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CHAPITRE I : La cellule épithéliale,
un « chef-d'ceuvre de |'évolution »

Les premiéres cellules (et donc par extensianeldelle qu’elle est définie aujourd’hui) sont peblement
apparues il y a environ 3,5 milliards d'années dousie d'un ARN réplicable, possédant une fonction
enzymatique et entouré d'un assemblage de moléaqitigues. La transmission du matériel génétipae
l'intermédiaire d'un ADN double brin (beaucoup ptable et facile & réparer) a par la suite doraigsance
aux premiéres véritables cellules procaryotes.cetgles possédaient moins de 1000 génes et reksentb
trés probablement aux mycoplasmes qui parasitectrenaujourd’hui les cultures de laboratoire. Deux
milliards d'années avant notre ére, les cellulesgwtes apparaissent avec un matériel généticgeerdais
protégé a lintérieur d'un noyau en contact étawitc des organites spécialisés et un cytosqudeite
conférant une morphologie spécialisée et une ctipdeimouvement. Au cours de I'évolution, leur e
moléculaire s’est fortement complexifiée ; 'émarge d’'une vaste classe de molécules d’adhérence a
permis d’établir une communication chimique et nmégae entre deux cellules issues d’'une méme mitdse,
donc l'apparition de la pluricellularité, aboutistad la compartimentalisation et la sophisticatibes
fonctions biologiques. La cellule épithéliale s’g@eibbablement spécialisée tres tdét chez les premier
métazoaires, comme en témoignent leurs descenld@nidus proches tels que les éponges calcaires. So
«succes évolutif» est mis en évidence par le faét cette cellule préhistorique a aujourd’hui conédyon
nombre de ses caractéristiques originelles malég&plbsion de diversité qui a accompagné le
développement des étres vivants pluricellulaireendl’'organisme humain, elles représentent unetpest
importante du volume corporel et on les trouve dans les tissus recouvrant la surface externeu(pea
muqueuses) et les cavités internes de l'organisoiee (digestif, vaisseaux...) ou elles participentea d
nombreuses fonctions telles que la protectionsbaption ou la filtration. L'épithélium constituga@ement
les glandes et assure les phénoménes de sécradiex@étion (dans le chapitre IV, nous nous ies&erons

plus particulierement au cas de I'épithélium manmejafcf. figure 1)
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Figure 1 : Localisation des cellules épithélialesd  ans I'organisme.
Modifié a partir de (illustrations Servier Medical Arts)

Les cellules épithéliales sont a la base de I'architecture des organes chez tous les protozoaires. Ces
cellules sont capables de s’associer pour former des macrostructures tissulaires grace a une cohésion
rappelant celles des alvéoles ou encore des assemblages architecturaux. Une telle comparaison est bien sir
trés imagée car si les cellules épithéliales répondent a des contraintes mécaniques parfois similaires a ces
«structures figées», elles ont en revanche développé des systémes d’'«échafaudage» extrémement
performants dotés de capacités d’assemblage et de désassemblage dynamiques. Les tissus épithéliaux sont
présents dans tous les tissus recouvrant la surface externe et les cavités internes de 'organisme. Vers
I'extérieur, il s'agit de la peau et des muqueuses ; a l'intérieur, ce sont les cavités des organes creux et les
glandes. (source : J. AMICE, Université de Bretagne Occidentale, Brest)



A. Organisation moléculaire des cellules épithéliales

L’architecture complexe des épithéliums trouva edgine dans la diversité des complexes moléadai
gui organisent la morphologie et la fonction delbutes épithéliales. Par définition, une cellulgtB@liale
est caractérisée pd&i) une polarisation cellulaire apico-basale marqueéeyme localisation sélective des
protéines d'adhésion le long de la membrane laérdli) une organisation corticale du cytosquelette
d’'actine etfiii) la présence de filaments intermédiaires de cyatkds ;(iv) enfin, les cellules épithéliales
sont définies par leur interaction avec une mendka@sale via des molécules d’adhérence spécif[Glies.

La capacité des cellules animales a généreragttemir une distribution polarisée des composdetsa
surface cellulaire et des organites intracellutaiest capitale pour leur capacité a fonctionneréseaux
pluricellulaires. Pratiguement toutes les celluessedent un certain degré d'asymétrie et d’anjsetr
moléculaire mais la polarité cellulaire est pattenement démonstrative dans les cellules épitledlid_eur
surface membranaire est typiguement divisée en amsndeux domaines en continuité physique mais

biochimiquement et fonctionnellement distinctss: éidmaines apical et basal (ou baso-latéral).[2]

Le domaine apicalde la membrane plasmique, en regard de la lundt®rgane (espace luminal) ou de
I'environnement extérieur, est le domaine le plpécsalisé, car la surface apicale contient la plugas
protéines nécessaires aux fonctions spécifiqugegtion, absorption de nutriments, résorption)d@eaine
abrite également la plupart des récepteurs augdete croissance solubles et aux cytokines (EGIF,
insuline...) ainsi que les complexes adaptateurs-rpémbranaires qui leur sont associés (protéines G,
kinases et phosphatases, facteurs d’échange...tructuse de ce domaine est largement régulée par un
série de protéines trés conservées de la famile @A Rtitionning defective proteingprotéines PAR) dont
l'invalidation résulte en la perte de l'asymétriellalaire. Les protéine®®AR3 et PAR6 co-localisent
sélectivement au pole apical avec la kin@BKC et s’associent aux jonctions serrées, au cytdstie et a
des récepteurs transmembranaires (JRAFTGHRII, ERBB2) pour les séquestrer dans la partigende
la cellule.[3] Le complexe de stabilisati@RUMBS/PALS1/PATJ est activé panPKC/PAR3/PARG et
permet la mise en place des jonctions intercetiegatlans la partie haute de la cellule. Ce compigical
est également associeSMURF1, une E3 ubiquitine-ligase qui sert d'adaptateutreeta signalisation

extracellulaire et le systeme de régulation dusyielette d’actine.[3-5]

Le domaine baso-latéral abrite la plupart des protéines requises pour gescessus cellulaires
fondamentaux communs aux cellules polarisées epotarisées (noyau, réticulum endoplasmique, ajipare
de Golgi...). Il est toutefois spécialisé dans legractions avec les composants de la lame basate so
jacente.[6] La membrane plasmique baso-latéralpasburue de nombreuses protéines transmembrsnaire
les intégrines, retenues dans I'espace baso-lgi@rales interactions multiples avec des élémanta thme
basale et des complexes adaptateurs. On trouveigaiement des isoformes 8AR1 (ce sont toutes des
protéine-kinases associées aux microtubules) iadsbles a I'assemblage des complexes intégrinase/
basale. Le complexeSCRIBBLE/hDLG/LGL est typiquement retrouvé le long des faces laérdk la

membrane plasmique et permet de coordonner I'adagmidu cytosquelette d’actine dans le domaine-baso
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latéral. Son activation, comme pour CRUMBS/PALSIIBAest sous le contrble de la kinadeKC qui
participe ainsi a la coordination des structures disux domaines.[3, 7-8] Cette kinase active égaiena
protéinePAR4 (kinase LKB1), un régulateur positif de la serihefonine-kinase dépendante du 5-AMP
(AMPK : 5-AMP activated Kinase L’AMPK posséde de nombreux substrats impliqués dansdepi®n

du métabolisme (metabolic sensor) et la signatisatiellulaire. De plus, cette enzyme participe a la
régulation du cytosquelette épithélial en contrblaassemblage des filaments d’actine le long daig
latérales et du cortex apical, mais aussi a larigal@don des microtubules et le transport intragaiie.[3, 9-

11] (cf. figure 2)

La genese et le maintien de ces deux domainesbraeaires distincts impliquent le tri des molécules
constituant la membrane plasmique. Les protéingsal®s, comme les protéines baso-latérales, sont
synthétisées dans le réticulum endoplasmique granldt transportées dans le complexe de Golgs, gt
finalement adressées vers les domaines opposésnaienhbrane plasmique. En paralléle, l'internatisatie
composants membranaires par endocytose depuisrfiacesuapicale jusqu'au pbéle basal (processus de
transcytose) génére un échange permanent entreldes domained.e cytosquelette joue un rble
particulierement important dans ces échanges emadde tri et 'adressage asymétrique des predéiers

I'ensemble de la cellule.[12-13]

Microvillosités , Pdle apical
Cy’rgsqueleﬁe -
‘actine ., Complexes
de polarité
Jonctions

cellule / cellule

Jonctions
cellule / matrice

Pdle basal

Lame basale

Figure 2 : Polarité apico-basale des cellules épith  éliales.
Modifié a partir de (lllustrations Servier Medical Arts) d’aprés (Tanos, B. & Rodriguez-Boulan, E. ; 2008) [3]

La cellule est polarisée le long de I'axe apico-basal : le noyau est séquestré dans le compartiment basal et
on observe une répartition spécifique des jonctions intercellulaires et du cytosquelette. La protéine-kinase
aPKC joue un rble central dans I'activation et a répartition asymétrique des complexes de polarité cellulaire :
le complexe PAR3/6 est confiné dans la partie apicale avec les protéines CRUMBS3, PALS et PATJ ainsi
que l'ubiquitine-ligase SMURF1. Au niveau baso-latéral, on trouve le complexe SCRIBBLE/DLG/LGL
associé & PAR1 et PAR2. aPKC active également les kinases LKB1 (PAR4) et AMPK qui régulent
'assemblage des microfilaments d’actine le long de la membrane plasmique dans les deux domaines.



B. Le cytosquelette des cellules épithéliales

Le cytosquelette est un ensemble complexe de filtsnet tubules protéiques présent dans toutes les
cellules eucaryotes ; il constitue un échafaudageert de squelette interne a la cellule et auti®ans les
cellules épithéliales, 'ensemble de ses compodantse un réseau continu grace aux connexionsiésabl
par les jonctions intercellulaires. Il existe trdamilles différentes de protéines du cytosqueleties
microfilaments d’actine, les filaments intermédiairde cytokératine et les microtubul@d. figure 3)Les
réles et fonctions de ces protéines sont diffésentais présentent plusieurs caractéristiques comsnuce
sont toutes des structures dynamiques qui se méisega au cours de différents événements cellglaire
(migration, division, séparation des chromosomesjvaments des organites et des vésicules de s@jréti
Leur association directe a des protéines cytoplasesi (moteurs moléculaires, protéines responsaleles
'organisation spatiale des réseaux, protéines -smmbranaires...) et indirecte a des molécules
d’adhérence leur conférent des propriétés strutgaret fonctionnelles spécifiques (ancrage, ogsion
spatiale, stabilité, consolidation, étirement, caction, traction, transport intracellulaire...).[14]
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Figure 3 : Représentations schématiques et photogra  phies
microélectroniques du cytosquelette des cellules ép ithéliales.
D’apres (Molecular Biology of the Cell, Alberts ; 2008) [14]

(a) Les filaments intermédiaires (FI) sont associés aux jonctions intercellulaires participent a la structuration
des faces latérales de la membrane. (b) Les microtubules rayonnent distalement a partir des centrosomes
pour permette entre autres le transport de vésicules. (c) Le réseau d'actine s’associe a la membrane
plasmique pour former le cortex cellulaire ; comme les Fl, il est associé aux jonctions cellule-cellule et
cellule-matrice.



1 - Les microfilaments d’actine

1.1. Organisation générale

Les microfilaments sont de longues fibres fleagbt’'un diametre d’environ 7 nm de diametre, corépae
deux chaines protéiques entrelacées lachement catamecordons de perlésf. figure 3) chaque perle
représentant une protéine globulaire, I'actine Gssemblage de ces structures est spontané emgeése
d’ATP (in vitro et in vivo) et se fait par polymérisation de molécules dfeetlG au niveau des deux
extrémités du filament en formation. Les filamedtactine sont des structures polarisées arboraat un
croissance tres rapide au péle plus (environ 1000omeres par seconde) et beaucoup plus lente au pol
moins.[15] Dans les cellules, la dépolymérisati@nfait essentiellement au niveau du pble majous
s’effiloche en une extrémité pointue («pointed gmabur relarguer des monomeres d’actine G. Au ametr
le pble plus est alimenté par une croissance dyqueamet son aspect est dit barbu («barbed endx»)e Cet
dynamique des monomeres qui passent d'un poleitid’au filament comme sur «tapis roulant» corradpo

au phénomene de «treadmilling».[16f. figure 4)

Painted
end

Barbed end

Figure 4 : Dynamique des microfilaments d'actine.
D’aprés (Pak, C.W. et al. ; 2008) [17]

In vitro, I'assemblage des microfilaments est spontané en présence d’ATP: la polymérisation des
monomeéres d’actine G permet la formation de structures polarisées arborant une croissance trés rapide et
dynamique au pble plus (environ 1000 monomeres par seconde) et beaucoup plus lente au pble moins.
Dans les cellules, la dépolymérisation et le relargage des monomeéres d’'actine G se fait principalement au
niveau du p6le moins («pointed end») ; ces monomeéres alimentent la croissance au podle plus («barbed
end»). In vivo, le pble plus peut également étre sujet & des événements de dépolymérisation sous I'effet de
protéines régulatrices (gelsoline, cofiline...).



Cette vitesse de polymérisation est régulée paod@reuses protéines, laBP (Actin Binding Proteins)
qui fonctionnent comme des commutateurs, enclenchan processus de polymérisation ou de
dépolymérisation au moment appropfiiévivo, le centre de nucléation le plus efficace et les pitilisé pour
la synthése rapide de microfilaments est le congddXP2/3[18] Deux autres protéines de nucléation ont
également été identifiées chez la drosophile et l&nctions semblent conservées chez les mamrmiféee
protéine Spire et les formines.[19-23] La polymétisn est aussi favorisée par la thymosfiZe et la
profiline qui se fixent a I'actine monomérique idAWTP, favorisant ainsi I'intégration de I'actin® dans le
polymere, la protéin€€apZ, un dimere de deux sous-unités dont le role estaatraire de limiter la
croissance rapide des microfilaments au péler+dsdiles stabiliser.

Enfin, on peut citer les protéines de destrutinmarapide du réseau d'actine telles que la gilsplla

séverine ou la cofiline.[24-25tf. tableau 1)

Protéine ABP PM (kD) Action sur l'actine
Cofiline 15 dépolymérisation du pble (-)
Séverine 40 capping et coupure du pble (+)
Gelsoline 87 capping et dissociation du péle (+) / transition gel-sol
CapZ 36 (a) - 32 (B) | capping pdle (+), stabilisation
Thymosine B4 5 séquestration des monomeres et Polymérisation du péle (+)
Profiline 15 séquestration des monomeres et Polymérisation du péle (+)
Tropomoduline 40 capping pole (-)
Arp 2/3 200 capping pole (-) et nucléation
Formines variable capping péle (-), nucléation, interaction avec les microtubules
Spire variable capping péle (-) et nucléation

Tableau 1 : Protéines régulatrices du cytosquelette

d’actine.

Les monomeres d'actine G existent sous 7 isofordiéésrentes dans le génome des mammiféeres avec
trois types de spécialisation fonctionnelleactine alpha est capable de lier les myosines et existe sous 4
isoformes présentes dans les muscles striés sipsdest le myocarde et les muscles lisses desgdas
organes internes et des vaisseaux. Cette ders@fgme (I'actine du muscle lisse-SMA, Smooth Muscle
Actin) est également exprimée au cours de la migratdinlaire pour constituer les fibres contractiléts.
n'existe qu’'une isoforme dedttine beta(non musculaire), celle-ci est exprimée dans tolgsscellules
pour former les faisceaux paralléles et les réseauxailles qui déterminent la morphologie et Faiecture
cellulaire. Finalement, les deux isoformesaline gammasont présentes majoritairement dans le muscle
lisse entérique et les tissus non musculaires glEs sont exprimées a faible concentration dauos les

types cellulaires et semblent jouer le méme rokel@getine beta.[26-27]



1.2. Macrostructures et réseaux d’actine

Dans les cellules épithéliales, le réseau dedfii@ments est localisé essentiellement au niveaaattex,
c'est-a-dire la zone sous-jacente a la membrasenjae. Cette actine corticale est fortement pataravec
une organisation macrostructurale distincte damsdenpartiments apical et baso-latéral : au niveesal, le
réseau d'actine se présente principalement soagefde mailles avec des filaments laches intercaésete
facon orthogonale par fdamine. Ce type de réseau «en mailles» est égalementivétdans des structures
membranaires transitoires impliqguées dans la r@tkllulaire telles que les lamellipodgs. chapitre III).

Les microvillosités sont des structures apicaleécifipues des épithéliums présentant des fonctions
d’absorption des gaz ou des nutriments (alvéoldsngnaire, intestin gréle...), elles sont formées de
faisceaux d’'actine paralléles liées &itabrine ou la villine (protéine spécifique des microviikgs). Ces

protéines orientent les filaments avec la mémerjélat les séparent par un espace de 20 nm.[28]
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Figure 5 : Représentation schématique des différent
existant dans les cellules épithéliales.
Modifié d’aprés (Science hio)

E

LOCALISATION

s réseaux d’actine

(a) Les molécules de fimbrine relient les filaments de fagon paralléle avec la méme polarité en les séparant
par un espace de 20 nm (actine corticale apicale). (b) L'a-actinine établit des faisceaux dans lesquels les
filaments ont des polarités opposées et sont espacés de 40 nm. (c) La filamine croise les microfilaments
pour permettre la formation d'un réseau en mailles.
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Dans le podle basal, le réseau d’actine qui $apia membrane des parois latérales forme au genttas
fibres assemblées en fagots («actin bundles»)(@9&ns ces structures, on trouve des fibres gdeall
autour de dimeéres de fimbrine mais surtout descég#uns antiparalléles de microfilaments soudéetie
I’ a-actinine (cette protéine dimérise et sépare des filamenysotiités opposées par un espace de 40 nm).
(cf. figure 5)Les fagots d'actine peuvent étre associés a désunsomoléculaires (myosines) capables de
déclencher leur contraction. Cette organisationtiqdiére est surtout caractéristique des faisceaux
contractiles présents dans les sarcoméres dedeselusculaires et les fibres de stress des cellule
fibroblastoides en migratiofcf. chapitre 11) mais on la retrouve dans certains épithéliumspaticulier
dans les cellules myoépithéliales. Ces faisceankactiles sont aussi présents dans la ceintughdtance
ou encore I'anneau contractile mitotique qui pertaetytodiérese en fin de division cellulaire.[3}®our
finir, il existe de hombreuses protéines capabkesahnecter les deux réseaux de microfilamente enix
(mailles et fagots) ; on peut citer par exemplsgactrine qui joue un rdle déterminant dans le tigairdes

microvillosités de I'épithélium intestinal.[33]

1.3. Régulation : la famille des Rho GTPases

L'organisation du réseau d'actine en mailles ou fibres est contrdlée par de petites protéines
régulatrices de la famille Rho, un sous-ensembldadsuperfamille des petite€STPases RasLes plus
connues sont Rho (RhoA), Rac (Racl) et Cdc42 esocks protéines existent sous une forme actigealié
GTP et une forme inactive qui fixe le GDP.[34] Laspage d'une forme a I'autre se fait par I'inteti@nde
protéines spécifiques, |[€&hoGEFs (Guanine nucleotide Exchange Factorsgrmettant la liaison du GTP
et lesRhoGAPs (GTPases Activating Proteingvorisant le retour a I'état inactif. Cette faitle protéines
a été largement étudiée pour son impact sur le detage des fibres d’actine permettant d’aboutirea d
phénotypes migratoires mais leur réle est égaleaé&ierminant dans les processus qui permettenéfitgrd
la morphologie cellulaire et I'architecture compedes épithéliums.[35-36]

Dans les cellules épithéliales, une activatiarale deRacl est responsable de la formation du réseau en
mailles par I'intermédiaire d’une association algekinase LIM (LIMK : Kinase spécifique des protéines a
domaine LIN). Cette association permet une phosphorylatioivadte de lacofiline (ADF : Actin
Depolymerizing Factdr une protéine de «capping» favorisant la dépotigaion. Cette dépolymérisation
est nécessaire pour assurer un «turn-over» ragislendnomeres d’'actine G et donc un assemblageerapid
du maillage en un réseau complexe ancré a la memiptasmique.[5]

Cdc42permet la nucléation de filaments d’actine inteeug dans la formation de faisceaux paralleles par
l'activation de la protéindVASP, produit du gene du syndrome de Wiskott-Aldrickéfiglence de
immunité caractérisée par un défaut de signatiatles lymphocytes B et T). WASP va interagir akeec
complexe protéique nucléatefip 2/3 pour I'activer, ceci provoquant une augmentatiedadnucléation de
filaments d’actine paralleles qui se structurenbaude la fimbrine au fur et & mesure de leurtsyse.[37]

Enfin, RhoA est responsable la formation des fagots d’actimestfucturent la membrane latérale des
cellules épithéliales ou les faisceaux contractdesemblés au cours de la migration cellulaire ®@dad

cytodiérese. RhoA est en effet un activateur daase ROCK(Rho associated protein Kinasgli régule
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la conformation des molécules de myosine en adgisaania phosphataddLCP et la kinaseMLCK . La
forme active deROCK est également inductrice de la phosphorylatiotedmfiline par lakinase LIM et

donc de la dépolymérisation locale du cytosquel#tietine.[38-40] De maniére extrémement spécifiguie
locale, les GTPases Rho sont elles-mémes sousiiélde nombreuses voies de signalisation imphgu

en particulier des interactions avec les protéiRAR et des modifications post-traductionnelles yjet
phosphorylation (PKC, Src...) ou ubiquitination (SMURFs). Dans lesludek épithéliales, I'ubiquitine-
ligase SMURF1 est ainsi spécifiquement inhibéeRyaR6 au niveau des faces latérales pour empécher la

dégradation de RhoA par le protéasome et donoheifement des fagots d’actine.[5, 41-42]

2 - Les microtubules

2.1. Dynamique et régulation

Les microtubules sont formés de 13 protofilameptstéiques linéaires disposés en couronne pour
constituer un tube creux d’'un diametre d’envirorn2bometres. lIs prennent naissance au niveaunteese
de nucléation situés dans la région centrale dellale, d’ou ils irradient vers la périphérie. hité de base
des protofilaments est une protéine hétérodiméritguibuline, composée d’'une sous-unitétdbuline et
une autre d@-tubuline. Ces deux protéines sont de petites GdPasrmi les plus conservées depuis
I'apparition des premieres cellules eucaryotes.[l@dmme les filaments d’actine, les microtubulestso
polarisés et sont en constant état dynamique @uatyenérisation (pole plus) et dépolymérisationlépd
moins). Sous I'effet du phénomene de «treadmillirayobserve un roulement permanent entre les dsnér
des bouts plus et moins : la demi-vie moyeimeitro d’un microtubule varie de 20 secondes a 10 minutes
Dans les cellules, la nucléation des microtubusésesurée par le centre organisaMTi©OC (MicroTubule
Organizing Center)organisé autour d’un macrocomplexe moléculaifgepcentrosome. Un complexe de
y-tubuline ¢-TURC) présent dans le MTOC initie la nucléatiors digaments au bout moins et les coiffe
pour les stabiliser.[43]

Des protéinesMAP (Microtubule Associated Proteimeuvent, selon les types cellulaires, exercer une
stabilisation des microtubules en des zones pdseytoplasme ; elles sont particulierement astidans
les cellules épithéliales et les neurones.[44] Pedéines peuvent également fixer les microtubales
niveau de la membrane plasmique et interagir aescrdolécules adaptatrices en contact avec le réseau
d’actine ou les jonctions intercellulaires. Pounirfi des évenements de «catastrophe», au coursaledg
filament se dépolymérise trés rapidement, alteragat les phases de croissance lente («sauvetfiEs).
instabilités sont dues a la présence d’'une courdeniibuline-GTP au bout moins qui est déstabilize
I'hydrolyse des monomeres GTP en tubuline-GDP.eCadfpolymérisation est favorisée par d’'autres MAPs
telles que la catastrophine, la katanine ou lahstiate.[14] (cf. figure 6) Des modifications post-
traductionelles peuvent également moduler la ri@idu la stabilité des MTs (acétylation, détyrosora..)

Dans la cellule, le réseau microtubulaire iritressentiellement dans les mouvements chromgsesi
au cours du cycle cellulaire mais il est égalermesponsable du mouvement de matériaux a l'intédeur

cytoplasme. Il peut en effet constituer de vérgahlails, sur lesquels des moteurs moléculaireggkie,
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dynéine) sont capables de se déplacer pour traespibes vésicules ou des organites. De plus, ié so
fortement impliqués dans I'acquisition et le mantide la morphologie cellulaire et dans la fadibta des

mouvements sur un support adhérent.[6, 45]

2.2. Interactions des microtubules avec le réseau d’'acie

Les microtubules, contrairement aux microfilametitgtine et aux filaments intermédiaires de kémtne
sont pas ancrés directement aux jonctions intede@és. Cependant, de nombreuses études ont téappor
I'existence de protéines de liaison entre le réskamicrotubules et les mailles d’actine corticalermettant
ainsi un contact indirect et une «communication anépe» entre les différents centrosomes. Un lien
physigue entre le cortex et le bout positif desratidoules astraux pourrait ainsi contréler mécagnmgent la
position des centrosomes et jouer un role essatdiet I'assemblage du fuseau central lors de ligidiv
cellulaire.[46-47] Ces interactions sont esserimént médiées par les petites GTPases rho et serjtaler

un réle déterminant dans la polarité cellulairer Eeemple, la dépolymérisation des microtubulesvact
RhoA et leur assemblage active Racl.[48] Racl e4Zdigissent également en synergie pour activer
IQGAP1 et APC, deux protéines capables de guider et stabilesericrotubules au niveau des jonctions
adhérentes.[49] Il existe également une boucleétteaction positive entre les GTPases et les mibtdés :
Rho active la formine mDia, ce qui déstabilise pestofilaments et favorise donc l'activation deRhoA
Symétriguement, Rac active la kinase Pakl qui $inta croissance des microtubules.[44, 50-51] Les
microtubules sont également capables d'interagifagen dynamique avec les filaments intermédiairas

une liaison avec des protéines desmosomales decking.[52] (cf. partie D)
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Figure 6 : Dynamique d’assemblage des microtubules.
D’aprés (Cheeseman, I.M. & Desai, A. ; 2008) [45]

L’assemblage des hétérodiméres de tubuline a/f en microtubules est sous le contr6le du GTP et des
protéines MAP (Microtubule Associated Proteins) qui sont capables de les stabiliser ou les déstabiliser.
Comme dans le cas de l'actine, on observe un phénomeéne de «treadmilling» in vitro. Dans les cellules, le
bout moins des microtubules est stabilisé par les centrosomes, ce qui limite I'incorporation ou la perte de
nouvelles molécules de tubuline et donc la dynamique d’assemblage. La croissance du bout moins est en
équilibre instable permanent entre des évenements de catastrophe et de sauvetage (rescue).
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3 - Les filaments intermédiaires

Ce sont les composants les plus stables duguetette des cellules animales ; ils sont constitie
protéines fibreuses résistantes, entrelacées swlosysteme d'imbrication caractéristique. Les $tmes
gu'ils constituent ont un diamétre de 8 a 10 narimse situé entre celui des microfilaments et cdks
microtubules, d'ou leur dénomination de filamentteimédiaires. Les filaments intermédiaires (appelé
aussitonofilaments ou IFs : Intermediate Filaments) constituent uwwuge hétérogéne de fibres spécialisées
dont I'expression est variable selon le type caltel Dans les cellules épithéliales humainesfil@sents
intermédiaires sont constitués par des polymeré®asine (owytokératine), une famille de protéines dont
le pattern d’expression est spécifique du typeithiépum et de I'organe dans lequel il est situé.dynthese
des cytokératines dans les tissus épithéliaux gpiatifies est également dépendante de son état de
différenciation ou encore de la position des ce#iitdans les couches superficielles ou profonde5453

Tous les épithéliums, quiils soient ou non kéraéigj contiennent des filaments intermédiaires de
cytokératine. Les cellules épithéliales sont noement dépourvues des filaments intermédiaires
caractéristiques des autres types cellulaires (desmrotéines GFAP, NF...) ; Mmentine est cependant
physiologiquement exprimée dans plusieurs épithmdiat on trouve des filaments intermédiaireadgne
a l'intérieur du noyau de toutes les cellules eqatas.[55] Une cytokératine atypique est la pragéiodée
par le geneKRT19 une petite kératine acide incapable de se coraplaxec une isoforme basique mais
interagissant avec la kératohyaline. Cette protéiee forme pas de tonofilaments, on la retrouve
essentiellement accumulée dans les cellules eis deuiesquamation au niveau de la couche supbefida
I'épiderme (périderme) ; elle peut étre produite partaines cellules tumorales circulantes.[53, B6iir
finir, il existe d'autres kératines particulieresipables de remplir le cytoplasme de cellules rigide
spécialisées : on peut citer les exokératirfekéfatines, «hair-keratins») qui structurent legles et les
poils des mammiféres ainsi que les écailles desspos, amphibiens et reptiles ; la fibroine este@gent
une kératine et compose la soie sécrétée pamesltisserandes et les arachnides.

L'unité de base du tonofilament est un hétérodiniérmé d’une cytokératineasique(type Il : KRT1 a 8)
et une autracide (type | : KRT 9 a 23). Ces diméres s’attachentigagie fagon antiparalléle en tétrameéres
qui s’assemblent en tubes complexes pour formefiloles stables ne se dissocient que tres(pledigure 7
+ tableau 2).Plusieurs études ont toutefois mis en évidencecenine dynamique de polymérisation /
dépolymérisation dans les filaments intermédiairs, particulier pour les lamines qui structurent et
déstructurent I'enveloppe nucléaire des cellulesnénse.[57] Les filaments de kératine forment cage
autour des noyaux et se ramifient dans le cytogapour s'attacher aux desmosomes (jonctions cellule
cellule) et aux hémidesmosomes (jonctions celludgrice). Ainsi, les filaments intermédiaires de xdeu
cellules adjacentes sont en contact indirect, céagorise la cohésion au sein des tissus épitinéfja3] De
méme que les microtubules et les filaments d’actiee tonofilaments interagissent avec des pragéie
leurs extrémités : ledFAPs (Intermediate Filaments Associated Proteinkgs IFAPs représentent une
grande famille tres hétérogéne, la plus connue &aplectine (ou Large CytoLinker), une protéiree 3D0
kD appartenant a la famille des desmoplakines éadiure la fixation des tonofilaments avec la mamdor

plasmigue au niveau des desmosomes).[59-60]
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Figure 7 : Représentation schématique et photograph ie microélectronique
des filaments intermédiaires de cytokératine.
D’aprés (Molecular Biology of the Cell, Alberts ; 2008) [14]

L'unité de base du tonofilament est un hétérodimere formé d'une cytokératine basique et une autre acide.
Ces diméres s’assemblent ensuite de fagon antiparalléle en tétrameres qui s'attachent en tubes complexes
pour former des fibres trés stables de 8 a 10 nanométres de diamétre. Les kératines acides et basiques
représentent une famille de vingt protéines dont le pattern d’expression est spécifique du type d’épithélium et
de son état de différenciation.

, Cytokeratmes Localisation principale
Acides (type I) | Basiques (type Il)
KRT9, KRT10 KRT1, KRT2 Stratum corneum, Kératinocytes
KRT12 KRT3 Cornée
KRT13 KRT4 Epithéliums stratifiés
KRT14, KRT15 KRT5 Epithéliums stratifiés
KRT16, KRT17 KRT6 Epithéliums squameux
KRT18, KRT20 KRT7 Epithéliums simples et tubulaires
KRT18, KRT20 KRT8 Epithéliums simples
KRT19 Epiderme (périderme)

Tableau 2 : Cytokératines acides et basiques dans |  es tissus épithéliaux humains
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C. Les complexes jonctionnels intercellulaires

La cohésion des tissus épithéliaux dépend esflenient de trois types de jonctions d’adhérence
intercellulaires : les jonctions serrées (ou «zanokcludens), les jonctions adhérentes (ou «zonula
adherens») et les desmosonefs figures 2, 3 et 8Bien que chaque type de jonction posséde son propre
mécanisme de formation, de régulation et de fonogment, une importante communication existe degre
différents systémes et influence mutuellement fymamisme et leurs propriétés de signalisationnB’u
maniere générale, toutes ces jonctions présentersiciéma d’organisation similaire avec des protgine
transmembranaires permettant I'interaction de dmrlhules par leur domaine extracellulaire ; le dorea
cytosolique est attaché a des protéines ada@siyigi assurent un lien avec le cytosquelétfefigure 8)

Ainsi, les molécules d’adhésion se comportdatfais comme des cibles des signhaux généréstariéur
de la cellule («inside-out signalling») et comme décepteurs a partir desquels des signaux intnkeists

sont émis («outside-in signalling»), du fait deeiiactions homotypiques entre les cellules voisjé&k
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Figure 8 : Représentation schématique des complexes jonctionnels dans les cellules épithéliales.
D’apres (Jefferson, J.J. et al. ; 2004) [62]

Les complexes d’adhésion sont trés abondants dans les tissus épithéliaux et participent a la délimitation
des domaines apical et baso-latéral. Toutes ces jonctions présentent une organisation structurale commune
avec des protéines transmembranaires interagissant par dimérisation des domaines extracellulaires et
reliées au cytosquelette par l'intermédiaire de protéines adaptatrices sous-membranaires. Sur la figure, on
peut voir deux grands types de jonctions : les jonctions intercellulaires (tight junctions, adherens jonctions et
desmosomes) et les jonctions cellule-matrice (focal adhesions et hémidesmosomes).
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1 - Les jonctions serrées (TJs :Tight Junctions)

Ce sont des régions membranaires ou vont fusidesefeuillets externes des membranes plasmigees d

deux cellules adjacentes pour assurer I'étanclugtéa barriere épithéliale. Elles obturent lesaesp
intercellulaires de sorte que ce qui est contems da lumiére ne puisse pénétrer entre les celli@es

I'intérieur). Les jonctions serrées forment uned®ette continue tout autour de la cellule : clastonula

occludens(ceinture d'occlusion). Elles sont a l'origine @efonction de barriere des épithéliums par leur

capacité a contréler le transit moléculaire entgedellules. La zonula occludens entoure complétetas
faces latérales des cellules épithéliales préesuaieddle apical, séparant les lipides en deux camments
pour délimiter les p6les apical et basal de la mramd plasmique.[63]
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Figure 9 : Structure moléculaire des jonctions serr ées.
D’aprés (Niessen, M. et al. ; 2007) [64]

Les jonctions serrées sont a l'origine de la fonction de barriére des épithéliums grace a des protéines a
plusieurs passages transmembranaires (occludine, JAM, claudines) connectées au réseau d'actine apical
par les protéines de la zonula occludens (ZO1, 2, 3). Cet ensemble constitue un anneau périjonctionnel relié
a des molécules de myosines permettant sa contraction en cas de déformation mécanique.
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Au niveau moléculaire, les jonctions serrées somistituées de protéines transmembranaires (anelud
JAM, claudines) connectées au réseau d’actine lgpgecdes protéines de lnula occludengZO1, 2, 3).
Cet ensemble constitue un anneau périjonctiontiélaeles molécules de myosine permettant sa @tiatna
en cas de déformation mécaniq(e. figure 9)

Les claudines sont une famille d'isoformes dont le pattern deegsion est dépendant du type de tissu
épithélial. Ce sont de petites protéines a 4 doesatransmembranaires (20-27 kD) qui interagissent d
fagcon homophilique dans I'espace intermembranbaelaudine la plus exprimée dans les tissus df#thé
est la claudine 1 dont le role est décisif en palier au niveau de I'épiderme. (Les souris invédisl pour le
géne codant cette protéine montrent des défautpedméabilité des jonctions serrées et meurent de
déshydratation dans les heures suivant la naissffjd_es claudines sont associées aux occludih@sla
protéineJAM1 (Junctional Adhesion Molecule;1)n membre de la famille des IgCANIsnmunoglobuline
like Cell Adhesion Molecules)e possede qu’un seul passage a travers la memplasmique et un long
domaine extracellulaire assurant également uneoliahomotypique. Tous ces contacts sont dépendants
calcium et tres sensibles a la digestion par lpsine (les domaines extracellulaires sont détriittes

protéines doivent étre ré exprimées de novo).[66]

2 - Les jonctions adhérentes (AJs : Adherens junctions)

Les jonctions adhérentes mettent en relationfdexeaux de microfilaments d’actine contenus dans
cytoplasme de deux cellules voisines.[®@ns les tissus non-épithéliaux, elles vont forohes jonctions
éparses ou bien des spots circulaires localiséslégppacula adherens Au contraire, dans les épithéliums,
elles forment une ceinture d’adhérence appeli®ula adherens Au niveau moléculaire, les jonctions
adhérentes sont constituées de la E-cadhérine cqmotéine transmembranaire, reliée au cytosquelette

d’actine via des protéines adaptatrices, principal# les caténines.[68-6@]f. figure 10)

2.1. La superfamille des cadhérines

Les cadhérines constituent une large superfamél@rotéines d'adhésion cellulaire calcium-dépeteda
initialement décrites comme sensibles a la dégi@datypsique, bien que résistantes a cette prgdééodn
présence de calcium.[70] Les membres de ce graugecaractérisés par un unique domaine extracetula
(domaine EC ou ectodomaine) dont la séquencenestépétition (entre 5 et 34) de motifs formés d'un
centaine d’acides aminés hautement conservés. G#s rig-like» (Immunoglobuline-likeprésentent une
affinité élevée pour les cations divalents et lkiogen extracellulaire conditionne leur structuretitére et
quaternaire ainsi que leur aspect fonctionnel.dagthérines peuvent étre séparées en plusieurgsmyses
en fonction de la séquence et la structure du dwen&C.[71] (cf. tableau 3)

Le sous-groupe le plus largement étudié a ce gatircelui desadhérines classiquegxprimées dans
presque tous les tissus solides de I'organisme diffésentes isoformes. Il en existe deux typesdiffierent

par de subtiles différences dans la séquence guetéie leur domaine EC.
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- Lescadhérines de type I(CDH1, 2, 3, 4 + CDH1bpossédent un domaine EC1 contenant une séquence
CAR (Cell Adhesion Recognitiorge 3 résidus His-Ala-Val (HAV), indispensables’étdblissement de
contacts intercellulaires fonctionnels.[72] Lesccimembres du type | possédent un domaine intréaiedu
trés semblable développant le méme type d’intemacéivec les adaptateurs moléculaires des jonctions
adhérentes, essentiellement les caténines. Cefttgerm@tion les distingue des cadhérimes type |l
regroupant des protéines dont la structure du demeytosolique est trés hétérogene (ancre GPI, idema
SH2, SHS3....), contrairement a celle du domaine E€Rui-ci differe du domaine EC1 par I'absence de
séquence HAV).[73-74] Les cadhérines de type Ik sssentiellement les produits des ge@esis a 12;
d’autres membres de ce groupe ont plus récemméideiitifiés(cf. tableau 3) En pratique, la désignation
des cadhérines classiques est principalement mgéée nom du tissu dans lequel elles sont le plus
largement exprimées ou simplement celui dans legjled ont été découvertes. Une telle nomenclaitdre
parfois des confusions sur la fonction cellulaieeags protéines, d'autant que leur expression agihble

d'un organisme a l'autre. En effet, la P-cadhéricadhérine Placentaire), hommeée ainsi du fait de so
identification dans le placenta murin, n'est pasotesée dans le tissu placentaire humain maisqietiaux
contacts de certaines cellules de la glande maramaigst exprimée dans plusieurs modeles de turf¥asrs
76] De méme, I'expression de la N-cadhérine n'astnmon plus limitée au systéme nerveux, on lauet@

des niveaux importants dans certains tissus cotiiefé8]

- Un autre type de cadhérines classiques somhl@gisérines desmosomalesi¢smogléines et desmocollines)
qui lient le cytosquelette de cytokératine et pagént a I'assemblage des desmosomes. Bien quenpaés
un ectodomaine classique, ces protéines possededbmaine intracellulaire tres différent de celeisd
cadhérines de type | et Il, générant ainsi unesttaction du signal spécifiquif. chapitres Il et 1V)

Les autres membres des cadhérines classiquediglestint formés d’un domaine EC1-like avec undigar

cytoplasmique trés courte ou absente, c'est leleaproduits des gen€®H13, 16 et 1¥[77-78]

- Enfin, lescadhérines non classiquesont représentées par les protocadhérines (PC8is) forme de
nombreux produits d'épissage alternatif qui pgr8ait surtout a la mise en place des synapses raeson
Des études génomiques chez la drosophile ont pussiettre en évidence I'existence de produits dege
renfermant des domaines EC mais dont le rble dawhdrence intercellulaire semble limité (gene

suppresseur de tumefat, le genedachsousproto-oncogeneet..).[79]

2.2. Structure de la E-cadhérine

La E-cadhérine (Epithelial-cadherin ou CDH1, ueoniin, CAM120/80...) est le prototype des cadhérines
classiques de type | : c’est une glycoprotéinestmambranaire de 120 kD, composée de trois domaines
permettant une interconnexion entre le cytosquelftctine de deux cellules épithéliales voisirgs.|L.e
domaine extracellulaire N-terminal est de type EC1 avec cinq répétitionsne¢tant & deux molécules de
E-cadhérine de former des interactions homophigemotypiques) calcium-dépendantes et de cormecte
les cellules épithéliales entre elles via la foiorat’'une jonction en tirette («zip-like»). Il gstolongé par le

domaine transmembranaire une séquence riche en résidus hydrophobes gssestdblent sous forme
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d’hélicev. pour constituer un passage transmembranaire unigofn, le domaine cytoplasmique C-
terminalinteragit avec les autres composants des joncaih€rentes, en particulier avec les molécules
adaptatrices comme les caténingsy(et p120) avec lesquelles la liaison est crucialer une adhérence
fonctionnelle. Il a été démontig vitro que la fixation de Ig-caténine assure une protection du domaine

cytoplasmique de la E-cadhérine contre la prot&dB@&-81] (cf. figure 10)

Gene Hom Urigine Hominative
CDH1 E-cadherin Epithelial
CDH2 N-cadherin MNeural
type | CDH3Z P-cadhern Placenta
GCDH4 R-cadherin Retinal
GDH{a M-cadherin Myoiubule
CDHS VE-cadhern Wascular endothelial
CDHE K-cadhern Kidney
CDHT cadherin 7
Cadhérines classiques CDHE cadherin B
CDHS cadhenn 8/ T1-cadherin
type Il CDH{0 cadherin 10/ TE-{;&dhE" 1
CDHTA 0B-cadherin OstecBlast
.. " . . CDH1{2 cadherin 12 [ N2-cadherin Meural 2
Cadherines "types classiques CDH1E cadhern 18
CDOH13 cadherin 18
COH20 cadherin 20
chOH23 cadherin 23 | NE-cadhern Meurosensory Epithelium
DG Desmocolin 1
D5C2 Desmocoliin 2
. . D5C Desmocoliin 3
Cadherines desmosomales e Desmoglein 1
D5G2 Desmoglein 2
0D5G3 Desmoglein 3
[z FE] I-cadhenn | H-cadhemn Iruncated | Heart
Cadhérines tronquées COH1E K5P-cadherin Kidney Speciic
COHIT Ll-cadherin Liver Intestine
Protocadherines PCDH PCDH famiy proteins
. - - - FAT1 faf umor supressor homologue
Cadherines “non classiques Autres protéines a domaine EC DCHS1/2 n'achsaﬂ: homo :.;,ec';
RET ref proto-oncogene homaologue

Tableau 3 : Classification des cadhérines humaines.

