500 ng de marqueur de poids moléculaire 100 pb DNA
ladder (Promega).

Les membranes sont réalisées a I’aide d’un appareil a dot blot au format 96 puits (HYBRI-
DOT, Invitrogen Life Technologies). Deux a 8 membranes peuvent étre réalisées a partir d’un

méme produit de PCR.
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La membrane Hybond N+ (Amersham Biosciences) et le papier Wathman épais sont
humidifiés par un passage dans un bain d’eau puis tamponnés 5 mn dans un bain de SSC 10 X
et disposée dans ’appareil a dot blot comme préconisé par le fabriquant. Les produits de PCR
(2 pL) sont dénaturés 5 mn a 95°C, dilué¢ dans 150 puL. de SSC 10 X puis déposés dans les

puits de I’appareil a dot blot et enfin aspirés.

L’appareil est démonté, la membrane est plongée 5 mn dans un bain de dénaturation (1,5 mM
NaCL ; 0,5 N NaOH) puis 1 mn dans un bain de neutralisation (1,5 M NaCl ; 0,5 M Tris-HCI
pH 7.2 ; 1 mM EDTA). La membrane est ensuite séchée 1 h dans une étuve a 50°C.

La fixation des acides nucléiques est réalisée comme décrit dans le chapitre 8.4.1. La

membrane est conservée humide dans une poche hermétique a 4°C.

7.6.3 Réalisation des sondes radio-marquées

7.6.3.1 Sonde marquée par transcription inverse

La transcription inverse est réalisée a partir de 1 pg d'ARN totaux et 25 pg/mL d’oligo(dT ).
18), en présence du tampon (50 mM Tris-HCI pH 8,3 ; 75 mmol/L KCI ; 3 mmol/L MgCl; ; 10
mM DTT) (Invitrogen Life Technologies), de 0,5 mM de chaque dNTP (Invitrogen Life
Technologies). Le tube de réaction est trait¢ 10 mn a 60°C afin d'éliminer les structures
secondaires et tertiaire des acides nucléiques. Les réactifs sensibles a la chaleur sont ensuite
ajoutés sur glace, 600 unités de SuperScript II RNase H- Reverse Transcriptase (Invitrogen
Life Technologies) et 40 unités de RNasin Ribonuclease Inhibitor (Promega), 50 uCi de o**P

dCTP. La réaction est réalisée dans un volume final de 50 uL. pendant 1 h a 37°C.
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7.6.3.2  Sonde marquée par Random Priming

Dans un premier temps, I’ADNc est synthétisé selon la technique SMART. Le protocole est le
méme que celui utilisé lors de la synthése de I’ADNc en vue de la SSH. Par contre la
purification du produit de PCR est réalisée avec des colonnes S300 (Amersham Biosciences)
selon les recommandations du fournisseur. Ces colonnes éliminent les amorces et les

nucléotides non incorporés.

Le marquage des sondes est réalis¢ avec le kit Ramdom Priming DNA Labeling System

d’Invitrogen Life Technologies comme décrit ci-dessous.

L’ADNCc purifié¢ (25 ng) est dénaturé par un traitement de 5 mn a 100°C puis les différents
réactifs suivant sont ajoutés dans un volume final de 50 pL : 20 mM dATP, dGTP, dTTP
chacun ; 50 pCi a®*P dCTP (AS 3000 Ci/mmole, NEN LIFE SCIENCES); 3 unités du
fragment de klenow et le tampon de réaction (200 mM HEPES ; 50 mM Tris-HCI ; 5 mM
MgClI2 ; 10 mM 2-mercaptoethanol ; 0,4 mg/mL BSA ; 5,4 ODys hexameére ; pH 6,8). La
réaction est réalisée a 25°C pendant 2 h puis arrétée par I’addition de 10 mM d’EDTA.

7.6.3.3 Controle des sondes

L’incorporation du o’?P dCTP est controlée en comptant la radioactivité contenue 1 pL
d’ADNc marqué avant et apres purification par des colonnes G50 (Amersham Biosciences).

Ces colonnes ¢éliminent les nucléotides non incorporés.

Les sondes sont conservées a -20°C pendant plusieurs semaines.

141



Protocoles

7.6.4 Hybridation des sondes sur les membranes

La membrane est préhybridée au moins 1 h a 42°C dans 10 mL de tampon de préhybridation

(5 X Denbhart ; 0,5 % SDS ; 5 X SSC).

La sonde (1.10° & 2.10° cpm/mL de tampon d’hybridation) est mélangée a I’ADN de sperme
de saumon (100 pg/mL de tampon d’hybridation) et ’ensemble est dénaturé par un traitement
de 10 mn a 95°C. Ce mélange est ajouté au tampon de préhybridation pour former le tampon

d’hybridation. L’hybridation est réalisée a 42°C pendant toute une nuit.