Les modeles de souris KO Cdh -/- ont permis de mieux élucider les roles spécifiques des différentes
cadhérines. La E-cadhérine est exprimée dans les étapes précoces du développement embryonnaires et les
souris déficientes pour cette protéine meurent des suites de défauts de cohésion dans I'ectoderme au bout
de 8 jours (E8,5 : souris Cdhl -/-). La N-cadhérine est exprimée plus tardivement et se révéle essentielle
pour la maturation du neurectoderme : les souris Cdh2 -/- meurent a E10 des suites de nombreuses
malformations (absence de vrais somites, structures nerveuses atrophiées, absence de développement du
tube cardiaque). Le KO de la P-cadhérine (Cdh3 -/-) n'est pas létal et s'Taccompagne de retards dans la
différenciation des glandes mammaires sans perte de la fonction sécrétoire. Pour finir, la VE-cadhérine ne
peut étre suppléée dans I'angiogenése et son invalidation entraine un décés précoce des embryons dont les
vaisseaux sanguins sont déformés et perméables (E10,5 : souris Cdh5 -/-). [82-84]
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Figure 10 : Complexes moléculaires organisantlesj  onctions adhérentes.
D’aprés (Kobielak, A. & Fuchs, E. ; 2004) [85]

Les jonctions adhérentes constituent un lien structural et fonctionnel entre les réseaux d’actine de deux
cellules adjacentes. La E-cadhérine est un élément central de ces complexes, elle est reliée aux
microfilaments par des protéines cytoplasmiques de la famille des caténines (a, B, p120). La présence de
molécules de myosines permet de réaliser des contractions de la membrane plasmique dans des contextes
trés particuliers. Dans les jonctions adhérentes, les filaments d’actine sont structurés et stabilisés par des
dimeres d’'a-actinine. (cf. figure 5)

2.3. Le chainon indispensable : les caténines

Le motcaténineprovient du latirkcatena»qui signifie «chaine». Ces protéines établissenteumnentre les
cadhérines et le réseau d’actine par un processusrique pour assurer une certaine rigidité mécandtp
la cellule.[86-87] La formation des jonctions adivdes via la E-cadhérine module donc I'organisation
fondamentale du cytosquelette d’actine et les rii@#&ses sont fortement impliquées dans la mise aae pl
des jonctions adhérentes en méme temps que cellissdau d’'actine corticale.[88] Les jonctions adhtgs
sont également des sites de nucléation tres aciifs les microfilaments, en particulier grace aiteculine
gui s'associe aux jonctions et initie la nucléatpar le recrutement de WASP et du complexe Arp283.[
Ce réseau est d’autant plus complexe du fait gigiht s’interconnecter avec les microtubules astiaar
l'intermédiaire de la protéinBQGAP1.[90-91] La famille des caténines comprendiieaténine, la p120-
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caténine, lay-caténine (ou plakoglobine) et d-caténine. L&-caténine, Igp120-caténineet lay-caténine
sont des protéines de la famille Armadillo carasé&s par des répétitions de motifs «armadilloxamm»
dont le role est de favoriser les interactionséra-protéine et former des complexes multipro&sgiDans
les jonctions adhérentes, on trouve essentiellerteeil20-caténine, I$-caténine et b-caténine, un
homologue de la vinculine également responsablel'asemblage et la stabilisation des filaments
d’actine.[92] L’isoforme B-caténine est I'homologue dirmadillo (drosophila melanogatserthez les
vertébrés et joue un role particulierement déteamirdans la stabilité des jonctions adhérente@Elle
contient 13 répétitions «arm» de 42 acides aminé®gment une triple hélice:[95] Elle est capable de lier
le domaine cytoplasmique C-terminal de la E-cadigéet de lki-caténing formant ainsi un complexe
ternaire. L'interaction entre If-caténine et le domaine cytoplasmique C-terminalad&-cadhérine est
majoritairement régulée par des phénomenes de pbodation.[96] L'invalidation des caténines révéies
réles déterminants pour ces protéines dés les erematades de I'embryogenése : les sdisdaténine -/-
meurent précocement suite a des défauts de gdistnulales embryons déficients pour {acaténine
succombent de problemes cardiaques liés a destsléfans 'adhérence cellulaire et le KO dedaténine
est létal des le stade morula, du fait d’anomaleess les contacts jonctionnels entre les blasta}8deg 97]
(source :http://bictel.ulg.ac.be/ETD-db/collection/availalilid getd-02252010-221121/unrestricted/thesé.pdf

3 - Desmosomes et cadhérines desmosomales

Comme les jonctions adhérentes, les desmosonmesti@nnent a la famille des jonctions d’ancrade. |
permettent de fixer solidement deux cellules épiles adjacentes et participent a la cohésionlage en
permettant I'ancrage des filaments intermédiaiegelx cellules voisines en un méme point d’'adnédi®
présentent une morphologie ultrastructurale caratitue en bouton pression et sont répartis deiéran
organisée dans la zone sous-jacente a la zonutaieadh

Les desmosomes sont organisés autour de glyéimest transmembranaires, lesadhérines
desmosomalesdesmocolline : DSC et desmogléine : DSG), donstlaicture est proche de celle des
cadhérines classiques, mais responsables d’unexdtim homophilique beaucoup plus faible. Dans les
cellules de I'épiderme, cette interaction peut &gterophile et se faire par 'assemblage d'unendgiine
avec une desmocolline ancrée dans la membrane a#llde voisine.[98-99]cf. figure 11)Les domaines
extracellulaires sont situés dans I'espace intkede@le desmosomal pour assurer I'adhésion ensredéiules
voisines de maniere calcium-dépendante. La partiadellulaire de ces protéines est associéeplagues
desmosomalesou sont présentes de nombreuses protéines cytupglass, permettant l'insertion des
filaments intermédiaires de cytokératines.[100-1B4aimi ces protéines, on trouveplakophiline (PKP) et
la plakoglobine (PKG ouy-caténine), deux protéines de la familsmadillo dont la structure est voisine de
celle de Ig3-caténine.[102]

Ces molécules adaptatrices lient les cadhérimes@smoplakines(DP : famille des plakines) qui viennent
s’attacher aux filaments intermédiaires de cytdi@ea. Les desmoplakines les plus représentéeslésns

cellules épithéliales sont la plectine, I'envoplekiet la périplakine.[103-104]
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Figure 11 : Complexes moléculaires dans les jonctio  ns adhérentes et desmosomes.
D’aprés (Fuchs, E. et al. ; 2002) [98]

Dans les jonctions adhérentes comme dans les desmosomes, des cadhérines transmembranaires assurent
une interaction calcium-dépendante et transmettent un contact mécanique au cytosquelette (actine /
cytokératines) par I'intermédiaire de protéines de la famille armadillo (caténines / desmoplakines). (a) Dans
le cas des jonctions adhérentes, les cadhérines classiques (type I) réalisent des interactions strictement
homophiliques alors que (b) dans les desmosomes, on peut trouver des arrangements hétérophiliques ou
homophiliques.

4 - Les jonctions communicantes (Gap juntions)

Elles sont présentes dans toutes les celluleétghlissent des contacts, permettent le passtageehulaire
d’ions et de petites molécules et assurent égaleorenouplage électrique entre les membranes (nesro
cellules musculaires). Dans les cellules épithédialelles ne participent que trés peu a la cohésion
intercellulaire mais profitent de I'espace internbeamaire restreint favorisé par la Zonula Occludées
desmosomes et les jonctions adhérentes. Elles cmmitituées de protéines transmembranaires, les
connexines qui s’assemblent en complexes hexamériques dlesexons) afin de former des pores de 2 nm

entre deux cellules épithéliales adjacentes.[1G§-10
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D. Les complexes jonctionnels cellule-matrice

1 - La membrane basale

1.1. Organisation générale

La membrane basale est un type de Matrice Exludaiee (MEC / ECM :ExtraCellular MatriX spécialisé,
fournissant un support structural et une interfdee50 a 800 nm entre I'épithélium et le tissu coaiib
sous-jacent. C’est la structure sur laquelle vepbser tous les épithéliums et grace a laqueltautiétion
cellulaire est assurée. Elle est impliquée dansoetrole de la croissance et de la différenciatien
I'épithélium en formant une barriere & une évemguetoissance en profondeur. On la retrouve égaleme
accolée a la face baso-latérale des cellules edlilds, des adipocytes ou encore des cellules utaises
lisses. La membrane basale est formée de deux ewustltcessives de fibres : la lame réticulaireiflam
reticularis) et la lame basale (elle-méme subdévisé deux couches : la lamina lucida et la lamieasd,
plus opaque). La lame basale est un mince fedidlglycoprotéines sécrétées par les cellules dipite (ou
endothéliales) composé essentiellement de protémgds, de collagene de type IV, de fibronectine, de

laminine et d’entactine.[107¢f. figure 12)

1.2. Composants moléculaires de la lame basale

- Leslaminines représentent une famille de glycoprotéines caréstit de complexes trimériques d’environ
400 kD, composés de trois chaines enroulées eoeh@li B et y). Il existe différentes isoformes pour
chacune de ces chained-5, f1-4 etyl1-3), donnant 15 associations possibles.[108] Defeame basale des
cellules épithéliales non transformées, la lamimmegoritaire est le complexelplyl (laminine 111 ou
laminine 1), codé par trois génes distincts : LAMARMB1 et LAMCL1, respectivement. Les chaines de
laminine sont sécrétées individuellemea} 6u sous forme de dimerefy] dans I'espace basal par les
cellules épithéliales ou les cellules du tissu ondijif sous-jacent.[109] Elles s'assemblent enéaseau de

mailles fines, structuré autour de molécules diagéhe IV.[110]

- Le collagéne de type I\peut représenter jusqu’a la moitié du volume dméanbrane basale. C'est une
forme de collagéne non fibrillaire caractérisée Ipgorésence d’un domaine globulaire (domaine NN
Collagénique) dont la structure differe de celles dmllagénes fibrillairegcf. Chapitre IlIl) Chez les
mammiferes, il existe six formes différentes delag@ne de type IV synthétisées par les cellules
épithéliales.[111] La membrane basale est égalerseniposée d'autres collagenes globulaires dont
I'expression est beaucoup moins importante et bhkrigelon les tissus épithéliaux (types VII, XV et
XVIII).[112]

- Les entactines représentent 2 a 3 % de la membrane basale aemxisous deux formes, chacune
composée de trois domaines globulaires (G1, GBgtl&s entactines peuvent se fixer au collagéne I

laminine, au perlecan et a la fibronectine.
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- Enfin, le perlecan est un protéoglycane de type héparane-sulfate faten&€ing domaines différents
(domaines I-V) assemblés en un complexe de 40kB5€omposé de protéines et de glycosaminoglycanes
(GAGS) articulés autour de I'acide hyaluroniques lpgotéines branchées autour de cette moléculeepeuv
se lier & I'entactine, au collagéne IV et a d’asitpeotéoglycanes et GAGs pour former un réseaubtapa

d’ancrer les différentes intégrines qui traverdamhembrane cellulaire baso-latérale.[111]

2 - Interactions avec la lame basale : contacts cellulenatrice

2.1. Les intégrines

Ce sont de loin les molécules d’adhérence les plynamiques de la cellule ; elles constituent des
complexes transmembranaires tres semblables df@augs par les cadhérines classigues et desmosamale
Elles s’assemblent sous forme d'un hétérodimérepos d'une sous-uniié (PM : 150 & 200 kD) et une
sous-unitéd (PM : 90 & 110 kD) qui possédent chacune un sitéagson pour les cations divalents {@a
Mg?") La présence de &aest essentielle pour la liaison des intégrinesiadentre-récepteur, une protéine
de la matrice extracellulaire contenant une oui@lus séquences RGD (Arginine-Glycine-Aspartate).
L'intégrine fonctionnelle majoritaire dans les oéils épithéliales est udimére alpha6-betad(a6p4) qui se
lie a la lamine 1 de la lame basale au niveau @esidesmosomes.[113] Dans certains épithéliums, on
trouve également en moindre quantité les intégritddd, a2l et a3B1 qui fixent surtout les fibres de

collagéne et parfois la laminine.[114-115]

2.2. Les hémidesmosomes

La structure des contacts cellule-matrice est sémblable a celle des desmosomes en microscopie
électronique et ces deux structures possédentlediesl entre elles une communication mécanique par
lintermédiaire des filaments de cytokératines. tannexion de la plague hémidesmosomale aux
tonofilaments se fait, comme dans les desmosomése i des protéines de la famille des plakines : |
plectine ainsi que I'antigene 1 de la pemphigoide bulle(BBAG1 : bullous pemphigoid antigeny1
possédent un domaine C-terminal de liaison a lakéyatine.

Un autre composant trés particulier des hémidesmes est la protéinBPAG2 (bullous pemphigoid
antigen-3 ; cette molécule est formée d'un petit domairabglaire capable d’interagir avec l'intégripé et
d’'une longue chaine transmembranaire de type ¢poiléike».

Les hémidesmosomes sont en contact avec de noselreuotéines associées aux fonctions vitales de la
cellule, ils interagissent par exemple avec lespieres protéiques contrélant le cycle cellulaireagt ainsi

sous la dépendance de la mise en place des coatactéa laminine.[113[cf. figure 13)
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Figure 12 : Composants de la membrane basale.
D’aprés (Kalluri R. et al. ; 2003). [112]

Ce schéma reprend les étapes de sécrétion (a) et d’'assemblage (b,c) des éléments de la lame basale des
cellules endothéliales des vaisseaux sanguins mais cette structure est commune a tous les épithéliums. Les
protéines de la membrane basale qui forment des polyméres sont la laminine et le collagéne de type IV. Ces
polymeéres interagissent avec les protéoglycanes, le perlecan et le nidogéne. A la surface des cellules, les
intégrines interagissent avec les différents constituants de la MB et stabilisent le complexe.
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Figure 13 : Représentation schématique de I'organis

D’aprés (Fuchs, E. & Raghavan, S. ; 2002) [98]

Les filaments intermédiaires (Keratin intermediate filaments) sont connectés aux hémidesmosomes avec
une organisation similaire a celle des desmosomes. Les membres de la famille des plakines (plectin,
BPAG1) sont fonctionnellement proches des de la desmoplakine ; la protéine BPAG2 est une molécule
formée d'un petit domaine globulaire interagissant avec l'intégrine B4 et d’'un domaine transmembranaire
«collagen like». Dans les cellules épithéliales, l'intégrine fonctionnelle est formée d'un hétérodimére a6p4
capable d'interagir avec la lamine 5 présente dans la lame basale.

2.3. Contacts focaux dans les cellules épithéliales

Ce sont des structures d’'ancrage extrémemenbrpahtes dont I'organisation moléculaire évolue en
fonction des tensions mécaniques entre la matrteaallulaire et le cytosquelette d'actine.[116jur
organisation est assez similaire a celle des jonstadhérentes, avec de nombreux adaptateurs radiésu
qgui permettent de stabiliser la liaison entre lésrafilaments et les intégrines. L'intégrine majanie dans
les contacts focaux est normalemehétérodimerea5p1, un récepteur de la fibronectine fortement exprimé
dans les cellules fibroblastoides motilést. Chapitre 1ll) Dans les cellules épithéliales, ces contacts
peuvent s’établir de facon transitoire au nivealedame basale entre d’autres intégrines de fyip@1p1,
a2B1, alp1) et le collagéne IV ou la laminine.[117-119]

27

ation des hémidesmosomes.



Ce type d'interaction s’effectue principalement @urs de I'organogenése des tissus épithélianal,ré
pulmonaire et épidermique.[120-121] L’existencecds contacts dans les cellules épithéliales pedmet
favoriser la communication entre la matrice extitatare et le cytosquelette d’actine, renforcamtsala
coordination de I'ensemble des fonctions de lauézlpar I'intégration de données mécaniques. Letjres
de la famille des rho GTPases jouent un réle pditiement déterminant dans la régulation de I'eission

et la dissociation de ces complex@s. figure 14)
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Figure 14 : Modéle comparatif de I'organisation mol  éculaire des
contacts focaux et des jonctions adhérentes.
D’aprés (Yeatman, TJ ; 2004) [117]

L'organisation des contacts focaux et des jonctions adhérentes présente de nombreuses similitudes :
divers adaptateurs moléculaires stabilisent la liaison entre les microfilaments et la membrane plasmique. Les
contacts focaux «matures» sont formés d’'un dimeére d’intégrine o/ complexé a des protéines de stabilisation
(vinculine, tensine, taline, paxilline...) et des régulateurs de la dynamique d’assemblage des microfilaments
(a-actinine, rho GTPases, kinases Src et FAK...). Dans les jonctions adhérentes, ces fonctions sont
assurées par les protéines de la famille des caténines. (cf. figure 11)
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CHAPITRE II : Plasticité des tissus épithéliaux

A. Généralités

1 - Plasticité épithéliale et transdifférenciation

La plasticité d'une cellule épithéliale est dédinomme sa capacité a modifier sa morphologie€parnse a
des facteurs extérieurs sécrétés lors de situagibysiologiques (cycles hormonaux, périodes deatjest
changements d’environnements...) ou au contraireofiglgques (irritation, inflammation...). Dans les
tissus épithéliaux fonctionnels ou tumoraux, ontpsaserver cing grands types de plasticité épaheien
fonction du tissu d’origine et de son devenir. eadoplasie, I'hyperplasie et la métaplasie se rdppba
des phénoménes de «transdifférenciation» au coassjuéls les cellules demeurent cohésives mais
s'orientent vers un autre état fonctionnel de difi€iation épithéliale. Les deux autres formes ldstigité
épithéliale : la néoplasie et la transition épithéhésenchymateuse impliquent au contraire desgements
morphologiques et génotypiques multiples pouvamfopaaboutir & une «dédifférenciation» des ceflule

concernées.

- La leucoplasie(ou leucokératose) correspond a des zones derksasibn qui se forment au sein d'un
épithélium qui, normalement, n’est pas kératiniEé peut concerner I'épithélium buccal, labial génital

et, en I'absence de résection, son évolution aemge est souvent tumorale.

- L’hyperplasie est une multiplication cellulaire anarchique, énéral accrue sous I'effet d'un traumatisme.
Elle peut conduire un épithélium unistratifié a denger en un épithélium pluristratifié. Son éviolut

donne lieu & une hypertrophie locale et souvensitaire de I'épithélium concerné.

- La métaplasieimpligue toute autre conversion d’un tissu épitléionné en un autre type d'épithélium en
réponse a un stress chimique ou mécanique. L'exetapblus connu chez I'étre humain est la métaplasi
malpighienne de ['épithélium glandulaire des brashqui se produit chez les fumeurs. Une
transdifférenciation des cellules hépatiques ehulesl pancréatiques est également observée ddiogele
cirrhotique mais de tels évenements restent raars ks cellules humaines et sont plus couramngémitsl
dans des culturén vitro.[122-123] De facon intéressante, les phénomenégptagiques sont beaucoup plus
démonstratifs chez des espéces plus primitivear@éz tritons, salamandres...) et peuvent aboutiesx d
reconstructions totales d’organes a partir de gisithéliaux différenciés. La perte de cette pdétau
cours de I'évolution semble indiquer que la comifieation des fonctions associées aux celluleshépiles

s’est faite en paralléle d’une différenciation egzinte de moins en moins réversible.[124]
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2 - La néoplasie

L'acquisition de propriétés tumorales par undéutelépithéliale représente une autre caractéuistatg leur
plasticité, connue sous le terme de néoplasietr@iikment nouvelle croissange Un néoplasme (ou
néoformation) est un tissu récent organisé par adkiles morphologiquement et fonctionnellement
différentes de celles du tissu d’origine et rasdée® sous forme d’'une tumeur (du latimere enfler)
bénigne ou maligne présentant une structure etcanedination fonctionnelle faible, voire nulle, avie
tissu environnant. Les cellules composant un tisSoplasique sont autonomes et échappent donc a la
régulation par différents mécanismes sous les srdee I'organisme. L'absence d'homéostasie (éauilibr
régulé par l'organisme) entraine un développentept important par multiplication excessive. Aink,
néoplasie peut etre considérée comme la créationtidsu formé par des éléments remplacant ceux d'u
tissu antérieur sans rien leur emprunter.[125] Bieat concerner n'importe quel type de tissu etestr
chez tous les étres vivants, y compris les plantes.

On en distingue deux catégories en fonctiorededravité :

Les néoplasies bénignes sont des tumeurs sowszrd conséquences dramatiques, présentant une
croissance lente et une organisation bien délimitéepouvant donner lieu a des tumeurs secondaires
(métastases). Les cellules qui les composent séntrglement homogenes, en concentration faible
(beaucoup de stroma) et présentent peu d'altémg@métiques ; c’'est le cas par exemple des gdgins
beauté et de certaines verrues. Une tumeur bérpguae parfois entrainer des complications graves
(compression, inflammation...) par son action mépan[126]

A l'inverse, les tumeurs malignes sont générategmmel délimitées a leur périphérie ce qui peutrdorieu
a leur dissémination sous forme de métastasesquiopagent a travers le sang ou la lymphe. Lésles!
cancéreuses malignes sont souvent tres hétérogenssin de la tumeur a cause d’'un taux de mutation
extrémement élevé qui peut leur conférer une aét¥e prolifération tres intense. Cependant, ldsles
issues d'une méme tumeur conservent toujours negaiaractéristiques moléculaires et génétiqueissiu
dont elles proviennent ce qui permet de définircartain nombre de critéres de classification baséde
tissu d’origine et I'état de gravité pour le patiggrade).[127]

(Source http://www.vulgaris-medical.com/encyclopedie/nesi@e3192.htn)l
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B. Le concept de transition épithélio-mésenchymateuse

La Transition Epithélio-Mésenchymateu§EMT : Epithelial-Mesenchymal Transition)représente la
manifestation la plus spectaculaire de la plastidés cellules épithéliales et, dans les cas lesetrémes,
on peut observer une décomposition presque totaleudes les structures moléculaires typiques dellale
épithéliale(cf. chapitre I).Le terme EMT est avant tout un conc@oni ou ennemi Megroupant plusieurs
processus biologiques présentant des similitudés aussi de grandes différences. Parmi ces puasess
compte la morphogenese de nombreuses structuresy@mhires et adultes, la régénération tissulaire
(cicatrisation, fibroses...) et la progression métsigue des carcinomes.[128-130] Dans ce chapége, |
différents contextes physiologiques et pathologioys impliquent la conversion d’une cellule épiiié en
cellule «fibroblastoide» seront analysés. Les dtremilll et IV traiteront plus précisément des atpe

moléculaires et cellulaires associés a 'EMT.
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Figure 15 : Les étapes de la transition épithélio-m  ésenchymateuse.
D’apres (Acloque, H. et al. ; 2009) [131]

(i) Cellules épithéliales cohésives. (ii) Diminution de I'expression des constituants des jonctions
intercellulaires, perte de la polarité et expression de protéines mésenchymateuses. (iii) Remodelages du
cytosquelette et expression de protéines contractiles et de protéases de dégradation de la lame basale. (iv)
Acquisition d’un phénotype fibroblastoide motile.

1 - Définition

La transition épithélio-mésenchymateuse est @efiomme le processus au cours duquel :
() une cellule épithéliale possédant des jonctiongiattes et une actine corticale.
(i) diminue I'expression de protéines spécifiquemepithéliales (en particulier les constituants des
jonctions intercellulaires). Des protéines spéaiipent mésenchymateuses sont également exprimies et
cellule finit par perdre completement sa polarité.
(i) subit de profonds remodelages dans l'organisatienson cytosquelette, exprime des protéines
permettant la contraction des microfilaments etpettases capables de dégrader la lame basale.
(iv) acquiert ainsi un phénotype fibroblastoide pregicla migration cellulaire ; cette morphologie tpeu
parfois donner lieu & une colonisation des tisswgrennants ou éloignés par I'intermédiaire deitautation

sanguine ou lyphatiquéct. figure 15)
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Il est important de noter que toutes ces étapesegnt intervenir simultanément dans une mémeleellu
sous l'influence de la coordination de plusieurgesale signalisation.

Contrairement au phénotype métaplasique, il @xiee tendance a considérer que 'EMT ne correspasd
a un changement de lignage complet (transdifféatioci), et que ces modifications d’expression ng &0
plupart du temps que partielles et transitoiresplds, dans la plupart des modeles d'étudeivo, 'TEMT
est réversible. La conversion d’une cellule mésgmetteuse en un dérivé épithélial est nommée Transit
Mésenchymo-Epithéliale (MET)

2 - Historique de la découverte et évolution de la défition

La découverte de la transition épithélio-mésentiteuse est attribuée a I'équipeDiuElizabeth Dexter
Hay a la fin des années 60 & Harvard, pour son trauaila gastrulation de 'embryon de poulétay, E.D.
et al. ; 1968 : Organization and fine structure @pithelium and mesenchyme in the developing chick
embryo)[132] Cette étude a permis la mise en évidenceadéoimation du mésoderme a partir de
l'individualisation et la migration des cellulesiigastiques le long de la ligne primitive. Des 1982 Dr
Hay pose les premiéres bases de ce concept ewvatéaune conservation de ce phénoméne embryonnaire

dans des tissus épithéliaux adultes soumis a umanement moléculaire particulier.[133]

Une autre publication «originelle» est parfoiée et correspond en fait a la premiére descripl®|'EMT
dans un tissu endothélial : I'équipe de David BdEmdésignait en effet des 1979, sous le terme de
«Epithelial-Mesenchymal Transformation», le changemphénotypique des cellules endothéliales des
bourrelets endocardiques au cours de la formatas wélves cardiaques (septation) chez 'embryon de
poulet également.[134]

Depuis ces premieres descriptions, une plétheneuthlications est apparue, présentant I'obsenvatéece
phénomeéne dans de nombreux modeles cellulaireisqaiesians des systemasvivo, enfaisant mention de
«transformation épithélio-mésenchymateuse» puisratesdifférenciation et enfin de transition. Le=ux
premiers termes utilisés portent toutefois a cdafugar ils ne permettent pas de distinguer 'EM3s d
autres processus dynamiques tels que la néoplasiaesformation cancéreuse) ou la métaplasie
(transdifférenciation des cellules épithélialesld). En 2003, a lissue du premier «InternatioBMT
Meeting» a Port Douglas (Australie), les cherchedu réseau TEMTIA(The EMT International
Association)se sont accordés sur le terme transition a camd@gpect souvent réversible et transitoire de
'EMT de par le processus de Transition Mésench¥apithéliale (MET).[131]
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C. Fonctions biologiques de 'EMT et modeles de clifisation

Une recherche sur Pubmed effectuée le 25/07/afiidhe 2607 résultats dont 448 revues pour landsr
«epithelial-mesenchymal transition». Parmi cet eiide de publications, si la plupart font référedcdes
mécanismes cellulaires communs tels que la perteodésion et de l'acquisition de motilité celluéiil
n'est pas évident de distinguer les caractérisigpécifiques de contextes biologiques particuli2ans les
diverses descriptions d’'EMTs correspondant a laenda place de structures embryonnaires et celles
impliguées dans des mécanismes physio-pathologitgles que la cicatrisation ou la transformation
cancéreuse, on retrouve de nombreuses différemcssi’dctivation ou I'inhibition des voies de si¢jaation
cellulaire. De plus, il est désormais établi qUEMT peut générer des cellules présentant des éeats
différenciation variables. Les bases moléculaiees@phénoméne ne sont pas encore totalemensabadie
il semble que 'on puisse distinguer les transiionnduisant & un nouvel état de différenciatigppdaenté a
une trans-différenciation) de celles conduisant a urgg-différenciation (acquisition de propriétés
semblables a celles des cellules souches : stdr).cdde méme, au niveau phénotypique, son caeacter
réversible n’est pas toujours évident et on pesenler dans un méme tissu une EMT compléete oweflarti
(phénotypes intermédiaires stables).[135-136] Aiagicours des deux dernieres années, plusieurgl@sod
de classification ont été proposés afin de clarifiette situation. A I'occasion des derniers cosgre
internationaux (Cracovie en 2007, Tucson en 20@o&d Spring Harbor en Mars 2008), il a été propesé
classifier TEMT en trois sous-types différentsasele contexte biologique dans lequel elle appftai,
129, 131, 137{cf. figures 16 et 19)
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Figure 16 : Roles multiples de la transition épithé  lio-mésenchymateuse.
D’apres (Thierry, J.P. et al. ; 2009) [138]
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1 - Développement embryonnaire et organogenése (type 1)

Durant le développement embryonnaire, I'orgaiisatridimensionnelle de nombreux organes nécessite
tres tot la migration coordonnée de groupes dellesliqui répondent a la stimulation de signaux aues
extracellulaires. Les EMT de type 1 sont la «raid@re» évolutive de la plasticité épithéliale pamsition
et impliquent tous les processus décrits dans I'gagenése, particulierement lors de la gastrulagiodu
développement du systeme nerveux.[131, 138] L'EMA tgpe 1 permet également des étapes de
morphogenese pouvant intervenir dans I'homéostabiez I'adulte (glande mammaire, utérus, néo-
angiogenése...).[139-142] Ce type d’EMT se fait s@ontréle de signaux locaux et aboutit & des
phénotypes mésenchymateux transitoires et révessi®stinés a générer des épithéliums secondaees.
cellules mésenchymateuses issues de 'EMT de tygmntldiverses mais ont en commun une conservation
relative du degré de pluripotence des celluleshépitles primaires dont elles sont issues (cellules

épithéliales directement issues des blastomem@aynt jamais activé d’EMT).[131]

1.1. EMT dans les tissus épithéliaux primaires

Au cours de I'évolution des étres vivants pldtidaires, I'apparition d’un troisieme feuillet emjmnnaire
correspond sans doute a I'une des étapes majerars@ermis I'accentuation de la diversité celidadt de
la spécialisation des espéces qui ont conduitppdgtion des hominidés. Le tissu mésodermiquaiiesi
probablement apparu pendant le régne des cnidamégas (méduses, hydres...) avec les premiers génes d
la transition épithélio-mésenchymateuse, il y aspiie 700 millions d’années (ére précambrienne)eet ¢
mécanisme a été conservé dans toutes les espécamtgsuivi, de I'explosion cambrienne jusqu'a
I'apparition des mammiféres.

Chez I'étre humain, I'apparition des cellulestiégiiales et leur conversion en cellules mésencksusas
sont des étapes trés précoces qui peuvent étrevébsedes le stade de pré-implantation. Aprésdthmr
dans les trompes de Fallope et fécondation, I'cewkidu diploide entame rapidement une succession de
divisions cellulaires & un rythme d’'une mitose ésuies 10h. Durant les premiers jours, 'amas eorbrgire
(blastula) se segmente ainsi de fagon exponentsales variation significative de son volume gloBate
stade, toutes les cellules filles (blastoméres) stemtiques et possedent un noyau enfermant upie c
nouveau génome diploide. Au stade de 4 celluleshllestomeéres établissent des surfaces planesezntre
ce qui augmente les aires de contact. Les protéinesibranaires qui étaient jusque la distribuées
uniformément sur les cellules sont maintenant Iséak sur une surface apicale bien définie. Ldgleglse
polarisent et 'embryon passe du stade blastulatade morula par un phénoméne de compaction. Les
changements dans les contacts intercellulairespsorgipalement dus a la modulation des associat@re
les E-cadhérines. Les cellules s'adjoignent ensuil&@ide de jonctions serrées, de desmosomes et de
jonctions gap, et une paroi cellulaire épithélialanche se forme. Au stade de 4 cellules, la Eératthest
distribuée de facon uniforme sur toute la surfaslilaire et le contact entre les cellules est tédupartir
du stade 8 cellules, les cadhérines sont activéetealcium et forment des dimeres pour se rgmgnoan
un agrégat ponctuel et immobile. Simultanémenbjdatula entame une migration de 6 jours en doaalie

I'utérus pour rejoindre 'endomeétre et s'y implan{é jours chez la souris : E4).
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La fixation de I'embryon dans la paroi de l'utérua d’'une part entrainer la rupture de la membrane
pellucide autour de I'ceuf et d’autre part déclemamee série de réorganisations des blastomérezen d
masses cellulaires (interne et externe). Les eslllds plus internes vont constituer I'embryoblaste
bouton embryonnaire) & 'origine de toutes lescitmes internes du futur organisme.[143] C’est@aurs de
cette série de migrations que sont observés lemigre signes d’EMT dans le développement
embryonnaire des mammiféres : un nombre limitéedeles de la zone extra-embryonnaire va se détache
du reste de I'amas cellulaire cohésif (bouton gxmtinaire) pour acquérir un phénotype mésenchymateux
proliférer et migrer le long de la paroi internelaeuf pour enfin se ré-épithélialiser par MET etrher le
trophoblaste (ou trophectoderme) qui délimite astocéle[131, 144] Une fois la membrane pellucide
complétement rompue, les cellules du trophoblastgimuent de migrer sous forme d’extra-villositésip
s'infiltrer dans I'endometre utérin maternel etcl@loniser pour former le futur placenta, toujouss pne

série de changements morphologiques de type EME-144]

Des la sortie du zygote de sa membrane pellysiote de «premier accouchement»), on distingue deu
feuillets cellulaires au sein de I'embryoblaste glaplatit pour prendre une forme de disque. Cas<de
feuillets sont les premiers tissus épithéliaux gpparaissent chez I'embryon lui-méme. A ce stade, i
portent les noms d’épiblaste et d’hypoblaste quindgwont respectivementettoderme (ou ectoblaste) et
I'endoderme (ou entoderme ou entoblaste). lgastrulation correspond au passage d'un disque
embryonnaire diploblastique (2 feuillets) a un disdriploblastique (3 feuillets) par la mise encgla’un
troisieme tissu fondamental : i@ésoderme(ou mésoblaste). C’est la troisiéme étape du d@peiment et la
premiére de la morphogenése chez tous les métagga#4](cf. figure 17)

Le mésoderme est un mésenchyme prim@telatin «<mesenchyma» : «meso», milieu et «enahym
infusion) issu de l'activation d’'un programme EMT dans ledutes de I'épithélium épiblastique. Les
programmes génétiques et les cascades de sigiaalisai conduisent a la mise en place de ce tiesti s
actuellement bien décrites dans de nombreux modaiedéveloppement (spongiaires, cnidaires, oursins,
nématodes, xénope, poisson zebre, drosophile,ssolrila mise en place de modéles récents chez le
macaque et l'utilisation de cellules souches emimg@res humaines ont fourni des résultats qui semhbl
aller dans le sens d’'une conservation des mécasiameestraux de la gastrulation chez les primagsk.[
147-151] On peut noter que le caractére réversiblEEMT par les processus de transitions mésenohym
épithéliales (MET) est probablement apparu plud & cours de I'évolution des premiers coelomates
protostomiens et de la formation des premiers vt@isus séreux. (sangsues, mollusques et insectes

primitifs).[144] (sources : Universités de Fribourg, Lausanne etn@erSuisse)
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Figure 17 : EMT primaire au cours de la formation d  u trophoblaste et du mésoderme.
Modifié d’aprés (Thierry, J.P. et al. ; 2009) et (Kokkinos, M.I. et al. ; 2010) [138, 152]

(A, B) Chez les mammiféres, 'EMT primaire intervient trés précocement pendant la phase de pré-
implantation avec la formation du trophectoderme et lors sa progression dans I'endométre utérin par
délamination des Vvillosités chorioniques (chorionic villus). (C) Le mécanisme d’EMT primaire le plus
conservé dans I'évolution est sans conteste la gastrulation qui participe a la mise en place d’'un troisieme
feuillet embryonnaire (le mésoderme) et a la formation des structures digestives primitives chez les premiers
métazoaires comme les spongiaires ou les cnidaires (archentéron ou protogaster : gastrulation provient
initialement du grec «gastrae», le ventre ou I'estomac). (Ernst Haeckel, 1872) [153]

Au 17éme jour, le développement de I'embryon homest marqué par I'épaississement du disque
embryonnaire au niveau de la ligne médiane, le tintiaxe céphalo-caudal. (jour E6,5 chez la spidte
structure médiane, qui résulte de la prolifératieth de la migration des cellules épiblastiques, est
appelée ligne primitive et va s'allonger pour oeugnviron la moitié de la longueur de I'embryon. ¥9e
jour, alors que la ligne primitive s'allonge pardiidn de cellules & son extrémité caudale et cue s
extrémité supérieure (dorsale) se creuse en forengyadittiere (sillon primitif), la région rostraleste
renforcée par un amas de cellules épiblastiquesdliar laligne primitive avec lenceud primitif (nceud de
Hensen chez les oiseaux). Au sein de cette dépned&xpression de facteurs solubles et de modscul
spécifigues va conduire un certain nombre de ealue I'épithélium épiblastigue a entrer dans un
programme d’EMT pour s'infiltrer le long de la ligrprimitive et rejoindre I'espace intercellulairetre
I'épiblaste et I'hypoblaste. Dans ces cellules iahdtment cohésives, on observe une répression
transcriptionnelle et une relocalisation cytoplagunei de la E-cadhérine qui aboutissent a la déldimimde
la partie postérieure de I'épiblaste et a I'app@nide cellules mésenchymateuses primaires (PMR@isnary

Mesenchymal CellsYErnst Haeckel, 1877153]

La morphogenese du systeme nerveux est égalemeiténomene tres précoce qui débute au 19éme jour

par la formation de la plague neurale ectodermiquese creuse en gouttiére pour finalement formetube
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creux (ube neural) qui s’enfonce progressivement dans le mésodejone25 / E8,5). Cette invagination
est accompagnée de la formation d'un «4éme feudlebryonnaire» a l'origine du systéme nerveux
périphérique (SNP) : les bourrelets neuraux quiedeent lecrétes neurales

La créte neurale céphalique des vertébrés esstauneture embryonnaire transitoire, localisée i@eau de
chaque bourrelet neural lorsque ceux-ci se forrpe@dtocement au cours du développement au début du
stade de neurulgWilhelm His, 1868)[154] La différenciation des cellules de la créteurale est un
processus en trois étapes (spécification, délarmmat migration). L'étape de délamination (jour2B9,5)
est une des manifestations les plus spectaculda¢&MT embryonnaire et probablement 'une desuxie
décrites a I'heure actuelle avec la gastrulaticetteCEMT est caractérisée par une individualisatompléete
des cellules ectodermiques qui leur permet de aquig neuroépithélium, de migrer et finalement de s
différencier une fois leur cible atteinte. Une desactéristiques essentielles des cellules deéla creurale
se trouve dans leur capacité a donner naissancelusrdu SNP, a une extraordinaire variété de deériv
cellulaires épithéliaux ou nofcf. figure 18)Les cellules des crétes neurales sont porteusa®mltiations
de développement capables de produire nombre slestide la face et du crane, en particulier le stuael
cartilagineux et ostéo-membraneux, les méningaspéois vasculaires du systeme carotidien extetne
interne, les tendons des muscles, le derme etlasgrfaciale.[155-157] Les cellules de la créw@ale sont
a l'origine de nombreuses pathologies (neurocrgtops), la plupart résultant d'un défaut de mignat

conduisant a la genése de malformations craniedes[131, 158-160]

1.2. EMT secondaire et tertiaire

Les EMT secondaires et tertiaires de type 1 plust tardives (a partir de la 4eme semaine chemithe /
E12 chez la souris) et impliquent essentiellemestiksus épithéliaux issus de la compaction seiandu
mésoderme par MET@miteg ou éventuellement des cellules ré-épithélialisiat/ées de la migration des
crétes neurales. Ces épithéliums embryonnairesi@at subi au moins un cycle complet dEMT/MET et
perdu une partie de leurs capacités de pluripotdramgr transition vers un état mésenchymateux dbaut
des cellules plus différenciées mais capables éjatkélialiser de novo pour éventuellement entess \de
nouveaux cycles transitionnels. A titre d’exemplactivation d’'un programme de type EMT a déja été
observé dans la mise en placeddumomyotomeet dusclérotomea I'origine des composants des muscles
squelettiques et de la peau (muscles, tendons edetrépiderme....), llermeture du palais et la formation
des vaisseaux (angiogenése), des cellules sandbiamsitopoiése) et des valves endocardiaguesifiivans
endothélio-mésenchymateusendMT , Endothelial-to-Mesenchymal Transition).[131, 1635]

Pour finir, la perte de cohésion (au moins pHefj des cellules épithéliales est particuliereimen
déterminante dans la morphogenése des structwrelites présentes dansgancréas le foie, lesreins
(régression des canaux de Muller au cours de larngpnése) ou les glandes salivaifes. figure 18 et
tableau 4)De fagon intéressante, cette «<EMT tubulaire» petg &réactivée» chez l'adulte dans les
variations morphologiques hormono-dépendantes quigissent lendometre utérin ou la glande

mammaire a la puberté et pendant les cycles menstruetsgedtation.[138, 166-16@3f. chapitre 1V)
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Figure 18 : Contextes embryonnaires de 'EMT de typ
D’aprés (Thierry, J.P. et al. ; 2009) [138]

el.

(A) Les cellules mésenchymateuses primaires sont issues de la transition de tissus n'ayant jamais subi
d’EMT et provenant directement des blastomeéres. Elles sont largement pluripotentes et se retrouvent dans
le trophoblaste des mammiferes, le mésoderme de tous les métazoires triblastiques et les cretes neurales
des vertébrés. (B, C) Les EMTs secondaires et tertiaires dépendent de la ré-épithélialisation de cellules
ayant subi un premier cycle transitionnel. Elles participent a I'angiogenése (blood vessels), I’hématopoiése
(Haematopoietic progenitors) et la formation des valves endocardiaques (Endocardial progenitors et
Endocardium) : transition endothélio-mésenchymateuse (EndMT). Les somites subissent également une
délamination au cours de la mise en place du dermomyotome qui permet la formation des muscles
squelettiques, du derme et de I'épiderme. Enfin, une migration des cellules épithéliales associée a une perte
de cohésion a été décrite dans la fermeture du palais et I'organogenése des structures tubulaires
(Pancreatic bud, Liver diverticulum...).
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'_E!'u'l'l'_pruoa s5e5 during veriebrate emb r;.rﬂni«n de'uﬂln[ament

Process Epithelium Newly formed Derivatives Refs.
of origin mezenchymal tissue
Primary EMT
Gastrulation Epibiast Axial mesoderm Embryonic notochord 105
(EMT at the
primitive streak)
Paraxial mesoderm {somitas) Skeletal muscles, bones, tandons, saieliite celis,
components of vertebrae and ribs, vertebrai arteries
Imtermediate mesoderm Urogenital systam
Lateral plate mesoderm Cardiac cells, mesentesies, and peritoneal cells, conjunctive
fissue of the body wall, blood vesseals, HSCs
Endoderm Digestive and respiratory tract
Keuwral crast Dorsal Neural crest mesenchyme Neurons of peripheral nervous systemn; glial celis; 106
formation neural tube pigment cells; endocrine celis of the adrenal medulla
and C cefls of the thyroid; facial cartilage and bone;
odontobiasts; dermis; connective tissue of cranial
muscles and salivary, lachrymal, thymus, thyroid, and
pitustary glands; meninges of the forebrain; smooth muscls
and adipose fissue of skin, head, and neck; VSMCs
Secondary EMT
Somite Ventral half Sclerctome Neural arches, rits, syndetome, vertebral body, 107
decondensation of the somite intervertebral discs, endothelial cells, tendons,
meninges of the spinal cord, blood vessels, vertebral
foints, peringurium, endoneurium
Dorsal part Myotome Satsliite celis, smooth muscle 108
of the somite
Lateral plate Somatopleure Mesenchymal celis Connective tisswes of limbs, body wall muscies 109
mesoderm
Splanchnopieura Angioblasis Blood vessels 110
HSCs Blood celis m
Endocardial progenitors Heart cefls
Somafic cells of the gonad Sertoli calls 112
Secondary palate Palatal shelf Palatal masenchymal calls Patatal clozure 113

Pancreas Pancreatic bud Endocrine cells Endocrine celis of Langerhans islets 14
Liver Liver diverticulum Hepatoblast Hepatocytes 15
Tertiary EMT

Cardiac valve Cardiac endothefiom Cardiac cushions Cardiac valves 114
formation

Tableau 4 : Contextes embryonnaires et tissus dériv  és de 'EMT de type 1.
D’aprés (Acloque, H. et al. ; 2009) [131]

Les EMT de type 1 peuvent dériver de tissus épithéliaux primaires, secondaires ou tertiaires avec, a
chaque cycle transitionnel, une perte de la pluripotence et du nombre de dérivés tissulaires possibles a partir
d'une méme cellule. Les cellules du mésoderme (issues d’'une EMT primaire) sont a l'origine de tout le
systeme osseux et musculaire, la colonne vertébrale, le systéeme cardio-vasculaire et uro-génital et les
séreuses conjonctives de tous les organes internes. De méme, les cellules mésenchymateuses primaires
des crétes neurales peuvent donner naissance a des descendants trés divers et de multiples lignages
(mélanocytes, cellules endocrines, adipocytes, myocytes et chondrocytes faciaux, cellules des méninges...).
A l'inverse, les épithéliums qui induisent une transition secondaire ou tertiaire présentent une perte de leur
potentiel de pluripotence et sont déja engagées vers un état de différenciation. Le myotome, par exemple,
est un épithélium unipotent dérivant de 'TEMT secondaire dans les somites et participent uniquement a la
formation des muscles squelettiques pendant le développement embryonnaire et tout au long de la vie
adulte (des cellules du myotome restent quiescentes et demeurent localisées en périphérie des muscles
pour permettre une reconstruction tissulaire en cas de lésion (cellules satellites : satellite cells). Les numéros
dans la colonne de droite correspondent aux travaux ayant permis ces découvertes ; elles sont référencées

a la fin du manuscrit dont est extrait ce tableau :
Acloque, H., et al. ; Epithelial-mesenchymal transitions: the importance of changing cell state in development and disease. The Journal
of clinical investigation ; 2009. 119(6): p. 1438.
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2 - Cicatrisation et fibroses (type 2)

L'EMT de type 2 est associée aux phénomenes ariciation et de régénération tissulaire ainsagx’
pathologies fibrotiques.[170-171] Elle est initipar des signaux moléculaires pro-inflammatoireséés
par des cellules inflammatoires (produites en iéach une lésion) mais aussi des fibroblastes shu ti
conjonctif ou encore par des cellules épithélialéss-mémes. Ces événements de réparation somi&sso
des mécanismes d'EMT trés similaires a ceux impgkgdans la formation des tissus embryonnaires mais
génerent des cellules non multipotentes dont IErdificiation est trés spécifique du tissu lésé.type
d’EMT est frequemment associé a une inflammatiamditoire et cesse souvent des que cette derniere
s’atténue. Contrairement a 'EMT de type 1, ledubes qui se ré-épithélialisent reviennent a letat €

d’origine sous forme d’un épithélium différencié.

2.1. Cicatrisation et régénération tissulaire

La réparation des plaies cutanées est la conséguke plusieurs processus finement coordonnésiasto
l'inflammation, lala coagulation, la migration dkératinocytes (ré-épithélialisation), le remodelage de la
membrane basale et de la MEC ainsi que des étepesidiration du derme et de I'épiderme. C’est ausco
de I'étape de ré-épithélialisation cutanée que [I'peut observer plusieurs similitudes aux plans
morphologique et moléculaire avec les phases dasitian épithélio-mésenchymateuse (EMT) et
mésenchymo-épithéliale (MET) décrites durant leettiispement embryonnaire. Au niveau du foyer de
blessure, la pression des médiateurs de l'inflanomairoduits lors de I'agression tissulaire va agire a
une activation des fibroblastes conjonctifs quitveynthétiser de la matrice extracellulaire et inelwne
contraction de la zone tissulaire altérée pour pérmle rapprochement des zones saines. Lesr@rgtes
au contact de ces zones vont alors subir une EMfiej@ associée a une prolifération active et une
migration permettant de régénérer le tissu alt8iré agression persiste, I'inflammation chroniquieles
phases de réparation répétées vont favoriser Pagladion excessive de composants de la matrice
extracellulaire (acide hyaluronique, fibronectice|lagénes interstitiels, protéoglycanes) et ctumstiune

cicatrice permanente.[172-173]

2.2. Fibroses

Le processus de cicatrisation mis en place gudgit normalement a la reconstitutidn tissu altéré peut
également aboutir a la production en excés de tissjonctif qui va alors progressivement rempldedissu
originel et génerer une dysfonction organique. &le de 'EMT au cours de pathologies aboutissalat a
fibrose devient de plus en plus évident, non seeif¢rdans leein, de loin I'organe le plus étudié, mais aussi
dans d’'autres organes possédant une organisatitypeléubulo-lobulaire : le poumon, le foie et largle
mammaire.[174-175]. Dans certains cas particulierdibrose peut se prolonger dans le temps et &onn
naissance a une réponse a infeammation continue, ce qui peut finalement mener a la destnu de

I'organe ou a une transformation tumorale.[176-178]
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3 - Relevance de 'EMT dans la tumorigenese (type 3)

L'EMT de type 3 se présente dans le contexteadedgression tumorale etnfvasion métastatique Elle
concerne les cellules néoplasiques qui ont, poplupart, déja perdu un certain nombre de caratigues
typiquement épithéliales et arborent de nombreakérations génétiques et épigénétiques, notamdaTd
I'expression des oncogénes et/ou des génes suppresde tumeur. Malgré ce contexte cellulaire tres
différent, il semble que les voies de signalisatidries géenes impliqués dans cette «<kEMT oncogésique
présentent de nombreuses similitudes avec les rniséwas intervenant dans la dispersion des cellules
épithéliales primaires au cours de I'embryogen&26,[179] Ainsi, les «programmes canoniques de TEM
pourraient étre réactivés dans des circonstancesa amigration devient nécessaire pour les cellules
tumorales, ceux-ci se croisant avec les «programomesgéniques», donnant naissance a des phénotypes
trés particuliers et probablement dépendants del dgpmutations rencontrées ou de I'environnemeéra et
extracellulaire.[138] Méme si les preuves expéritales et cliniques s’accumulent, les différentesodie
'EMT dans les processus métastatiques sont aetnehit tres controversés et font I'objet de nombreux
débats entre les pathologistes et les chercheunsarticulier a cause du manque d’évidences dsettez
I'étre humain.[180-185] L’EMT de type 3 peut égatarhétre décrite sous les termes de «pseudo-EMT» ou
«EMT-like», en accord avec le concept de réactivatie programmes physiologiques dans des contextes
pathologiques trés particuliers.[128] A ce jour,plerte de cohésion cellulaire dans les carcinoméga
décrite comme participant a I'invasion métastatjdadormation du stroma tumoral, la résistance agents
génotoxiques et le maintien des «cellules soualmasrales»(cf. partie D)Dans le chapitre IV, nous nous
intéresserons plus particulierement aux processatagtatiques intervenant dans la progression des

adénocarcinomes de la glande mammaire (carcinoowts-thbulaires infiltrants).

4 - EMT dans les lignées cellulaires

Un grand nombre des mécanismes cellulaires déT'Bnt été validés dans des lignées de laborasains
étre forcément associés a des observationso. En culturen vitro, il est admis que ces lignées cellulaires,
méme non transformées, ont un taux de mutationél®s® et un environnement moléculaire souvent trés
éloigné de celui des cellules épithéliales qui cosemt notre organisme. |l est donc trés probabde spus
l'induction d’une EMT, de telles cellules puissgdnérer des phénotypes nouveaux associés a desdeoie
signalisation dépendantes de ces éléments spéxf{gopmme c’est le cas pour les cellules néoplas)qu

Un autre élément important est la contributiors ddééments du cytosquelette et de la MEC dans
l'acquisition de la motilité cellulaire par les ks cohésives. Les cellules en culture «classigoelture en
deux dimensions) sont beaucoup plus étalées aficcdper la surface maximale de la boite de Péleet
contraintes mécaniques qui s’exercent sur le cyistte d’actine et la matrice extracellulaire ’den a
voir avec celles qui peuvent exister au sein d’pithéliumin vivo. Des études récentes démontrent que ces
contraintes sont capables de moduler et méme daatin certain nombre de voies de signalisatiorguie
pourrait également contribuer a la régulation &MT dans les modeles cellulaires vitro.[186-189] Le

réle physiologique ou pathologique de l'implicatiole certaines de ces voies de signalisation n’étant
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actuellement pas clair, il pourrait étre raisoneattladopter une nouvelle classe de «type 4» ;damds

«pseudo-EMT» et «kEMT-like» conviennent égalemenir i@ description de ces phénotypes originaux.[128]

Epithelial plasticity
Transdifferentiation EMT by type (based on context)

(Metaplasia) Type 1 (mesenchymal) Type 2 (fibroblast) Type 3 (metastatic)

Mature Primitive Secondary epithelia Epithelial '
epithelia epithelia or endothelia carcinoma

l lEIVIT l
N=Z

_ Unknown Mesenchymal Fibroblasts Metastatic
intermediate cells tumor cells
lMET l
—— el
[ R | L9/ @ =@ )7
: f//‘ AR
i R (O
Different Secondary Secondary
mature epithelia epithelia tumor nodule

Figure 19 : Plasticité des tissus épithéliaux.
Modifié d’aprés (Zeisberg, M. et al. ; 2009) [124]

La métaplasie représente un état de transdifférenciation entre deux types d'épithéliums et n'implique pas
d’état transitoire sous la forme d'une cellule mésenchymateuse ou d'un fibroblaste. Un modeéle récent
propose de classifier la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) en trois sous-types différents selon le
contexte biologique dans lequel elle apparait. Les EMT de type 1 concernent tous les processus décrits
dans I'embryogeneése, particulierement lors de la gastrulation et du développement de la créte neurale. Elles
aboutissent a la production de cellules mésenchymateuses multipotentes capables de former de multiples
tissus épithéliaux secondaires par MET (transition mésenchymo-épithéliale). Dans les processus de
régénération tissulaire (EMT type 2), les cellules produites sont des fibroblastes différenciés qui semblent
revenir sous leur forme «originelle» en I'absence de signaux, sans donner naissance a un nouveau type
d’épithélium (*). Enfin, 'EMT de type 3 se présente dans le contexte de la progression tumorale et I'invasion
métastatique. Elle implique les cellules néoplasiques qui ont, pour la plupart, déja perdu un certain nombre
de caractéristiques typiquement épithéliales et arborent de nombreuses altérations génétiques et
épigénétiques. Ces cellules sont capables de rejoindre la circulation sanguine pour diffuser vers des tissus
éloignés et former des nodules métastatiques secondaires.
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D. Le mythe de la cellule «fibroblastoide»

1 - Cellule mésenchymateuse ou fibroblaste ?

Il est important de distinguer les fibroblastess ccellules mésenchymateuses car si ces deux types
cellulaires sont nommés de fagon interchangeabis [dalittérature, il n’existe pour l'instant auclien clair
sur un lignage. Les cellules mésenchymateuses ipeisngdont multipotentes, réceptives a la MET et
apparaissent trés tot au cours du développementyemiaire de tous les métazoaires suite a la dastm.
Elles sont maintenues dans l'organisme adulte tmdsrme de progéniteurs unipotents ou pluripotents
confinés dans des zones particulieres des tisfféseticiés (cellules souches mésenchymateuses) 1924
191] L'apparition des premiers fibroblastes conjdaest plus tardive et se fait au moment ou lgpatt des
cellules mésenchymateuses issues de 'EMT prin@itedéja entamé une ré-épithélialisation sous forme
d'un épithélium secondaire pour débuter I'organ@gen(au 9éme jour de I'embryogenése chez la souris
E9). Dans le rein, il a été démontré que les celluiésenchymateuses en exces sont éliminées paoapopt
et ne semblent pas participer a la lignée fibrdigjas.[192-193] Des cellules circulantes issuetad®moelle
osseuse, les fibrocytes, présentent un certainédegrmultipotence et peuvent donner naissance a des
cellules fibroblastiques et myofibroblastiques.[[L9a contribution de ces progéniteurs au pool
fibroblastique total varie selon I'organe étudiéledst en fait trés probable que les fibroblasieient issus
de plusieurs lignages différents.[195-197] Cheddlge, on trouve également des fibroblastes déridan
cellules épithéliales au cours des processus d@méggtion tissulaire. Ces Iésions peuvent étrasidles ou
conduire a la persistance d’'un tissu conjonctifssfiume d’une fibrose. Ces «fibroblastes inflamrirato»
sont des cellules fortement différenciées et nebkmm pas exister au cours des stades précoces de
'embryogenese du fait de I'absence de cicatrisadio cas de |ésion induite.[198f. figure 19)

Dans ce manuscrit, pour les caractéristiques caresou en I'absence de données permettant derdéfini

I'un ou l'autre de ces types cellulaires, le temhee«cellules fibroblastoides» sera utilisé.

2 - Caractéristiques des cellules fibroblastoides

Une définition claire des deux types cellulaiessd’autant plus difficile que les fibroblastes|es cellules
mésenchymateuses ?), tout comme les cellules Baigsé existent sous différentes formes dans #orgme
avec souvent des caractéristiques dépendantessludans lequel elles évoluent. Chaque organe gmsse
une composition tissulaire et cellulaire particdi@t les fibroblastes présents sont spécifiquelodgane
avec une expression variable de molécules actideglus, en réponse a différents signaux physiqlegs,
les fibroblastes changent de phénotype et de fumeti peuvent exprimer de nouvelles protéines figaes
impliguées par exemple dans le catabolisme du stéstd ou encore dans les défenses anti-infecseuse
(cytokines, récepteurs d’hormones, interfépar):[199-201] L'ensemble des cellules fibroblades
posséde tout de méme une organisation morphologignemune qui sera décrite sous le terme de
«phénotype fibroblastoide».[124, 202]
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Contrairement aux cellules épithéliales, lesubefi mésenchymateuses et les fibroblastes ne peés@as
de véritable polarisation cellulaire au repos, ot pas associées a I'existence d’'une membrandebetsae
forment que localement des adhésions interceledd203-204] Elles ne forment pas d’amas cellutainais
peuvent s’adjoindre par l'intermédiaire de cadhgsispécifiques dont le pattern d’expression esalviar
selon les tissus. D’un point de vue morphologijdes deux types cellulaires présentent une forplegia et
allongée, avec plusieurs protrusions dont la sirecest conditionnée par I'assemblage dynamique de
microfilaments d’actine.[203] Le cytosquelette dine des cellules fibroblastoides, bien que soesidrole
des mémes protéines, est organisé de facon fondalewent différente en regard de celui des cellules
épithéliales. En particulier, le réseau corticadltelss mince et ne structure aucune polarité apasale ; il
permet en revanche d’orienter la position et lanordu noyau dans le cytosol.[205] Dans ces cellldes
plupart des microfilaments d’actine sont organiséss forme de fibres de stress tendues entreplgosu
matriciel et la membrane plasmique pour permettie @ellule de réaliser des mouvements de conbracti

propices a la migration par protrusion / rétract{gh chapitre IlI)

Type cellulaire Cellule mésenchymateuse primaire Fibroblaste
Origine Cellule épithéliale primaire ?
Apparition dans Pembryon E6.5 E9
murin
Meorphologie Fibroblastoide Fibroblastoide
Migration Protrusion — Contraction - Rétraction Protrusion — Contraction - Rétraction
Cytosquelette Vimentin, o-SMA, Myosin I, (Fsp-1777) Vimentin, c-SMA, Myosin Il, Fsp-1
MEC Fibronectin, Collagen |, MMPs Fibronectin, Collagen |, MMPs
Pluripotence Elevée (cellules multipotentes) Faible (cellules différenciées)

Figure 20 : Comparaison des cellules fibroblastique s et mésenchymateuses primaires.
Modifié & partir d’illustrations (Servier Medical Arts), d’aprés (Zeisberg, M. & Neilson, E.G. ; 2009) [124]

Au niveau moléculaire, il est trés difficile de distinguer les cellules mésenchymateuses primaires et les
fibroblastes : les deux types cellulaires expriment la vimentine et sécrétent de la fibronectine, du collagene
fibrillaire, des protéases et différents facteurs de croissance. L'organisation des complexes migratoires
associés au cytosquelette d’actine semble toutefois présenter certaines différences puisque la protéine Fspl
n'est pas exprimée dans les cellules mésenchymateuses issues de la gastrulation (E6,5). La différence
fondamentale entre ces cellules est leur état de différenciation : les fibroblastes sont des cellules tres
spécialisées fortement différenciées alors que les cellules mésenchymateuses primaires expriment des
marqueurs de pluripotence et sont capables de donner naissance a de nombreux types cellulaires.
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Au niveau moléculaire, il est également trefidaiié de les distinguer : les deux types cellidaiexpriment
la vimentine (qui remplace les cytokératines dasdilaments intermédiaires) et sécrétent de lafiéctine,
du collagene fibrillaire et différents facteurs d®issance.[8, 206] D’autres protéines sont géeérant
décrites comme associées aux deux types cellulamess leur I'expression dans les cellules
meésenchymateuses primaires issues de la gastrutatte discutable. Par exemple, la protéine S1{6A4
FSP1 : Fibroblast Specific Protein 1 ou encore Mtddetastatinl) un membre de la famille des «S100
calcium binding protéins»gst surexprimée dans tous les types fibroblastigieemble indispensable a leur
migration.[207-209] Un élément troublant est I'atse de production de cette protéine dans I'embryon
murin avantE12,5; soit plusieurs jours aprés l'apparition du mé&sate €6,5. Les ARNm encodant la
protéine S100A4 sont cependant détectés a partiE8]B soit quelques heures avant l'apparition des
premiers fibroblastes. En outre, I'expression d®0BY# n'est pas entierement spécifique de la lignée
fibroblastique et sa répartition tissulaire ess thétérogene.[210-211] C’est le cas égalementaatine du
muscle lisse -SMA), un marqueur couramment utilisé pour défiteés cellules fibroblastiques ou

mésenchymateuses.[124, 21&] figure 20)

3 - Cellules mésenchymateuses et fibroblastiques darmsIcarcinomes

Le développement d’'une tumeur maligne a partimd’ cellule normale s’étend généralement sur une
période considérable de la vie, pouvant aller jissglusieurs décennies, et implique de nombreutetas
et un processus multi-étapes («Multi-Hits» : acclation d'altérations).[213] Les tumeurs carcinoniges
avancées sont généralement des tissus composés gapulation hétérogéne de cellules ayant des
caractéristiques phénotypiques différentes et adenfiels prolifératifs différents. On observe ainse
organisation hiérarchisée allant de la cellule speate et pluripotente (capable de renouvelernetn de
facon clonale) aux cellules cancéreuses différescipeu prolifératives en passant par un stade de
progéniteurs a prolifération rapide. Ainsi, bieneqcette hétérogénéité puisse étre considérée cdmme
résultat de 'accumulation constante de mutatiodisétiques et épigénétiques (modeéle «Multi-Hit»)e el
peut également amener I'hypothése d'un modéle denedr-organe fonctionnant sur des principes
d’homéostasie trés spécifiques et dont la fonctimlogique finale serait I'invasion». Un tel modele
d’'«organogenese oncogénique» suggere que lespgaide la biologie s’appliquant aux cellules soache
'origine des tissus normaux peuvent s'employer rp@omprendre comment les tumeurs se
développent.[214-216]

Les dérivésn vivode 'EMT de type 3 peuvent étre de nature fibrstidme ou mésenchymateuse.[170,
217] Les plus faciles a observer sont de loin lelfules fibroblastiques qui composent le stromai-pér
tumoral ; ce sont des cellules différenciées Iséals en périphérie de la masse cancéreuse et aoremil
dépourvues de potentiel métastatique. Le secoraldgpcellules dérivant de cette EMT est beaucoupsno
bien connu, il s’agit de cellules mésenchymatepsesant présenter des caracteres de pluripoterenét
I'apparition au sein de la tumeur est un évenemagtet transitoire, ce qui le rend trés diffidlebserver. |l
semble que ces cellules soient a 'origine de fen&tion des nodules métastatiques secondairesaetes

notion demeure assez controversée.[129, @E8ligure 21)
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Figure 21 : Représentation schématique de la comple  xité de I'shoméostasie» tumorale.
D’aprés (Joyce, J.A. et al. ; 2008) [215]

Les tumeurs carcinomateuses avancées sont généralement des tissus composés d'une population
hétérogene de cellules ayant des caractéristiques phénotypiques différentes et des potentiels prolifératifs
différents. Le carcinome peut ainsi étre vu comme un «organe invasif ayant acquis un nouvel ordre
homéostatique». La majorité des cellules qui composent la tumeur sont des progéniteurs hautement
prolifératifs (cellules bleues), ces cellules sont plus ou moins cohésives et tendent a envahir localement le
tissu sain ou a rejoindre la circulation sanguine pour constituer des nodules métastatiques secondaires. Les
fibroblastes associés (TAFs) peuvent étre issus du tissu conjonctif ou étre le produit d’'une transition
épithélio-mésenchymateuse des cellules néoplasiques. Les cellules souches qui semblent composer les
tumeurs sont capables d’auto-renouvellement clonal et présentent des caractéristiques communes avec les
cellules mésenchymateuses (MSCs : Mesenchymal Stem Cells). Les carcinomes complexes sont également
en contact étroit avec de nombreux types cellulaires issus de la moelle osseuse hématopoiétique BMDCs :
Bone Marrow-Derived Cells) : péricytes, lymphocytes, macrophages, polynucléaires neutrophiles, cellules
myéloides (MDSCs : myeloid-derived suppressor cells), mastocystes (Mast cells) et monocytes (TEM : TIE2-
Expressing Monocytes). Les BDMCs semblent également participer a la constitution du pool fibroblastique.
Les figures b et c représentent respectivement une coloration hématoxyline-éosine d’'un carcinome
mammaire (les fleches pointent I'infiltration de leucocytes au niveau du front invasif) et un immunomarquage
de la cathepsine B (vert) et de la E-cadhérine (rouge) au niveau du front d'invasion d'une tumeur
pancréatique (les noyaux cellulaires sont colorés en bleu par un marquage DAPI).
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3.1. Les fibroblastes de I'environnement tumoral (TAFS)

Les fibroblastes représentent une grande partieeleges du stroma associé aux carcinomes et smiitis
des changements dynamiques tout au long de lagssign tumorale.[219] Ces cellules ont été largémen
décrites sous les termes de myofibroblastes pésitamx (fibroblastes activés), cellules stromalextiges
et fibroblastes associés aux carcinonTesHs : Tumor Associated Fibroblasts/ CAFs : Cancer Associated
Fibroblasts) ont alors été utilisés pour nommer flesoblastes associés aux tumeurs et présentant un
phénotype particulier. Les fibroblastes associés tameurs ont tendance a proliférer plus vite e |
fibroblastes sains et sont généralement doués plcitds migratoires et invasives importantes.[220%
cellules expriment #-actine @-SMA) et la protéine FSP-1 et sont généralemenvwzés de collagene

fibrillaire.[221-222]

Des signaux provenant des cellules cancéreusediemd le stroma en le rendant plus permissif a la
progression tumorale. Les caractéristiques morgmles des cellules de ce stroma réactionnel médeat
beaucoup a celles d’'un tissu cicatriciel : I'apfian de fibroblastes activés est précoce et sesbl&ire
sous l'influence de signaux provenant du tissuh@fidil transformé alors que la membrane basaleresire
intacte.[223] Lors de la rupture de cette membréadéumeur évolue trés vite vers une lésion camsére
invasive associée a une prolifération massive dibgles épithéliales. Cette croissance fulguragteége de
nombreuses contraintes, en particulier au nivediagport en nutriments qui doit inévitablement gaspar
le tissu conjonctif sous-jacent. Une double commatidn réciproque va s’établir entre le stromaaahhsse
tumorale entrainant ainsi une augmentation du nerdbrcellules inflammatoires et une différenciati@s
fibroblastes en myofibroblastes qui sécrétent detetirs de croissance, des cytokines et des pestéles
digestion de la lame basale, favorisant ainsi #sien tissulaire. De plus, des constituants de d&rioe
peuvent lier des facteurs de croissance, formantréervoirs mobilisables des qu’une nouvelle diwéte
prolifération» est ouverte dans le tissu sain.[138] Des études récentes ont montré qu’une padrtante
des cellules de ce stroma tumoral présentait désatibns génétiques similaires a celles retroudées les
cellules plus cohésives du carcinome, suggéranougae de type EMT pour ces cellules.[202, 225]22
Cette hypothése est actuellement sujette & comge\et il semble que ces cellules (et les mutatipmndes
caractérisent) trouvent leur origine dans une fibrpré-tumorale et ne sont plus produites une l&is

caractére tumoral déclaré.[226burces http://www.avernes.fr/Oncologie/article.php3?id iele=1048)

Il est également important de noter que ces lilasies associés aux tumeurs ne sont normalement pa
doués de propriétés métastatiques. Ces cellulésapables de migrer et de se déplacer a travenatiace
conjonctive et la lame basale et méme de rejoiledoirculation sanguine ou lymphatique par intraias.
Toutefois, leur survie est généralement de coudtéeal et ne donne pas lieu a la formation de nodules

métastatiques secondaires.[227-2@28]figure 22)
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Figure 22 : comparaison de I'organisation des fibro blastes sains et tumoraux.
D’aprés (Kalluri, R. & Zeisberg, M. ; 2006) [222]

(a) Les fibroblastes non activés des tissus conjonctifs expriment la vimentine et la protéine Fsp-1 ; ils sont
entourés d'un stroma peu réactif composé principalement de collagéne | et de fibronectine. (b) Les
fibroblastes associés aux tumeurs (TAFS) peuvent acquérir un phénotype particulier et sont caractérisés par
une prolifération accrue, une augmentation de I'expression de la fibronectine, du collagéne | et des
protéoglycanes. Ces cellules sont dites «activées», elles sont dotées d’'un potentiel invasif élevé grace a
I'expression d'a-SMA, de protéines contractiles et de protéases matricielles spécifiques. Ces fibroblastes
modifiés peuvent moduler les interactions entre I'épithélium et le stroma, en particulier par la sécrétion de
protéines adaptatrices comme la tenascine C ou SPARC (Secreted Protein Acidic and Rich in Cystein) et de
divers facteurs de croissance (TGFB, EGF...), favorisant ainsi la formation de Iésions néoplasiques.

Normal epithelium Dysplasia/adenoma Carcinoma in situ

—= - TN e N
Lymph/blood < EMT <
©®© © =

Micrometastasis

Macrometastasis

Figure 23 : Evolution du modéle d’implication de I EMT dans la progression
métastatique des carcinomes.
D’apres (Thiery, JP ; 2002) [229]

Selon le modéle initial de 'TEMT métastatique dans une tumeur d’expansion clonale, des cellules hautement
prolifératives se détachent de la masse tumorale par un processus impliquant des voies de signalisation
similaires a celles observées au cours du développement embryonnaire : I'expression de protéases
spécifiques permet aux cellules de traverser la lame basale et la paroi endothéliale des vaisseaux afin de
gagner la circulation sanguine et migrer vers d'autres organes pour former de nouvelles tumeurs par
transition-mésenchymo-épithéliale. Ce modéle simplifié est aujourd’hui trés controversé et n'integre pas la
présence éventuelle de cellules souches cancéreuses et les principes d'inefficacité métastatique liés au

systeme immunitaire et a I'apoptose dans le flux sanguin.
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Figure 24 : Modéle revisité de 'TEMT métastatique :  «I'ceuf ou la poule ?»

D’aprés (Thiery, J.P. et al. ; 2009) [138]

Selon le modéle actuel de 'TEMT métastatique, les cellules totalement dissociées capables de diffuser a
travers la circulation sanguine ou lymphatique (intravasation) représentent une faible population du
carcinome. De plus, la formation de nodules métastatiques secondaires nécessite I'acquisition d’'un certain
nombre de compétences plus complexes que la dissociation des jonctions ou la formation de faisceaux
contractiles. Par exemple, le caractére «souche» de ces cellules semble étre un pré-requis pour pouvoir
s'installer dans différents environnements tissulaires et reconstituer une tumeur aussi hétérogéne que dans
le nodule primaire. Une question demeure cependant non résolue : il est difficile d’évaluer la cinétique
d’apparition des CSCs (Cancer Stem Cells) au sein de la tumeur mais on peut imaginer deux situations.
(Bleu) Une premiéere hypothése serait que la tumeur dérive d’'une cellule souche ayant accumulé un certain
nombre de mutation pro-oncogéniques mais ayant conservé leur potentiel d'auto-renouvellement. Sous
I'effet d’un certain nombre de facteurs du microenvironnement tumoral, une telle cellule serait capable de se
dupliquer en un nombre limité de clones susceptibles de se détacher pour infiltrer le tissu conjonctif adjacent
puis rejoindre la circulation. (Rouge) L'émergence du caractére souche peut également étre vue comme une
conséquence des programmes génétiques et épigénétiques inhérents a I'EMT : la dissociation des jonctions
cellulaires, les remodelages du cytosquelette d’actine ou encore les nombreux facteurs de transcription qui
contrélent I'expression des protéines épithéliales sont potentiellement des éléments de régulation des génes
d’induction et/ou de maintenance de la pluripotence. Enfin, un dernier postulat serait d’attribuer 'origine des
CSCs a des altérations génétiques dans des cellules souches saines (MSCs : Mesenchymal Stem Cells) ou
des fibroblastes qui entreraient dans un processus oncogénique sous I'effet des molécules sécrétées par la
tumeur primaire (cytokines, matrice extracellulaire, protéases...). (cellules en marron et beige)

49



3.2. La cellule souche «onco-mésenchymateuse» : miragerealité ?

Deux modéles ont été proposés pour expliquetéib§énéité des tumeurs et décrire les celluléxigihe
de la tumeur primitive. Le modéle de «I’expansidéonale», développé pdtidler et Kripke a la fin des
années 70 propose comme origine de la tumeur ulhdleceomatique différenciée ayant accumulé de
multiples mutations génétiques ou épigénétiquesdaférant un potentiel prolifératif illimité.[23231] Les
cellules filles issues de cette cellule méere paentad leur tour subir de nombreux remaniementgiigues
au fil des générations et sous la pression d'umaeit/ironnement de plus en plus réactif. Une «tiélec
naturelle» favoriserait ainsi les cellules les phamptées et les plus agressives.[232] Dans celepadee
grande partie de ces cellules tumorales seraitbbapde soutenir la progression métastatique avec de
propriétés plus ou moins invasives et des variatdans les capacités de résistance a I'apopto8g.[23

La théorie des «cellules souches tumoral€8Q: Cancer Stem Cellsuggére au contraire que la tumeur
primitive ait pour origine un petit nombre de ctdli souches transformées conservant une capacité de
pluripotence et d’auto-renouvellement, permettamsiade maintenir une réserve de cellules indifiérées
au sein du «tissu carcinomateux». Les études esdaisant mention de I'existence de telles cedlalans
les tumeurs les décrivent comme présentant degi@té@ptrés similaires aux cellules souches norsndée
type mésenchymateuse@d$C : Mesenchymal Stem Cedéit embryonnaires (cellules EESC: Embryonic
Stem Cells), en particulier I'expression de vimeatet de cadhérine de type(GDH2).[151, 234] De fagon
intéressante, la reprogrammation de la pluripotepae invalidation génique dans des fibroblastes est
également associée a I'expression de ces deuxir@stPSc: Induced Pluripotent Stem cgllToutes ces
cellules peuvent également étre décrites (et ispléar des variations subtiles dans I'expressioprd&ines
transmembranaires spécifiques (exemple du profd48y/CD24°").[138, 217-218, 235-236]

Selon le modele actuel, les CSCs représententfaibke population cellulaire dans le carcinomees c
cellules seraient issues de processus d’EMT simefa ceux observés dans le développement embiy®nna
et pourraient étre a l'origine de l'invasion mégtisjue grace a leur double compétence de motilitdee
pluripotence.[128, 237-238] En effet, les celluledtastatiques sont capables de migrer dans le atsours-
jacent pour rejoindre la circulation sanguine etiéplacer vers des tissus parfois trés éloignés ldaquels
elles peuvent redonner naissance a un nouveau «is®ral» selon un schéma trés semblable a cei g
permis le développement de la tumeur initiale.[239] Plusieurs études ont également permis de enettr
évidence l'expression par ces cellules de génesssfécifiques, leur conférant une résistance aitadu
systéme immunitaire et a différentes drogues antisrales ciblant de facon trés agressive les pregéilu
cycle cellulaire.[241-242] Ce modéle comporte tfnitecertaines variantes inhérentes aux différéassis
tumoraux et toutes ces fonctions pourraient étreépe par différents progéniteurs plus ou moinsiahgés
présents ensemble au sein d’'une méme tumeur. Aiasg les carcinomes pancréatiques, deux popusation
de cellules «stem cell like» ont été mises en évdeet semblent se répartir de fagcon équitablen&a@e de
la prolifération de la tumeur primaire et la disgien métastatique.[243-244] Une meilleure carasaéion
de l'existence de ces cellules dans les carcinaghdsur potentielle implication dans les phénoméaes
métastases permettra, dans les années a veniremande nouveaux €éléments importants dans la

compréhension des mécanismes fondamentaux de daiggmese.[237(cf. figures 23 et 24)
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3.3. Modele de la dispersion métastatique

Le terme métastase est issu du graeetastasic» (changer de placat)ce phénomeéne est devenu un objet
de recherche des 1889 avec la publication de I'thgs® geed and soilparStephen Pagef245-246]
Plus d’'une centaine d’années plus tard, l'origies dellules responsables du processus métastatsjue
toujours une énigme mais de nombreuses avancéest@mffectuées dans la compréhension des étapes
nécessaires a la constitution d'une tumeur secandaans les modéles proposés de I'expansion edanal
de la cellule souche cancéreuse, les cellulest aydm une EMT vont migrer pour rejoindre de nouwea
sites de prolifération par une série d'événemeisrdonnés mettant en jeu de nombreuses voies de
signalisation et divers systémes de résistancengota cellulaire. La formation de nodules secorafaipar
une cellule qui s'est individualisée de la massmonale est en effet un événement rare qui implique
I'acquisition de facteurs de résistance a I'apopiogluite par perte des contacts avec le suppadhérence
(anoikis), au systéme immunitaire, a la pressidériaile et éventuellement aux agents anti-praifiés
utilisés en chimiothérapie.

La croissance prolongée d’'un carcinome a l'ietérd’un tissu sain aboutit généralement a la affafion
de la lame basale, une invasion du stroma conjoettile recrutement de cellules endothéliales qui
s’assemblent en capillaires «fenétrés» et constitue réseau microvasculaire autour de la tumeuceA
stade, I'«konco-organe» est en contact étroit agedrtulation systémique et la dispersion de oedlypar
intravasation (ou intravasion) est un événement courant pounodebreux types cellulaires présents dans ce
microenvironnement(cf. figures 23 et 24)a plupart des cellules tumorales circulantesrgelées par une
tumeur primitive semblent étre apoptotiques et dasger de maniére passive au niveau de I'endothélium
sous l'effet du courant sanguin. Ce caractére passimis en évidence par le fait qu'un simple ragesde
la tumeur conduit a une augmentation nette du nerder cellules tumorales circulantes relachéesear |
nodule primaire.[138, 236, 247]

L’intravasation de cellules tumorales viableswcgptibles de former des métastases secondaiedsuse
évenement beaucoup plus rare, soumis a une migratid/e et coordonnée.[248-249] La mise en place d
modeéles d'étude des métastasesvivo est donc relativement difficile ; les expériencemjection
intraveineuse de lignées cellulaires hautement staitques dans les modeles préclinigues muringraipe
de démontrer que la probabilité de former des rtegas pour chaque cellule tumorale relarguée dans |
circulation était relativement faible (aux envirode 1/10 & 1/16).[250] Cette notion d'«inefficacité
métastatique» conduit & penser que la maturatioesséire a une cellule tumorale pour devenir ulelee
métastatique efficace passe par la combinaison atfifications génétiques et épigénétiques ordoneées
spécifiques. De méme elktravasation (sortie de la circulation et reconnaissance degyéine hote) semble
répondre a des contraintes similaires qui ne peéemigpas a une cellule tumorale circulante de &arret de
s’implanter dans n'importe quelle zone de I'orgames Dans le site secondaire, des interactions fapées
avec les cellules endothéliales, puis avec le tssyonctif, vont permettre ou non la formation m’module
métastatique. Ce concepiadressageou de signature métastatique peut étre illustrd’ plaservation quasi-
systématique de meétastases pulmonaires puis ossdass les phases terminales des adénocarcinomes

infiltrants de la glande mammaire.[251-252]
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CHAPITRE III : Effecteurs de I'EMT et composants
moléculaires des cellules fibroblastoides

A. Bio-marqueurs de 'rEMT

Par définition, l'identification d'une cellule agt subi une EMT devrait consister a caractérigsr s
capacités migratoires et donc a observer leur dépiant dans I'organisme. Malheureusement, malgré le
progres fantastiques de la vidéo-microscopie, Boletionin vivo des mouvements cellulaires reste un défi
non surmonté, en particulier du fait de I'état sitoire de ces phénomenes. L'identification de I'EMe
peut donc s’effectuer que de maniére indirectd’@tude croisée de I'expression des ARN messagetss
protéines conduisant a I'acquisition du phénotypgratoire. A ce jour, le «transcriptome» et le ¢pome>»
de 'EMT sont trés incomplets mais déja relativemeastes : au moins 25 protéines sont surexprimees,
dizaine est réprimée et on compte au moins uneaicentde modifications épigénétiques, post-
transcriptionnelles et post-traductionnelles. lisex de nombreux marqueurs possibles pour décse |
cellules au cours de 'EMT, cependant, malgré Umcalation de données, il est tres difficile de diéfi
précisément un ou plusieurs «bio-marqueurs de I'EMdnt I'expression serait modulée de la méme fagon
dans tous les systemes mis en jeu. Pour linsthnést impossible d'établir de facon fiable une
standardisation des criteres de cette transitidinlaiee et plusieurs marqueurs décrits dans lagaphe

suivant peuvent étre spécifiques de contextegcpbers.[124, 129-130, 253¢f. tableau 5)

Epithelial phenotype Intermediate phenotypes Mesenchymal phenotype
as cells transition
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Figure 25 : Bio-marqueurs de la transition épithéli o-mésenchymateuse.
D’apres (Kalluri, R. & Weinberg, R.A. ; 2009) [129]

Le «transcriptome» et le «protéome» de I'EMT incluent de nombreuses protéines des jonctions
intercellulaires (cadhérines classiques et desmosomales, claudines, occludines...) et cellule-matrice
(intégrines, laminines, collagénes, fibronectine...), ainsi que des éléments du cytosquelette (cytokératines,
vimentine, actine a du muscle lisse, Fsp-1 / S100A4...). La répression et l'induction de ces protéines est
sous le contrdle de facteurs de transcription (Snail, Slug, LEF1, SIP1...), de microARNs régulateurs (mir200,
mirlOb...) et de diverses moadifications post-traductionnelles liées a lactivité de récepteurs
transmembranaires sensibles aux cytokines extracellulaires (FGF-R, TGFB-R...). Les facteurs de
transcription et les miRNAs seront abordés le chapitre IV.
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Protéines réprimées Protéines surexprimées

E-cadhérine N-cadhérine

Z0-1 OB-cadhérine
Claudin-1/4
Occludines
cadhérines desmosomales
Intégrine a634 Intégrine a5B1

Syndécane-1 Intégrine aV36
FGF-R
1g-CAMs 1g-CAMs
a-SMA
FSP-1/ S100A4
Rho GTPases
Cytokératines 5, 6, 18 Vimentine
Laminine 5
Collagéne type 1
Collagéne type 3
Fibronectine
MMPs (2, 9...)
Fibroblast Activation Protein
TGF-B, FGF
Thrombospondine

Laminine 1
Collagéne type 4

Muc-1

SNAIL / SNAI1
SLUG / SNAI2
SMUC / SNAI3
TWIST 1/2
E47 / TCF-3
ID1/1D2
Ets-1
ZEB1 /dEF-1/TCF-8
ZEB2 / SIP1/ ZFXH1B
E2-2(A+B) / TCF-4
TCF-1/LEF-1
FoxC2
Goosecoid

mirl0b
mir21
mir661

famille mir200
famille Let-7

Tableau 5 : Bio-marqueurs de la transition épithéli ~ o-mésenchymateuse.
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B. Destructuration des jonctions intercellulaires

La perte de la plupart des contacts intercelluta@edes protéines de structuration de la polapiéo-
basale est généralement considérée comme un desnéséts les plus précoces de la migration deslesllu
épithéliales a travers les tissus embryonnairesdoltes. Des mécanismes de contrle trés sophéstigant
ainsi s'opérer a différents niveaux dans le buté@imer I'expression des protéines des jonctiaresss,
adhérentes et desmosomales. Ce systéme de régulatioplexe inclut des systemes de méthylation de
I’ADN, une régulation fine des promoteurs par destdurs de transcription, un contrdle post-trapsorinel
par des microARNs et de nombreuses modificatiorst-fpaductionnelles impliquant en particulier des
protéases et des protéine-kinases. Ces modificaties protéines peuvent agir sur la stabilitépmation ou
encore la localisation des différents composants fbmctions intercellulaires et des protéines du

cytosquelette qui leur sont associées.