La membrane est lavée dans des bains de plus en plus stringeants : 2 bains successifs dans la
solution de lavage 1 (2 X SSC; 0,1 % SDS) sont réalisés a 65°C, suivis de 2 bains dans la
solution de lavage 2 (1 X SSC; 0,1 % SDS) a TA. La membrane est scellée dans un sac
plastique. Un film Biomax MR (Kodak) est exposé¢ avec la membrane a -80°C. La durée de

I’exposition est variable.
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7.7 Analyse des séquences

Dans un premier temps, j’ai réalisé les extractions d’ADN plasmidique et le séquengage des
clones d’intéréts dans le laboratoire. Lorsque le nombre d’échantillons sélectionnés a
augmenté, nous avons fait appel a la société Genome Express (Grenoble) qui réalise le
séquencage d’échantillons a partir de clones bactériens, en format 96 puits. L’analyse
bioinformatique des séquences est ensuite réalisée dans le laboratoire avec différents logiciels

en ligne.

7.7.1 Mini préparation d’ADN plasmidique

L’extraction des plasmides est réalisée selon le principe de la lyse alcaline avec le kit de
Promega, Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification Systems. Le protocole est décrit ci-

dessous.

Les clones d’intéréts sont mis en culture (37°C; 150 rpm) la veille dans 3 mL de milieu

sélectif (LB ; ampicilline 100 pg/mL).

Les bactéries sont culottées par une centrifugation de 5 mn a 6000 g puis resuspendues dans
250 pL de solution de resuspension (50 mM Tris-HCI pH 7,5 ; 10 mM EDTA ; 100 pg/mL
RNase A). La lyse des cellules est réalisée par 1’addition de 250 pL de solution de lyse (0,2 N
NaOH ; 1 % SDS). La lyse est poursuivie pendant 5 mn puis 10 pL d’une solution de protéase
alcaline sont ajoutées et la lyse reprend pour 10 mn. La lyse est arrétée par 1’addition de 350
pL de solution de neutralisation (4,09 M hydrochloride de guanidine; 0,759 M acétate de
potassium ; 2,12 M acide acétique glacial). Le surnageant est récupéré aprés une
centrifugation de 10 mn a 14000 g et transféré dans une colonne. Cette derniére est
centrifugée 1 mn a 14000 g et lavée par 750 pL puis 250 pL de solution de lavage (60 mM
acétate de potassium ; 10 mM Tris-HCI ; 60 % éthanol).
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L’¢lution est réalisée par I’addition de 100 puLL d’eau sans nucléase suivie d’une centrifugation

de 1 mn a 14000 g.

La qualité de I’ADN plasmidique et la taille de I’insert sont vérifiées par migration sur un gel
d'agarose 1,2 % w/v, 6 uL d’ADN plasmidique non digéré, 20 uL d’ADN plasmidique digéré

par EcoRI sont déposés avec 500 ng de marqueur de poids moléculaire 1 kb (Promega).

Les ADN plasmidiques sont conservés a -20°C jusqu’a utilisation.

7.7.2 Séquencage

Le séquencage est réalisé¢ a I’aide du kit ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing

Ready Reaction (PE Appled Biosystems). Le protocole utilisé est décrit ci-dessous.

La réaction est réalisée dans 10 pL avec 200 a 500 ng d’ADN plasmidique, 2 pmoles
d’amorce M13 et de 4 pL de Terminator Ready Reaction Mix (dANTP ; dNTP terminateur de
chaine, chacun marqué avec un fluorochrome différent ; AmpliTaq DNA polymerase FS ;

MgCl2 ; Tris-HCI pH 9).

Le programme de la PCR est le suivant :

30s 96°C
15s 50°C 25 cycles
4 mn 60°C

Tableau 38 : Séquencage - Programme de la PCR

Le produit de séquencage est purifi¢ par une précipitation de 10mn a TA en présence

d’acétate de sodium 3 M pH 4,8 (1 : 10 vol) et d’éthanol absolue (2,5 vol). Les culots obtenus
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par centrifugation (30 mn a 13000 rpm) sont lavés a I'éthanol 70 % et séchés sur la paillasse

pendant 1 h, a TA.

Le produit de séquencage est ensuite analysé par I’automate de séquencage « Applied ABI
377A DNA sequence » aprés migration sur un gel d’acrylamide/bisacrylamide (35/5)
contenant 36 % d’urée, dans un tampon TBE (89 mM Tris-HCl pH 8,3 ; 89 mM acide
borique ; 2 mM EDTA).