1 - Le «switch» des cadhérines

1.1. Répression de la E-cadhérine

Dans les cellules fibroblastoides, il existe ddbésions intercellulaires permettant d’établir clestacts a
I'origine d’'une communication entre les différegtéments du cytosquelette de cellules voisinestefois,
la conversion phénotypique associée a I'acquisities propriétés migratoires et/ou invasives desiesl
épithéliales est généralement associée a la digpariles contacts les plus renforcés. La répression
transcriptionnelle de la E-cadhérine est sans dtautearactéristique la mieux décrite dans la Eére
actuelle ; c'est également le mécanisme le plussexy@ dans les différents contextes d’'EMT et sa
ré-expression est également typique du processusadsition-mésenchymo-épithéliale.[254] Le taux de
synthese de cette protéine est sous la dépendantz régulation du promoteur du ge@®HL1 via des
mécanismes complexes faisant intervenir des pegéie méthylation des ilots CpG et de nhombreuefast
de transcription qui seront décrits dans le chaitt[69, 255-259]

La E-cadhérine est considérée comme un supprededumeur et sa répression est un élémenttiitia
suffisant pour de nombreuses voies de signalisajiinconduisent a 'EMT et/ou a une transformation
tumorale dans de nombreux systénmesvitro.[144, 259-262] Dans les cellules épithéliales mairesa
HMLE, son extinction par ARN interférence abodtita transformation et a I'acquisition de caractéade
pluripotence ainsi qu’une résistance a I'apoptoskite par plusieurs drogues chimiques.[263] Aviirse,
une surexpression de la E-cadhérine tend a dimirueére a abolir les capacités invasives de plusieu
lignées tumorales.[264-266] D’'un point de vue ¢ire, des formes héréditaires de carcinomes gastrigiu
colorectaux sont caractérisées par des mutatiacimdantes ou une hyperméthylation dans le promaheur
geneCDHL1.[267-270] De nombreuses études immunohistochinsiquenées sur des biopsies de tumeurs
ont également démontré que la perte d’expressiofade-cadhérine dans les tumeurs est corrélée a

linvasivité tumorale, a la présence de métastasesa la mortalité des patients.[262, 271] L'»>EMT
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métastatique» peut également étre associée atkadmefonction, la dégradation ou la relocalisateria E-
cadhérine par une accumulation de modifications-fpaductionnelles ectopiques sous I'effet de moitest
dans la partie codante du gébBH1.[272] La protéine est également I'objet de progeste dégradation par
les MMPs et il est probable que les domaines lilssss de ce clivage (domaines extracellulaire EC1
intracellulaire) puissent participer a la régulatide Iinvasion tissulaire.[273-275] Enfin, certan
publications rapportent une relation inverse eexgression de la E-Cadhérine et potentiel d'intsatian et
de dispersion métastatique.[144, 261, 276]

Il est important de noter que le réle de la EH@aine ne se limite pas a la seule adhésion gitelaire.
Son interaction intracytoplasmique avec la protgi@0 et les caténines B ety forme un complexe
protéique capable d'initier la polymérisation degcnafilaments d'actine et de structurer des réseaux
complexeqcf. chapitre 1).La E-cadhérine est également en relation directadirecte avec de nombreuses
voies de signalisation par des interactions avex pl®téines cytosoliques (APC, rho GTPases...) et
transmembranaires (Wnt, ERBB2, EGF-R, PGF....), également impliqguées dans les mécanismeadt’'E
et/ou d'oncogenése.[277-278] De telles associatjpmgrraient étre a l'origine du rdle de suppresseur
d’'invasion et/ou de transformation observé dansplapart des modéles de tumeurs métastatiques

etin vivo.[279-280]

De facon intéressante, ces divers mécanismaggidation semblent conservés dans la formation des
tissus conjonctifs et cicatriciels et pourraientlégent jouer un réle dans de nombreuses étapes du
développement embryonnaire.[124] Dans tous leadigépithéliaux embryonnaires, la perte de la  E-
cadhérine est en effet un événement qui conditidmméussite de 'EMT. Les embryons murins défitsen
pour cette protéine (souri€dhl/-) ne forment pas d'épithéliums fonctionnels etument avant
implantation. La compaction de ces embryons nagtendant pas affectée, suggérant que la E-cadhéri
maternelle est suffisante pour cette étape préoaie pas pour la formation du blastocyste.[144-145]

La E-cadhérine est exprimée par tous les tiggitiséiaux primaires et secondaires chez la sgueismpris
dans le neuro-épithélium ou elle coexiste avecdehérines de type (Cdh2)et K (Cdh6B).Au cours de la
gastrulation, la perte des jonctions adhérenteisédi@ tres rapide pour permettre une synchrooisate la
formation des différents feuillets embryoblastigetdimiter la durée d’action des signaux inductede
'EMT au niveau de la ligne primitive. Ainsi, comnaans le cas des cellules tumorales, la seuleatgul
transcriptionnelle du promotel@dhl ne suffit pas a expliquer la rapidité avec lagueds cellules se
dissocient de I'épiblaste.[131, 281] Des criblagesir différentes mutations aléatoires chimio-inelsiit
(induction par 'ENU : N-ethyl N-nitro-sourea)nt permis d’identifier des embryons présentast difauts
de migration au cours de la «transition épiblasésodermique», sans altération de la régulation
épigénétique ou transcriptionnelle du g&uhl Les défauts de morphogenese observés dans talgtsh
de ces embryons semblent en fait dues a des altérativerses dans des voies de signalisation aagle
trafic intracellulaire et/ou la dégradation de ladtihérine au niveau protéique. (p38IP, ARFRP1dyitalu
geneEpb4.115..).[282-284]
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1.2. Cadhérines surexprimées pendant 'TEMT

Les cadhérines majoritairement exprimées pdiidesblastes des tissus conjonctifs normaux ebfiques
sont les cadhérines de type N (cadhérine Neuratthé&ine 2CDH2) et OB (cadhérine des OsteoBlastes,
CDH11).[124, 138] Ces deux molécules peuvent étre exqaren paralléle de la perte de E-cadhérine par
des cellules épithéliales subissant une EMT maisriécanismes moléculaires conduisant a leur aictivat
transcriptionnelle demeurent assez mal connus. dogslitions d’expression de ces protéines sont tres
probablement sous la dépendance de nombreux fadtanscriptionnels et post-transcriptionnels dattian
avec les complexes de répression de la E-cadhébserant ainsi une coordination des signalisations
aboutissant a ce «switch».

La P-cadhérinéCDH3) et la N-cadhéringCDH2) peuvent étre utilisées comme marqueurs des caneisio
mammaires invasifs de haut grade.[285-287] Lesé&maads de type R, K et OfEDH4, 6 et 11)yoient leur
expression augmenter dans certains carcinomesapouis.[288] L'invasion tumorale et les métastases
seraient ainsi rendues possibles grace au pasiagétdt pro-adhésif (lié a I'expression de la Bioérine),

a un état pro-migratoire avec expression de caubgipécifiques développant des interactions pibées
et plus permissives a la mobilité.[289-290] Darssdellules de carcinomes rénaux, une corrélatipn étre
mise en évidence entre une expression aberramzdidérine KCDH6) et un mauvais pronostic.[291]

Au niveau de 'EMT embryonnaire, la N-cadhérirs¢ exprimée par les cellules du mésoderme avee la R
cadhérine(CDH4) de facon inversement proportionnelle a la E-cadbgP92-293] Dans le systéme
nerveux primitif (tube neural), la N-cadhérine pape a la cohésion des cellules neuro-épithéligtes
stabilise le pool membranaire @iecaténine. L'EMT intervenant dans la dispersion deltules des crétes
neurales est associée a une diminution de I'exjoreste la N-cadhérine et une relocalisation nuoctéde la
B-caténine. Cette différence importante refleteslastilités moléculaires qui ont lieu au cours d&MT dans
I'épithélium neural : on observe une répression cihérines type E, N, R et (CDH6B) au profit des
cadhérines 7 et 11 (OB-cadhérines), plus propidasdéspersion cellulaire.[131, 294] Enfin, la Ribérine
est exprimée dans le mésoderme latéral et les ssaiéficientes pour cette protéine présentent un
développement précoce de la glande mammaire quewenfonctionnelle (sécrétion de lait) malgré une

hyperplasie de I'épithélium tubulaire et de nomse=udysplasies.[295-296]

2 - Jonctions serrées et desmosomes

Les jonctions serrées et les desmosomes squunsables d'interactions extrémement stables nuaisld
mise en place dans les tissus épithéliaux estestreant dépendante de I'expression de la E-cadhéride la
mise en place des jonctions adhérentes.[297-2989]i Aiutilisation d’anticorps bloquants dirigésntee le
domaine EC1 de la E-cadhérine empéche I'assembtagect de ces structures.[300-301]

Au cours de 'EMT type 1, 2 ou 3, les différentases de signalisation qui menent a la perte dE-la
cadhérine membranaire vont aboutir d'une part a gpmession transcriptionnelle, mais aussi a une
relocalisation de la plupart des protéines de lauleo occludens (ZO-1, claudines, JAMs, occludines)

souvent associée a leur dégradation par le praté&ap02-303] Il est intéressant d’observer que dass
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cellules épithéliales rénal@gIDCK : Madin-Darby Canine Kidney)a répression transcriptionnelle de ZO-1
et de la Claudine 1 est indépendante de I'expnestgda E-cadhérine alors que celle de I'occlugirst au
contraire directement corrélée.[304] Dans les umele la glande mammaire, les protéines des {rcti
serrées sont considérées comme des onco-suppeesapables également d’abolir les métastases éesrél
a lactivation d'une EMT de type 3.[305] Le réleesd cadhérines desmosomales (desmogléines et
desmocollines) semble en revanche plus limité tssns d’'une inhibition du processus métastatitzues

les carcinomes épidermoides.[306-307] Pour firgs, protéines définissant la polarité apico-basetd s
également associées a la «dissociation en chalmesug la perte membranaire de la E-cadhérinee un
inhibition transcriptionnelle des complexes laté&rdRATI/CRUMBS3 et SCRIBLLE/LGL2 ainsi qu’'une
dégradation protéasome-dépendante des protéine8 BARARG ont été décrites dans différents congexte
cellulaires d’'EMT.[42, 308-312] De plus, l'inductiode 'EMT permet de lever linhibition exercée par
PAR6 sur la E3 ubiquitine-ligase SMURF1, ce qui whoa de la dégradation de RhoA et donc a la

destructuration des «fagots» d’actine latérauxisule la perte de la polarité apico-basale.[3, 42]

3 - Protéines de la famille des Ig-CAM

La superfamille des immunoglobulines (Ig-CAM :-like Cell Adhesion Molecules) comprend des
protéines de un a sept passages transmembrang@vetogpant des interactions homophiles calcium-
dépendantes ou au contraire hétérophiles. Elles esqarimées dans les cellules épithéliales (JAMetl)
endothéliales (V-CAM), les leucocytes (I-CAM) etrtawt dans le systéme nerveux central et périphériqg
(N-CAM, Nr-CAM, Syn-CAM, L1-CAM...) ou elles particgnt & de nombreuses connexions
intercellulaires extrémement spécifiques. Les tedldibroblastoides expriment plusieurs de cesépres
pour interagir entre elles (I-CAM : IntercellulaA®!) ou avec des éléments de la matrice extracélfu(dd-
CAM : Hyaluronic specific CAM, alias CD44).[313] ba les tumeurs, trois membres de cette famille ont
été décrits comme participant aux propriétés imeassi les N-CAM, les Nr-CAM et les L1-CAM. Le rotke
ces protéines adhérentes est complexe et impligaeeypression spécifique dans certains canceraeet u
répression dans d’autres modéles. Par exemplg@réegion des protéines Nr-CAM et L1-CAM est corélé
a une accumulation nucléaire de laaténine dans les mélanomes et les cancers c@loremais les
ectodomaines de ces protéines sont clivés par fe®gses matricielles en méme temps que la E-
cadhérine.[314-316] Il semble que les produitsld@ge de ces molécules puissent agir comme réguiat
pour différentes voies de signalisation, en paligcugrace a une interaction avec les intégrines
transmembranaires. De fagon intéressante, I'exipresctopique de ces fragments dans des fibroklaste
conduit a leur transformation tumorale et a l'aation de propriétés d’invasion.[317] Dans les meslél
transgéniques de tumeurs pancréatiques deyfee perte d’expression de la N-CAM est corréléegna
invasion métastatique importante.[318] A I'inveraae augmentation de son expression semble coaédée
diminution de la E-cadhérine dans plusieurs modéddialaires tumoraux.[319] Au niveau embryonnaiee,
réle de ces protéines est également tres mal cotesi N-CAM participent a la cohésion des cellules
nerveuses dés le stade de la plaque neurale effliBMrvenant dans la dispersion des cellules d&tes

neurales est associée a une diminution de I'exjores®e cette molécule.[294, 320-321]
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C. Remodelage des filaments intermédiaires : expressle la vimentine

Les fibres de vimentine sont des filaments inésfimires de type Ill majoritairement exprimés dées
cellules mésenchymateuses (dés la gastrulatiot@sefibroblastes. On en retrouve également dans les
cellules endothéliales des réseaux microvascul@B&#d La structure moléculaire de la vimentine &8s
semblable a celle des autres filaments intermédiglamines, desmine, GFAP, kératines acides ajuess
neurofilaments) : il existe trois domaines distincdiont une extrémité N-terminale («head domainn), u
domaine central relativement bien conservé en ééligcrod domain») et une extrémité C-terminale («tail
domain») de longueur variable. Ces trois domaimeg porteurs de sites de phosphorylation intervenan
dans la régulation de la polymérisation (régulé Iparkinases PKC, ROCK, CDK1...).[323] Comme les
cytokératines, les filaments de vimentine sont tldses de 8-10 nm de diameétre constitués d’unités
tétramérigues formés de deux dimeres orientésgta fantiparallele et interagissant avec le résémtine
et les microtubules.[324-325] L’assemblage de textsires est toutefois plus dynamique que cddsi
tonofilaments, en particulier grace & des modificet post-traductionnelles du «tail domain» et & de
protéines de régulation spécifiques : les «squiygld23, 326]

Dans les cellules fibroblastoides, les filamesgsvimentine présentent une organisation radiaies da
cytoplasme et constituent un réseau fibreux autedtrenveloppe nucléaire, qui s'étend jusqu’a lanbeane
plasmique au niveau des adhérences focales, grane double interaction avec la laminine et diffées
intégrines.[327-330(cf. figure 26)

L’expression de la vimentine est devenue un nmeugupar excellence des phénoménes d’EMT dans
presque tous les processus physiologiques ou paifaks associés a une migration épithéliale. La
vimentine est exprimée des la formation du mésodemh l'invasion du cytotrophoblaste ou la
morphogenese mammaire.[139, 331-333] On la retroégalement dans les cellules fibroblastoides
associées a la cicatrisation et a différentes $#sd334-335] Les souris déficientes pour la vimmentsouris
Vim - / ) sont viables mais présentent une réduction du petede cicatrisation associée a une
désorganisation des fibroblastes. Les celluleesssles tissus conjonctifs de ces souris possedsmédauts

de migrationin vitro etin vivoavec une organisation aberrante des contacts f§886x337]

L’induction de la vimentine est corrélée a desppétés migratoires et semble requise pour l'irorage la
matrice dans de nombreuses lignées tumonalesro (carcinomes mammaires, pulmonaires et prostajque
meélanomes...).[338-341] Un réle fonctionnel de la emtine dans la migration et l'invasion des cellules
épithéliales tumorales a également été démantr@vo: la perte d’expression de la vimentine dans des
cellules tumorales de la prostate réduit signifieahent la croissance tumorale aprés injection-sotenée
dans des souris athymiques.[342-344] Dans des ibome divers carcinomes humains (sein, poumon,
ovaire, thyroide, rein, prostate, peau...), uneesgion atypigue de la vimentine a été observéemble

corrélée a un mauvais pronostic.[341, 345-348]
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Il est important de noter que I'apparition devilmentine est plutét considérée comme un événetaedit
de 'EMT et que dans les modéles cellulaires, sguession est rarement induite dans les premiédrases
de dispersion cellulaire précédant la migratioeationnelle.[341]

desmosomes

S

iy
Cellule GMM'&_&.\;’hmund‘marquage de la vimentine
-

Figure 26 : Localisation cellulaire des filaments i ntermédiaires de cytokératines et vimentine.
Modifié d’aprés images (Galerie Olympus Fluo view)

Images de microscopie a fluorescence confocale de cellules PtK2 (cellules épithéliales rénales de gerbille :
haut) et GMMe ayant induit des changements morphologiques de type EMT (cellules épithéliales utérines de
mangouste : bas). Les filaments intermédiaires sont visualises par immunomarquage avec des anticorps
dirigés contre un domaine conservé des cytokératines murines et un anticorps secondaire couplé Cy2
(image du haut, vert) ou un anti-vimentine (également murine) associé a un anti-souris-RedTex et de la
phalloidine-Alexa 488 (image du bas : rouge et vert, respectivement). Les noyaux sont marqués en bleu par
coloration DAPI. Sur les deux photos, on peut observer que l'organisation des filaments de cytokératine
(haut) et de vimentine (bas) est trés similaire avec dispersion radiale a partir du noyau et en direction de la
membrane plasmique. Dans les cellules épithéliales, les cytokératines sont ancrées aux desmosomes
(fleches bleues) et aux hémidesmosomes alors que la vimentine interagit essentiellement avec les protéines
des contacts focaux (fleches rouges).
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D. Cytosquelette d’actine et cycles de la migratiofiudaire

1 - Modele général : les cycles d’extension / contraoti / rétraction

L’expression d’'un phénotype migratoire permet a celtule épithéliale de se libérer completemensale
tissu d’origine, c’est la finalité premiére du pessus d’'EMT et elle concerne les types 1, 2 eb@s Seffet
de la perte membranaire des protéines jonctiorsjele transition vers un phénotype fibroblastoide
s’accompagne d’une destructuration rapide du cyeeletfe d’actine corticale, suivie par une redistiion
cytoplasmique des monomeéres d’actine G et des ipestérégulatrices qui leur sont associées. Une
réorganisation massive des voies de signalisatoduisant a I'assemblage des macrostructures ésctia
ainsi s’opérer pour aboutir & la formation de lar§ibres contractiles propices a la migration :fleses de
stress. Les principaux marqueurs utilisés pourskoation indirecte de la migration et de l'invasdans les
cellules et tissus fixés sont I'actine du musdedi ¢-SMA : Smooth Muscle Actjnla protéine de liaison au
calcium Fsp-1 / S100A4, la phospho-Myosine Il téigrinea5p1, les protéines de la matrice extracellulaire
(fibronectine, protéoglycanes, collagenes fibrnidaitypes | et 1) et les protéases qui la dégra@dMPs,
cathepsines, FAR..).[349-352]

Pour les fibroblastes (conjonctifs et tumorausgt évenement correspond a I'étape d’«activation»
caractérisée surtout par I'expressionceSMA et I'induction de la myosine Il. Les «fibroklas activés»
sont souvent nommés myofibroblastes en raisonuts f[gopriétés contractiles.[173, 194] Dans lefikzd
mésenchymateuses primaires, les mécanismes dgtation sont moins bien caractérisés mais sembkent
dérouler selon les mémes principes (a noter quéléede liaison du calcium par la protéine S100A4 e
probablement suppléé par d’autres molécules dansliules entamant une migration avant son exjress
tardive dans I'embryon : cellules du mésodermeeditiles invasives du trophoblaste). Enfin, la migma
des cellules «mésenchymateuses» metastatiquesuesise a des processus mécaniques tres simila@iss m
souvent accompagnés d’'une expression accrue desifade dégradation de la matrice extracellulgire
assurent dans ce cas des rbles trés complexespférhent au systéeme immunitaire, transmission de
signaux....).[352-354] Il est important de noter ques capacités migratoires importantes sont souvent
évidentedn vitro mais trés difficiles a observer vivo[14, 355] Le systéme de tension mécanique existant
entre la membrane plasmique et la MEC sous l'acties fibres de stress est a la base de la migration
cellulaire individuelle par extension / rétractiodans les modéles utilisant une surface planmidgation
cellulaire correspond a 4 processus ordonnés étéeple maniére cycliqué) Apres adhésion sur un
support, la cellule se polarise et émet une priotnusiembranaire au niveau frontal (zone vers ldgual
cellule migre).(b) Cette protrusion s’étend sous I'effet de la polyisation de I'actine et adhére au support
par des contacts focaufc) On observe ensuite un déplacement du «corps»aigdiu le relachement des
mailles du réseau d’'actine fait basculer le noyale eytoplasme vers I'avanfd) Enfin, la contraction du
cytosquelette entraine la rupture des jonctionkileemnatrice a I'arriere et une rétraction de lammbeane
plasmique.[356]cf. figures 27, 28 et 30)
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Figure 27 : Organisation des fibres d’'actine au cou  rs de la migration cellulaire.
D’aprés (Mattila, P.K. & Lappalainen, P. ; 2008) [356]

Les microfilaments (actin network) du front de migration (leading edge) sont arrangés de facon parallele
dans les filopodes (filopodia) alors qu’ils forment un réseau en mailles dans le lamellipode (lamellipodia). Les
fibres de stress (stress fibres) forment de larges faisceaux contractiles et on observe une dépolymérisation
rapide au niveau des fibres de rétraction (retraction fibres)

2 - Formation du lamellipode

La protrusion frontale est une extension membrarsructurée par un réseau d’actine complexe.|ahye
extension, lelamellipode, s’étend en général sur toute la largeur de lauleebt peut méme atteindre
plusieurs fois sa taille. Il est organisé autounderofilaments agencés en mailles et maintenueslées a
la membrane par des molécules de filamine. Le Igmoele est parcouru sur toute sa largeur de fines
extensions fortement ancrées a la matrice extrdai# : lesfilopodes formés de faisceaux paralleles
d'actine qui s’assemblent de facon dynamique sa@usdntrole de Cdc42 en réponse aux signaux
environnementaux diffusibles (chimiotactisme) olaadéformation mécanique des protéines de la MEC
(haptotactisme ou signalisation «outside-in»). @dadtive N-WASP qui a son tour régule positiverrent
complexe Arp2/3, ceci provoquant une augmentatiodadnucléation des filaments d’actine. L'activatio
concomitante de Racl permet le recrutement dealaifie et la formation du lamellipode toujours dtipa
de la nucléation d’Arp2/3. Racl va aussi s'assaavec la kinase LIM pour permettre une phosphdonat
activatrice de la cofiline conduisant a une dépdsisation assurant un turn-over rapide des monanere

d'actine G et donc & un assemblage rapide du maitlans le lamellipode.[35f. figure 27)
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3 - Mécanismes moléculaires de la contraction des filbsede stress

3.1. Maturation des contacts focaux et des fibres de #E5s

L’étape de contraction nécessite 'assemblagéaetivation des myofilaments, composés des filites
stress et d'un moteur moléculaire (myosine Il), td@ctivation est finement régulée par la coordioa des
structures d’ancrage et des tensions mécaniques axgrcent dans la cellule. Les fibres de stress de
larges faisceaux formés de microfilaments d’actin@-SMA) maintenus paralléles par des diméres d’
actinine ou de fimbrine.[358-359] En réalité, landynique d’assemblage de ces fibres particulieresess
complexe et impligue de nombreux adaptateurs mizliges tels que la Plastine T ou la refiline.[36Ghy,

0., Gilquin, B. et al. ; données non publiges

Le renforcement des fibres de stress est sodgpandance de la maturation des complexes focaux en
adhérences focalegou plaques focales) au niveau des zones de ¢antae la membrane et la MEC lache.
L'attachement des filopodes et du lamellipode aMIEC est généralement considéré comme |'élément
déclencheur de cette maturation qui débute paedeoupement des intégrine5p1 et le recrutement de
nouveaux adaptateurs moléculaires (paxilline, ¢alirinculine....). Cette cascade d’événements abautit
mise en relation des éléments de la MEC et du gytdstte d’'actine sous forme d’'eomplexeintégrine-
taline-vinculine-a-actinine-a-SMA. Les fibres contractiles traversent ainsi la cellde part en part, d’'un

contact focal a I'autre, ce qui maintient une tengnécanique importante dans I'ensemble du cy{88dl}

3.2. Cascade d'activation de le Myosine Il

In vitro, la formation des clusters d’'intégrines et desplexes protéiques qui leur sont associés conduit a
l'activation de la protéine-kinaseAK (Focal Adhesion Kinasepar son interaction avec la taline. FAK
activée transmet le signal d’adhésion vers la G3&*RhoA par I'intermédiaire du facteur d’échange®-Rh
GEF. RhoA-GTP régule positivement la kindB®CK (Rho associated protein Kinasgyi a son tour
phosphoryle et inactive la sous-unité MYPT de lagphatase de la myosindl(CP : Myosin Light Chain
Phosphatase|362] Cette cascade de réactions a pour conséguere augmentation de la phosphorylation
de la myosine Il par la kinaddLCK (Myosin Light Chain Kinase)l.a myosine Il ainsi activée s’associe a
I'ATP (en présence de calcium) pour engendrer lxefode contraction permettant le glissement des
filaments d’actine, la contraction des fibres dess et donc le déplacement de la cellule.[31,388-

La forme active de ROCK est de plus capable dimdla phosphorylation de la cofiline (ADF : Actin
Depolymerizing factor) par larotéine-kinase LIM et donc une dépolymérisation locale du cytosqteelet
d’'actine.[38, 365-367] On peut également noter qae effets trés localisés sont en partie dus a une
interdépendance forte entre les GTPases Rho puikagtévité de Racl et Cdc42 est directement ou
indirectement inhibée par RhoA pendant la formaties faisceaux contractiles. Au contraire, darfsolet
de migration, on observe une inhibition de RhoAahiante de Racl.[368-370] Les deux autres isoformes
de RhoA nommées RhoB et RhoC participent de fagoilaire a la formation des fibres des stress mais
semblent posséder des réles spécifiques dus aftlremntes d'affinité pour certains partenairesroside

RhoA impliqués dans la transduction de la signatisacellulaire associée au cytosquelette.[371]dutre
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élément déterminant dans l'activation des compleate-myosine est |'utilisation du calcium permijss
des adaptateurs spécifiques de la famille desitngpsines ou des tropomodulines.[372-373]

La protéine S100A4 (Fspl) est un peptide de Dafea aminés possédant deux domaines de liaisan pou
les cations divalents (domaines «EF hand» : liggit & Md™) et un site de fixation a la partie C-terminale
de la chaine lourde de la myosine Il, au niveauw gdite de phosphorylation par PKC (chaine globalgixi
fixe 'ATP). Son rble exact dans les cascades deadisation associées a la contraction est encade m
compris mais ce facteur semble étre un élémentatese la migration et de I'invasion grace a unpler
interaction avec la myosine, I'actine et la tropasipe.[210, 374-375] Fspl posséde également unidema
d’interaction avec les microtubules et des protéinases comme la PKC.[376-377]
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Figure 28 : Maturation des complexes focaux en adhé  rences focales.
D’apres (Butcher, D.T. et al. ; 2009) [361]

La tension mécanique générée au niveau des contacts avec la matrice extracellulaire est percue par les
intégrines qui enclenchent la signalisation “outside-in” a I'origine de la maturation des complexes focaux en
adhérences focales et la formation des faisceaux contractiles : ces protéines commencent par oligomériser
et former des clusters initiant le recrutement de nombreux adaptateurs moléculaires (taline, p130Cas,
vinculine, a-actinine, paxilline...). La présence des kinases c-Src et FAK permet 'activation de RhoA et donc
la formation des fibres de stress et leur contraction sous I'action de la myosine Il

4 - La rétraction membranaire

C’est la conséquence directe de la tension mgeargénérée par la contraction des fibres de steds la
résistance a cette tension offerte par les adhéseh@ membrane plasmique atteint ses limites sterdiion
et les contacts de la partie arriere de la cellla@ns résistants, rompent leurs liaisons avepieines de
la MEC. Un tel processus implique, entre autr@gelnalisation des intégrines et leur recyclags Vavant
de la cellule.[378-380] L'internalisation des intiégs est responsable de I'activation de la Phdgase C
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(PLC), une enzyme membranaire capable de catalysetrbhyse duPIP, (Phosphoinaositol-bisphosphate
en|P; (Inositol Triphosphate L'IP; agit alors comme messager secondaire de la sgtiah «outside-in»
pour permettre la libération d'un pool de calcium @rovenance du réticulum endoplasmique.
L’augmentation locale de la concentration calcigoguit une libération membranaire de protéines de
dépolymérisation telles que la cofiline, la gelseliou la profiline qui permettent le recyclage des
monomeres d’actine de l'arriere vers le front dgration. Cette dissociation des complexes d’adnésto
des filaments d’actine, associée a I'élasticité bamaire, aboutit a un glissement lent de la czliidrs
lavant, les étapes d’extension et de contractg® poursuivent ensuite en boucle jusqu’a atteietdad
destination.[357, 381-382]

5 - Les mouvements amiboides

Cette migration amiboide se caractérise pari$géion d’'un pseudopodeet une transition gel-sol du
cytosol sous l'effet d’'une destructuration compléteréseau d’'actine par la gelsoline. La celluleé&erme
pour se «glisser» entre les fibres de collagénia deatrice extracellulaire, sans la dégrader, @lgau est
transloqué d'arriere en avant sous l'effet de lidement cytoplasmique.[383-384] Ce type de déplacgm
caractéristique des amibes est surtout utitiséivo par les lymphocytes et les polynucléaires neuitegh
typiquement lors de leur migration hors des vaisssanguins (extravasation).[385-386)vitro, les lignées
tumorales d’'origine lymphomateuse ou encore ldsilesl fibroblastoides issues de carcinomes pulmesai
peuvent utiliser le mouvement amiboide, en paiBcuén présence d’inhibiteurs de protéases de la
MEC.[387]

6 - EMT partielle et migration en chaine

Un nombre croissant d’observatioims vitro et in vivo a permis de mettre en évidence le fait que la
transition épithélio-mésenchymateuse n’était pagotirs un événement complet aboutissant a dede=l|
totalement individualisées, mais pouvait donnesseice a des phénotypes «intermédiaires» carastfas
I'expression simultanée de protéines épithéliatebeoblastoides ghénotype métastableou phénotype
« EMT2.0 »).[128, 135-136] Une telle adaptationnpetlr aux cellules a l'arriere du «convoi de mignatio
d’étre automatiquement guidées par les cellulesgmtés au niveau du front invasif, limitant airei |
dispersion du groupe et donc la consommation dggeeors de la contraction. La perte partielle des
marqueurs épithéliaux est également favorable asynéhése protéique moins importante a la fois aend
EMT et la MET. De maniere intéressante, des EMJartielles et totales peuvent étre observées
simultanément dans un méme épithélium, avec unpoption trés variable de cellules complétement
individualisées.[136, 388] (cf. figure 29)

Ce type d’'EMT partielle est caractéristique desjgurs étapes du développement des structurelingsu
telles que les bronches les néphrons rénaux ocalesux des glandes salivaires et mammaires.[14B, 38

390] (cf. Chapitre 1V)Ce type de migration en monocouche plus ou madhgsive est également observé
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au niveau de I'épiderme, lors de la cicatrisatib®0, 391-392] Pour finir, le phénotype métastablétéa
décrit comme impliqué dans la progression de ecestaombreux carcinomes, en particulier dans ladglan
mammaire et le rein, il est également possible sBoler une co-expression de la vimentine et des
cytokératines dans des cellules isolées en cubweEn immunohistochimie.[128, 393-395] La majeladip
des carcinomes invasifs est ainsi caractériséeupar large hétérogénéité cellulaire, il n'est paw ra
d’observer de nombreuses cellules subissant urte partielle de la E-cadhérine ou des kératines dan
plusieurs clones tumoraux.[128, 389, 396] Il espanmtant de noter que 'EMT partielle ne permet
normalement pas une intravasation des cellulesrale®wau travers de la paroi endothéliale capéllaglle
peut donc étre considérée comme peu propice aabiom métastatique et de meilleur pronostic qQUBITE
totale.[397-400] Dans la plupart des carcinomeasifs, la proportion de cellules totalement indirtisées
est trés limitée, ce qui renforce I'hypothése sddmpuelle les cellules métastatiques seraient ldees rares,
ayant subi des altérations plus importantes quentmle perte de cohésion ou la formation de faiscea
contractiles.[128, 238]

~ MESENCHYMALISATION |

& Tight/Septate Junction (Z0-1)
! Adherens Junction (E-cadherin, a- and f-catenin)

// E-cadherin highflow levels
o Apical Polarity Complexes (FAR/aPKC, Crumbs)

m\l.f‘\

Currér Opinion in Gaenetics & Devalapmirnl

Figure 29 : Migration collective des cellules épith  éliales par EMT partielle.
D’apres (Revenu, C. & Gilmour, D. ; 2009) [136]

(a) Représentation schématique des différents états cellulaires rencontrés au cours de 'EMT : les cellules
épithéliales cohérentes peuvent perdre une partie de leurs contacts et de leur polarité pour s’engager vers
un phénotype motile intermédiaire qui peut étre métastable ou transitoire et se poursuivre par une
individualisation compléte des cellules. (b) Modéle de migration collective dans les tissus épithéliaux : les
cellules a I'avant du front de migration perdent la plupart de leurs jonctions serrées (Tight Junctions) et
protéines de polarité (Apical Polarity Complexes) mais conservent des jonctions adhérentes (Adherens
Junctions) avec une diminution partielle de la E-cadhérine et une faible relocalisation nucléaire des
molécules de B-caténine. Ces cellules peuvent également co-exprimer la vimentine et des cytokératines,
former des fibres contractiles et établir des adhésions focales par la formation d’un lamellipode. A l'inverse,
les cellules a l'arriere du «convoi épithélial» conservent leur polarité apico-basale et leurs contacts avec
leurs voisines, tout en relachant 'ancrage au niveau des hémidesmosomes.
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CHAPITRE IV : Signalisation cellulaire de I'EMT

A. Cytokines et médiateurs intracellulaires de 'EMTads la glande mammaire

Les modéles cellulaires et embryonnaires d’EMiipbés & des analyses transcriptomiques et proté@siq
dans les tumeurs et les tissus fibrotiques ont igedigtablir une cartographie assez précise dessbas
moléculaires de 'EMT. Bien que celles-ci ne soipas encore totalement clarifiées, plusieurs vdies
signalisation interconnectées, ainsi qu’'un bon membe molécules adaptatrices intervenant dans la
migration et l'invasion ont été identifiées comnmetiateurs de 'EMT, dans les cellules normales ou
transformées. Ces cascades d’activations et ditidnk protéiques et génétiques sont généraleméréeas
par des facteurs de croissance qui agissent, autres, a travers des récepteurs tyrosine-kin®semi les
cytokines modulatrices de 'EMT (et/ou de la MEDR trouve notamment les isoformes @GFp
(Transforming Growth Factop), I'EGF (Epidermal Growth Factor)l'IGF (Insulin Growth Factor) le
FGF (Fibroblastic Growth Factor) le HGF (Hepatocyte Growth Factor)le PDGF (Platelet-Derived
Growth Factor)et les composants des voies de signalisioll B-caténine Hedgehog NF-kB et Notch.

L'EMT peut également étre initiee indépendammeat ces facteurs solubles par lintermédiaire des
intégrines ou du cytosquelette d'actine (signabsat «outside-in» et «inside-out») sous l'effet de
déformations mécaniques. Les GTPases de la faRtibeassurent une communication entre ces systégnes d
mécano-réception et les régulateurs transcriptisrmedulant I'expression des différents bio-marqaeaie
FEMT.[7, 138, 238, 355] ¢f. figure 30. Enfin, des génes considérés comme cibles de TEMuvent
également agir en tant que modulateurs des pracaessuransition dans les cellules épithéliales.siiin
I'expression ectopique de la métalloprotéinase M3A®ans des cellules épithéliales murines est ass@ci

une amplification du potentiel de dispersion etisivité.[355, 401]

Dans ce chapitre, nous nous intéresserons pluscyig@rement aux principaux inducteurs de la
signalisation de I'EMT dans les cellules épithé&amammaires : les voies activées par les récapéenr
facteurs de croissance (PDGF, EGF, IGF et f)@nsi que la translocation nucléaire d@deaténine (sous
I'effet de la formation du complexe Frizzled/Wnt da la dissociation des jonctions adhérentes pde pe

membranaire de la E-cadhérine).

sources accessible3ransition Epithélio-Mésenchymateuse : Aspemtsldmentaux
(N. Pallet & D. Anglicheau ; Flammarion MédeeiSciences, 2008)
http://bictel.ulg.ac.be/ETD-db/collection/availallld getd-02252010-221121/unrestricted/these.pdf
http://www.applis.univ-tours.fr/theses/quillaumeuda3130.pdf
http://tel.archives-ouvertes.fr/docs/00/39/23/8 7f#Dhese.pdf
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Figure 30 : Diversité des voies de signalisation im  pliquées dans la modulation des génes de 'EMT.
D’aprés (Thierry, J.P. et al. ; 2009) [138]

Une pléthore de voies de signalisation a déja été identifiée dans les différents contextes d'EMT. Dans la
glande mammaire, la morphogenése des UTDLs est sous le controle des hormones sexuelles, de cytokines
modulant I'activité de récepteurs a activité tyrosine-kinase (EGF-R, IGF-R) et du stroma conjonctif par
l'intermédiaire des intégrines. Au cours de la tumorigenése, ces mémes signaux peuvent agir de facon non
contrélée (par exemple par des mutations dans la séquence codante des récepteurs ou des molécules de
transduction associées) et étre responsables d’'une évolution métastatique des carcinomes tubulaires et
lobulaires. Sous l'effet de cette dérégulation, 'homéostasie de I'épithélium glandulaire est perturbée et de
nombreuses molécules peuvent s’ajouter pour amplifier I'altération de la morphologie et de la cohésion des
cellules cancéreuses (cytokines de la famille TGFB et BMP, FGF, PDGF, interleukines, voie Wnt...).
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1 - Lavoie Wnt / p-caténine

1.1. Régulation de la localisation et de la dégradatiode la p-caténine

En dehors de son rble de lien entre les jonctiatig@ntes(cf. chapitre 1),la B-caténineest une
molécule «navette» dont le r6le varie en fonctiensd localisation subcellulaire. Ainsi, facaténine se
répartit dans les cellules en trois «pools» : uol piembranaire, un pool cytoplasmique et un pocléaire.

Le pool membranaire reliant la E-cadhérine au guekette d’actine via d-caténine est unique dans les
cellules épithéliales et sa disparition au proés ¢hools cytoplasmique et nucléaire est couramuoidisée
comme marqueur de 'EMT dans divers contextes. g2+

Le pool cytoplasmique de [acaténine existe dans de nombreux types cellulaitesst finement régulé
par le systeme du protéasome.[405] Cette dégradasibsous le contrble de la formation d’'un compld&
destruction multiprotéique gu’elle forme aveaxine et la protéineAPC (Adenomatous Polyposis Coli
protein) L'axine lie directement I-caténine et permet le recrutement des sérinefihrédkinasesCK1
(Casein-Kinase-1gt GSK3p (Glycogen Synthase Kinasg@)3favorisant ainsi la multi-phosphorylation du
domaine N-terminal, en particulier les résidu¥, &', T* et S° Cette phosphorylation aboutit & la
formation d’un motif conservé D&xxS (xx = variable : IH dans le cas depiaaténine) reconnu par la E3-
ubiquitine-ligaseB-TrCP (8-Transducin repeat Containing Proteirfeci mene a sa poly-ubiquitination et a
sa destruction par le protéasome, ce qui a powégmence une limitation de I'accumulationfdeaténine
cytoplasmique.[406-410] Cette dégradation peut@&tmpéchée sous le contrdle de la phosphatase PR2A q
déphosphoryle les substrats de CK1 et GBK30-411] Dans ce cas, Igcaténine libre (c'est-a-dire
n'interagissant pas avec les éléments des jonctdhgrentes et n’étant pas dégradée par le protéjso
peut gagner le noyau et alimenter le pool nucléamg-caténine agit alors comme coactivateur des fagsteur
de transcription de la famillECF/LEF (TCF-1/LEF-1 :T-Cell specific Factor/ Lymphoid Enhancer binding
Factor) pour réguler I'activité du promoteur de nombregénes cibles dont plusieurs bio-marqueurs de
'EMT (c-Myc, SLUG, survivin, MMP7, CD44...).[244, £t414](cf. figure 31)

La protéine APC est également multi-phosphorpléeles kinases CK1 et GSK&u niveau d’'un cluster

0t G038 gis04 g1505 G907 et S°19. Le réle de ces modifications est encore flousnelies

de sérines (
semblent permettre un transport d’APC vers le nataenforcer son interaction avelgaténine, limitant
ainsi la formation de complexes avec des facteergranscription. Il n'y a pas de motif DSGxxS (ou
DSGxxxS / DSGxxxxS) dans la séquence d’APC, suggérae régulation indépendante de I'ubiquitine-
ligaseB-TrCP et de la dégradation del@aténine.[415-417]

En I'absence de pool nucléaire (cellules épittheédi), TCF-1 agit comme un répresseur en se faanies
promoteurs des génes contenant une séquence(lLEHSBinding Site)en formant un complexe avec les
protéinesGroucho et CTBP (Carboxy-Terminal Binding Proteirginsi que des déacétylases des histones
(HDAC : Histones DeACetylaspsUne telle séquence est présente dans le promdteula -caténine,
générant ainsi une boucle de rétrocontrble népEi] Dans les cellules EMT-induites, la perte
d’expression de la E-cadhérine favorise donc weeraulation nucléo-cytoplasmique deflgaténine et la

transcription de genes associés au complexe TCFAURE telle relocalisation est considérée commdam
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signes majeurs de 'EMT dans de nombreux contelig®giques et se trouve sous la dépendance d'un
contrdle multiparameétrique.[355]

En plus des contrdles transcriptionnel et pastdceriptionnel qui agissent sur le niveau d’expoesde la
E-cadhérine, on trouve de nombreuses modificagass-traductionnelles susceptibles de régulerdgrité
structurale et fonctionnelle des complexes E-cadekraténines/actine. Les interactions entrp-taténine
et ses différents partenaires moléculaires sontiéég en grande partie par des processus de phpispion
et de déphosphorylation, impliquant respectivendestkinases et des phosphatases. De maniére géieral
phosphorylation des résidtgrosine de la E-cadhérine et des caténines provoque agdisation et une
dissociation des complexes formés par ces moléfd&s420] La phosphorylation de facaténine par les
kinases SRC, ABL, FER, FYN, EGF-R et HGF-R/c-METoywque une dissociation des compleges
caténine/E-cadhérineftaténine.[80, 421-424] La kinaseK2 joue également un réle complexe dans la
modulation des interactions entre ces protéinés: cbté, cette enzyme agit avec G$Kur phosphoryler
la E-cadhérine et favoriser sa liaison $4aaténine. A l'inverse, sous le contrble de la MARSe ERK,
CK2 est capable d’induire la séparation des diméeesaténineoff) et de promouvoir la localisation
nucléaire de I§-caténine et donc la transcription des genes cithiesomplexe TCF/LEF.[425-427]

Parmi les différents mécanismes régulant lestiome nucléaires de Bcaténine, on distingue en plus des
processus de phosphorylation la régulation pamid&NAs, la voie de signalisation Wnt ainsi que ttes

mécanismes d’inactivation et de répression dedadtérine.[259, 428-432¢f. chapitres IV et V)
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Figure 31 : Régulation de I'activité transcriptionn elle de la B-caténine par la
voie Wnt et le protéasome.
D’apres (Arnold, S.J. & Robertson, E.J. ; 2009) [433]

(Gauche) En présence des ligands Wnt, I'axine est recrutée a la membrane plasmique par le complexe
phospho-DVL/Frizzled/LRP et le systeme de dégradation est inhibé. La B-caténine n'est pas dégradée et
peut ainsi s'accumuler dans le cytoplasme. La B-caténine gagne alors le noyau et s'associe aux facteurs de
transcription de la famille TCF/LEF, favorisant ainsi la transcription de génes cibles. (Droite) En I'absence de
ligands Wnt ou lorsque la E-cadhérine est présente en forte quantité au niveau de la membrane plasmique,
la B-caténine est liée a la membrane plasmique et assure I'adhérence cellulaire. Dans le cytoplasme, la -
caténine est phosphorylée et dégradée par le protéasome sous l'effet de modifications post-traductionnelles
impliquant des sérine/thréonine-kinases et des ubiquitine-ligases. Dans le noyau, les complexes TCF/LEF-
CTBP-HDAC-GRO (Groucho) répriment des genes présentant une séquence LBS (LEF-Binding Site).
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1.2. Role des ligands Wnt

La dégradation de [xcaténine par le protéasome est largement contp@lékes ligands de la famil\nt
capables de lier les récepteurs transmembran&red;rizzled) et LRP-5/6 (Lipoprotein Receptor-related
Protein 5/6)[434-435] Les Wnt sont une famille de glycopro&Sinsécrétées qui interviennent dans de
nombreuses étapes du développement embryonnaleelatmorphogenése. (formation des axes, migration,
différenciation...).[414, 436] Ce sont des protéitres conservées (Wntl-1@f. tableau §; des mutations
ou une dérégulation des Wnt sont associées a dsvaralformations et peuvent conduire a la transftiom
tumorale dans la plupart des organes. Les ligandgt WVnt5A et Wnt6 sont particulierement impliqués
dans le développement normal de la glande mammeaipeuvent étre sécrétés en réponse aux hormones
sexuelles au cours des cycles d’invasion/involutjd87-438] D’autres isoformes sont également ewpes

a plus faible niveau et sont susceptibles de [jaeti@ la tumorigenése (Wntl, 2, 7B, 10B...).[439]442

Gene \ espéce | Poisson zebre Xénope Poulet Souris Huma in (WNT)
Wntl X X X X
Wnt2/Wntl13 X X X
Wnt2B X X X X
Wnt3 X X X X
Wnt3A X X X
Wnt4 X X X X
Wnt4B X X X
Wnt5A X X X X
Wnt5B X X X
Wnt6 X X X
Wnt7A X X X X
Wnt7B X X X
Wnt7C X
Wnt8A X X X
Wnt8B X X X
Wnt9A/Wnt14 X x
Wnt9B/Wnt15 x X
Wnt10A X X X X
Wnt10B X X
Wntl1l X X X X X
Wntl16 X X

Tableau 6 : Conservation des isoformes des ligands whnt.

La fixation des ligands Wnt sur le récepteur LB&nére une transmission du signal permettant la
phosphorylation de la protéine cytoplasmidbishevelled (DSH ou DVL) qui peut alors s’associer au
corécepteur Frizzled. La formation du complexe DFH/RP est a I'origine du recrutement de l'axinka a
membrane plasmique, ce qui empéche I'assemblagerdplexe de destruction deflecaténine. De plus, il
existe un rétrocontrble entre les récepteurs mamaimes de la voie Wnt et le complexe de destrugian
lintermédiaire des protéine-kinases CK1 et GBKBn effet, la phosphorylation du domaine cytopliagie
du récepteur LRP-5/6 par ces enzymes stimule leuteroent de I'axine a la membrane plasmique et
favorise I'accumulation cytoplasmique delg@aténine par échappement au protéasome.[443-444, Aes
ligands de la voie Wnt permettent de protégdf-taténine de la dégradation pour lui permettreaimgr le
noyau et activer la transcription des génes cidiescomplexe TCF/LEF.[445] Le pool nucléaire e
caténine est également capable de moduler I'a&tirainscriptionnelle d’autres facteurs comme lesdmes

Smad3 ou SNAIL1 (et réciproquement).[446-44af parties C2 et DEnfin, certaines cellules peuvent
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secréter des antagonistes pour les récepteurdderiez LRP, capables d’inhiber les effets des ligawwnt
sur la stabilisation de Ig-caténine : sSFRP&oluble Frizzled-Related Proteing) DKK1 (secreted Dickkopf
Protein: corécepteur de LRP). Les protéines WIF (WntBitbry Factors) lient directement les ligands Wnt

pour les séquestrer et empécher leur fixationesirdcepteurs LRP.[414]f. figure 31)

1.3. Régulation de la transcription par le complexe TCHLEF/p-caténine

Une fois dans le noyau, gcaténine convertit le complexe répresseur en unptexe d’activation
transcriptionnel en le dissociant de Groucho.[4@8]complexe nucléaire agit directement sur la et
de genes en se liant & des sites cons€bségT-A//T-C-A-A-A-G-3')présents dans des éléments de réponse
spécifigues au niveau des promoteurs.[412, 448nPlas génes régulés par la voie de3{eaténine, on
distingue plusieurs génes largement impliqués dd&dT et dans diverses étapes de la progression
métastatique. On trouve principalement dealloprotéinases matricielles(MMP-7, MT1-MMP, MMP-
26, ADAM10...) et dexomposants de la MECtels que la fibronectine et la laminine.[315, 3202, 449]
Le complexe TCF/LEF actif régule également I'expia@s de lavimentine, la Claudine 1, derécepteurs
de surface(CD44, uPaR), deytokines (IL-8 : Interleukine 8 ; MCP-1 Monocyte Chemotactic Protein-1
VEGF : Vascular-Endothelial Growth Factor) et d'autres facteurs spécifigues impliqués daas |
prolifération, la migration ou la différenciatioo-MYC, cycline D1, SLUG...). [412, 450-451]

1.4. Réle de la voie Wntf-caténine dans la tumorigenése

Durant les phénomeénes physiologiques ou pattoplegi impliquant une EMT de type 1, 2 ou 3, la
réorganisation des jonctions adhérentes et la aldation nucléaire de If-caténine sont considérées
comme des marqueurs précoces intervenant deslesdpes phases de la dispersion cellulaire.

L’implication de la voie Wnf-caténine fait actuellement I'objet de nombreugesdes pour son role dans
le maintien des cellules souches et la dispersiétastatique (MaSCs et CSCs).[452-454] Dans lesutsne
mammaires, une activation de la voie Wnt et/ou mrichissement du pool nucléaire flecaténine sont
généralement associés a de mauvais pronostiddretuction de 'EMT.[259, 414, 453, 455-457] Plears
analyses immunohistochimiques menées sur des e®ps carcinomes canalaires et lobulaires infilsran
ont démontré que ces événements sont corrélégradance de métastases et a une mortalité plusedlies
patients.[287, 458-461] La transcription des gécibtes de cette voie de signalisation a égalemént é
documentée dans de nombreux systemes tumamatitto etin vivo[412, 450, 462] De méme, 'activation
de la voie canonique Wnt est un événement clé ldatéveloppement de la plupart des cancers colrnect
sporadiques et familiaux.[453] Dans la majorité des, ce signal hyperactif se présente, soit par de
mutations inactivatrices d’APC, soit par des motai de lap-caténine qui la rendent résistante a la
phosphorylation par GSK3 et donc a la dégradation par le protéasome).[468),

Des mécanismes similaires d'activation de la Ye@aténine ont été identifiés dans le développerdest
carcinomes invasifs de la glande mammaire.[442, 463] Pour finir, dans plusieurs types de canders
sein, une amplification génique, une activatiomdaiptionnelle et une expression accrue de laépret

Dishevelled ont également été observées.[465]

72



2 - Lavoie TGFp

2.1. La superfamille des ligands TG

La superfamille TGF (pour Transforming Growth Factd¥) comporte a ce jour trente-sept membres
identifiés €f. figure 32 ; ce sont de petits polypeptides structurellemprdches, avec un domaine
caractéristique appelé nceud cystéique. Les ligdeds famille TGB comportent quatre domaines : un
peptide signal de sécrétion, un pro-domaine, ugeies&e de clivage par les convertases et le domaine
mature. Ces molécules sont sécrétées sous la fienpeo-peptides glycosylés qui doivent étre clipéar
étre activés. Les pro-protéines convertases (P@inefuconvertases) libérent une forme mature
homodimérique qui peut rester associée au pro-dw@ maniere non-covalente. L'association desdiga
TGFB a leur pro-domaine forme un complexe latent auirlpermet de ne pas former d'agrégats
hydrophobes lors de leur synthése et leur sécrptef467] Ces complexes LAR.atent Associated
Protein), peuvent s’associer a la protéine LTBERatent TGE Binding Protein)qui interagit avec les
protéines de la MEC. La libération du TEHe son complexe latent se fait par clivage detpres de
«transport» par des protéases matricielles (plasmitMP2 et MMP9...). Ce processus peut étre favorisé
par la reconnaissance de ces complexes au nivelausdeface membranaire (récepteur IGFR2 mannose 6-
phosphate, thrombospondine 1, intégrines, fibronectCD44...). Expérimentalement, ces complexes

peuvent étre dissociés par hydrolyse acide (pHau3hermique (3’ & 80°C).[468-470]
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Figure 32 : Ligands de la superfamille TGF B chez les mammiféres et les modeéles animaux.
D’aprés (Massague, J ; 2000) [469]

Ces cytokines peuvent agir de maniére autocpaegcrine ou endocrine (leur demi-vie sous forme/ec
est d'approximativement trois minutes dans le sphif)] Elles sont impliguées dans de nombreux

processus physiologiques lors du développementyembaire (formation des axes, différenciation) bezx
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'adulte (progression tumorale, maintien des cefutlifférenciées, reproduction).[469-470, 472] Plesr
trois isoformes du TGF(TGH31,2,3), le signal est médié par des récepteursrirambranaires spécifiques,
répartis en trois classes (TER/ALK, TGFBRII, TGF3RIII) dont les deux premieres hétérodimérisent et
possédent une activité sérine/thréonine-kinasectivaion du TGBRI déclenche une cascade de
signalisation mobilisant principalement le groupes &mad(voie canonique, mais aussi des voies
communes a plusieurs autres stimuli extracelldajreies non canoniques[472-474] Les Smad&Similar

to mothers against decapentaplegic homolsght une famille de facteurs de transcription sagant 8
membres classés en 3 groupes : Receptor activated Smads agissant comme facteurs de transcription
(R-Smads : Smadl,2,3,5,8) ; lesommon-mediator Smads jouant le réle de molécules navettes (Co-
Smads : Smad4) ; et letnkibitory Smads» capables d'exercer un rétrocontréle négatif 'swtibn des R-
Smads (I-Smads : Smad®6,7).[253, 469, 472]

2.2. Le TGFp au «sommet de la pyramide de TEMT»

Le TGH1 est capable d’'induire a lui seul 'ensemble desngements morphologiques décrits dans les
différents contextes d’'EMT, en particulier dans tedlules épithéliales mammaires (perte des jonstio
intercellulaires, réorganisation du cytosquelgterte de la polarité épithéliale et remodelageatisesions
cellule-matrice, sécrétion de protéases....).[2535-4/6] Sa liaison au récepteur hétérodimérique
TGFBRI/TGHBRII induit la phosphorylation du domaine cytoplagu@ du récepteur de type I. Il s’ensuit
une activation de son domaine catalytique et danphiosphorylation des facteurs Smad2 et Smad3. Les
protéines Phospho-Smad?2 et Phospho-Smad3 s’'asserabée Smad4, une «protéine navette» qui induit la
migration du complexe dans le noyau ou il activedascription de nombreux génes impliqués ou reorsd
'EMT.[253, 469-470, 472]cf. figure 33)Ces effets précoces peuvent étre prolongés paampéfication
du signal grace a l'activation transcriptionnelle pgst-traductionnelle de facteurs de transcriptonis
I'effet des différents médiateurs cytoplasmiqueissant en aval du complexe T@®/RII (cf. figure 35 +
partie D). De méme, I'activation de la voie T@est associée a la synthese de petits ARNs régtdates
miRNAs (microARNS), capables de réguler positivement égativement la stabilité et la traduction des
ARNs messagers néo-transcrits. Ainsi, la répresséomiRNAs des familles miR-200, miR-205 et miR-41
est associée a une perte du phénotype épithdial @lie I'activation de la transcription de miR-16b6R-21
et miR-155 est corrélée a une augmentation dedsion et de la dispersion métastatique.[253]

A l'inverse, il existe une régulation négativeldevoie Smad2/3 qui permet de limiter les effetsomiés a
I'activation des récepteurs. La dégradation dearepiexe transcriptionnel est médiée par les E3uliliig-
ligasesSMURF1 et 2qui assurent leur transport vers le protéasomeukexpression de Smad6é ou Smad7
(Inhibitory Smads) permet le recrutement de ces/raprs et exerce une action inhibitrice sur Smad2/3
responsable d’'un maintien de la morphologie épales[469, 475, 477]

Dans le rein, la signalisation du T@Fet son action sur 'TEMT peuvent étre contréesl’pation du ligand
BMP7 (Bone Morphogenic Protein) fui se lie aux récepteurs ALK3/6 pour activer fiesteurs Smadl et
Smad5, également capables de se lier & Smad4. l@aesten exerce une compétition avec le transport

nucléaire du complexe Smad2/3 et permet au coatuaie relocalisation du complexe Smad1/5 qui induit
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I'expression transcriptionnelle de la E-cadhérihdaerestauration d’'un phénotype épithélial pansition
mésenchymo-épithéliale.[478-480] Il est probablee qles BMPs circulantes ou sécrétées localement
puissent induire la MET via l'activation du compée®mad1/5 dans la glande mammaire.

? : Ligand

= 1
| G oD Cytoplasm
[— Y
(P F—Smade/7 Smurf1/2
i L (R-Smad?
i

Receptors

>
el

(R-Smad
Smad4

smurf/2 —| @-Smad) ( Smad4

Coactivators >

; ¥ SO or repressor ;
H Nucleus Eg g/ E‘g.] (CBP or p300) ;
\\ cat 1 |r }( 4

Figure 33 : Modéle d’activation de la voie canoniqu e des Smads par les ligands TGF .
D’apres (Derynck, R. & Zhang, YE : 2003) [477]

Le principe d’activation de la voie canonique est le méme pour tous les ligands de la famille TGFf : un
homodimére activé se fixe sur un complexe de récepteurs transmembranaires composé de deux
hétérodimeres TGFBRI/TGFBRII. Le domaine cytoplasmique a activité sérine/thréonine-kinase du TGFBRII
est alors activé et il s’ensuit la phosphorylation du domaine GS du TGFBRI (segment rouge). La fonction
sérine/thréonine-kinase de ce récepteur permet ensuite la phosphorylation des R-Smads associés
(Receptor-activated- Smads : Smad 1, 2, 3, 5, 8) et donc leur liaison a Smad4 (co-Smad) qui sert de
molécule navette vers le noyau. Ce complexe fonctionnel ainsi transloqué se fixe a 'ADN au niveau des
sites SBE (Smad Binding Elements : 5’-CAGACA-3’) pour réguler la transcription de nombreux genes (y
compris des facteurs de transcription). Dans le noyau, les R-Smads peuvent former des complexes
secondaires avec d'autres facteurs de transcription (X) ; leur activité est également modulée par des co-
activateurs ou des co-répresseurs (CBP et p300). Dans le cytoplasme, I'activité et la stabilité des R-Smads
est contrélée par les I-Smads (Inhibitory Smads : Smad6, 7) capables de recruter des ubiquitine-ligases
(SMURFS) pour les orienter vers le protéasome.
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3 - Voies non canoniques et interactions du TEFavec les autres facteurs de croissance

En dehors des voies Wnt et TG Ele nombreux stimuli provenant du microenvironnenpeuvent activer
ou inhiber la perte de cohésion cellulaire et/oungration. Ceux-ci incluent différentfacteurs de
croissancetels que le FGF, 'EGF, I'lGF, le PDGF ou encotdGF, qui se lient tous a degcepteurs
possédant unactivité tyrosine-kinase(FGF-R, EGF-R, IGF-R...) agissant sur des cascaglestgdalisation
croisées dont le but est de moduler le niveau désgion et I'activité de facteurs de transcripg@cutant
les programmes d’EMTcf. partie D) Comme pour les facteurs Smads, la transductitop@smique du
signal par les protéines adaptatrices associéess &/aies, passe par de nombreuses modificatiorts pos

traductionnelles dans lesquelles les protéine-km@suent un role central.

Facteur de croissance
(EGF, PDGF, HGF, IGF, TNFa, TGFz)

MEC ] N
Récepteur Tyrk TGFp activé

(EGF-R, PDGF-R, HGF-R, IGF-R, ...)

Jagged / Notch

2 salfnaoRAXS
o xneubis

TGFR RURI

—

atuseidoris

nefop

Figure 34 : Signalisation cellulaire de I'EMT.
D’aprés (Berx, G. et al. ; 2007) [238] & (Xu, J. et al. ; 2009) [475]

Cette figure représente un schéma «simplifié» des voies de signalisation de I'EMT (de nombreuses
protéines adaptatrices n’apparaissent pas et ce schéma ne tient pas compte des régulations par les
microARNs ou par les protéines associées au cytosquelette ; les interactions croisées avec les petites
GTPases RhoA, Racl et Cdc42 ne sont pas représentées). La signalisation cellulaire se propage
essentiellement a partir de médiateurs solubles ou de protéines de la MEC capables d'activer des
récepteurs portant une activité catalytique sur leur domaine cytoplasmique. Il s’ensuit une amplification du
signal sous la forme de cascades de signalisation croisées (kinases, phosphatases, adaptateurs
moléculaires...) qui convergent toutes vers l'activation, la stabilisation et la translocation nucléaires de
facteurs de transcription précoces qui vont alors se lier a 'ADN (B-caténine, Smads, NF-kB, H/E(Spl)...). Ces
facteurs précoces activent la synthése de nombreux génes, dont des facteurs de transcription «tardifs», qui
sont d’abord traduits dans le cytosol avant de retourner dans le noyau pour participer a la régulation génique
(SIP1, SNAIL, SLUG...). Ce systéme exponentiel permet ainsi de réguler I'expression de plusieurs centaines
de génes sous l'effet de la fixation d’'un unique ligand.
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A ce jour, les enzymes de cette famille pour ueflgs les fonctions sont les mieux décrites sanss
conteste les kinasdéd3K, Akt/PKB, GSK3, IKK (I-xB Kinase)ainsi que les membres de la famille des
MAPKiInases. Leur activité est modulée par de nhombreux adaptaten relation avec les récepteurs aux
facteurs de croissance mais aussi avec les réceptedype Jagged et Notch. Des composants detfecena
extracellulaire comme le collagene fibrillaire | ufibronectine peuvent également agir sur laaigation
des intégrines et moduler l'activité des kinase&sK (Focal Adhesion Kinasegt ILK (Integrin Link
Kinase)[238, 355](cf. figure 35)

La liaison du TGE sur son récepteur régule plusieurs de ces voiesigialisation de maniére Smad-
indépendante, pour agir de fagon synergique strafescription ou induire de nombreux changements da
I'organisation du cytosquelette : activation ouilifion locale des petites protéines GTPases RHmAR
Racl et Cdc42). La protéine-kinase TAKTIGFp-Activated Kinasg joue un rble déterminant dans
I'activation des voies non canoniques associéesréeppteurs du TGF et permet de recruter la voie des
MAPKinases (JNK1/2 et p38MAPK) ainsi que le factede transcription NkB. Le complexe
TGHBRI/TGHBRII est de plus associé aux kinases PI3K et ER#fpreant la communication entre les
différents systémes de régulation. Il est importinoter que si I'activation de ces différentedéruales
n'implique pas 'assemblage du complexe R-Smad/@a«§ il semble toutefois que I'expression de Smad2
et Smad3 soit nécessaire a la conversion phénoiypigiuite par le TGE[222, 253, 481-482]

3.1. La voie des MAPKinases

Les voies de signalisation dddAPKinases (MAPK : Mitogen-Activated Kinagefont partie des
mécanismes de signalisation intracellulaires palesi plus omniprésents dans les cellules eucaryotes
(animales et végétales) et leur activation est conaa la plupart des récepteurs aux facteurs desarce.
Ces voies sont activées par de nombreux stimulokayes, mitogenes, facteurs de différenciatiognaux

de stress, inflammation) et elles régulent de mmaniéoordonnée des processus aussi variés que
'embryogenese, la différenciation, la prolifératjol’arrét du cycle cellulaire, la réparation dADN,
I'apoptose...[483-484] Leur activation constitutppar perte des systemes de contréles sus-jaceutatioms

des récepteurs et/ou des protéines adaptatricBamimation prolongée...) est une des caractérisiqu
majeures et souvent la premiére étape du procdsstiansformation cancéreuse. Dans la glande manmai
un évenement initiateur de la tumorigenése fréqueminobservé est une mutation du domaine
cytoplasmique du récepteur a 'EGF (ERBB1 et ERB&&entiellement). Une telle mutation peut se
produire sur différents résidus ; la conséquenteregiénéral une activation constitutive du sitalgtique
(sérine/thréonine-kinase) aboutissant a un mairienmanent de la signalisation des MAPKinases et de
toutes ses autres cibles de phosphorylation.[485]

Chez les mammiferes, il existe plus d’une dowzale génes codant pour les MAPK qui peuvent étre
classés en 7 voies de signalisation. Récemmenmagele de classement des MAPK a été proposé en
utilisant trois critéres : structure, capacité degphorylation et activation par les kinases enramoOe

modéle permet de ségréger les MAPK en deux grodigéiscts : les MAPK conventionnelles (ERK1/2/5,
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JNK1/2 et p38MAPK) et les MAPK non-conventionnel{@&RK3/4/7 et NLK). Nous nous intéresserons ici
uniguement aux MAPKs conventionnelles.[486-487]

Leur régulation est hiérarchisée sous la formeadeade de phosphorylations : les kinases imnetaéatt
au-dessus des MAPK sont des membres de la famidlieKKs (ERKKs et MEKs : MAPK Kinases) ; elles
sont elles mémes régulées par BEPKKKs (TAK1, kinase Raf...). Dans le cas des MAPKIindsSBK 1 et
ERK2, les MAPKKKs (majoritairement Raf) sont égatsrh sous le contrdle de réactions en chaine,
impliquant des protéines périmembranaires assoai@e®maine cytoplasmique des récepteurs aux facteu
de croissance : Shc, Grb2, Sos et la GTPase R3k.P@ns les cellules non transformées, des MKPs
(MAPKinases Phosphatases) assurent leur déphosationyau fur et a mesure de la transduction dnadig
pour limiter leur activation prolongée.[488-489] Asours de la tumorigenese, une accumulation de
mutations peut étre observée pour toutes les pegdirécédemment décrites, en particulier au nidesu
résidus soumis a ces modifications post-traducétbes. Ainsi, il n'est pas rare d’observer une \adton
constitutive des MAPKs et une insensibilité aux gpitatases, méme en I'absence d’altérations dans la
séquence des récepteurs. Les protéines adaptaGites Sos, Ras et Raf font également l'objet de
nombreuses mutations pro-oncogéniques tout au bgleur séquence. Chaque MAPK activée va
phosphoryler a son tour de nombreux substratseffestde transcription, protéines kinases, phogmdussis,
protéines associées au cytosquelette...) dont ste yenel est potentiellement impliqué dans laladign
des programmes de I'EMT : N&B, cMyc, ETS-1, paxiline, FOX0O3, TCF/SRF, ATF1/2De plus,
I'activation de ERK1/2 est connectée a la signtiisades Rho GTPases par l'intermédiaire de lagmet
Ras (également une GTPase), capable d’activef@sldRhoA, Racl et Cdc42. Pour finir, la signalisat
des MAPKinases est intimement liée a la voie Plakeet leur co-activation par des facteurs de sanie
divers (HGF, FGF, IGF, ...) est associée a I'exgi@sd’'un phénotype EMT dans de nombreux modeéles
cellulaires etn vivo.[138, 238, 355, 490-491¢f. figure 35)

3.2. La voie PI3 Kinase

La signalisationPI3K, comme la voie des MAPKinases, est sous la dépeerda la fois des récepteurs a
activité tyrosine-kinase, des intégrines et du dewm® TGHBRI/RIl. Ses effets sont ubiquitaires et
pléiotropiques ; ils permettent de contréler la liffation, lI'apoptose, la différenciation ou plus
spécifiguement le métabolisme de l'insuline et égulation de la glycolyse. La protéine PI3K est une
phospho-inositide-kinasecapable de catalyser I'ajout de phosphates eriigrosd’ sur le PIP (Phospho-
Inositide 4-Phosphate) ou RIP, (Pl 4, 5 bisphosphate). Une telle réaction enziguat aboutit a des
dérivés plus réactifs susceptibles d’agir commesangsrs secondaires pour diverses protéines cyjassli
Ainsi, le PI 3,4,5-trisphosphatd’lPs;) s’associe au domaine PH (Plekstrin Homology) aihase
Akt/PKB pour induire son activité en coopération aveditase PDK1 (Pyruvate Dehydrogénase Kinase-1).
Dans la plupart des cellules, Akt exerce des effetis-apoptotiques en inhibant la protéine Bad {Bcl
associatid death promoter) et en prévenant I'amtinade la voie de mort induite par le cytochromév@ie
intrinséque mitochondriale).[492] Un autre substrajeur inhibé par Akt est la sérine/thréonine-kaa

GSK33, un régulateur négatif des programmes de 'EMT. rD&me que pour les protéine-kinases, la
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phosphorylation des inositides par la PI3K est rgilibe par des phosphatases spécifiques.[144, U82]
phosphatasePTEN (Phosphatase and TENsin homologue) permet ainsiderr du PIPa son état inactif
(PIR,) et donc linactivation d’Akt. Dans la plupart desllules non apoptotiques, la voie PI3K/Akt est
activée et l'activité de PTEN et GSK®&st inhibée par défaut. Au cours de 'EMT, la peles contacts avec
la lame basale peut étre a I'origine de I'activatébun certain nombre de signaux de mort cellulaosatre
lesquels les cellules doivent se protéger par timeulation prolongée de la PI3K. On trouve ainsi de
nombreuses études faisant mention de la régulagsndifférents composants de cette voie au cowgs de
EMTSs physiologiques et pathologiques.[144, 493-486figure 35)

3.3. La voie NFx«B

Le facteulNF-xkB/REL (Nuclear Facor-kappaB / Relish drosophilia homolepcorrespond a une famille
de cing protéines hétérogéenes, toutes expriméedagten ubiquitaire : p65/REL-A, REL-B, c-REL,
p50/NF«B1 et p52/NF«B2. A I'état natif, ce sont des protéines cytoamdis| inactives, associées a un
inhibiteur constitutif : ledacteus |«B (Inhibitor of NF«xB : I-xBa, I-xBp, 1-kBy...) Lorsque les protéines
NF-xB sont activées, elles subissent une translocatioiéaire pour agir comme facteurs de transcripton
induire I'expression de nombreux genes dont unaedgrgartie est impliquée dans la réponse inflamingato

ou la survie cellulaire (Interleukines, Immunoglbbes, TNFe...).

L'activation de NFB dans les cellules peut se faire sous le contlélaifférents signaux : cytokines
(TNFa, EGF..)), interaction avec des pathogénes (LFABapblysaccharides bactériens, protéines viralges...
stress oxydatif, stress métabolique (hypoxie, &&id), carcinogénes multiples (benzéne...). L'eiide de
ces signhaux aboutit & des cascades de signalisddionle but est de réguler la stabilité de la girm
inhibitrice |xB et permettre la libération du facteur MB- Le principe de dégradation de la protéind3l-
est tres similaire a celui de facaténine et passe par une succession de modifisgpiost-traductionnelles
impliguant essentiellement [arotéine-kinase IKK et la E3 ubiquitine-ligasp-TrCP. Ces deux enzymes
agissent sous la forme de complexes macromoléesilala kinase IKK est formée de trois sous-ur(iésix
sous-unités catalytiques IKkKet  ainsi qu’une sous-unité régulatrice li{Kalias NEMO) eB-TrCP forme
le complexeSCF (Skpl-CUL1-F-box ligase Containing the F-h@XrCP) avec les ubiquitine-ligases de
type RING, ROC1, RBX1 et Ubc45.[497-498] La séqeenonsensus DSGLD&st reconnue par IKK qui
phosphoryle les sérined’®t S°, générant ainsi umotif DSTGxxS™ reconnu pap-TrCP. Comme pour la
B-caténine, la poly-ubiquitination didB aboutit a sa dégradation par le protéasome. ibitibn constitutive
de NFxB est alors levée et ce facteur est transloqué ldamsyau pour interagir directement avec '’ADN ou

se fixer sur d'autres facteurs de transcriptiometiuler leur activité.[499-501]

Dans la plupart des types tumoraux, RB-est constitutivement activé et joue essentiell@ma role pro-
oncogénique et pro-inflammatoire. De plus, lesg@nats NF«B sont susceptibles de favoriser la survenue de
métastases en régulant I'expression de protéase@MuPA), de la vimentine, de facteurs angiogéssqu
(VEGEF, IL8) et de molécules d’adhésion associdéesvasion (CXCR4, ICAM-1, VCAM-1).[502] Dans les
cellules en culture, l'induction de 'EMT par diges cytokines (TGF EGF, FGF, HGF...) est frequemment
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associée a la translocation nucléaire dexBF503-505] La régulation du facteur NdB- est également sous
la dépendance des protéine-kinases Akt/PKB et TA&f1 figure 35)et son activation constitutive est
associée a la perte du contréle des cestrogénds sérepteur ER dans les carcinomes ducto-lobulaires
invasifs.[495, 506-507] Pour finir, il existe dembreuses autres protéine-kinases susceptiblegdieréa
signalisation NR¢B par des phosphorylations activatrices ou inhiss affectant les différents niveaux de
contrdle de la voie (CK2, AMPK...).[508]

3.4. La protéine-kinase GSK3 comme «rempart» de 'lEMT

GSK3 une sérine/thréonine-kinase fortement conservéz t¢lensemble des protozoaires de par ses
fonctions dans la régulation du métabolisme du afggne. Cette enzyme est considérée comme un des
régulateurs négatifs majeurs de la signalisatiofiEMT, en particulier au cours de la tumorigenfs@9]
GSK33 est en effet un point de convergence pour plusieaies de signalisation et cette kinase exerce une
régulation négative sur certains facteurs de trgmm majeurs de 'EMT. Dans les cellules épithiés en
culture, son inhibition (par des inhibiteurs chiogg ou par ARN interférence) est un événementssinffi
pour induire I'activation des programmes de 'EMiTI'acquisition d’un phénotype migratoire.[510-511]
Elle est impliquée a plusieurs niveaux dans leséwients denulti-phosphorylation associés a l'activation
des sites contrélant la dégradation et/ou de lalikstion subcellulaire de diverses protéines dgrpiques
(Microtubule Associated Proteins, APC, Axine, cyeliD1, kinases, phosphatases...) et de facteurs de
transcription nucléaires (NkB, p-caténine, CREB, c-Myc, SNAIL1...).[512-513]

Le site consensus reconnu par GBK3t un motif consensus acide de tgI€xxxE (les résidus x sont
préférentiellement des prolines et I'acide glutamide peut étre remplacé par un acide aspartiquen®,
phospho-sérine °S une phospho-thréonine” Du encore une proline P vitro et dans les cellules en
culture, la reconnaissance directe de ce motikagvent tres limitée en I'absence de pré-phospatoy
(priming ) par d’autres kinases (principalement CK1 et CK&0si, I'ajout d’'un phosphate sur une sérine ou
une thréonine en position +4 du site consensusS¥e3® apporte des charges négatives qui induisent des
changements conformationnels servant d’amorce gedannaissance secondaire par GBK@ résidu
phosphorylé est préférentiellement en position 4gdsnpeut également se situer au niveau des pasition
-4, -3, +2, +3, +5 et +6 par rapport au dernieidiéscide du site consensus). Il est & noter qtte peé-
phosphorylation n’est pas strictement requise magnente l'efficacité de liaison de GSK& son substrat
de l'ordre de 100 & 1000 fois.[416-417, 51di. figure 35)Des mutations dans ces sites consensus sont
généralement associées a une stabilisation aberediou une activation constitutive de protéinesvpat

jouer un réle pro-oncogéniqup-¢aténine, c-MYC, APC...).[515-517]

L’activité de GSKB est principalement régulée par la phosphorylatierson domaine N-terminal (sérine
9) qui induit un changement de conformation inleibitde son domaine catalytique. Cette modificaiost-
traductionnelle est essentiellement assurée pproi@ine-kinaseAkt/PKB, directement ou indirectement
recrutée par les voies Wnt, TGFPI3K et MAPK. (cf. figure 35)D’autres protéine-kinases peuvent

catalyser cette phosphorylation inhibitricKC (activé par les ligands Wnt, les intégrines et Ri®
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GTPases),PKA (activée par la forskoline) @O0Rsk (activée par les MAPK). Etonnamment, bien que ces
voies convergent vers le méme systeme d’inhibifies substrats de GSK3ont spécifiquement affectés, de
méme que la régulation biologique correspondantasiA il est probable que de nombreux co-
activateurs/inhibiteurs participent a la reconreisge de ces substrats ainsi qu’a l'intégration sigsaux
provenant de I'espace extracellulaire, de la ME@ieore du cytosquelette.[417, 518-519]

A I
S =0 OH ™ 0 '
|
.HO™ O :
}
1
|
|
Phospho-sérine (SF) ! Acide glutamique (E)
B

GSK3p

GSK3p CK1

Figure 35 : Multi-phosphorylation séquentielle de | a protéine APC par les kinases CK1 et GSK3 B.
D’aprés (Ferrarese, A. et al. 2007) [416]

(A) La structure des chaines latérales des résidus phospho-sérine (SP) et acide glutamique (E) présente de
nombreuses similitudes : dans les deux cas, la présence de groupements C=0 et C-OH fortement polarisés
génere un contexte acide qui peut étre reconnu par les protéine-kinases spécifiques de tels environnements
stériques (kinases GSK3pB, CK1 et CK2 essentiellement).

(B) Le site consensus normalement phosphorylé par GSK3f3 dans la protéine APC est localisé au niveau
d’'un domaine riche en sérines (SRD : Serine Rich Domain) en position centrale (résidus 1501 a 1507). Le
motif consensus reconnu est de type SASSSLS et ne contient pas de résidu acide (acide aspartique D ou
acide glutamique E). Dans ce cas une pré-phosphorylation par une autre protéine-kinase s’avere nécessaire
pour une reconnaissance optimale par GSK3B. La kinase CK1 ne nécessite pas de «priming» et peut
reconnaitre directement la sérine S en position +6 par rapport au début du site consensus. Cette
phosphorylation du résidu gt permet de générer un site SASSSLS" plus acide qui est reconnu par GSK3p
sur la sérine S™°. Il s’ensuit une amplification du contexte acide et du nombre de charges négatives qui
aboutissent a des changements de conformation permettant de déplier le domaine SRD. Cette structure
favorise les deux kinases alors capables de catalyser I'ajout de phosphates sur 'ensemble des résidus selon
une chronologie spécifique (sérines 1505 et 1510 puis 1501, 1504, 1507, 1503 et 1510).
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3.5. Autres voies de signalisation

De nombreuses études dans des modéles celludimesvivo ont permis d’identifier plusieurs voies de
signalisation interconnectées avec le PGpar lintermédiaire des protéines Smad ou souffete
d’interactions directe avec les récepteurs FRIFRII (voies non canoniques). A ce jour, les pipacix
effecteurs de 'EMT décrits comme associés au f&bnt les voies Notch et mMTOR ainsi que les petites
GTPases Rho. Dans les cellules épithéliales maramdés récepteurs aux cestrogénes et la protéinseki
cAbl (activée par le PDGF) peuvent également madplesitivement ou négativement les effets pro-

migratoires du TGE. (cf. figure 35)

- Voie Jagged/Notch les récepteurs Notch (Notchl, 2, 3 ou 4) sostatemplexes organisés autour d'une
protéine monomérique transmembranaire avec un timgaine extracellulaire composé de nombreux
segments répétitifs de type EGF. Ce segment esbci@ssa deux autres sous-unités également
transmembranaires : lesegment cytoplasmique(formé d'un long domaine intracellulaire ancré a |
membrane plasmique et d’'une courte portion N-tealeiren contact avec le segment extracellulairdd et
préséniline-1(ouy-secrétase : protéase a plusieurs passages trahsamaines). Notch posséde deux types
de ligands : Delta elagged deux protéines transmembranaires dont la streigsirtres semblable a celle du
segment extracellulaire de Notch, ce qui leur pemeeformer des interactions homophiliques (entrexd
cellules voisines ou sur la membrane plasmiqueedinéme cellule). Le processus d’activation du riexep
Notch par ses ligands est une cascade de protéahjtiée par la TM-MMPTACE (Tumor necrosis factor
Alpha Converting Enzymeui clive le segment extracellulaire et le libarka fois du ligand et du récepteur.
Ce clivage permet I'activation de la préséniliné ppotéolyse alors le segment cytoplasmique (CSIEOB
pour permettre sa translocation nucléaire et satifin & des facteurs de transcription pour régiger
activité. Ainsi, la formation du complexe Jaggediioaboutit & I'activation du facteur RBP/Jk/CBRI(IS)

qui induit I'expression des génes de la famille Ke4&-Spl :Hairy-enhancer of spljt[520-521] Cette série
d'activations transcriptionnelles permet de régulekpression de nombreux genes impliqués dans le
développement embryonnaire, la différenciation oeale, la survie cellulaire, la tumorigenése, enksar
'EMT. L’activation de la voie Notch a récemmené éhise en évidence comme potentiellement impliquée
dans le maintien de la pluripotence des cellulestses normales (CFUs caractérisées par la formdgon
mammosphéres) et cancéreuses de I'épithélium mamniegéllules CDA%"/CD24°").[522-523] Enfin,
plusieurs analysdsa vivoont permis de mettre en évidence une coopérativa ks complexes Smad et les
effecteurs de la signalisation Notch pour amplifeetranscription des genes nécessaires a l'inoluale
'EMT.[355, 524-525]

- GTPases Rha les récepteurs T@RI et TGPBRII sont en contact étroit avec d’autres protémtesurface
susceptibles de moduler leur action de facon régipe. Ce complexe transducteur est associé a PARG6 a
niveau des jonctions serrées, et sélectivementeségudans le compartiment apical. La phosphooyladie
PAR6 par le domaine catalytique du TREHl est nécessaire a l'induction de I'EMT dans wek
épithéliales mammaires et semble jouer un réle dangprogression tumorale.[253, 526-527] Cette

phosphorylation permet l'activation de Il'ubiquitiigase SMURF1 capable de dégraddRhoA pour
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déstructurer le cytosquelette et provoquer la pdet@olarité épithéliale.[42] A I'inverse, I'actitian de la

voie TG est associée a une activation de RhoA et sa ticatsdn vers les fibres de stress pour provoquer

leur contractilité (signalisation ROCK/LIMK-cofilefMLCK-Myosinell).[475, 528] Ces effets antagonsste

illustrent bien la régulation spatio-temporelle @exe qui s’exerce sur l'activité des petites GEaRho.
L’activation des GTPases RhoA, Racl et Cdc4Zgatement directement sous la dépendance des voies

non canoniques du T@mpar l'intermédiaire de Ras et du complexe Shc/{B02[475]

- Voie mTOR: l'activation de la voie PI3K/Akt par le TGF-induit également I'activation de mTOR
(mammalian Target Of Rapamycigli interagit avec la protéine Raptor pour perredtt phosphorylation

de la S6Kinase-1 et de 4EBP{4E-Binding Protein-1) Cette cascade d’événements aboutit a une
augmentation de la taille des cellules et de leyan ainsi qu’une activation de la synthése praogidpans

les cellules tumorales mammaires, l'inhibition devoie mMTOR par la rapamycine ne modifie pas le
phénotype global induit par le TERdiminution d’expression de la E-cadherine, fororatde fibres de
stress et synthése de fibronectine) mais réduiifgigtivement leur potentiel migratoire et d'invas. Ces

données soulignent le réle potentiellement antagifvde mTOR dans les cancers du sein.[475, 529]

- Voie PDGF / c-Abl: le cas de la kinase c-AljAbelson murine leukemia viral oncogene homolog-1)
illustre bien la complexité de la régulation exergar les adaptateurs cytoplasmiques sur la miggaee
d’'un programme de type EMT. En effet, il semble uplupart des régulateurs décrits dans les pajpags
précédents puissent jouer des roles a la fois tadtg et inhibiteurs sur les mémes effecteurspeation du
contexte cellulaire et des signaux provenant dugritvironnement. Ainsi, un réle dans 'EMT a récesnin

été décrit pour la protéine-kinase c-Abl dont Ihe&tion abolit les effets pro-invasifs du T@Rur les
cellules métastatiques des carcinomes mammair@.f58inverse, dans des cellules tumorales du rplo
I'activation de c-Abl par un traitement &DGF (Platelet-Derived Growth Factorgst responsable d'une
phosphorylation de I'hélicase p68 qui induit sastim a lap-caténine. Ce complexe est transloqué dans le
noyau pour activer la transcription et induire I'EMe maniere Wnt indépendante. Enfinglieec STI5S7®,

un inhibiteur pharmacologique de la voie PDGF /hi-Anhibe la formation de nodules métastatiques
secondaires dans les modéles de souris athymioyes® @ecu une injection de cellules cancéreuses

mammaires humaines et murines.[238, 531]

- Récepteurs aux hormones sexuellexce sont des récepteurs nucléaires qui agissettement comme
facteurs de transcription par translocation du softovers le noyau, aprés fixation de leur substrat
hydrophobe. Dans les cellules épithéliales mammailrexiste une relation antagoniste entre laaigation
des cestrogénes et celle du BGEa perte du réceptelER-a (Estrogen Receptor) dans ces cellules
tubulaires ou lobulaires est généralement assaxié@@e transformation cancéreuse et une prolifératio
anarchique. Dans les cellules en culture, I'inwatiish génique de 'ER- conduit a une activation de la
signalisation TGP et a l'induction d’'un phénotype migratoire.[22532 532] La signalisation du récepteur
a la progestéronePGR-a) tend également a s’opposer a l'acquisition d'inérptype migratoire par les

cellules tumorales « basal like ».[533]
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Figure 34bis (agrandissement) : Signalisation de I’  EMT dans les
cellules épithéliales mammaires transformées.
D’aprés (Berx, G. et al. ; 2007) [238] & (Xu, J. et al. ; 2009) [475]

Schéma «simplifié» des voies de signalisation de I'EMT: de nombreuses protéines adaptatrices
n'apparaissent pas et ce schéma ne tient pas compte des régulations par les microARNs ou par les
protéines associées au cytosquelette ; les interactions croisées avec les petites GTPases RhoA, Racl et
Cdc42 ne sont pas représentées.
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B. Facteurs de transcription de 'TEMT

La plupart des voies de signalisation décritessda sous-chapitre précédent convergent vers éne de
régulateurs transcriptionnels qui contribuent ardgulation de nombreux genes cibles. En dehors des
«facteurs précoces» directement associés aux ceesplde signalisation cytoplasmiques (RE;- TCF-
1/LEF-1, B-caténine, Smads, H/S-Spl...), il existe plusietamilles de «facteurs tardifs» réprimant
directement l'expression de nombreuses protéingggugment épithéliales (E-cadhérine, claudines,
cytokératines, laminine, collagénes globulairesu) au contraire, d’induire la synthese de marpieu

fibroblastoides et de génes pro-migratoires (viinenfibronectine, collagénes fibrillaires, MMPE...