7.7.3 Analyse bio-informatique des séquences

Les séquences sont lues et corrigées a I’aide du logiciel Sequencing Analysis 3.3 (PE Applied

Biosystems).

Apres €limination des régions correspondant au vecteur, les séquences sont alignées avec des
banques de données contenant I’ensemble des séquences d’ADN humain déja séquencées

(banque nr) & I’aide du logiciel en ligne MEGABLAST de NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/) **.

Les alignements multiples sont réalisés avec le logiciel en ligne ClustalW 1.8 de BCM.

7.7.4 Clonalité B : PCR Cal / Ca2

La réaction de PCR est réalisée dans un volume final de 50 puLL contenant 2 pulL de matrice ; 1
uM des amorces Cal et Ca2 ; 140 uM de chaque dNTP ; 1,5 mM MgCl, ; 1,5 unité de Taq
polymerase (Promega) ; 1 X tampon de réaction (50 mM KCl ; 10 mM Tris-HCl pH 9 ; 0,1 %
Triton X-100).
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Le programme de la PCR est le suivant :

5 mn 94 °C 1 cycle
1 mn 94°C

1 mn 60°C 35 cycles
1 mn 72°C

5 mn 72°C 1 cycle

Tableau 39 : Clonalité B - Programme de la PCR Cal / Ca2

Le produit de PCR est analysé par électrophorese sur gel d'agarose 2 % w/v, 5 uL de chaque
produit de PCR sont déposés avec 500 ng de marqueur de poids moléculaire 100 pb DNA
ladder (Promega).

7.8 Quantification par RT-PCR en temps réel

7.8.1 Transcription inverse : technique hexamére

La transcription inverse de 'ARN en ADNc simple brin est réalisée a partir de 2 ug d'ARN
totaux et de 500 pmol d'hexameres, le tube de réaction est traité 10 mn a 70°C afin d'éliminer
les structures secondaires et tertiaire des acides nucléiques. Les réactifs sensibles a la chaleur
sont ensuite ajoutés sur glace, le tampon (50 mM Tris-HCI pH 8,3 ; 75 mmol/L KCI ; 3
mmol/L MgCl, ; 10 mM DTT) (Invitrogen Life Technologies), 1 mM de chaque dNTP
(Invitrogen Life Technologies), 200 unités de SuperScript II RNase H- Reverse Transcriptase
(Invitrogen Life Technologies) et 20 unités de RNasin Ribonuclease Inhibitor (Promega). La
réaction est réalisée dans un volume final de 20 pL pendant 1 h a 37°C. Les enzymes sont

inactivés par traitement a la chaleur (10 mn a 65°C).

Les ADNc ainsi obtenus sont dilués au 1/10 et conservés a -20°C pendant quelques années.
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7.8.2 PCR en temps réel

La PCR en temps réel est réalisée a partir des ADNc synthétisés ci-dessus et dilués au 1/10,
chaque point est réalisé¢ en double avec le LightCycler (Roche Applied Science). Le volume
réactionnel de 10 pL contient 1 pL de matrice (ADNc dilu¢ au 1/10), 1 pL de mix
LightCycler Fast Start DNA Master SYBR Green I (Roche Molecular Biochemicals), 3 a 5
mM de MgCl; et 0,5 uM de chaque amorce. La température de transition est de 20°C/s tout au
long de la PCR ; la lecture de la fluorescence est réalisée a la fin de 1’étape d’hybridation des

amorces soit a 72°C.

Le programme pour cette PCR est le suivant :

10 mn 95 °C 1 cycle
ls 95°C
10s 50°C a 64°C | 50 cycles
26's 72°C

Tableau 40 : PCR en temps réel - Programme de la PCR

La courbe de fusion est réalisée entre 60°C et 95°C avec une lecture continue de la

fluorescence et avec une température de transition de 0,05°C/s.

L’ ¢tude de la cinétique est réalisée avec la méthode « second derivative maximum » et les

valeurs de Ct sont calculées a 1’aide du logiciel LightCycler version 3,5.

Pour vérifier qu’il n’y a pas d’ADN génomique contaminant dans les échantillons d’ARN,

une PCR en temps réel est réalisée directement en utilisant les ARN totaux comme matrice.
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Forward Primer

Reverse Primer

N° Séquence 5' 3' Tm Séquence 5' 3' Tm
2 | ATGAATGGCTCCACGAG 60 TTGCGCTGTTATCCCT 60
4 |CCGGAATCTGAACCCT 61 CGGCTTTGGTGACTCT 61
5 |GGTTTGAAGATGCCGC 60 GTTGCCAGCCCTCCTA 61
6 | AACGGAAATCTGTTCGC 60 AGATCAGGTTCGTCCTTTAG 60
7 | GCAGTCTAGCGACCAC 60 GCCGTAGGCCCAGTTA 60
8 |TCAACATCCTGCCAGC 60 GCTGTTCCGACTTGGT 61
9 |CAGAAAATGGAAGAGACGC 60 TCTTGGTATCGACATCGTCA 60