1 - Activation et génes cibles

A ce jour, plus d’'une dizaine de ces facteurdrdescription ont été décri(ef. tableau 5 + figure 35)
nous nous intéresserons ici uniquement aux farmikeprotéines a domaine bHL(Helix-Loop-Helix)et a
domaine en «doigt-de-zinc» (familles SNAIL et ZEBh considérant leur rble dans la régulation des bi
marqueurs de I'EMT (ces facteurs ciblent égalendest genes impliqués dans des fonctions aussi divers
gue la prolifération, I'apoptose, la différenciatiet le métabolisme).[534-539]

- superfamille SNAIL/SNAI: SNAIL1/SNAIL, SNAIL2/SLUG et SNAIL3/SMUC
- famille ZEB: ZEB1 QEF1) et ZEB2 (SIP1)
- facteurs bHLH: TCF3 (E47/E12), TWIST1/2, ID1/2, TCF4 (E2-2A28)

Méme s'il existe de nombreuses spécificités aisdn a I'’ADN, les régulateurs transcriptionneld'8#MT
(EMT-TFs : EMT-Transcription Factors) ont en commameconnaissance d’un motif spécifique de tigpe
box (5-CANNTG-3": 5-CACCTG-3' ou son complémer’-CAGGTG-3) retrouvé en un ou plusieurs
exemplaires dans la séquence promotrice de la pldpa génes encodés spécifiguement dans lesesellul
épithéliales différenciée&f. chapitre | + figure 36)La fixation des facteurs SNAIL, ZEB et bHLH swe d
tels motifs permet le recrutement de divers congdexle remodelage de la chromatine agissant
essentiellement par des modifications post-tradooglles des protéines de structuration de I'ADN
(principalement des modifications des histones IparHDACs). Ces modifications des histones sont
reconnues par d’autres complexes protéiques capdbleompacter la chromatine autour des motifsX-bo
et ainsi d'éteindre le promoteur et donc I'expressdu géne adjacent. Le promoteur du géne de la E-
cadhérine CDH1) contient six exemplaires du motif E-box (dontccimotifs 5’-CACCTG-3) reconnus par
la grande majorité des facteurs de transcripti@eguiemment cités.[534-537, 540]

Ainsi, au cours de 'EMT de type 1, 2 et 3 ; pegssion, la stabilisation et I'activation de cest@ines est
responsable de l'arrét tres rapide de la transonipdu géneCDH1, suivi en quelques heures de
I'effondrement de jonctions adhérentes : le délaiires la répression transcriptionnelle @DH1 et la
disparition du pool protéiqgue de E-cadhérine periev de 12 a 72h selon le facteur de transcription
concerné (affinité variable pour le motif E-boxd,type cellulaire et I'activation des systémes égrddation

de la protéine E-cadhérine (ubiquitine-ligases ret§asome). La séquence E-box est également peésent
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dans le promoteur des genes encodant les claudinets 4, les protéines ZO et de nombreux autres
composants spécifiques ou non des cellules émtagl(TP53, P21/CDKNL...) [83, 534, 541]

La voie TGP peut agir directement sur la transcription de toas facteurs par l'intermédiaire des
protéines Smad dans de nombreux contextes cedlslaibe maniére plus indirecte, le TGkt de
nombreuses autres molécules (facteurs de croisspnoigines de la MEC, senseurs d’hypoxie, Wnt...)
peuvent également moduler leur transcription, &abilisation ou leur activation dans le but d’aifigd la
réponse cellulaire destinée a promouvoir I'acgiisitd’un phénotype migratoire.[475] L’activation le
Smads est également associée a une expressior die&GA2 (High Mobility Group, member A2un
facteur de transcription spécifique des régions «f» de '’'ADN. HMGAZ2 est largement induit au ceur
du développement embryonnaire et normalement éteins les cellules adultes ; son expression alierran
peut étre observée dans de nombreux tissus cancéletie protéine est capable d’induire la tramsicnn
de SNAIL1 et SLUG ainsi que celle de la protéihtb Bl TWIST1.[475, 542](cf. figure 36)

En plus de leur rble de répresseur des séquehdmsx, lesEMT-TFs sont capables d'activer la
transcription de nombreux génes spécifiques ddslelfibroblastoides motiles. Leur fixation suADN
permet le recrutement de complexes spécialisésl@atisation des régions promotrices par décondtos
de I'ADN : lesHATs (Histone Acetyl-Transférases), recrutées par desctivateurs transcriptionnels. Les
mécanismes d’activation génique par les EMT-TFst dmraucoup moins bien caractérisés que leurs
fonctions inhibitrices mais des études récentespentis d’identifier des séquences redondantes ldmsns
promoteurs de plusieurs genes concernés.[534-387 LA séquence FTS-1Fibroblast Transcription Site-

1) est un motif de typ&’-CCAAT-3, initialement identifie en amont du géne codantrpla protéine
S100A4/FSP-1 (Fibroblast Specific Protein) et consedans le promoteur de la vimentineSMA,
HMGAZ et plusieurs facteurs de transcription (SNAIDWIST1/2, LEF1, ETS-1).[124, 541, 543]

De facon intéressante, cette séquence est égdlpnésente en plusieurs copies dans le promotela B-
cadhérine, Ig3-caténine et de ZO-1, renforcant I'hypothese sddmuelle les motifs E-box et/ou FTS-1
pourraient participer & des mécanismes de répressid’activation, en fonction de contextes celhels et
de co-régulateurs spécifiques. A ce jour, le sacieur de transcription identifié capable d'intérayec la
séquence FTS-1 est la protédBF-A/NFY-A (ccaaT-Binding Factor-A/Nuclear transcription Factor Y;A)
un membre de la famille des «bZIP-THgasic region / leucine ZIPper motif Transcriptiéactors) dont
I'expression est indispensable pour le développ¢memplet de I'épithélium galactophore ducto-lolinda
son gene est régulierement muté dans les cancessim{644-545] CBF-A agit sous forme d’'un complexe
trimérique (CBF-A/B/C) associé au co-activateunesgseulkKAP-1/TRIM28 (TRIpartite Motif protein 28)
et régulé négativement par le suppresseur de tuRERIf534, 541] Le rble précis de CBF dans I'EMT es
encore mal compris mais il n'est pas exclu queeqatbtéine puisse former des complexes secondaiezs
différents EMT-TFs pour activer ou réprimer I'exgs®on des génes contenant le motif FTS-1.[124, 546]

Enfin, il existe également une forte probabiftéur que I'activation transcriptionnelle d'un céntaombre
de génes décrits comme des cibles directes deactsufs de transcription soient en fait la consécgie
indirecte de leur expression (par exemple paritausation d’autres protéines régulatrices telleg dges
Smads NF-kB ou le complex& CF/LEF/ B-caténing).[495, 536]
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Figure 36 : Les facteurs de transcription au centre des programmes de I'EMT.
D’apres (Peinado, H. et al. ; 2007) ; (Nieto, M.A. ; 2008) & (Herreros, A.G. et al. ; 2010) [534-536]

Les facteurs de transcription de 'EMT sont essentiellement de deux types : Zinc Finger (SNAIL, SLUG,
ZEB1/2) ou bHLH (TWIST1/2, E47/E12, ID1/2). lls permettent d’'intégrer les signaux en provenance des
récepteurs transmembranaires (récepteurs aux facteurs de croissance, récepteurs hormonaux, intégrines)
pour réprimer I'expression des génes épithéliaux (E) et activer I'expression des génes associés a la
migration (M) : jonctions cellulaires, cytosquelette, MEC.... Ces protéines interagissent avec des co-
régulateurs (SIN3A, AJUBA, CTBP) qui opérent par recrutement de complexes de remodelage de la
chromatine. Ces complexes peuvent réprimer des génes par compaction de 'ADN (HDACs : Histone
DéACetylases ; PRC2: Polycomb group Protein 2/ H3Kys-tri-méthylase) ou au contraire les activer (la
décompaction de la chromatine est assurée par les HATs : Histone Acetyl-Transférases).
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2 - La famille des facteurs bHLH (basic-Helix-Loop-Helk)

La superfamille des protéines bHLH est représergar sept groupes de facteurs de transcription
initialement classifiés en fonction de leur répimti tissulaire (classes | a VII). lls sont caraists par la
présence d’'une région composée d'acides aminéguaasib), adjacente a deux héliceamphipathiques
(H) séparées par une boucle flexible (L) de longwaniable.[547] La reconnaissance des motifs E-{33x
CANNTG-3) par ces protéines permet de réguler la trangmnipde nombreux genes impliqués dans le
développement embryonnaire et a la différenciatielulaire. A ce jour, leur réle dans I'activatiates
programmes de 'EMT reste assez mal compris ; ®ifftes études ont cependant démontré une élévation
niveau d’expression de facteurs bHLH aasse I(TCF3/E12, TCF3/E47, TCF4/E2-2, TCF12/HEB) dans
plusieurs contextes de migration des cellules éfwtles.[534, 536-537, 548-549]

Une interaction avec le motif E-box du géZieH1 n'a pu étre observée que pour le facteur E47.[588]
protéines de type TCF4/ITF2 (E2-2A et E2-2B) sompables d’induire 'TEMT dans les cellules rénales
MDCK via une répression indirecte de la E-cadhérnnéépendamment des E-box. Toutefois, I'expression
de ces molécules semble indispensable pour laggipretranscriptionnelle par E47 ou SNAIL1.[549]

Les facteurs bHLH delasse V(ID-1 et ID-2 :Inhibitors of DNA bindiny sont des membres atypiques de
cette famille ; ils sont dépourvus de domaine hssigt sont incapables de lier TADN.[475, 551]dlgissent
par oligomérisation avec les facteurs de classau IVo (TWIST1/2) pour moduler positivement ou
négativement leur activité de répression, en fonaties signaux extracellulaires et de leur réguigtiar des
adaptateurs cytoplasmiques. En effet, la plupastpietéines bHLH sont régulées par différents paites
spécifiqgues (co-activateurs et co-répresseurs 0,p&roucho, SIN3A...) susceptibles de recruter des
complexes de compaction (HDACS) ou de relachemeii dhromatine (HATS).[534, 536]

Pour finir, des études récentes menées sur gdesuta et des cellules transformées en culture enmip de
mettre en évidence un réle pro-EMT pour les fastdaliLH tissu-spécifiques de asse Il: TWIST1
(Twist) et TWIST2 (Dermol)(Drosophilia Melanogaster Twist homologuesaractérisés par un domaine
C-terminal spécifique (Twist box).[276, 552-557] Aiveau embryonnaire, les protéines TWIST forment
des hétérodiméres avec les protéines bHLH de clagear participer a la spécification mésodermigtie
réguler les mouvements cellulaires a 'origine éualoppement cranio-facial.[276, 558]

Chez l'adulte, ils semblent jouer un role détexanit dans la survie cellulaire et la dispersionastétique
des carcinomes mammaires, hépatiques, prostatiqpsejens et pulmonaires.[553, 557, 559-562]
L’inhibition de TWIST1 par ARN interférence est’arlgine d’'une diminution significative du nombre d
cellules tumorales circulantes et de la suppresdemnmétastases pulmonaires apreés injection depigas
lignées cellulaires hautement invasives (ligné&&FMNR, 4TO7 et 4T1) dans la souris BALB/C.[553, 563
564] Ainsi, les fonctions de TWIST1 dans la tumerigse semblent s’exercer a plusieurs niveaux awec u
participation aux étapes précoces de la transfimmdinhibition de l'activité des suppresseurs dméur
P53 et Rb) mais aussi a la progression métastatique tar@igeangiogenese par régulation AHGF ;
activation des programmes de 'EMT et du maintiedal«pluripotence» ; participation aux mécanisdes
résistance a l'anoikis et aux drogues génotoxiquaasstimulation des génes anti-apoptotiques et pro-
oncogéniquedBCL-2 etAKT2).[217, 554, 557, 565]
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3 - Lafamille ZEB (Zinc E-box Binding factor)

Chez les vertébrés, la famille des facteurs dastrription ZEB (Zinc finger binding E-Box homeobox
factors) regroupe deux homologues : ZEBER1 ou TCF8) et ZEB2 (SIP1 ou ZFHX1B), caractérigas
des motifs conservés ewloigt-de-zinc»type GH,ou type GH («Zn finger») et uthoméodomaine central
(domaine HD). Ces protéines sont activées en réponse a deraorisignaux extracellulaires (TGF
BMPs, ligands Wnt, Collagéne I) ou intracellulaig&as/MAPKSs, senseur d’hypoxie HIFe)- lls sont
également induits sous le contréle de divers fastda transcription (NkB, TCF/LEF, SNAIL1) de fagon
dépendante ou indépendante de la signalisatioplegmique.[534, 536, 566-57(@f. figure 36)

Les motifs en «doigt-de-zinc» sont distribuésisdaleux domaines distincts présents au niveau des
extrémités N- et C-terminales, ils se lient ensemdl’ADN par un repliement du domaine central. Le
domaine N-terminal Zn-N) est caractérisé par la présence de trois magifiyge GH, et un seul de type
C;sH. Le domaine C-terminalzq-C), quant a lui, est constitué de trois motifs aigtdde-zinc» de type
C,H,.[571-573] lls agissent comme répresseurs trartgmmigels pour plusieurs genes contenant une
séquence E-box dans leur promoteur (g1, génes codant les claudines, I'occludine, la dedakine
et la plakoglobine). Chaque motif a «doigt-de-zimegonnait un motif minimal CACCT sur 'ADN, et la
séquence consensus compléte est un élément lEgamtitposé des séquen&eLACCT-3'et5-CACCTG-

3’ dont l'orientation et la distance peuvent variglon le géne concerné.[571-572] L’homéodomaineiae |
pas 'ADN mais permet de recruter des protéinepiatiaces (co-répresse@TBPs: C-Terminal Binding
Proteing interagissant avec les facteurs de compactida deromatineIDAC1 et 2).[569-570]

Une particularité des protéines ZEB est leur cépaa agir comme répresseurs ou activateurs de la
transcription, en fonction des partenaires fonctes auxquels elles sont associées. En effet, 4ieR%ede,
en plus de son site de liaison a CTBP, un dondimetivation de la transcription et un site dedai pour
les co-activateurp300 et I'histone 2B - acetyltransféraBE€AF/KAT2B .[569-570]

ZEB2/SIP1, fut d’abord caractérisé comme une protéine s¢ ha domaine MH2 des facteurs Smad2/3
(SIP1 :Smad Interacting Protein)let semble participer a la transmission du sigi@3 de la membrane
plasmique vers le noyau.[467, 57Z8B1/6EF1 (s-cristallin Enhancer Factor 1 été initialement identifié
comme une protéine nucléaire capable d’entrer erpéttion avec le facteur bHLH E47 pour la liaissun
motif E-box présent dans la région promotrice daegeéodant pour ladd- crystallin» chez le poulet
(protéine spécifique du cristallin et de la corr@€p] La protéine ZEB1 peut également interagir
physiquement avec des Smads activés, mais de manins efficace que ZEB2. Une région en aval du
motif Zn-N, conservée dans les deux protéines, eefimteraction avec les Sma@dSBD : Smad Binding
Domain)et donc la régulation de I'expression transcriptielle des genes de 'EMT.[568-570, 574]

Dans les cellules musculaires lisses des vaigs@&B1 interagit directement avec Smad3 et $8&um
Response Transcription Factgrpur réguler positivement la transcription de$SMA et des chaines lourdes
de myosine, en réponse au TEJB75, 575]

Ainsi, les protéines ZEB exercent un rdle cerdieais les «switchs protéiques» associés a 'EMJe(ly, 2
et 3) en permettant a la fois une répression efficke la E-cadhérine et une induction des protéypégues
des cellules fibroblastoides (N-cadhérine, vimantiitronectine, MMPs...)[570, 57€3f. figure 36)
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4 - La superfamille SNAIL

Les membres de la superfamille SNADrosophilia Snail homologuespnt des facteurs de transcription
capables de lier TADN grace a un motif conservé«enigt-de-zinc» type GH, présent en position C-
terminale (4 a 6 répétitions selon les homolog{&&j] On retrouve deux sous-familles, SNAIL et
SCRATCH, qui ont également en commun un domaine N-tedn8h&AG (SNAIL and Gfi-1 oncoprotein
specific domain)qui sert d’adaptateur moléculaire et leur pernegttré autres) d’interagir avec des co-
activateurs (SIN3A, AJUBA) et de recruter des cawpk de remodelage de la chromatine (HDAC1/2,
CTBP1/2, PRC2). Chez les vertébrés, la sous-farBINAIL est composée de trois membreSNAILL
(SNAIL, SNAI1) et SNAIL2 (SLUG, SNAI2), ainsi queSNAIL3 (SMUC, SNAI3) dont les rodles
spécifiques sont a ce jour encore assez mal cqhB8s141, 577-587]

Parmi les EMT-TFs, SNAIL1 et SNAIL2/SLUG sont tién les répresseurs du «protéome épithélial» les
plus étudiés. Les différences de structure entsederix protéines permettent de moduler le niveau d
répression gqu'ils exercent sur les motifs E-bodaetc I'amplitude de la réponse. Ainsi, I'affinité &NAIL1
est plus forte que celle de SLUG pour ces mote#syrdsultat étant une répression plus efficace de la
transcription du geneCDH1 et une meilleure dissociation des jonctions (et ugversibilité plus
limitée).[537] Les promoteurs ciblés par les facseBNAIL sont nombreux et sont localisés en ament d

genes épithéliaux, mésenchymateux ou ubiquitar@®-p39](cf. figures 36 et 37)

Snail1/Snail2
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Proliferation Epithelial Mesenchymal Changes in cell shape Survival
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¥ Cdk4 + VEcadherin ¥ Vitronectin 4 MMPs + p53
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¥ HNF-4c

Figure 37 : Répression et activation transcriptionn elle par les protéines SNAIL.
D’apres (Nieto, M.A. ; 2008) [535]

Les facteurs de transcription SNAIL1 et SNAIL2 sont capables de réprimer directement I'expression des
marqueurs épithéliaux (epithelial markers) et d'activer indirectement les genes de la migration (mesenchymal
markers, changes in cell shape...). De plus, I'activation de ces facteurs est associée a des fonctions anti-
prolifératives (proliferation) et anti-apoptotiques (survival). Il est important de noter que les variations dans
I'expression de ces genes cibles ne sont pas simultanées mais répondent a des évenements cinétiques
complexes au cours desquels il n'est pas rare d'observer des phénoménes de «yoyo» avec une alternance
de régulations positives et négatives pour un gene ou un ARNm donné.[539, 588]
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SNAIL1 posséde une affinité trés élevée pour rfedtifs E-box et sa transfection dans des modéles
cellulaires peut étre suffisante pour affecterllgpart des genes codant les protéines des jonctiemées,
adhérentes et desmosomales.[535, 539, 548] De fatgmessante, la liaison de SNAIL1 au promoteulade
E-cadhérine peut étre renforcée par une interagiysique avec Smad3/4, également fixé au promakeur
géneCDH1 au niveau des sites SBEmad Binding Elements)djacents aux motifs E-box.[589] Les co-
répresseurs associés a cette régulation négateragissent avec le domaine SNAG ; on trouve legpres
SIN3A et AJUBA capables de recruter les compleXxtiSAC1/2 et PCR2 (Polycomb group Proteins,
member 2/ H3k-triméthylase) respectivement. Les HDACs et PRC2 sont des fexteatalysant des
modifications post-traductionnelles des histonesomaues par d’énormes complexes moléculaires qui
assurent la conversion de I'euchromatine en hétéootatine, plus compacte.[536, 538, 590-591]

Il est important de noter que les modificatioms tiysines sur la queue N-terminale des histontsitdén
code complexecpde histoneou code épigénétique) qui ne peut en aucun cagséuit a une interprétation
de type « acétylation = activation / méthylationrépression ».[540] Par exemple, la compaction de la
chromatine est réguliérement associée a la présiwhistones modifiées H3mkt H3mKE’ (Histone H3
méthylée sur les lysines®Ket K?), alors que les formes H3MKH3mK®* et H3mK® sont plutdt
caractéristiques de la chromatine active (euchriomatll a récemment été démontré que la fixatien d
SNAIL sur le motif E-box du généDH1 permet de recruter le complexe LSD1/CoREST patinteeaction
avec le domaine SNAG. LSOLysine Specific Demethylase-€3t responsable de la perte du méthyl en K4

de I'histone H3 et permet d'initier la compactiomld portion chromosomique concernée.[592]

A l'inverse, I'expression ectopique des protéiB&HAIL peut étre associée a l'induction de la teaipgion

de genes mésenchymateux, de maniere directe (@dgncivec des co-activateurs et des HATS), ou sous
I'effet d’'une coopération avec d’autres facteurgrdascription. En effet, une des cibles transiciptelles
de SNAIL1 est le géne encodant la protéine ZEBpabke d’activer directement la transcription deNla
cadhérine et de la vimentine.[593] Ainsi, une fgie ZEB1 est induit, une diminution de I'expression de
SNAIL par ARN interférence s'avére inefficace paestaurer un phénotype épithélial. Comme décrit
précédemment, la perte membranaire de la E-cagh@ent également étre un événement suffisant pour
induire la translocation nucléaire de fpacaténine et du facteur NdB dans de nombreux contextes
cellulaires ein vivo. Ainsi, la répression du géer@DH1 par SNAIL ou SLUG peut entrainer une activation
secondaire des genes cibles du compBRE/LEF ou de la signalisatioNF-kB.[495, 536, 594-595] De
plus, SNAIL1 régule I'expression du récepteur avieamine D, un activateur de la transcription de
CDH1.[596-598] Réciproquement, une surexpression d&-tadhérine tend a s’opposer a I'activation
transcriptionnelle de SNAIL1 ainsi qu’'a l'inductiale 'EMT et d’'un phénotype migratoire, notammeat p
la restauration d’'un niveau basal d’expressionad®AP KinaseERK2.[138, 536, 599] Il est toutefois
important de noter que les jonctions adhérentesunemtsont des éléments extrémement stables, en
particulier lorsque I'ancrage des microfilamentsstabilisé par les caténinest P120. Ainsi, le nombre de
lignées cellulaires dans lesquelles la simple suession de SNAIL permet d’induire 'EMT est plut6t
limité et il est probable que des évenements demimg>» (altération préalable des jonctions cellds)

s'avérent nécessaires pour permettre une répresaimcriptionnelle efficace de ce facteur.[536]
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C. Régulation de I'expression de SNAIL1 au cours deMT

1 - Expression physio-pathologique de SNAIL1

Le geneSNAIL situé sur le chromosome 20 chez 'homrueys 20g13.Q est généralement considéré
comme éteint dans les cellules épithéliales difféiées.[600] La protéine Snail (codée par le ¢génai-l)
apparait dans I'embryon murin au 7éme jour de d@peiment (E6,5-E7) et joue un rble primordial dans
'EMT associée a la mise en place du mésodermeirfsafidation génique par KO est associée a urt duré
développement au stade de la gastrulation et ldsy®ms atrophiques meurent prématurément des suites
d’'une absence de développement de nombreusesustsidDe facon intriguante, les embry@ma -/-, bien
gue chétifs a E8,5, sont constitués de trois fegillet on peut observer la présence de cellules
mésodermiques exprimant partiellement la E-cadbéfiiiveau d’expression intermédiaire entre cels de
cellules ectodermiques et mésodermiques des entiamtrdles).[601-602] Pendant la délamination des
crétes neurales, I'expression de SNAIL a des niveédenvés est indispensable a la protection desleslen

migration contre les signaux-pro apoptotiques.J&0B figures 38A et B)
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| EPITHELIAL CELLS | | EPITHELIAL TUMOUR CELLS | | RENAL EPITHELIUM |
A c E

Invasive cells Tumour cells

Rﬂ-r‘s‘l tubules
[eeLle

ooares

) Neural crast

cells Ny W
Snail Basement membrane Snail
physiclogical abermrant
expression FAimany, ot activation
e D ; i
g%’Singhﬂ migratory
cells tumour cells
MESENCHYMAL CELLS | [INVASIVE CELLS] | FIBROTIC CELLS

[] Snail negative cells [C] Snail positive cells

Figure 38 : Expression de la protéine SNAIL1 au cou rs de I'EMT type 1, 2 et 3.
D’apres (Nieto, M.A. ; 2008) [535]

(A) Délamination des crétes neurales (EMT1). (B) Formation du mésoderme au cours de l'étape de
gastrulation (EMT1). (C) Front invasif des carcinomes infiltrants (EMT2). (D) Cellules cancéreuses motiles
individualisées de la masse tumorale (EMT2). (E) Conversion des cellules épithéliales en fibroblastes
inflammatoires dans les fibroses rénales.
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Dans la plupart des lignées métastatiques, uaetivation du gen8NAIlest associée a l'inhibition de
génes suppresseurs de tumeur (PTEN, P53, BCL-XD,.Bla des phénotypes de résistance contre divers
agents génotoxiques, ou encore a I'apoptose ingaitdes rayons ionisants et des cytokines.[603-6@5
plus, SNAIL1 est exprimé au niveau du front invakahs les biopsies de cancers du sein, généraleament
relation avec un mauvais pronostic (présence dgligais, dispersion métastatique, perte de la E-&dad
et du récepteur a I'cestrogéne ER606-610] Son induction est également associée @macessus de
rechute apres rémission, en lien avec sa capadaiduae une dédifférenciation et la perte d’expres de
certains antigénes («immuno-editing») et une imrsupcession.[608, 611] Enfin, une activité pro-
angiogénique a également été décrite pour SNAkRi$aht de cette protéine un élément central de TR
type 3 et de la progression métastasique des canem[141, 536, 612]

Au cours de 'EMT de type 2, les fonctions de SN ont été largement étudiées dans les modéles de
fibroses rénales et ce facteur joue un rble détermidans I'expression des marqueurs fibroblasticgie

dans I'entretien du processus inflammatoire.[428-614](cf. figures 38C, D, E)
2 - Régulation transcriptionnelle du geneSNAI1

Au cours de 'EMT, I'expression de SNAIL1 peuteéinduite par des protéines de la MEC (laminie®),
réponse a de nombreuses cytokines (F@MPs, FGF, HGF, EGF, PDGF, VEGF) ou sous l'effeine
réponse inflammatoire (PGEZrostaglandine E2 COX2 : Cyclooxygénase2NF«B) ou hypoxique (HIF-
la, ROS : formes réactives de bQ). De maniére générale, il existe une relatibnit® entre les cibles
transcriptionnelles de SNAIL1 et les systemes deledion de son promoteur, générant ainsi des beuds
rétrocontrole extrémement complexes.[534, 536, 615]

En effet, au cours de 'EMT, l'activité inducteiade SNAIL1 peut étre amplifiée par des rétrocdesr6
positifs dans lesquels des protéines conduisaactvhtion de son promoteur sont elles-mémescitdss
d’activation de SNAIL1 (cas de I'ostéonectiBBPARC : Secreted Protein, Acidic and Rich in Cystgine

A linverse, elle peut aussi étre atténuée séeféet de la présence de motifs E-box dans la sécpie
promotrice de plusieurs de ces protéines actietridPar exemple, le factelBGR-1 (Early Growth
Response 1 : facteur a «doigt-de- zinc» typld,l; est exprimé précocement au cours de 'EMT indpéte
I'HGF et les MAPKinases ; il régule positivement SNAllMais peut faire I'objet d’'une répression
secondaire a I'expression de ce méme facteur.[53885,548, 616-617]cf. figures 35, 36, 37 et 39)
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Figure 39 : Boucles de rétrocontréle de I'activité de SNAIL1 au cours de 'EMT.
D’aprés (De Craene, B. et al. ; 2005) & (Herreros, A.G. et al. ; 2010) [536, 615]

Ce schéma reprend les différentes interactions existant au niveau transcriptionnel entre SNAIL1 et les
nombreuses molécules régulant la signalisation cellulaire de 'EMT. Il est important de noter que plusieurs de
ces boucles de rétrocontrbles ne sont pas systématiquement mises en jeu ensemble dans un méme
contexte cellulaire. En effet, si I'activation du promoteur SNAI1 est un événement redondant pour les EMT
de type 1, 2 et 3; ce n'est pas forcément le cas pour les régulateurs de cette séquence et les cibles
transcriptionnelles de la protéine SNAIL1. Ainsi, les boucles de régulation de I'activité de SNAIL1 dépendent
fortement de la formation de complexes macromoléculaires dont les composants définissent des
«combinaisons spécifiques» responsables des «oscillations» entre des effets activateurs et inhibiteurs. Cet
équilibre dynamique est également sous la dépendance d’évenements cinétiques coordonnés dont le but est
de permettre une transition rapide entre un phénotype cellulaire cohésif (épithélial) et une forme cellulaire
pro-migratoire (cellule mésenchymateuse/fibroblaste). L'expression de la E-cadhérine (CDH1), la stabilité
des jonctions adhérentes et les inhibiteurs de la voie Wnt (PTEN, GSK3B...) sont au cceur de ce
systeme, sous l'effet de la séquestration membranaire de la B-caténine et de I'inhibition de I'activité de
TCF/LEF. L'activation, la stabilisation ou encore la localisation de plusieurs facteurs de transcription (noms
en italique dans le schéma) sont également directement impliquées dans la stimulation ou la répression du
promoteur SNAI1 : les protéines des familles EGR, NF-kB, Smad, ZEB et TWIST sont généralement
considérés comme des régulateurs positifs de la séquence promotrice SNAIL1; leur activité est
réciproquement modulée de facon directe ou indirecte par I'expression de SNAIL1 au cours de I'EMT.
SNAIL1 est également capable de lier et réguler négativement ou positivement son propre promoteur ; cette
«balance» dépend du contexte cellulaire et probablement de I'interaction directe avec d’autres co-facteurs
(NF-kB, B-caténine, Smads...). Dans les cellules épithéliales différenciées, I'expression de SNAIL1 est
généralement maintenue a des niveaux faibles, en partie sous I'effet d'une boucle de rétrocontréle négatif
avec le récepteur nucléaire aux cestrogénes ER-a en association avec MTA-3 (a noter que cette
signalisation dépend fortement du type d'épithélium et de sa sensibilité aux hormones sexuelles qui peuvent
étre des inducteurs de 'EMT ou de la MET en fonction du contexte : dans la glande mammaire, les effets de
I'activation des récepteurs ER-a et PGR-a semblent plutét associés a un maintien du phénotype épithélial).
Enfin, SPARC est une protéine sécrétée dont la régulation est indirectement corrélée avec I'expression de
SNAILL, les liens moléculaires entre ces deux protéines ne sont pas encore totalement clarifiés.
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2.1. Rétrocontrdles positifs

- Voie TGFp : in vitro, la transcription de SNAIL est fortement induite ponse au TGFgrace a une
interaction directe des complexes Smads activég awve élément de réponse SBE, contenu dans le
promoteur SNAIL1 Dans cette région promotrice, le motifs SBE-CAGACA-3’) est adjacent a des
séquences riches en répétitions A-T qui permettratcoopération des Smads avec le facteur HMGAR pou

activer la transcription de SNAIL1 au cours de I'EMans les cellules en culture.[618]

- Voie MAPK : une activation aberrante de la voie Ras/IMAPKesgseut étre a I'origine d’'une régulation
positive du gén&NAIL de maniere indépendante de la signalisation eltrdaire.[534-535, 615] Sous le
contrdle de cette signalisation, SNAIL1 peut sedigles protéines susceptibles de contrdler sadrigtion :

une interaction physique a été démontrée pour detelirs EGR-1 et AP-{Activated Protein-1)619]

La séquence flanquée en 5’ du géene SNAIL présastaites «AP» reconnus respectivement par lesufacte
«leucine-zipper» FOS/JUN (AP-1) et TFAP2A (AP-2hpligués notamment dans la régulation des génes
encodant la MMP-9 ou le collagene |, au cours tigses précoces de 'EMT.[534, 539, 620-621]

- Voie Wnt/B-caténine: chez certaines espéces, les promot8iNAllet SNAI2/SLUCGcontiennent un site
de liaison au facteur LEF-1LBS: LEF Binding Sit¢ permettant au complex@-caténine/TCF/LEF
d’exercer une régulation positive directe.[615, 623] Cette séquence n’'est pas conservée dans les
promoteurs des géenes mur{Bnail) et humain(SNAI1), mais une régulation LBS-indépendante peut
intervenir au cours de 'EMT.[615, 622, 624] Daadignée murine SW480 (cellules épithéliales dwiahl
I'activation ectopique du complexecaténine/Tcf/Lef aboutit a la stimulation du prdaewr de Slug/Snai2
(en I'absence de LBS) mais n’a aucun effet suri@g#uSnaill. Dans ces cellules, I'expression delSest

en revanche régulée positivement par la voie desyiimes, via la kinase ILK.[625] De maniére plus
indirecte, la coordination entre la perte de laaBFerine et la translocation nucléaire dg-zaténine est
responsable d’'une induction de SNAILL. En effat, naintien des jonctions adhérentes par stimulation
géneCDH1 est associé a une répression de SNAIL1 dans phssieodeles ; I'activation de la voie Wnt et la
perte du pool membranaire @lecaténine vont donc dans le sens d’'une amplifinatapide des effets de
SNAIL1, sous l'effet d’'une boucle de rétrocontrplesitif.[534, 536] Toujours dans ce sens, la phatgde
PTEN et la kinase GSK3eprésentent, avec I'axine, les « remparts céleda> majeurs de l'induction de la
voie des ligands Wnt.[457, 510¢f( partie D L’inhibition chimique de GSK@ est accompagnée d’'une
activation du promoteuBNAI1ldans plusieurs lignées ; SNAILL est de plus capdblréprimer directement
PTEN dans les cellules MDCK.[510, 605Ef. figure 39)Ce systéme est d’autant plus complexe que la
protéine SNAIL1 est capable d'interagir physiquetrerec laB-caténine pour amplifier son action sur les
génes cibles de la voie Wnt dans la lignée SW480réssion évaluée par le systeme rapporteur TOP&OP

I'expression transcriptionnelle de I'axine2 et Qishlled-2).[626]
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- Voie NF«B : I'induction des facteurs de la famille REL, sousdmtrdle de la kinase IKK, est également
un élément central des boucles d'auto-amplificatier’activité de SNAIL1 et de la régulation positides
génes « mésenchymateux » au cours de 'EMT. En, éffiexB est considéré comme un inducteur de la
transcription pour la vimentine et la MMP9 ; cetéar interagit directement avec le promoteur de BNA
au niveau d’'une séquence conserg@gcléotides -194 a -7§495, 627] Réciproquement, N#B est une
cible transcriptionnelle régulée positivement p&lAB 1 ; ses effets pro-EMT sont, comme pour la voie

Wnt/B-caténine, dépendants de I'expression de la E-cedhi94]

- Voie PDGF: dans les cellules humaines SW480 (colon), lgetreent PDGF a pour conséquence la
phosphorylation activatrice de f®8-RNA hélicase(sur le résidu Y593), un adaptateur moléculainer g
nombreuses protéines nucléaires. La p68 activdaakfe complex&iDAC-1/Mi-2/NuRD (Mi-2 : MBDS3 :
Methyl-CpG Binding Domain Protein-3; NuRD : Nudeme Remodeling and histone Deacetylation
complex) présent sur le promotelNAIL; ceci permet son acétylation, sa décompactionoet dson
activation.[628] Toujours sous le contréle du PDG#&, protéine p68 intervient également dans la

translocation nucléaire de flacaténine en favorisant sa dissociation par ragpbaxine.[629]

- Autres régulateurs transcriptionnels: au cours de la formation du mésoderme chezdaoghile, les
facteurs Twist et Dorsal agissent comme des activateurs majeurs de la tipise de SNAILL, en
opposition avec la protéin¢odal, qui semble au contraire intervenir comme répres§dify, 630] Une autre
caractéristique intéressante du promot&NAIl est la présence d'une séquerf€€S-1 (Fibroblast
Transcription Site-1)pouvant potentiellement faire I'objet d’une actiga par le complexe CBF dans les
fibroblastes, comme pour le gene encodant FSP-0/81{541] Cette séquence est également présenge dan
le promoteur des généMGA2, Dorsal et TWISL24, 543, 615] Enfin, le gérn@NAllest flanqué d'une
séquenceéHS-3'-enhancer (HS : DNase Hypersensitive Sitaf)nt l'interaction avec la région promotrice
(par repliement sur trois autres sites HS) semig@ieerchinant pour son induction dans les cellules de
mélanomes (lignée A375). Ce motif est reconnu pacdmplexeETS/YY1 (Yin Yang 1 transcription
factor), qui pourrait agir par recrutement des facteursetheodelage chromatiniens CBP/p3@@mille des

histone-acétyltransférases) PRMT1(Protein-Arginine-MethylTransferase-§31-632]

2.2. Rétrocontrdles négatifs

Dans les cellules épithéliales différenciées, 8MAest au contraire soumis a une répression active
nécessaire au maintien des complexes jonctionh@daesécrétion des composants de la lame bd3aires.
I'épithélium mammaire, I'activation du récepteurxamestrogene&R-a semble jouer un réle déterminant
dans ce processus. En effet, la perte de ce récegéms les cellules tumorales pourrait étre eniepar
responsable de l'expression ectopique des fact8MAIL associée a la dispersion métastatique et a
I'acquisition du potentiel de résistance a I'apgpt632, 586] De méme, I'expression de la prot®iié-3
(Metastasis Associated family 1, memberudle sous-unité du complexe de co-répressint/NuRD (Mi-

1 = CHD : Chromodomain Helicase DNA binding profgiast associée a un niveau d’expression faible de

SNAIL1 et au maintien de la polarité apico-basaleéponse au récepteur ER633-634]
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La stimulation de la signalisation des cestrogatess les cellules tumorales mammaires MCF7 (lignée
positive pour I'expression de Ei-est associée a une répression de SNAIL1. Réaiprognt, I'expression
ectopique de SNAIL dans ces cellules diminue derfagignificative la transcription de ERpar une
association directe a son promotg@equence ESR1)ces effets ont associés a une activation des
composants de la voie TGanonique et non canonique.[532] De fagon intéréss les cestrogénes sont
également des activateurs de 'EMT via la transionp du facteurZEB-1 dans plusieurs contextes
cellulaires ainsi que dans les tumeurs de I'endeméerin et des ovaires.[635-638]

Une telle relation antagoniste n’est pas excapgtie puisque, méme au cours de 'EMT, I'exprassie
SNAIL1 est soumise a une certaine «tempérance»|'sfiet de boucles négatives dont le but physialog
est probablement de faciliter le retour rapide aétamt cellulaire cohésif pavlET. Cette coordination
chronologique s’avere déterminante au cours duldggement embryonnaire.[536, 639-640]

Ainsi, dans les cellules mammaires de la lign®&ER traitées au TGk on observe une induction rapide
du niveau de transcrit SNAIL1, suivie d'une stagmmatvoire d’'une diminution. Si le traitement esblpngé
sur une période supérieur a 6 jours, on observs 8loduction de « facteurs tardifs » (ZEB2/SIFASC :
Goosecoid homologuet FOXC2 : mesenchyme Forkhead box)@2 une nouvelle augmentation du niveau
de SNAIL1 associée a I'expression des marqueudsdiférenciation (CD4¥"CD24°").[588]

Cet aspect cinétique peut également étre obsglamve les cellules MCF7, dans lesquelles la tratisfede
SNAIL1 induit sa propre activation uniguement pearda4-48h. Dans un deuxieme temps, le niveau

d’expression des transcrits SNAIL1 semble revetigtat basal au bout de 72h.[538f. figure 39)

2.3. Boucles d'auto-régulation

Le point le plus intriguant en ce qui concernestaucture du promoteuBNAIL est le degré élevé
d’homologie qu'’il posséde avec celui de sa cibllgipale : le géneCDH1. En effet, en amont de la
séquence codante du géne hun&NAll on trouve4 motifs E-box dont le plus proximal est conservé chez
le macaque rhésus, le beeuf, la souris, le ratidsoghile et le poisson-zéb§Panio Rerio).Toujours dans
les cellules SW480, SNAIL1 (exprimé de facon eajap), est capable de réprimer sa propre séquence
promotrice tout en induisant la répression de lecalhérine et lacquisition d'un phénotype
mésenchymateux.[639] Comme pour le BGEet « auto-rétrocontréle négatif » semble dedlitiéniter la
durée d'action du répresseur SNAIL1 sur les gepabdiaux et faciliter la réversibilité de 'EMTap MET.

Au contraire, dans la créte neurale, Slug (quisthin propre promoteur au niveau d’'une E-box) exarc
rétrocontrdle positif sur sa transcription. Cedaifogce I'hypothese selon laquelle les facteursad&inille
SNAIL pourraient exercer un contrble aussi bienatiégue positif sur la transcription, en fonctidas co-
régulateurs auxquels ils sont associés.[641] Dedeétrécentes suggerent en effet que la «directians
laquelle s’oriente cette auto-régulation est fogatndépendante du contexte cellulaire, en particulu
niveau d'expression de la E-cadhérine et du poohionanaire de3-caténine (notion de « priming » des
cellules pour l'induction de 'EMT). Enfin, on peutoter qu’'une des E-box du promoteBNAIL est
adjacente asite SBE comme c’est le cas po@DH1. Ainsi, il est probable que SNAIL1 puisse agir en

coopération avec les Smads pour réprimer ou acv@ropre transcription.[536, 626, 638 figure 39)
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3 - Régulation post-transcriptionnelle par les miRNAs

L'étude des micro-ARNs régulateurs (miRNA ou miRRprésente I'un des nouveaux axes de recherche
dans la compréhension des voies de signalisatianegpnant les programmes cellulaires de 'EMT. Cat so
de petits ARNs non codants de 21-23 nucléotidgzaldas de lier des ARNm dans le but de limiter leur
traduction. lls agissent essentiellement par reanaht deRISC (RNA-Induced Silencing Complepdur
former un complexeniRNP qui digere les ARNm grace a son activité RNAs&{644] A ce jour, leur rble
est majoritairement étudié dans les processus derigenese (transformation, dédifférenciation et
dispersion métastatique) ; mais il semble que lefiess soient relativement pléiotropiques et gyilissent
agir tout au long du développement chez de nombseespéces.[645-648] Ces molécules ciblent desgéne
trés divers et pourraient jouer un réle détermindauws plusieurs étapes de 'EMT, notamment via la

régulation de I'expression des facteurs de trapson.[649-652]

Plusieurs composants de la voie \Braaténine sont inhibés par des miRNAs : par exenpi@iR-200a
cible directement 1e3'UTR (UnTranslated Regionde 'ARNm de lap-caténine, inhibant ainsi la
transcripiton par TCF/LEF.[653] A l'inverse, lesiR-135 (a et b) etmiR-21 ciblent respectivement les
3'UTRs des transcrits APC et PTEN, activant dontrdascription des genes cibles de la voie Wnt{654
656] L'inhibiteur de la voie Wnt Kremen2 et lesdigls antagonistes du récepteur Frizzled (DKBickkopf
xenopus laevis homologet sFRP2 secreted Frizzled-Related Proteinst)nt également ciblés parrteR-

293 ce qui aboutit & une réponse cellulaire amplisiées I'effet des ligands Wnt.[657]

Cette régulation concerne également les faceids famille ZEB qui sont régulés négativement par
ARNSs de la familleniR-200 (miR-141, miR-200a, b, ¢ et miR-2(0649, 658-659] La stabilité de la protéine
SLUG est au contraire régulée positivement panile-221 qui inhibe la transcription du gene codant la E3
ubiquitine ligase MDM2.[660-661] Il est probableegla régulation de la stabilité des ARNm SNAIL1 so
également soumise a des contrbles similaires paelds molécules et fasse donc 'objet de nomlagus
études au cours de la prochaine décennie. Récemnuere analyse comparative des données
transcriptomiques de 295 biopsies de cancers duagiermis de démontrer que I'expression de SN/AKt1
corrélée a une élévation de la synthéseniiR-661 et a la répression de ces cibles : la Nectine-dtépre
membranaire associée aux jonctions adhérente® warsporteur lipidique StarD10. Ainsi, I'activitie
répression de SNAIL1 n’est pas limitée a son imtiwa avec les E-box mais peut s’exercer indireet&m

par des régulations post-transcriptionnelles.[662]
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4 - Régulation post-traductionnelle

In vivg l'activation transcriptionnelle du promote8NAIL est loin d’étre un événement suffisant pour
déclencher la répression des génes sous le codadlE-box. En effet, & des niveaux d’expressiodérés
(c’est-a-dire en dehors des systemes de surexpnedans les cellules en culture), la protéine SNAtEo-
synthétisée est soumise a des mécanismes de esnpddt-traductionnels qui en font une protéingefoent
instable possédant une demi-vie de 20 a 45 min@es.modifications des acides aminés agissentosur s
activité répressive, sa localisation cellulairesat stabilité ; elles peuvent intervenir tout auglafe la
séquence protéigue de SNAIL1 mais se concentresgntsllement dans la portion centrale entre les
domaines SNAG (N-terminal) et «doigt-de-zinc» (@xtimal).[536, 663-665]cf. figure 40)

Le domaine central est une région qui differeecles membres de la famille SNAIL. Au niveau é¢te
portion variable, SLUG est caractérisé par uneesée 29 acides aminés non conserves, juxtaposés au
domaine en «doigt-de-zinc». Le role exact de cemaine SLUG » est encore inconnu a ce jour, mais le
résidus qui le composent semblent intervenir daigdmeérisation des protéines SLUG, qui paraieétr
nécessaire a sa liaison a 'ADN.[537, 602] La pregéSNAILL est au contraire organisée autour dexdeu
domaines fonctionnellement distincts mais soumigna régulation post-traductionnelle coordonnée : le
signal d’export nucléaire (NESNuclear Export Signalet le domaine SRDSgrine Rich Domajrjuxtaposé
a un motif de reconnaissance par le protéasome [@#truction Box[536, 666](cf. figure 41)

SNAIL/SNAI1

SLUG/SNAI2

N | SNAG " #SRD” P SLUG Domain

Figure 40 : Organisation structurale des protéines SNAIL et SLUG.
D’aprés (Peinado, H. et al. ; 2007) [534]

Les 7 acides aminés en position N-terminale sont conservés chez tous les membres de la famille SNAIL
quelle que soit I'espéce étudiée. lIs constituent le domaine SNAG (SNAI and Gfi conserved) qui sert de
« plateforme moléculaire » pour l'interaction avec de nombreuses protéines, en particulier des cofacteurs de
répression transcriptionnelle (SIN3A, AJUBA) et des complexes de remodelages de la chromatine (HDACs,
groupe Polycomb...). Le domaine C-terminal de liaison a 'ADN (ZF : Zinc Finger) est également conservé, il
est formé de motifs répétés en nombre variable (4 pour SNAIL et 5 pour SLUG). Par contre, le domaine
central diverge fortement entre les membres de la famille SNAIL : SNAIL1 contient une séquence d’export
nucléaire (NES : Nuclear Export Signal) et un domaine riche en sérines et prolines (SRD) abritant un motif
de reconnaissance par les ubiquitine-ligases et le protéasome (DB : Destruction Box). SLUG contient
également de nombreuses sérines mais ne semble pas posséder de véritable SRD capable de réguler sa
stabilité ; la séquence NES est remplacée par un «domaine SLUG» dont le r6le demeure énigmatique.
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Figure 41 : Régulation post-traductionnelle de la stabilité, la localisation et I'activité de SNAILL.
D’aprés (Herreros, A.G. et al. ; 2010) [536]

Ce schéma combine des données obtenues dans des cellules issues de plusieurs espéeces et il est probable
gue certains de ces mécanismes ne soient pas entierement conservés par I'évolution. La présence de
plusieurs résidus est cependant redondante ; c’est le cas notamment de la plupart des sérines (S) et des
lysines (K) dont la position varie trés peu entre Danio Rerio, Xenopus Laevis, Drosphilia Melanogaster, Mus
Musculus, Rattus Norvegicus et Homo Sapiens. Ces acides aminés, en association avec une séquence NES
(Nuclear Export Signal : en bleu clair), permettent une coordination de la localisation, la stabilité et I'activité
transcriptionnelle de SNAIL1. Ces événements sont sous le contrdle de modifications post-traductionnelles,
en particulier la phosphorylation des résidus sérine et thréonine (kinases GSK3[3, CK1, CK2, PKA, PAK1,
LATS2 et phosphatase SCP) ainsi que I'ubiquitination des lysines (E3 ligases B-TrCP, FBXL14 et MDM2 :
leurs effets sont inhibés par les protéases USP et les oxydases LOXL). Les boucles de régulation «pro-
EMT» sont représentées en vert et les boucles «anti-EMT» sont en rouge-rose ; le repliement du SRD
(Serine Rich Domain : en jaune) induit par LOXL2 semble s’effectuer dans le cytoplasme, avant le transport
nucléaire (représentation en pointillés). Il existe une étroite coopération entre l'inflammation, I'nypoxie et la
signalisation des facteurs de croissance sous l'action coordonnée de NF-kB, Twistl et GSK3.
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4.1. Modéle de régulation par les kinases CK1 et GSHRB

Chez I'humain, le domaine SRD de la protéine SNIA#ist composé d’'une quarantaine de résidus, dont 15
sérines(S), 7 prolines (P) et 7 résidus acidest(B)gce qui représente un environnement extrémemen
favorable pour la reconnaissance par les kin@&®<3p et CK1. Comme pour Ifi-caténine et le facteur
IxB, le domaine central abrite un motif de destructizB de type DSGxxS (ou DSGxxxS dans certaines
espéces) qui, lorsqu’il est activé par phosphanmatest reconnu par le complexe ubiquitine-liga&d-/B-
TrCP en association avec le protéasorfe. figure 31)Dans les cellules épithéliales différenciées, la
protéine GSKB phosphoryle les résidi&® et S'° générant ainsi la séquence consensUGRES, ce qui
aboutit a la dégradation de SNAIL1 et donc a I'esgsion de la E-cadhérine.[510-511, 666] De facon
intéressante, la régulation de l'activité de GBKS8 de son action répressive sur SNAIL1 sont saus |
dépendance des mémes éléments que dans le caspamtinine et APQcf. figure 36) En effet, la
phosphorylation desérines $° et S% est fortement amplifiée par la kina€&1 (priming), qui catalyse
I'ajout de phosphates en positions +4 et +7 papoegau dernier résidu du site consensi¥' et S').[667]

Ces deux derniers résidus sont conservés dans testespeces étudiées a ce jour ; ils participetement

a la stabilité de la protéine SNAIL1 ainsi qu’a smtivité de répression de la E-cadhérine, aussiibivitro

que dans les modéles d’invasionvivo.[666-668] De méme, au cours de 'EMT, la réprassie GSKB
sous le contrble de la voie Wnt et/ou de la sigatibn PI3K/Akt, va permettre a la fois la transiton
nucléaire de I§-caténine et la stabilisation de SNAIL1.[457, 668] figure 31 + 35)

Dans les cellules humaines, la phosphorylationSRD par GSKB est réversible par I'action de la
phosphataseSCP (Small C-terminal domain Phosphatasg)i interagit avec le domaine C-terminal de
SNAIL1 a I'intérieur du noyau, comme en témoignks®t expériences de co-localisation. La surexpressio
de cette protéine dans la lignée épithéliale tansge MDA-MB231 est corrélée a une stabilisation de
SNAIL1 et une augmentation du potentiel métastati@69](cf. figure 41)

En dehors de la séquence DB, les prédictionseligs de sites consensus mettent en évidencerdsaut
sérines susceptibles d’étre phosphorylées par G%ht le résidu 8’ reconnu par CK1). Dans la protéine
SNAIL1 humaine uniquement, ces acides ami®&§ S'*, S'*° et S ainsi modifiés constituent un motif
SHxxSHxXxSxxxS (ou SxxxSxxxS) adjacent au NES.[511, 666] Dans les cellules HEK@uman
Embryonic Kidney) les mutants constitutivement pseudo-activés pmursite (mutants S/E) tendent a
s'accumuler dans le cytosol ; la séquence ExXxXExXXXE pourrait ainsi étre favorable a une inductitin
NES et donc a I'export de SNAIL1 du noyau versyosol par le transporte@RM-1/XPO-1 (exportine-
1).[511] Les sérines'®, S"'* et S™ sont conservées chez la souris et le rat mais atusgntes chez des
vertébrés plus primitifs tels qu¢enopus LaevjDanio Rerioou Gallus Gallus suggérant une régulation
indépendante du motifP&xS’xxxS” dans les cellules de ces organismes. Les événemmiéculaires
gouvernant la régulation du transport de SNAILIreetes différents compartiments cellulaires ne sooé
jour pas encore totalement clarifiés ; au vu desdes fournies par les expériences de mutagemigeedil
est probable que la proximité entre les séquendeS & SRD conduise a des effets coopératifs easre |

différentes modifications pos-traductionnelles de deux domaines.[511, 663-664, 6@9] figure 41)
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Ainsi, il semble exister un lien direct entreskguestration de SNAIL1 dans le cytoplasme et geadétion
par le protéasome, en association avec les conplabsiguitine-ligases.[511, 666-667] Dans le noyau,
déphosphorylation pagCP pourrait ainsi agir comme un signal de rétentionléaire.[669] De méme, de
nombreuses études récentes mettent en éviden@enuentre la stabilité de SNAIL1 au niveau protéic
son induction transcriptionnelle via la régulat@@son promoteur ; les protéif@SK3p, NF-kB et TWIST
ainsi que le complexes-caténine/E-cadhéring en association avec lgoie Wnt/TCF/LEF et le
cytosquelette d’acting sont au cceur de ces mécanismesodedination.[495, 510, 626, 670%f. figure 35)

Enfin, dans les modéles de développenmenivo chezDanio Reriq I'import de SNAIL1 du cytoplasme
vers le noyau est sous la dépendance du transpaigedincLIV1/SLC39A6 (Solute Carrier family 39,
member 6) L'activité de cette protéine n'a pas été testarsdes cellules humaines mais I'expression de
LIV1 dans les cellules tumorales métastatiguesnéme que les homologies de séquences entre lesegaspée
et l'absence de formation du mésoderme dans lesryemd invalidés pour ce géne suggerent une

conservation de ce processus.[671-G¢R]figure 41)

4.2. Autres modifications post-traductionnelles

- FBXL14 : dans plusieurs modeéles cellulaires humains einsua E3 ubiquitine-ligase FBXL-14--Box

and Leucine-rich repeat protein-14¥t capable de catalyser la poly-ubiquitinatiorS8&IL1 et médier sa
dégradation, en I'absence de phosphorylation gokalsar GSKB. Cette enzyme semble interagir avec le
domaine SNAG grace a son motif F-box (motif conéetansp-TrCP) ; dans le domaine central (résidus
120-151), les acides aminés modifiés par cetteraazont les mémes que p@aTrCP (lysineK ®, K’ et

K% dans la séquence humaine), ce qui suggére unergemee des deux mécanismes de régulation. Dans
les cellules en culture, FBXL14 est inhibée en nigeca I'hypoxie sous le contrble de TWIST1 ; casndes
amenent ainsi des éléments majeurs dans la conmsiéhedes relations entre les mécanismes de régulat

transcriptionnels et post-traductionnels de 'ENdB§, 673](cf. figure 41)

- NF-xB : la réaction de poly-ubiquitination assurée ParrCP est un phénoméne réversible grace a
'action des enzymes de la famille des ubiquitinetases USRUDbiquitin-Specific Proteasdb74] Au
cours de 'EMT associée a une réaction inflammat@arogression tumorale et fibroses), I'activatimla
voie NF«B par [eTNFa (Tumor Necrosis Factat) est responsable de la formation d’'un complexe &N
induction de la sous-unit€ SN2/COP9(Constitutive photomorphogenic Arabidopsis homolagt-2). Le
complexe CSN ainsi activé permet d’abolir la pobjeuitination pa3-TrCP (et probablement FBXL14) et
donc de stabiliser SNAIL1 au niveau protéique. Gamisme pourrait étre associé a un recrutemelat de
protéaseUSP15 comme c’est le cas pour la stabilisation &B.|Des délétions par mutagenese dans la
séquence de NkB ont permis de démontrer que le domaine N-termitdD (Rel-Homologue Domain)
permettant l'interaction avegB, est indispensable a cette régulation ; il erdeshéme pour le domaine C-
terminal de liaison a 'ADN, ce qui laisse la ereantrevoir la possibilité d'une coordination enles
différents niveaux de régulation. Dans les cedlitevasives MDA-MB231, I'altération a différentsvaaux

de cette voie d'activation de SNAIL est responsabilme réduction de la formation des micrométastase

dans les souris athymiques.[670, 6{t5] figure 41)
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- LOXL2 : les Lysyl Oxidases (LOX) sont organisées autiun domaine catalytique conservé associé a
un groupement cuivre Glj et dont le rdle est de permettre la désaminatiydative des lysines. Le résultat
de cette modification est la formation d'gnoupe aldéhyde au niveau de la chaine latérale désidus
lysine concernés ; ces groupements sont hautement g2actiéndent a former des liaisons covalentes entre
deux résidus oxydés voisins. Dans les cellules MDI@krotéine SNAIL1 est oxydée par LOXL2 au niveau
des résiduK®® et K**" qui pourraient former un pont covalent, et aimgluire un repliement du SRD,
favorisant un rapprochement des domaines N et rGitaet. Cette modification post-traductionnelle
s’effectue dans le cytosol (localisation cytoplagumei et péri-nucléaire de LOXL2) et semble favoriser
translocation nucléaire de SNAIL1 en s’opposantefiats de GSKB (masquage des sérineS& S et a
I'ubiquitination parB-TrCP et FBXL14 (lysines ¥ et K™'). La protéine SNAIL1 mutée pour ces deux
résidus(K98R/K137R)présente des défauts d’interaction avec le compB®A/HDAC1, résultant en une
absence de répression du g&i@H1 et un maintien du phénotype épithélial. Le mutd®8R/K137Rest
exprimé a des niveaux faibles lorsqu’il est tracfe a I'inverse, une surexpression de LOXL2 aib@utine
stabilisation de la forme sauva'T : Wild Type)la perte de la E-cadhérine et I'induction de ¢jeaments
morphologiques. De facon intéressante, LOXL?2 irgitravec le domain8NAG de SNAIL1 (résidus 1 a 7)
mais agit sur des résidus lysine relativement akmsg la configuration repliée semble ainsi étterdgine
d’un rapprochement des résidus N-terminaux etydssds K8 et K*'[665, 676] (cf. figure 41)

- PAK1: les kinases de la famille PAf21/Cdc42/Rac-Activated Kinasgdnt généralement considérées
comme des protéines pro-oncogéniques capableggraertles signaux intra et extracellulaires pouivac

les voies de signalisation nécessaires a la swulese cellules transformées (RhoGTPases, MAPKinases,
NF«B, ER«...).[677] Dans les cellules tumorales mammairég3-vli et MDA-MB231, la phosphorylation
activatrice du domain€-terminal de SNAIL1 par PAK1gérine $*9 est responsable de son accumulation
nucléaire et d'une amplification de la répressieanggneCDH1.[678] De facon intéressante, PAK1 peut
également stimuler I'activité de plusieurs inductemajeurs de I'EMT, agissant potentiellement sur |
régulation transcriptionnelle et post-traductiotmetle SNAILL1.[677] Réciproquement, les molécules
contrélant la phosphorylation par PAK1 peuvent égent étre des cibles de SNAILL ; c’est le casade |

protéine p21°PWAF

(ou CDKN1A) dont l'expression est régulée posiiemt par ce facteur de
transcription.[535] Pour finir, I'activité de PAKEst également sous le contrble de mécanismes de
phosphorylation (PI3K, GF-RTKSs...) ; dans les debude carcinomes du colon de la lignée HCT116, PAK
peut étre induite par phosphorylation du résidineé®* et déphosphorylation de la thréonin€°T ces
modifications conduisent a la migration de cesubedl par perte de cohésion. Dans les cellules éjgitbs
différenciées, le résidu'® est normalement inactivé par la kinas€81/PAR4 qui assure ainsi le maintien

de la polarité apico-basale.[67@f. figure 41)
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- LATS2: la sérine/thréonine-kinase LATSRarge Tumor Suppressor, drosophilia homologi@)e un
réle déterminant dans les processus d'arrét/pregnesiu cycle cellulaire en relation avec les syst® de
contrble de lintégrité du matériel génétique.[68@tte enzyme interagit directement avy&s3 pour
moduler sa dégradation via la E3 ubiquitine lighieM2 (p53 binding protein homolog of transformed
Mouse 3T3 cell Double Minute .2)Jne régulation positive de SNAIL1 par LATS2 a edunent été
démontrée ; celle ci passe par une phosphorylatibibitrice de I'activité MDM2, aboutissant a la
stabilisation et 'accumulation nucléaire de SNAIllongmore, G.Det al.; données non publiées).

La forme active de la kinase LATS2 permet aiteiduisition par les cellules épithéliales d’'un pb&pe
invasif ; ce mécanisme pourrait également passeumpa co-répression avec le factéulUBA .[681-682]
De plus, au cours de 'EMT, ce systéme finementamané est renforcé par I'action inhibitrice de MBPM
sur la stabilité de la protéirgl UG.[660-661](cf. figure 41)

- PKA :dans les cellules rénales appartenant aux lggMi2CK (chien) et HEK293T (humain), la kinase
dépendante de 'AMPc est responsable de la phoggkion du domaine N-terminal au niveau deségine

S (position +4 par rapport au domaine SNAG). La tigéde ce résidu par mutagenése dirigée (S11A) est
associée a une forte stabilisation de la protéiN&ISl, comme pour les mutants des sites GEK3es
expériences révelent également que la présenceettie g&rine en N-terminal est indispensable pour
l'interaction avec Sin3A et la répression de laddlwerine.[668] Cet acide aminé est conservé chez le
vertébrés et il est probable que sa position adjacau domaine SNAG constitue un motif déterminantr

le recrutement des différents co-facteurs de SNAIlLIserait intéressant d’investiguer les effets lde
pseudo-phosphorylation constitutive de ce résidutdtion S11E), afin de déterminer si la liaisorpesition
C-terminale de Sin3A est dépendante d’un signalpe S ou § En fait, vu le degré de conservation des
acides aminés dans cette région et la complexgiéyltémes de régulation, il est probable queulpapt des

mutations (A, V, D ou E) puissent affecter les tims de répresseur de SNAIcCE. figure 41)

- CK2:de méme que pour la PKA, le réle d'activateuoete répresseur de la protéine-kinase CK2 n’est
a ce jour pas totalement clarifié. Cette enzymesphoryle lasérine S? dans un motif acide qui varie trés
peu entre les espéces. Toujours sur la base dierpés de mutagenese sur SNAIL1 (S92A), les fonstio
cellulaires de ce résidu semblent impliquées dargdulation de la stabilité protéique et la régimes du
geneCDHL1 par association avec Sin3A. La présence de cétiresest également indispensable pour la
phosphorylation d’un autre acide aminé présentéhuddu SRD : la sérine®Sdont le régulateur n'est
actuellement pas encore identifié. De facon in&et, la mutation S/A des résidus & S* n’a aucun

effet sur la localisation cellulaire de la prot&r&NAIL1 dans les modeéles cellulaires étudiés.[668]

Dans ce contexte un peu «flou», le but de meethedonc été d’étudier et de tenter de clarifisrdgpects
moléculaires de la régulation de SNAIL1 par la @imm-kinase CK2(dont les bases structurales et
fonctionnelles sont décrites dans le chapitreau)cours de I'EMT, plus particulierement dansdelules
épithéliales mammaires humaines de la lignée MCF@Aishigan Cancer Foundation, non transformed

cell line-10A) (cf. partie résultats)
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CHAPITRE V : La protéine-kinase CK2

A. Les protéine-kinases

Les diverses approches génétiques dans les msoelaleryonnaires et cellulaires de nombreux aninfaux
compris les mammiféres) ont permis de décryptedsgétient les facteurs extracellulaires (factedes
croissance, cytokines) controlant l'activité traimionnelle liée aux différentes étapes de I'EMaf
chapitre 1V) Les voies de signalisation qui font intervenirs daodifications post-traductionnelles des
protéines impliguent en grande partie des mécasisteephosphorylation assurés par les enzymes de la
famille des protéine-kinases. Ces enzymes intégaemplifient et transmettent les signaux provemnta
membrane cellulaire, du cytosquelette ou de la ingatextracellulaire vers leurs cibles intracellidai
permettant ainsi I'exécution de programmes biologgl complexes. Elles agissent par activation ou
inhibition de protéines cibles (substrats) qui poat alors induire un changement dans I'expresgénique
(cas des facteurs de transcription), une réorgémisdu cytosquelette (rho-GTPases, moteurs maé@es|,

...), ou encore la sécrétion de vésicules d’exocytbaephosphorylation des protéines constitue un lie
entre I'environnement extracellulaire et la réporedtulaire et contrdle pratiquement tous les atspde la

vie cellulaire (cycles de division, différenciatiapoptose, polarité, migration / invasion, ....)3&#B5]
1 - La superfamille des protéine-kinases

L'accroissement de la complexité des fonctionfuleéres au cours de I'évolution des eucaryotessts’
accompagné de l'apparition d’enzymes de phosphiylgpour presque toutes les molécules du vivant
(glucides, lipides, protéines, ....). Nous nous ig6erons ici uniguement aprotéine-kinasescapables de
catalyser la phosphorylation de groupements hydesxgans les acides aminés. Selon la nature dypgrou
phosphorylé sur la protéine, ces enzymes sontégdasssérine/thréonine kinaseset entyrosine kinases

L'étude du génome humain a conduit a l'identificade 518 genes (soit 1,7 % du génome humairgraod
pour des enzymes avec un site catalytique de tygiéipe-kinase (40 de ces genes présentent tositeégi
séquences codantes pour des domaines catalytitymgues). La famille des protéine-kinases incl88 3
sérine/thréonine kinases, 90 tyrosine kinases et #@8osine kinase-like » ; c’est le groupe enzymqa le
plus diversifié aprés celui des protéases. On cersgpt sous-groupes phylogénétiques majeurs coergren
lesTK (Tyrosine-Kinases) ; IeSKL (Tyrosine-Kinase-Like) ; IeSTE (homologues des Sterile Kinases 7,
11 et 20 de la levure) ; la famil@éK1l (homologues de la Casein Kinase 1) ; A63C (proteines-kinases
dépendantes de messagers secondairi®\; PKG et PKC)les CAMK (Calcium/calmoduline-dependent
proteine-kinasesgt enfin la famille CMGC (CDK-MAPK-GSK3-CLK Certaines protéine-kinases
atypiques n’intégrent aucun de ces groupes ; aiteg divisées en 13 familles de « protéine-kinases
atypiques » dont les membres, pour la plupart,résemtent pas (ou peu) d’homologie de séquencelgour
domaine catalytique. [683, 68@if. figure 42)
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Figure 42 : Les sept familles du kindbme humain (den  drogramme).
D’aprés (Cell Signaling Technology) adapté de (Manning, G. et al. ; 2002) [686]

Une représentation de la superfamille des protéine-kinases humaines sous forme d’arbre phylogénétique
permet d'illustrer les homologies de séquence entre les domaines catalytiques. Les sept groupes majeurs
sont étiquetés et colorés distinctement (TK, TKL, STE, CK1, AGC, CAMK, CMGC). Les autres kinases, dites
«atypiques» (dont font partie CK2a et a’), sont situées au centre de l'arbre, en gris. Elles sont elles-mémes
subdivisées en 13 sous-groupes dont certains membres ne présentent pas (ou peu) d'homologie de
séquence avec les autres domaines kinase connus (non représentés). La plupart des protéine-kinases
atypiques possedent généralement un certain degré d’homologie structurale et fonctionnelle avec un ou
plusieurs membres des familles classiques. Ainsi, CK2a et CK2a' (CK2al et CK2a2 : cercle rouge) sont des
protéine-kinases atypiques apparentées aux membres du groupe CMGC (CDK-MAPK-GSK3-CLK).
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2 - Catalyse de la phosphorylation des acides aminés

Au niveau biochimique, les protéine-kinases gatait une réaction covalente qui consiste en unsfiea
du phosphate en positiony de 'ATP vers un groupemeritydroxyle phospho-accepteur présent dans la
chaine latérale des résidGerine, Thréonine et Tyrosine(ou de fagon plus marginale I'Histidine ou
I’Acide aspartique).[683, 685]

La réaction est la suivante : MG'/ATP™ + R-OH => R-O-PO;* + Mg”"/ADP + H+
Historiguement découverte p&eorge Burnettet Eugene Kennedgn 1954, cette modification post-
traductionnelle est une des plus fréquentes et gtedte moduler les propriétés physicochimiques des
séquences protéiques.[687] La phosphorylation dulpstrat entraine en effet des changements dans sa

conformation, qui sont nécessaires a lactivatiam lanhibition de fonctions spécifiques (activité
catalytique, interactions avec d'autres partenaires C’est un phénoméne dynamique et réversitdeega
I'activité catalytique constitutive et passive dgwymes de déphosphorylation : festéine-phosphatases
codées par au moins 150 genes différents daneleges humaines. En effectuant au fur et a mekure
réaction opposeée a celle catalysée par les prek@iases, les protéine-phosphatases raménentbetats

a leur état basal, assurant ainsi une propagatésn signaux sous la forme d’'une «onde transitoire».
Cependant, leur role dans les cellules n’'est pagélia celui de terminateur de «signa » ; en edfet
nombreuses protéines sont inactives a l'état pluogfgh et peuvent étre activées ou stabilisées par
déphosphorylation. Ainsi, les cycles de phosphtinédéphosphorylation permettent d’obtenir une
régulation sensible et rapide des voies de sigitalis[683, 685, 688-68%¢f. figure 43)

Protéine

©

Effet biologique A

Effet biologique B
“Eftstbictogique A

Figure 43 : Phosphorylation par les protéine-kinase s et réversibilité par les phosphatases.
D’aprés (Hunter, T. et al. ; 1992) [683]

Dans les cellules, il existe un équilibre entre la phosphorylation active assurée par les protéine-kinases et
la déphosphorylation passive sous le contréle des protéine-phosphatases. Bien que I'ajout d’un phosphate
sur un substrat protéique corresponde souvent a une étape d'activation, cette modification post-
traductionnelle peut exercer des fonctions diverses conduisant a des effets biologiques pléiotropiques
(inhibition, stabilisation/dégradation, localisation subcellulaire, interactions, sécrétion...)
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3 - Le domaine catalytique

Une étape majeure dans la compréhension molésutéés protéine-kinases fOt la résolution par
radiocristallographie aux rayons X de la structlmedomaine catalytique de la kind2€A (Protein Kinase
AMPc dependent).[690] L’organisation structurale dite catalytique des protéine-kinases est
remarguablement conservée, notamment au niveaa d@dche de fixation de I'ATP» formée par la
jonction des extrémités N-terminale et C-terminsdeis la forme d’'une poche bilobée (lobe supérieur N
terminal riche en feuilletg- antiparalleles et lobe inférieur C-terminal cotsti d’hélicess). Un autre
élément majeur de la régulation de l'activité destgine-kinases est Begment d’activation formé par la
boucle d’'activation, laboucle Pet lemotif DFG (Acide aspartique, Phénylalanine, Glycine).

La conformation de ces domaines est critique paativité catalytique et détermine la sélectivilé
reconnaissance des substrats. Elle peut étre etgpd# des modifications post-traductionnelles
(phosphorylation par d’autres protéine-kinasestysat#on, ...) ou la fixation de petites moléculeat{ons,
5-AMP, AMP cyclique, IR, ...) agissant & proximité ou a distance du domé&inase. En I'absence de
signal, le site catalytique est occupé par la od&ctivation alors que dans les formes activeskifeases,
la poche catalytigue adopte une conformation oavér segment d’activation est alors éloigné dureen
catalytique et constitue un site de fixation desstats protéiques.[691-69@). figure 44)

M -termunal =
ol

i - - ; "'
L3d t:.'rcﬂu::rl_'r\k .

Hinge

C-terminal
lobe

Figure 44 : Structure cristallographique du domaine catalytique de la kinase MEK1.
D’apres (Fedorov, O. et al. ; 2010) [693]

Le domaine catalytique des protéine-kinases est organisé en deux domaines articulés par une charniére
flexible (Hinge). Le lobe supérieur N-terminal est majoritairement composé de feuillets-f antiparalléles (vert)
alors que le lobe C-terminal inférieur s’organise autour d’hélices-a (rouge: C, D, E, F, G). L'activité
fonctionnelle est régulée par le segment d’'activation formé de la boucle d'activation (gatekeeper), la boucle
P (P-loop) et le motif DFG. La poche de fixation de I'ATP peut étre la cible d’inhibiteurs chimiques (blanc).
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B. Structure des sous-unités de la protéine-kinase CK2

CK2 est une sérine/thréonine-kinase atypiquettrellement et fonctionnellement proche des memdee
la famille CMGC(cf. figure 42)qui regroupe des enzymes généralement associégeasence d’'une sous-
unité régulatrice (kinases dépendantes des cyclp@8MAP kinases, kinases Erk, ...). C'est I'une des
premieres enzymes de cette classe a avoir étéiélerdgt sa découverte fut la premiere descriptiomel
activité protéine-kinase. En effet, en 1954, Burredt Kennedy rapportérent pour la premiére fois un
transfert de radioactivité de 'ATP (marqué parpinosphate radioactifPO,*) vers la caséine en présence
d’extraits de foie de rat. Un fractionnement chrtygeaphique révéla que cette phosphorylation était
associée a deux pics d'activité enzymatique quidsnmerent CK1(Casein-Kinase 1pt CK2 (Casein-
Kinase 2)[687] Depuis sa découverte, les fonctions de C&2@lrent encore mal comprises et, malgré une
large pléiotropie d'action de CK2 (plusieurs cemégi de substrats identifigsvitro), il est désormais établi
gue la caséine n’est pas un de ses substrats [dgigiges. Ainsi, il fut décidé, en 1994 de renommette
enzymexprotein-kinase CK2et non plus<Casein-Kinase 2>On dénombre & ce jour trois sous-unités chez
les vertébrés : CK2 CK2a’ (sous-unités catalytiques) et CKBsous-unité régulatrice), toutes exprimées de
facon ubiquitaire.[694-696]

1 - La sous-unité catalytigue CKa

1.1. Une structure bien définie...

CK2a est une protéine monomérique de 42 kD présentants@quence primaire extrémement conservée
au cours de I'évolution. La premiere structuretatisgraphique obtenue pour cette kinase fOt ahillenais
(Zea mays)elle présente de nombreuses similitudes ave@dolats autres isoformes purifiées dans les
différentes cellules de mammiferes (environ 30%odiblogie).[697-700] De facon atypique, CiKRossede
une activité constitutive liée au caractere rigildeson segment d’activation qui est maintenu emaeence
en position ouverte par de nombreuses interactitatdrostatiques et des liaisons hydrogenes avibée
N-terminal. De plus, cette enzyme a la capacitéilder indifféremment '’ATP ou le GTP comme donneu
de phosphate.[699, 701-702] Elle renferme égalenmentgatekeeper (segment qui relie les lobes
supérieur et inférieur de la poche catalytiqueligiément encombrant, ce qui bloque I'acces a fezo
distale de la poche et réduisant la taille du ditefixation de I'ATP.[703] Enfin, toutes les isofoes
séquencées de CKZpossedent umotif DWG a la place du motif conservé DFG (substitutionlale
phénylalanine par un tryptophane). Ce tryptophangosition 176 (W? établi une liaison hydrogéne avec

le résidu leucine 13 qui s’accompagne d’une stabilisation de la confdiom active.[701]

1.2. ... Mais une régulation pour le moins énigmatique

Malgré la découverte de cette kinase il y a plusy demi-siécle, la régulation de C&2lemeure mal
comprise a la fois au niveau transcriptionnel, f@stscriptionnel et post-traductionnel. Cette eneyest

décrite comme constitutivement active et indépetedaes messagers secondaires mais son activité est
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inhibée in vitro par des peptides chargés négativement commépaline polysulfatéeou les acides
polyglutamiques.[704-705] A linverse, les petitemlécules riches en charges positives telles gse le
polyamines sont responsables d'une élévation d&vité catalytique de CKR2[698, 706] Ces observations
conduisent a penser que le PpBurrait étre un inhibiteur physiologiquement pet et ainsi constituer un
mode de régulation pour cette kinase. On peut ggalenoter que la séquence de GK&ntient unmotif
NLS (Nuclear Localization Signalinasqué par la fixation de certains substrats auorisent ainsi sa la
rétention cytoplasmique de I'enzyme.[701, 707] Aife «séquestration» de ce motif par diversesegmes
pourrait constituer un mode de régulation inténeissie la kinase CK2, en particulier pour ses salbsstr
nucléaires en relation avec le cycle cellulaireet/apoptose. De fagon intéressante, CK2 peut @&tre
purifiée avec une molécule dont la nature resterinae. Une caractérisation biochimique a démonigé q
ce complexe présentait une activité réduite papodpa I'enzyme seule ; différents tests ont pu aldétner
gue cette molécule n’était pas une phosphataseieetsgn action était réversible par I'ajout de desta
inositol-phosphates (IP). Récemment, de nouvelles données sont appaté@montrant une potentielle
régulation par IPet IR, deux molécules capables d'augmenter I'activitéaddnase native purifiée a partir
du foie (cette modulation n’étant pas effective I&emzyme recombinante).[708-709] D’autre partaiété
décrit que l'activité de CK2 est significativemegtuite par les phosphatidyl-inositol-phosphatessdas

vésicules d’endocytose néoformées.[710]

1.3. Spécificité de reconnaissance des substrats

La capacité de phosphorylation de CK2 couvre rés targe spectre de substrats (estimé a 20,9% du
phosphoprotéome) caractérisés par une haute catiservd’'un motif acide de type Ser/Thr-x-x-
Glu/Asp/pSer $xxD, SXXE, SxXSYxxD, YxxE ou YxXSparticulierement redondant dans les séquences de
type SRD(Serine Rich Domair[94, 711] Diverses données biochimiques ont déréajue les résidus du
substrat n-2 a n+5 contribuaient a la reconnaigsdacacelui-ci par CK2 (n=0 étant le résidu phosphorylé),
avec une contribution majeure des résidus n+1 @{n#2-717] Comme la kinase GSK&amille CMGC),
CK20 possede une préférence pour les contextes aca#ssenzymes peuvent coopérer lors de la multi-
phosphorylation de séquences riches en sérine codame le cas de la régulation de la protéine APC
(couple CK1/GSKB: cf. chapitre 1V, figure 36[417, 713, 718-719] Dans ce contexte, un des plasries
mieux décrits dans la littérature est le cas dezijene de synthese du glycogene (GS ou Gy$cogen-
synthasg un régulateur majeur du métabolisme glucididhette protéine est caractérisée par un domaine
C-terminal riche en sérines dont la structure iesilare a celle du motif SRD présent dans la ségaade
SNAIL1 (alternance de sérine et de proline avesgmwée de plusieurs lysinesf: chapitre 1V et figure 40
La régulation de ce domaine est sous la dépenddinoe phosphorylation séquentielle hiérarchique qui
démarre par la reconnaissance successive dessé&Sigus’* et $* par la kinase CK2 (dans cet ordre).
Cette modification covalente favorise la fixatioecendaire («priming») de la kinase G®Kgui
phosphoryle la glycogen-synthase au niveau dese28 $*° $*° and $*' pour inhiber son activité et
permettre I'élévation du taux de glucose sanguli’.[#13-715, 720-723]  De fagon similaire, l#ja’un
phosphate en position’® par CK2 sur la phosphatase PTEN facilite netterf@mthosphorylation de la
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thréonine 7°° par GSKB. Dans ce cas, cette double phosphorylation esbnesble de la déstabilisation de
PTEN qui est alors orientée vers le protéasomeppér-ubiquitination.[717] Pour finir, CK2 coopeére
également avec GSIR3et CK1 pour phosphoryler le domaine cytoplasmigleela E-cadhérine pour
promouvoir son interaction avec fcaténine et donc la stabilisation et le maintienl'thtégrité des
jonctions adhérentes dans les cellules épithéldifésrenciées.[719, 724-727] Une telle coordinatést en
grande partie du a la similarité des motifs consemeconnus par ces trois kinases. En effet, CKAS&3
possedent également une affinité particuliere pegiséquences acides et reconnaissent respectivirsen
motifs ExxS et SxxxE (E peut étre remplacé gaifSou D et S par T).

Ainsi, dans les cellules, le role de la protéimease CK2 peut étre vu comme celui d'un « initiatee
régulation » pour ses substrats en générant defsraotdes hautement réactifs, secondairement nerson
par d’'autres protéines en relation étroite avesystemes de dégradation et de transport cellsldinee des
caractéristiques singulieres de la protéine-kirGs2 est la présence d’'une sous-unité régulatric2paiont
une des fonctions principales est la reconnaissdecenotifs spécifiques afin d’orienter Ci2rers ses

substrats et favoriser la formation de ces consextales.

2 - Particularités de I'isoforme CK2a’

Une isoforme particuliére, présente chez tousigsryotes, est la sous-unité @K2odée par un gene
distinct de celui de CK®(chez I'étre humain, Ck2 : géne CSNK2A2, locus 16921 vs GK2ZCSNK2A1,
locus 20g13)Malgré une conservation totale du domaine catplgj cette isoforme possede une séquence
plus courte (37 kD) et un domaine C-terminal didtirtCes différences sont probablement a l'origiee d
mécanismes de régulation spécifiques permettantedter subtilement I'une ou l'autre des sous-umité
catalytiques vers des substrats ou des partendirésraction particuliers. Par exemple, au couesla
mitose, CK2: est phosphorylée la kinase %4 au niveau des résidus*f; T°° $¢? et $° qui sont absents
de la séquence de CKJ728-732] A ce jour, aucune difféerence majeura pu étre mise en évidence dans
la structure ou la fonction enzymatique de ces geas€ines et elles sont capables de phospharylétro
les mémes types de substrats.[711, 733-739] Denfagéressante, quelques protéines interagissau av
CK2a ne sont pas capables de lier @K2c'est le cas notamment de CKIR@K2 Interacting Protein-1)
HSP90 (Heat Shock Protein-90kD)PP2A (sérine/thréonine Phosphatase 28) PIN1 (peptidylprolyl

cis/trans isomerase, NIMA-interacting proteinfIp1]

Une étude comparative dans des tissus muringeadalrelevé des patterns d’expression semblablas p
les différentes sous-unités CK2 avec une expressagjoritaire dans le cerveau et les gonades massuli
Le niveau de CK® est toutefois relativement élevé dans la rate ébik et les poumons, des organes dans
lesquels CK@' est faiblement exprimé.[740] De plus, linvalidat génique de ces deux protéines
(séparément) a conduit a la mise en évidence daidms spécifiques non relégables. En effet, le dO
CK20 est précocement létal au début de la deuxiemeérait développement embryonnaire (E12,5) dés
suite de défauts dans I'organogénese cardiaguefetrhation du tube neural. A I'inverse, les soun@les

déficientes pour I'isoforme alpha prime sont paefiaient viables mais présentent une stérilité caniséca
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une absence de maturation des gamétes lors deerdestades de la spermatogénese.[741-743] Paur fin
des travaux récents utilisant le criblage d’unedgo@nde SiRNA spécifiques du kinbme humain dans les
cellules épithéliales mammaires MCF10A ont perneisl@dmontrer que CK2 était spécifiquement associée

a des défauts de migratiomvitro.[744]

Au niveau transcriptionnel, la régulation desrmoteurs des génes CSNK2A1 et CSNK2A2 est tout auss
mystérieuse. Leur séquence est dépourvue de mMdif A box» mais I'exon-1 est bordé de domaines «GC-
rich» et d'ilots CpG (CpG islands). En outre, onutre des éléments de réponse pour les facteurs de
transcription des familles SBC-rich specifi¢, ETS-1 (ou ETV-1 E-Twenty-six, Variant)let NFxB ; ces
protéines semblent participer a la régulation coonge des séquences promotrices des différentss sou

unités CK2 mais aucune donrigdersivo n'a encore été obtenue.[745-748]

3 - Structure de la sous-unité régulatrice CKP

La sous-unité CKR2 dénuée d’activité catalytique est une protéinaptatrice de 29 kD présentant peu
d’équivalents dans le protéome humain. Les seuisolagues connus de CRBZont les cyclines ainsi que
les sous-unités régulatrices associées a la phogase kinase, la PKA, les CaM Kinases, la «DNA-
dependent protein kinase», la «5-AMP-activatedtgimkinase» et laxtB kinase IKK. Chez les
mammiferes, un seul ge@K2p a été identifié, il code pour une séquence deatldes aminés unique et
hautement conservée dans I'évolution : 45 % d’hogiel entre la levuré&Saccharomyces cerevisiag
’humain ainsi qu’une identité totale entre lesfismes deGallus gallus Mus musculus, Rattus norvegicus
et Homo sapieng/49] La structure cristallographique de GKa été résolue au laboratoire dans lequel j'ai
effectué ma these et révele la formation d'un damde 2 x 27kD, tres stable grace une interaction
homotypique entre deux motifs basiques en «doigthile> présents dans la partie C-terminale.[75Q}eCe
extrémité forme un domaine en relativement longtgad a se détacher du corps de la protéine pomefo
une structure en «crochet» permettant un entrelceantiparalléle de deux sous-unités régulatriC&2p
posséde également une boucle N-terminale acidiel{s25™ et 0’*) exposée servant de site d’interaction
avec certains partenaires protéiques (polyamine$F).[704, 751-753] Cette répartition asymétrigies
résidus basiques et acides aux extrémités de téipeogénére un potentiel électrostatique et umefde
répulsion importante a 'origine de la forme atypgiu dimére CKR (cf. figure. 45)Enfin, cette sous-unité
posséde un domaine d'interaction avec €kd CK2y' (acides aminés 181 a 203) organisé sous la forme

d’'une interface réduite particulierement hydrophdbk figure 45 et partie C)

Malgré une position génomique distargerfe CSNK2B, locus 6pRla régulation transcriptionnelle de
CK2B semble s’exercer de maniere coordonnée avecllesles sous-unités catalytique ; son promoteur
contient également des éléments de régulationlpsdacteurs NkB, ETS-1 et SP.[746] Cette protéine est
cependant ubiquitaire et son pattern d’expressams ¢a souris, comme pour CiKt CKzay' , est

caractérisé par une stabilisation particuliereresrtquée dans les testicules et le cerveau.[740]

112



Zn?*

s, Citer

Domaine de liaison
T acK2oouo

Boucle acide

g? ;33 g

N-ter

Figure 45 : Structure cristallographique du dimeére de sous-unités régulatrices CK2 .
Fichier PDB (Expasy tools) ; d'aprés (Chantalat, L. et al. ; 1999) & (Niefind, K. et al. ; 2001) [699, 750]

Les zones d'interactions avec CK2a sont indiquées en vert, elles représentent une surface mince dans
laquelle les cycles aromatiques hydrophobes jouent un réle prépondérant. Les domaines en «doigt-de-zinc»
(bleu-cyan) permettent une homodimérisation extrémement stable des sous-unités CK2B. Enfin, les boucles
acides (en rouge) sont localisées a proximité des sérines N-terminales phosphorylables (en bleu).

C. Assemblage dynamique des sous-unités

1 - Assemblage hétérotétramérique

Une avancée majeure dans la connaissance dgukatién de CK2 fut la résolution de la structuee d
'holoenzyme CKZ2Z B, qui a permis de mettre en évidence la formatiomnd'un complexe
hétérotétramérique composé d’'un dimére g&&pable de lier de fagon transitoire deux monoseerst/ou
o’. Dans cette configuration, les deux sous-unitétalgtiques ne sont pas en contact entre elles et |
structure de I'holoenzyme CK2 est équilibre dynamigpermanent entre une forme monomérigueu(c.’)
et tétramériqueo(+ o + B, > P o+ o’ + B an'Po; o + o + By o a'5f).[699, 735, 754-755]cf.
Figure. 46)Cet assemblage particulier est coordonné parniagace plane permettant un «accolement» des
sous-unités catalytiques sur les résidus hydrophdeeCK3 (en particulier les résidus'® et F*%.[756]

Dans le cas de Ck2et o/, la zone d'interaction avec CBRZorme une poche contenant une boucle
flexible (boucle p45) pouvant osciller entre des conformations ouvertefermée dans laquelle un

encombrement stérique pourrait empécher I'assooniavec CKB.[757] Il a récemment été montré que
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cette poche pouvait étre maintenue en conformatiactive par la fixation de petites molécules oigaas
comme le glycérol, empéchant ainsi I'assemblagéhdenzyme.[734, 758-759]

Globalement, aucun changement conformationnetunag’est observé pendant la formation du tétraraere
la difféerence de ceux décrits lors de la fixati@s dyclines sur les CDKs ou lorsque la sous-uggélatrice
de la PKA se complexe a la sous-unité catalyti@@] On note cependant quelgques changements
conformationnels au niveau de la boucle d'intecacivec CKB.