10 | CGTGTTCTTCGACATTGC 60 ACCCGTATGCTTTAGGAT 60

11 |GATAGGAATCATGTCTGGTCG 60 GTCTCCTCATAGATAAGACCG 60

12 | GAAGGAGACGGTCTGG 60 GGGTGAACTTGTCGATG 60

14 | AGAATGTCAAAGCCAAAATTC 59 GCAGATCATCTTGTCGC 60

15 |CAAGACAAAGGCGGTTT 60 CGAGGGGTAATACGCT 60

17 | AAGATAAGGCTTTCAAGCAG 60 GTTATGGCAGGGAATAGAG 59

19 | ATCGGCATGGACGTAG 60 GGCGATCCTCTTTGGG 60

20 | GAGGTGAAACGGGAGC 60 AGCGGGACTTGCCATA 60

21 | AACTACGGGGTTGGTG 60 CTGTGAGAGGGCTCAT 60

23 |CTACTCGTGACGCTTC 59 CGTCGGCGAGGTAATT 62

24 | TCTCATTGACCGGAACCA 60 CCGAGGTACATATAAGCCC 59

25 |GTCCTGATGGTCAGCT 60 ACGTTGGTGTTAGGCA 60

26 | AGTAACAGACACACGATG 59 CTGACAGTCCGTGCTC 61

27 | ACACTATTCCTAAGAGTCCC 60 ACTCGAATGCGTAGACC 60

28 |CCCCGATAACTTCGTG 59 CCCTGGTGTGTGTCAG 60

29 | ACTCTTACCATGAAGACCC 60 CTCCAGACGTTTGTAGC 59

30 | AATACCCAACGCACAAA 60 CCCACCTGTAACGTAGAG 59

31 |CCAGTGTCAAATGAACTTCC 60 TGTTGTGCAAATGTAGCT 59

32 |CCCGTGTGGTTGCTAAG 61 CACTCAAGGGGAGGTG 59

33 |CATCGGTCCTTACAGCC 60 GGCGTGCATTTGACTT 60

34 |TCCCCTTACTGAGCGG 60 GACACTACCTACTGGTGT 59

35 |CTTCCTGAAAACAACGTTC 54 GAAGGGACAGAAGATGACAG 60

36 |CCTACCCAATCTGTGCAGGCAG 55 GGAATCCACAAGCTCTAGC 58

37 | AGCAAGGCAAAGAGTGTG 52 CTCCTCCTGGGTCTGGAA 62

38 |CAGTGTGTGAGTCTGGAATG 56 CACATTCTCAAGAGGAAAGG 56

39 | TGTTCGAGCAGTACATCAAC 58 TCCACATCCTTCTTCAGAGT 58

Tableau 41 : Séquences des amorces pour la RQ-PCR
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7.9 Adresses des fournisseurs

Amersham Biosciences Europe GmbH - Succursale France - Parc Technologique - Rue

René Razel - Saclay - 91898 Orsay Cedex.

www.amershambiosciences.com

BD Biosciences Clontech - OZYME - BP 268 - 78053 St Quentin Yvelines Cedex.

www.clontech.com

Genset Genomic Research Center - Route nationale 7 - 91030 Evry Cedex.

Pour la synthese des oligonucléotides

www.genset. fr

Genome express - 11, Chemin des prés - 38944 Meylan

WwWWw.2enomex.com

Invitrogen Life Technologies - Invitrogen SARL - BP 96 - 95613 Cergy Pontoise Cedex

www.invitrogen.com

Kodak France - 26, rue Villiot - 75594 Paris Cedex 12

www.frkodak.com

NEN Life Science Products - BP 52 - 93152 Le Blanc Mesnil Cedex

www.nenlifsci.com
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New England BioLabs - OZYME - BP 268 - 78053 St Quentin Yvelines Cedex

www.neb.com

PE Applied Biosystems -

www.appliedbiosystems.com

Promega France SARL - Parc d’Activités des verriéres - 69260 Charbonnieres

www.promega.com

Roche Applied Science - Roche Diagnostics - 2, avenue du Vercors - BP 59 - 38242 Meylan
Cedex

www.roche-applied-science.com

Sigma Aldrich Chimie SARL pour ’ensemble des produits chimiques - L’Isle d’Abeau
Chesnes - BP 701 - 38297 St Quentin Fallavier

Pour les différents produits chimiques

www.sigma-aldrich.com
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