Au niveau atomique, l'interface entre GiK@t CKZ3, est constituée de deux zones de contacts extréntem
réduites (8324 par rapport a la surface de I'holoenzyme, peranetiine flexibilité dynamique des contacts.
De plus, la constante de dissociation entre les deus-unités est extrémement forte (5.4nM), ilaagip
gue la zone d’interaction a une surface réduitédpltompatible avec un complexe transitoire. Cemirzert
la voie au développement d'inhibiteurs d'interactantre les sous-unités.[756, 761] De facon indttenla
structure cristallographique du tétramére a pedmigiémonter que seule une des deux sous-unités CK2
posséde une molécule d’ATP dans le site catalytiqueei a conduit a I'hypothese de la présenceal’'un

fraction non négligeable de formes inactives de €#&ns les purifications tissulaires.[699, 702]

Figure 46 : Structure tridimensionnelle de I'holoen zyme CK2 a,..
D’aprés (Niefind, K. et al. ; 2001) & (Filhol, O. et al. ; 2004) [699, 755]

(A) Linterface entre les sous-unités catalytiques et régulatrices est constituée de deux zones de contacts
(colorées en jaune sur CK2a et en vert sur CK2@) extrémement réduites par rapport a la surface de
I'holoenzyme (832A), ce qui suggére que le tétramére est un complexe transitoire in vivo.

(B) Positionnement des molécules d’ATP (en rouge) et organisation des hélices alpha et feuillets beta dans
I'holoenzyme CK2a,[3, (dimére CK2B2 en jaune et monomeéres CK2a en vert).

(C) Dans les cellules, cette flexibilité se traduit par un équilibre dynamique entre les formes monomérique
et hétérotétramérique. Les sous-unités peuvent étre également étre recrutées indépendamment l'une de
l'autre via un contréle de la dynamique d’association/dissociation de I'holoenzyme.
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2 - Macrocomplexes quaternaires

Dans les conditions de phosphorylatiowitro utilisant un mélange stcechiométrique des sougsiQiKx
et CKZ3, une «trans-phosphorylation» des sous-unités aipds est systématiquement observée dans le
site consensus N-terminal SSSEE (ajout d’'un phdspsar les résidus?’SS® et probablement®s Cette
modification post-traductionnelle est égalementeole dans les cellules en culture et pourrait étre
impliguée dans la dégradation de @GKfar le protéasome (destruction box).[728, 762fdgen surprenante,
la sérine/thréonine-kinase CKK2st également capable, en I'absence defCHE s'«auto-phosphoryler» au
niveau de la tyrosine *¥ présent dans la boucle d’activation.[763] Diversexiélisations de ces données
ont permis de démontrer que la structure hétéeotéirique de CK2 n’était pas suffisante pour exglida
complexité de sa régulation. Ainsi, la formation aemplexes supramoléculaires ayant pour unité de ba
I’holoenzyme pourrait étre & I'origine de ces oliaépns.In vitro, deux types de macrostructures peuvent
étre observées ; elles prennent la forme de filésneractifs ou d’anneaux dont certains peuvent étre
«hyperactivés». [737, 764¢f. figure 47)Dans ce sens, le cristal de I'holoenzyme a réwlétmation
d’anneaux trimériques par des interactions ioniqoggiquant les chaines latérales de résidus preseta
fois dans la séquence de GKEK™, K™, R, R™, K') et dans celle de CBAE™, D*°, R**9).[765-767]

Holoenzyme

Figure 47 : Assemblages supramoléculaires de la pro  téine-kinase CK2 : ( a,f3,).
D’aprés (Prudent, R. & Cochet, C. ; 2009) [737]

L’'organisation supramoléculaire de CK2 pourrait constituer une forme de régulation de cette protéine-
kinase. Les structures en anneaux («ring-like structures») sont composées de trois ou quatre tétrameéres
a,f3, et semblent amplifier I'activité de phosphorylation in vitro. A I'inverse, les filaments (trimériques ou plus)
sont au contraire décrits comme inactifs.
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D. Fonctions de la sous-unité régulatrice CIg2

1 - Reconnaissance des substrats

L’association extrémement dynamique entre les-smités qui composent I'holoenzyme CK2 conditionne
fortement la reconnaissance de ses substrats.f&n lafsous unité CKRagit comme une «plateforme de
tri» permettant de réguler de facon positive ouatigg I'accessibilité des molécules dans la poche
catalytigue. On peut ainsi définir trois catégodessubstrats susceptibles d’étre phosphorylé€iar:

(a) les substratB-dépendants «positifs» reconnus uniquement patrigmere CKa,p,.[755, 768-771]
(b) les substratB-indépendants dont la phosphorylation n’est ptigséncée par la présence de GK2
(c) les substratf-dépendants «négatifs» mieux phosphorylés pasrlad monomérique CK2; le dimere

des sous-unités régulatrices inhibant dans ceamageb a la poche catalytiq(e. figure 48)
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Figure 48 : Régulation de la reconnaissance des sub  strats par les sous-unités CK2 f.
D’aprées (Buchou, T. et al. ; 2003) [768]

Les histogrammes en rouge représentent la phosphorylation par a,f,. la réaction en la seule présence de

CK2a monomérique est affichée en bleu. Sur les centaines de substrats identifiés in vitro pour CK2, seul un
faible pourcentage peut-étre représenté sur ce schéma du fait du manque de données de la littérature.
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2 - Localisation cellulaire du complexe hétérotétraméxue

Malgré une affinité de I'ordre du nanomolairevitro, la surface d’interaction de 832 &ntre CK2: et
CK2B est typique de celle d'un complexe transitoires mMplexes permanents ayant des surfaces
d’interaction moyenne de 1722°.ADe plus, il a été démontré que les sous-unitésgient s'’échanger de
facon réversible au sein du complexe holoenzymatjgg6]

Dans des cultures cellulaires, on retrouve uaetifsn importante de CK2associée a des composants
cellulaires et non a CKHRet on observe une répartition cellulaire distindéeces deux sous-unités dans
plusieurs types cellulaires. [754, 772] Par exemmeule CKa& est observée dans le réticulum
endoplasmique rugueux, alors que les deux souésusiint retrouvées dans le réticulum endoplasmique
lisse.[773] Il a également été mis en évidence spues I'influence de signaux extracellulaires tele de
FGF-2, les sous-unités fusionnées a des protdumae$centes transitaient ensemble ou indépendatr(enen

des vitesses différentes) entre le cytoplasmermatyau.[707, 774]

3 - Interstabilisation des sous-unités CK2

Les nombreuses homologies dans les promoteu@K@e, CK2u0' et CK23 de méme que les similitudes
dans leurs patterns d’expression soutiennent feménthypothése d’une régulation coordonnée des
différentes sous-unités. Cette idée est en padigesue par les observations de mécanismes de trans
phosphorylation au niveau du motif DB de ¥Z28, 762] De plus, il a été observé que les smites
régulatrices sont synthétisées en excés par rappOK2r mais leur demi-vie en I'absence d’engagement
dans I'holoenzyme est extrémement courte (envibomibhutes contre 18h pour la fraction engagée).

Dans ce sens, des mutations de BB niveau de sa surface d’interaction avec €K%y *#&F'%)
rendent difficiles son expression stable dans kelfules en culture, méme en l'absence de protéine
endogene.[756, 775] De facon intéressante, le rpatteexpression de Ck2et CK2y' est inversement
proportionnel au cours de la maturation des sp@&goaies et, lors des derniéres étapes, on peutvelnse

une inversion progressive du rapport entre ces deus-unités.[741-743]

4 - Fonctions indépendantes de CK&

Chez la levures. cerevisiagl'invalidation des deux gén€K2B1et CK2B2n'affecte pas (ou tres peu) la
prolifération des cellules en culture, ce qui suigggie I'activité constitutive de la sous-unitéatgiique est
suffisante pour la survie cellulaire.[749, 776-7D@Ans le cas d8. pombglinvalidation du géne unique
CK2B génére un phénotype non létal caractérisé parsensibilité au froid et des défauts de polarité
cellulaire & l'origine de retards dans le cyclelualre.[778] Dans des especes plus évoluées comme
Caenorabditis elegansu Drosophila melanogastede KO de CK3B est responsable de déficiences plus
prononcées du fait de la complexification et deportance croissante des phénoménes de polariskitn
'embryogenese de ces organismes.[779-780] De mémez, 'embryon de Xénope, CK2 est indispensable a

la polarisation dorsale et son absence a pour quesée la disparition de I'axe dorso-ventral cosdni a
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une mort extrémement précoce.[781] Le KO de E£Kans les modéles murins a permis de démontrer une
létalité plus précoce des embryons par rapporinaalidation génique des sous-unités catalytiquesy
contre E12,5 pour CKd.[782-783] Si cette différence peut s’expliquer pl@s compensations entre les
fonctions cellulaires de CK2et CK2y' dans la plupart des organes, ces observationégatement conduit

a supposer que CR2Douvait agir indépendamment des sous-unités tapadys.[750]

Ainsi, plusieurs partenaires de gKant été identifiés et il a été démontré que liattion se faisait
essentiellement via son extrémité C-terminale ntgmant engagée dans le tétramére. De ce fait, setie
unité se fixer sur d’autres protéine-kinases tejl@s A-Raf, c-Mos, CHK1/2, LYN, PKC, p@ﬁﬂ MuSK et
p21/PAK1 ; elle peut éventuellement exercer uneuledipn (généralement négative) sur leur activité.
Récemment, il a été mis en évidence que sous ler6b®nde BMP7, CKR s’associe au récepteur
ALK1/TGFB-RI pour amplifier la phosphorylation des facteBreads 1/5/8.[729, 784-792]

Enfin ,de nombreux motifs d’interaction sont disgnés le long de la surface de QK& qui lui permet de
recruter différentes protéines qui agissent commugepaires ou comme substrats de €Ki d'autres
kinases.[735, 793-794{cf. figure 49)

Protéine-Kinases

pgoRSK
PKCz
CHK1
S A’

CKZB » ALK1

/ \\‘ Olig2

Engrailed2

Topoll
b-FGF

Autres protéines

Figure 49 : Partenaires d'interaction de CK2 .
D’aprés (Buchou, T. et al. ; 2003) & (Filhol, O. & Cochet, C. ; 2009) [735, 768]

Malgré la stabilité du tétramére a,(, in vitro, il semble que, dans les cellules, les sous-unités régulatrices
CK2pB puissent s’en dissocier pour interagir avec d’autres kinases (en bleu) ou des partenaires protéiques
(en vert). Dans un certain nombre de cas, la fixation de CK2B a ces molécules peut tout de méme se faire
par des domaines non engagés dans I'holoenzyme, ce qui permet de les orienter vers la poche catalytique
et donc de moduler leur phosphorylation par CK2a (en vert également).
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A. Contexte scientifique et Objectifs

Depuis sa découverte en 1968 par I'équipe du &r, HEMT a fait I'objet de nombreuses étudegitro et
in vivo qui ont conduit a I'identification de voies de rs@djsation impliquant des signaux extracellulaires
transduits par des récepteurs et des moléculedahdegs, elles-mémes responsables de la réguldgon
divers facteurs de transcription. Les derniereséasnont été déterminantes dans la mise en place de
nouvelles théories et de modéles de classificatioront permis de donner un sens plus concretpéulzart
des observations effectuées jusqu’ici. Néanmoinalg@ les progrés impressionnants de la vidéo-
microscopie et des techniques de marquage desima®télans les modeles embryonnaires et les souris
adultes, I'exploration des mécanismes fondamentiula régulation génique des composants des cellule
épithéliales (jonctions cellulaires, cytosqueleti¢EC...) ou I'expression de protéines permettantr le
mobilité demeure un défi non résolu. Ainsi, I'gdtion des lignées cellulaires et des techniques de
biochimie reste a I'neure actuelle le seul moyecataprendre en détail ces phénoménes.

Depuis peu, les preuves s'accumulent pour étdywpothése d’'une réactivation des programmes
embryonnaires de 'EMT dans les cellules adultesonales motiles et potentiellement métastatiques. L
facteur de transcription SNAIL1, un régulateur majee I'expression de la E-cadhérine exprimé auscdu
développement et dans les modeles de cellulesstaitgties, est un des nombreux liens entre cesrelififs
phénomenes. Sa régulation est extrémement commeXait intervenir des systemes coordonnés, en
particulier des protéine-kinases, qui permettendtadilir une relation étroite entre les mécanismes
transcriptionnels et post-traductionnels. Au démima thése, le laboratoire d’Amparo Cano a idérdiéux
nouvelles protéine-kinases potentiellement resgmesale la régulation de SNAIL1 : PKA et CK2

Au cours de mon doctorat, mon principal objeatété de mieux comprendre la régulation de cedacke
transcription par CK&B, en utilisant un modele de cellules épithélialesmmaires adultes non

transformées : les cellules MCF1@¥ichigan Cancer Foundation, non transformed cell line 10A)

Diverses études ont mis en évidence une suresiprede la sous-unité catalytique GK@ans des modeles
d’'oncogenése et dans les biopsies de plusieutsstisansformés mais il n’existe a ce jour aucurbitdur
spécifigue de cette enzyme capable de pénétrer ldansellules. Depuis le succes des phases climique
utilisant le Gleevec® (un inhibiteur de la kinas@hl) dans le traitement curatif des leucémies roigkds
chroniques, plusieurs projets ont été initiés diendut d’isoler de nouvelles molécules spécifiquies
I'activité de cette enzyme. Dans une visée thérapee, le laboratoire dans lequel j'ai effectué thase a
lancé une campagne de criblage a haut débit desdwechimiothéques afin d'identifier de nouveaux
inhibiteurs de CKa ainsi que des inhibiteurs de I'assemblage héteant@rique de I’holenzyme CKZB..

Dans une optique plus fondamentale, des étudmmntes utilisant I'invalidation génique par KO des
différentes sous-unités de CK2 (CiK2ZCK20' et CK2B) ont permis de démontrer que celles-ci possédaient
un certain nombre de fonctions spécifiques nonnddotes qu'il était difficile d’explorer par I'utdlation de

molécules chimiques.
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Dans ce contexte, nous avons choisi d'utilisee stratégie de type ARN interférence pour étudier
séparément les effets des sous-unités catalytefuggulatrices de CK2 dans les cellules MCF10An Ak
palier aux inconvénients majeurs de l'utilisatioes 5iRNA que sont leur passage a travers la membran
plasmique et leur dégradation continue a l'intérida la cellule, j'ai développé un systéme d’exiom
stable basé sur I'utilisation de vecteurs lentiviracapables de reconnaitre le génome cellulaire’yer

intégrer un shRNA encodant des précurseurs de si@Nfacon continue et stable.

L'utilisation de ce systéme se révéele particelient efficace dans les cellules MCF10A et conauine
extinction protéique de l'ordre de 50 & 80%. Deofaintéressante, ce niveau d’expression est bepucou
moins délétére pour la survie cellulaire que celoservé dans les cellules deplétées par recombmais
homologue (systéme Cre/Lox : extinction de l'ordiee 100%), ce qui suggére I'existence de classes de
substrats avec des affinités différentes pour dbokyme. Dans ce modéle, les cibles de CK2 impéigué
dans la prolifération et/ou I'apoptose pourraient @gulées de fagon «normale» avec des taux éssjon
relativement faibles des différentes sous-unitésl'idverse, la phosphorylation modulant l'activite
certains substrats pourrait nécessiter la présgmeaveaux cellulaires plus élevés de CK2 ; cesipim&nes

peuvent typiquement étre observés dans la «fed&xpression» offerte par notre modéle.

Ainsi, ce systéeme nous a conduit a observer wtigafion transcriptionnelle et une stabilisatioa I
protéine SNAIL1 dans les MCF10A, en réponse a upgelgllation de I'équilibre (ou «balance»)
stoechiométriqgue des sous-unités CK2 qui existe alerment dans ces cellules épithéliales différesciée
Nous avons également pu démontrer que I'inhibitierCKZ est responsable de I'induction de changements
phénotypiques similaires a ceux observés au caf&EMT : perte de la cohésion et de la polaritéutaire,
diminution de I'ancrage sur le support de cultur@eguisition d’'une morphologie fibroblastoide (wsibe
shape»). Ces observations ont été confortées maanalyse détaillée de I'expression transcriptibarst
protéigue d’'un certain nombre de molécules asse@EMT. Certes, tous les marqueurs décrits dess
chapitres | a IV n'ont pas été étudiés mais uneletiranscriptomique a confirmé des variations dans
I'expression de la plupart des cibles de SNAILL,pamticulier les constituants des jonctions adhémen
serrées, desmosomales et hémi-desmosomales. émfirmvail indique une potentielle coopération etes
sérine/thréonine-kinases CK2 et G$Kans la répression de SNAIL1 nécessaire au maidéda cohésion

dans les cellules épithéliales différenciées.
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SUMMARY

Epithelial-Mesenchymal Transition (EMT) is a pess that drives a cohesive epithelial cell (oraugr
of cells) to strongly modify its organization and protein composition, in order to gain migratory
capacities. Such morphological changes have bessrwdd during different embryogenesis steps and are
known to be under control of a series of transimipfactors, some of which are also expressed durin
tumor progression. The transcriptional repressorAlBN appears to be a key element in these
phenomena. In epithelial cells, its protein lewesirikingly controlled by transcriptional eventswaell as
posttranslational modifications, in particular pplesrylation mediated by serine/threonine-kinases.
Protein-kinase CK2 is a multi-subunit enzyme retjodpcrosstalk among multiple signaling pathways
involved in many physiological and pathological ggsses, including epithelial cell differentiati@2
was recently shown to phosphorylate SNAIL1 andegutate both its repressor activity and its protein
stabilization. Here, we demonstrate that @Kghosphorylation of SNAIL1 is mediated by CK2
regulatory subunit and that this modification igquiged for subsequent GSEK3phosphorylation.
Moreover, we show that C2silencing in non-transformed MCF10A mammary epigheells triggers
EMT-related morphological changes associated wRIAIE1 upregulation, E-cadherin repression and
vimentin upregulation. Taken together, these dat&ige evidence that CKRis critically required for

SNAIL1 phosphorylation events that act to suppE€d and maintain epithelial morphology.
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INTRODUCTION

Epithelial cells are key components for a plethof vital functions in mammals, in particular besa
they can polarize and interact cohesively in a dyinananner. These properties, grouped under the ter
of “Epithelial plasticity”, can manifest themselvas different ways of which the most complex is
Epithelial-Mesenchymal Transition (EMT). This preseregroups several mechanisms including cell
dispersion in embryos, formation of fibroblastsiijured tissues and initiation of the invasive and
metastatic behaviour in carcinoma (EMT type 1, @ @nrespectively). Interestingly, even they digpla
some fundamental specificities, these three “typE€EMT” also hare several common features, in
particular they are all defined by loss of epithkeltell morphology, dissociation of cell-cell cocis,
remodelling of the actin cytoskeleton and acqugitof a mesenchymal cell shape in order to promote
cell motility [1-5]. EMT programs involve a plethoof signaling pathways including those triggergd b
different members of the T@Fsuperfamily, Wnt-ligands, Notch and various growattors (reviewed in
[1]). The vast majority of these key regulators wenge towards the induction of several transcriptio
factors that essentially act as repressors fohejai genes [2]. In this context, SNAIL factoredhe
most widely studied effectors of EMT and are stignimvolved in E-cadherin repression. Their
regulation is highly complex and is characterized dn intimate link between protein level and
transcriptional regulation. Previous studies havghlighted the role of different post-translational
modifications in the regulation of SNAIL1 involvingrotein-kinases such as GIK3K1, PAK1 and
PKA (reviewed in [3]) Recently, protein-kinase CKias also identified as a new potent regulator of
SNAIL1, controlling both its protein stabilizatiGand its repressor activity in MDCK epithelial cely.
CK2 is a multi-subunit protein kinase composedaaf tatalytic subunitso, o’ o’ or aa’) and a dimer of
regulatoryp subunits [5-6]. In mice, CKRis vital for ES cells survival and functional lasfsthis gene is
lethal at Embryonic day E6,5 from massive apoptosigastrula, indicating that the protein is esisént
for cell viability during mesoderm formation. Ingtsame study, a conditional knockout approach shows
that lack of CK3 is deleterious for mouse ES cells and primary gonic fibroblasts [7]. In adult cells,
Live-fluorescence imaging studies provided evideoicmdependent and rapid movements of Gkad
CK2B [8] and that this kinase was a moving enzyme tgpidcruited to target specific proteins in
response to different stimuli [9]. Furthermore, mitss the fact that CK2 catalytic subunits possess
constitutive activity; CKB regulatory subunit is a central component of #éteameric CK2 complex,
controlling CK2r substrate specificity and enzymatic activity, @beg as a docking platform affecting
the accessibility to the catalytic site of bindsgostrates [10-14].

For example, several transcription factors sushEngrailed 2 or Olig2, as well as the eukaryotic
translation initiation factor 2 (elF2B) are phosphorylated by CK2 in a Ok8ependent [15-17]. In
contrast, other CK2 substrates such as HDACs, CéfidRnel, are targeted by the CK2 catalytic subunit
in the absence of CHZ18-19].
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In epithelial cells, both CK2 andp plays a central role in the control of several gibypgical and
pathological processes involving modulation of boétl cycle and apoptosis. Additionally, increasing
evidence indicate that CK2 may also be involvethm maintenance of epithelial cell morphology and
polarity, nevertheless its exact role still remaunmglear [20-21]. For example, phosphorylationaef
catenin by CKa leads to the disruption ofcateninp-catenin complex and loss of intercellular adhesion
[22-23]. Although the role of CK2 in the Wnt sigmay pathway has not been fully defined, it is known
that forced expression of Wnt-1 in breast epithetiase$-catenin nuclear accumulation through direct
phosphorylation by CK2 on threonin€®T This post-translational modification leads to tpesome
resistance, increased protein level and enhancé@uescriptional activity [24]in vivo activation of these
pathways can be noticed during conditional tranggexpression of CK&2in mouse mammary gland and
is associated with formation of squamous metaplasi@d occurrence of adenocarcinoma. Conversely,
CK2 cooperates with GSK3and CK1 to phosphorylate E-cadherin cytoplasmimaio in order to
promote its interaction witR-catenin and stabilization of adherens junctionegrity [25-29]. To date,
CK2 can affect several distinct and “apparentlyasiie” processes in epithelial cells, very litdeknown
about the coordination events that regulate thiade both in normal and transformed cells.

In the present work we provide evidence that E£K&gulatory subunit is required for CK2-mediated
SNAIL1 phosphorylation and that this CBBependent phosphorylation had a cumulative eftect
GSK3-mediated SNAIL1 phosphorylation. We also demonstthat CK3 silencing in MCF10A cells
(ACK2B MCF10A) did not cause apoptosis but instead tredieipregulation of both SNAILL mRNA
and protein. Furthermore, CE2nhibition was associated with cytoskeleton reaigation, expression of
EMT-related features, and acquisition of migratamyd invasion properties. Moreover, silencing of
SNAIL1 in this setting suppressed the E-cadheriwrdoegulation induced by CKHRknockdown and
prevented loss of epithelial characteristics. @biNely, these findings delineate a role for CK2tlre
regulation of EMT programs and the maintenance mfhelial morphology by preventing SNAIL1
transcriptional activation and protein stabilizatio
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RESULTS

CK2 ap, holoenzyme phosphorylates SNAIL1 and cooperates thiGSK3g.

In cohesive epithelial cells, SNAIL1 transcriptics tightly controlled in order to maintain E-cadim
expression. Moreover, SNAIL1 is highly regulated gmyst-translational modifications that control both
its localisation and stability in the cell [3, 3@]3 SNAIL1 is known to be phosphorylated by several
protein-kinases and it has been recently repohati3NAIL1 is phosphorylated by CK2 on residié S
[4]. Consistent with the critical role of CIg2in the targeting of CK2 substrates, we reasoned th
SNAIL1 phosphorylation by CK2 could be potentiatiyodulated by its regulatory subunit. To test this
possibility, MBP-SNAIL1 was incubated in a kinasgfer either with CK2z or CK2y' in the absence or
presence of CKR2 Figure 1A shows that SNAIL1 phosphorylation by i vitro was strongly
enhanced when CK2was added to the reaction. Importantly, optimalA8N phosphorylation was
obtained in the presence of stoechiometric amoafn®K2 catalytic and regulatory subunits (Figure),1B
indicating that SNAIL1 is preferentially targetey the CK2 holoenzyme CKa,p3,. Mass spectrometry
analysis confirmed that SNAIL1 was efficiently ppbsrylated on ¥ by the CK2 holoenzyme and that
this covalent modification is a CIgriven process. It is well established that SNAlubteasomal
degradation is in part mediated by G$Kdependent phosphorylation [30-32]. Additionallhet
efficiency of substrate phosphorylatiohmost GSKB substrates, including SNAIL1, is shown to be
greatly increased by priming phosphorylation evéB836]. Given the importance of CK1 priming for
efficient phosphorylation of SNAIL1 by GSK3 we assessed the hypothesis that CK2 could also
participate in this process. To directly test ghassibility, MBP-SNAIL1 recombinant protein was pre
treated with or without CK2 in the presence of belad ATP. Then, to rule out that CK2 may function
as an allosteric activator of GSK3CK2 was inactivated using heparin and sampleg wean incubated
in the presence or absence of G8K8ong with[y-**P] ATP/MgCl. As shown in Figure 1C, MBP-
SNAIL1 was weakly phosphorylated by GSKalone (lane 1, 2 and 3). Conversely, MBP-SNAIL1
previously “primed” by CK2 holoenzyme was severaldf more phosphorylated by GSKZlane 5),
indicating that CK2 holoenzyme is required for @t SNAIL1 phosphorylation by GSIg3and that a

synergistic hierarchical phosphorylation can sebefveen these two kinases.
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Inhibition of CK2 B expression in MCF10A cells triggers SNAIL1 inducthn at both mRNA and

protein levels.

To explore the role of CK2 in SNAIL1 phosphorybat in vivo, we used MCF10A immortalized
epithelial cells, isolated from mammary glands aladsified as basal cell types [37]. In this modeth
CK2a anda’ catalytic subunits, together with CR2egulatory subunits, are expressed in early passag
parental MCF10A cells (Figure 2A) and contributeoi@rall CK2 activity (Figure 2B). Consistent with
this observation, we used lentiviral delivery tomggmte stable CHRknockdown cells stably expressing a
specific ShRNA against human endogenous sequeXC&ZB3-MCF10A cells). To rule out off-target
effects that can be caused by shRNA, we enginegréouble transduction system to generate control
cells expressing both the CE3pecific sShRNA and the exogenous chicken-GHKIA tagged protein,
insensitive to the human-targeting sequedd@K2p/HABIcells: figure SD-1A). [17]. Several mass cell
cultures were obtained from multiple transductiopegiments to avoid any clonal selection bias (see
Material and Methods) and CK2 subunits expressias wvaluated at the mRNA and protein level
compared to Mock-MCF10A cells expressing a no-taidgetiviral shRNA. Western blot analysis
revealed that CKR2 as well as CK& expressions were strongly reduced ACK2B-MCF10A cells,
whereas the level of CK2was unchanged (Figure 2A). Interestingly, RT-qP&Rlysis indicates that
CK2pB expression did not change the levels of either €2 CK20 mRNA (Supplemental Figure SD-
1A to C). CK2 kinase activity assayed in MCF10A eslracts, using the canonical peptide substras w
not affected iNACK2B3-MCF10A cells (Figure 2B), while the CigXependent phosphorylation of the
elF23-derived peptide was strongly inhibited (Figure 2These results demonstrate that expression of
CK2B in MCF10A cell extracts is required for CK2-meeiatphosphorylation of the elB2lerived
peptide. In consequence, the phosphorylation of fE#&bendent substrates such as elF2 can be
specifically inhibited by unbalancing CK2 expressimder control of ShRNA delivery.

Previous biochemical studies have revealed tbdig efficiently phosphorylated by CK2, severalZZK
substrates including transcription factors, neednhteract physically with its CK2 regulatory subunit
[11]. Therefore, we investigated a potential SNAICK?2 interaction performing pull-down assays using
MBP-SNAIL1 protein and MCF10A cell lysates. Endogas CK2x and CK3 subunits co-precipitated
with MBP-SNAIL1 in WT-, Mock- andACK2p/HAB-MCF10A cell extracts. In contrast, we did not
detect any association between MBP-SNAIL1 and £KRACK2B3-MCF10A cell extracts (Figure 2D).
Altogether, these data indicate that SNAIL1 bind&2Choloenzyme through its CI82 subunit,
reinforcing the key role of CKRin SNAIL1 regulation.

SNAIL1 phosphorylation was further characterizading different MCF10A cell extracts incubated
with MBP-SNAIL1 as substrate for phosphorylatiosjng radio-labeleg¢32P-ATP. Figure 2E discloses
that SNAIL1y32P labelling, alike the elB2derived peptide (Figure 2C), was significantly mased in
ACK2B-MCF10A lysates, compared to all the other cellrats. This observation indicates that a
disturbed formation of the CK2 holoenzyme, in resmoto CK3B silencing, had a significant impact on
optimal SNAIL1 phosphorylation in MCF10A cell extta.
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In view of the fundamental contribution of phospHation in stabilizing SNAIL1 protein level, weert
examined the expression of this factor by westdot &nalysis. The band corresponding to SNAIL1
protein was clearly detected in T@EFtreated cell extract, as well asACK2B-cell lysates (Figure 3A:
compare to WT andCK2B/HAP conditions). Furthermore, we could notice that INAelectrophoresis
migration was slightly different in TGHR- and ACK2B-cell lysates, suggesting differential post-
translational modifications carried on this protein

During EMT, SNAIL1 regulation is highly complexa involves a close relationship between protein
level and transcriptional regulation, as shown bgvipusin vitro andin vivo analysis of GSKB
inhibition in MCF10A cells [3, 32]. To evaluate tparticipation of protein-kinase CK2 in the contobl
SNAIL promoter activity, we next examined SNAILJamiscription by quantitative RT-PCR and gene
reporter activity in our different MCF10A cell lingFigure 3B and 3C, respectively). SNAIL1L mRNA
expression was markedly induced in bat€K23-MCF10A and in TGBl-treated cells (>15-fold
induction), compared to WT- oACK2B/HAB-MCF10A cells. To investigate promoter activity,eth
different previously described MCF10A cell linesrevdransiently co-transfected witlSNAILEIuc as a
reporter [38] with TK-renilla (RL-TK internal staadd, Promega). The results shown in Figure 3C
indicate that SNAIL1 promoter activity was stronghduced in both TGFL- and ACK23-MCF10A
cells. Collectively, these findings indicate thaKZ; likewise GSKB, acts as a repressor for SNAIL1
expression in MCF10A cells both at the transcripioand posttranslational levels, substantiating ou
hypothesis that these two serine/threonine-kinasas act cooperatively to maintain low levels of

SNAIL1 protein in differentiated epithelial cells.
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CK2 subunits silencing induces EMT-like morphologial changes.

Based on the fact that SNAIL1 main role is tocbiErboxes containing promoters in order to regulate
the expression of EMT-related genes [39], we thmouded our attention on transcriptional programs
affected by CKR inhibition. When grown in two-dimensional cultureCK2B3-MCF10A cells exhibited
an elongated mesenchymal-like morphology with desed cell-cell contacts. Conversely, Mock- and
ACK2B/HAB-MCF10A cells retained a tightly packed cuboidalttegial-like morphology similar to
parental WT-MCF10A cells (Figure 4A). Moreover, Wand ACK2B/HAB- cells harbored cortical F-
actin staining (panels a and c) whereas largessfreses could be seen WCK2p-cells, as well as in
TGH31-treated cells (panels b and d). Because thendisthorphology noticed iMCK2B-cells was
reminiscent of cells having undergone EMT, we naxilyzed the expression of epithelial and
mesenchymal markers upon K8hRNA delivery compared to cells treated with P&Fa known
inducer of EMT in mammary epithelial cells.[40-4f]this way, we used confocal immunofluorescence
and western blot analysis to directly test the esgion of vimentin, E-cadherin and N-cadherin ablst
knockdown MCF10A cells. As visualized in Figure 4B-cadherin expression was strongly blunted in
ACK2B-MCF10A cells as well as in TGHE-treated cells (panels f and h), compared to Wogchkvior
ACK2B/HAB-cells (panels e and g). As expected, a mirror enags obtained for N-cadherin expression
(panels i, j, k, ). Changes in these two EMT maskexpression were subsequently confirmed by
immunoblot detection. Additionally, vimentin waghly expressed whereas cytokeratins level was found
to be downregulated in bothCK2p-cells and TGB1-treated cells (Figure 4C : compare with Mock and
WT cells). The regulation of E-cadherin or vimenpromoters was further assessed using specific
reporter constructions transcriptionally fused he firefly-luciferase gene. InCK23-MCF10A cells,
alike following TGH1-treatment, the E-cadherin promoter was repre@Sigdire 4D), albeit vimentin-
reporter expression was markedly enhanced, in cosgmawith WT-, ACK2B/HAB- and Mock-cells
(Figure 4E) Importantly, CK2wo'-siRNA and CKZ3-siRNA treated MCF10A cells exhibited a similar
mesenchymal-like phenotype associated with SNAlLfjregulation and E-cadherin repression.
(Supplemental Figure SD-2A to H). The fact thailition of either CK2 catalytic or regulatory sulitsn
is sufficient to induce EMT early steps indicatieattfull holoenzyme activity might be required &tain
epithelial cohesive morphology in MCF10A cells.

We next sought to determine whether the losgpimfosbasal polarity observed in MCF10A cells could
be extended into other types of epithelial cells. flirther explore this possibility, effects of CK2
knockdown were evaluated in human HaCaT keratimsgythat are also known to undergo EMT in
response to TR [42]. In agreement with previous experimentsharacteristic E/N-cadherin switch
could be observable in eithACK2B-HaCaT cells TGB1-treated HaCaT cells. Again, the expression of
a no-target random shRNA had no effect on epithatiarphology when grown in two-dimensional
culture (Supplemental Figure SD-3: compare WitBK2B- or TGH1-conditions with Mock and WT
cells). Altogether, these data support a key rél€K2p-dependent CK2 activity in the maintenance of

cohesiveness in different types of human epithebds.
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Comparative transcriptomic analysis ofACK2p- and TGFFp; -induced EMTs.

Since large gene expression remodelling representeterminant step for epithelial cells to acejair
pro-migratory behaviour, the identification of molgar events that are associated with this biokigic
process strongly requires high throughput analgsieast at the RNA level [43-44]. To date, a vieny
direct effectors of CK2 have been identified wigspect to induction of EMT and invasive migratian i
epithelial cells. To explore in detail the expressprofiles of known EMT and SNAIL1-related genes
retrieved from literature, we undertook a compaetgenome-wide characterisation of KZand
TGFB1-regulated mRNA expression. We proceeded by deyindividual gene expression signatures of
Mock-, TGP-treated or ACK23 MCF10A cells, obtained from pooled twice-performédiman
pangenomic DNA microarray experiment. Genes regdlat the different experimental conditions were
bioinformatically extracted using significant thine¢ds (at least 1,5-fold) for differential-repretaion of
any known regulated genes. We observed that EMdgetred by TGB1 or CKZ3-depletion induced a
weak overlapping set of changes in gene expressgioong ~25,000 unique genes tested, we found
~1,200 genes whose expression was significantlyutatel in TGB1-treated or CKR-depleted cells, as
compared to WT parental cells. As shown in Figuke &f the 439 (365+74) genes down-regulated in
TGH31-treated cells, only 17 % (74 genes) were alscessed iMCK2B-MCF10A cells (left panel). In
the same way, upregulated genes were much moraedabuim the TGP1-treatment condition (Figure
5A, right panel), indicating thatCK2p-induced EMT may be dependent on effectors actowngtream
of cytoplasmic signal amplification that leads tor pleiotropic effects. As expected, SNAIL1
transcriptional level was strongly elevated (81@fold up: figure 5B) in correlation with low exggsion
of CK2B. Similar amounts of transcripts were observedtlics gene in TGFl-treated cells, even four
days after occurrence of the first steps of EME (bss of cell cohesion and actin relocalization).
Interestingly, although SNAIL2/SLUG was equally msigeantly induced upon TQR addition,
transcription of this SNAIL1 homologue was systenaly repressed inCK23-MCF10A cells (3- to 5-
fold down: figure 5B). This result, confirmed by tdiéked RT-PCR analysis (figures 5C and D),
corroborates with previous studies that highlighdéterential mechanisms of regulation for SNAILdan
SLUG proteins [3, 45-47]. Furthermore, we also deda slight induction of ZEBIBEF1) and ZEB2
(SIP1), that are known to act independently ordaperation with SNAIL proteins in order to set athea
EMT and cell migration [2, 48]. However, this appch revealed that no significant regulation cowdd b
noticed regarding the mRNA level of other descrilidT-promoting transcription factors, indicating
that the new synthesis of members of the bHLH faimi$ not a pre-requisite for repression of E-caitthe
in MCF10A mammary epithelial cells (figure 4B). Angp EMT-related genes under SNAIL1 control,
CDH1, OCLN, CLDN1, CLDN7, COL2A1 and MU@&re commonly repressed in T@treated cells
or ACK2B-MCF10A cells, as well adRAB25 a member of RAS oncogene family. On the contrary,
several SNAIL1-known-target genes such as thosedimg the Vitamin D receptoVDR) and Keratin
17 KRT19) [49-52], were specifically blunted only inCK23-MCF10A cells (Figures 5E and 5F).
Moreover, several mesenchymal-linked gett€®H2, FN1, VIM, SPARCpr pro-migratory genes
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(ACTA2b-SMA, FSP1/S100A4, MYL@kere found to be commonly upregulaiedboth EMT-inducing
conditions (Figure 5G). Collectively, these restitghlight the determining role of SNAIL1 upregudat

in ACK2B-induced EMT and its ability to induce, in cooperatwith ZEB factors (but not SLUG and
bHLH factors), a complete EMT program affectingl-celll junctions related-genes as well as ECM,
cytoskeleton and apoptosome components. Moreoves, rhicroarray comparative approach also
demonstrates for the first time that many gene®uaodntrol of TGB1 signaling are not strictly required
to generate a complete EMT phenotype in MCF10Ascéthportantly, these findings are consistent with
the fact that TGE family members can function as pleiotropic reguigtfor many processes in the
mammary gland epithelium [53-54]. Finally, detailédinscripts analysis revealed that SNAIL1
transcriptional activation could be maintained oseveral weeks after EMT induction, supporting the
possibility of positive feedback loops between SNAdroteins and their own promoters that would
depend on the cellular context [3, 32, 55-56].

132



ACK2p-induced EMT is dependent on SNAIL1 expression.

The strong elevation of SNAIL1 transcriptionavéé linked to EMT induction observed in response to
CK2p silencing suggests tha#tCK2p-related phenotype may be a dependent consequérameaific
SNAIL1 repressor activity. To examine this pos#ipilwe developed a double knockdown system, based
on lentiviral shRNA transduction targeting both SNAand CKZ in MCF10A cells. In association with
Mock and CK3P-targeting sequences, two SNAIL1-shRNAs (SH1- ard2-$ were designed as
described in table 1. Parental MCF10A cells wefecited with SH1- or SH2-SNAIL1 viral particles and
then, CKP expression was turned-off using the previouslycdbed specific sequence. Finally, double
Neomycin/Puromycin selection pressure was appligd total removal of non-encoding cells. We first
verified that SNAIL1 knockdown had no effect on gK&xpression using RT-gPCR, immunoblotting
and kinase activity experiments (Figures 6A-B, 6@ &, respectively) and EMT markers were further
analyzed. As shown in figure 6C by phalloidin skag), cytoskeleton remodelling generating strsef
in ACK2B-MCF10A cells (panel d) was prevented by SNAIL1-B#R (panels e and f). Additionally, no
particular morphological change could be noticed AGK23-MCF10A cells expressing SNAIL1
targeting-sequences (compare panels a with b aridho)unofluorescence analysis revealed that the E-
IN-cadherin switch observed iCK2B-MCF10A cells was also precluded by both SNAIL1-5#R
(Figure 6C, compare panels g to h and i, and j amdk | respectively). These results were confirimgd
Immunoblotting that also demonstrated that regoutatif other EMT-related markers such as vimentin or
cytokeratin 5/6 could be turned-off by SNAIL1-shR8IAFigure 6F). Finally, regulation of the E-
cadherin promoter was assessed in these cells isfpolat repression detectedACK23-MCF10A cells
was also dependent of SNAIL1 expression (Figure. @3) expected, a mirror image was obtained for
vimentin promoter activity (Figure 6E), consistemth previously described functions of SNAIL1 in
direct induction of mesenchymal-related genes [2-Bdken together, these three complementary
approaches provide evidence that SNAIL1-knockdowmted theACK2p-induced EMT, implying that
SNAIL1 may act as a downstream effector of CK2 #wat expression of this protein is necessary for

EMT induction triggered by CK2silencing.
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DISCUSSION

In the current study, we demonstrated that th@fOiegulatory subunit is required for efficient Cd<2
mediated SNAIL1 phosphorylation and that interactié these three proteins is a pre-requisite togire
the induction of SNAIL-dependent-EMT in MCF10A maiemy epithelial cells. Therefore, SNAIL1
belongs to the class of CK2 substrates whose pbogpaltion is highly dependent on the presence ef th
regulatory subunits: the “CK2dependent substrates”. To date, this class oftratbs includes various
proteins and very little is known about mechanisamslerlying the modulation of the access to the
catalytic site by CKR. Several transcription factors are phosphoryldtedCK2 in a CKP dependent
manner. For exampl&K23 acts as a key positive regulator for Olig2 actowatby phosphorylation, a
pre-requisite for normal development of oligodermgte precursor cells (OPCs), bathvivo andin vitro
[17]. In COSY7 cells, the secretion of Engrailed2ZN®) is specifically inhibited by CK2 phosphorytat
and its binding to CK& subunit alone has been shown to be fourfold weakempared to CK2y,p,
tetrameric holoenzyme [16]. Similarly, S6K1 nuclésmslocation upon PI3Kinase or mTOR signaling
activation is abrogated by CK®p,-driven phosphorylation of'Sthat is recognized and bound by the
CRM1 exportin [57]. On the other hand, GKZlone phosphorylates GST-BMAL1, while CK2
inhibited this post-translational modification inrdase-dependent manner. Importantly, gene silermiing
CK2a or mutation of the highly conserved CK2-phosphatigh site in BMAL1 &, results in impaired
nuclear BMAL1 accumulation and disruption of cldckction in drosophila [58]. Finally, the two other
“acidic-specific kinases” GSKB and CK1 are also known to regulate phospho-degafnsnany
transcription factors and proto-oncogenic proteimduding B-catenin, cyclin D1, c-myc, c-jun and
SNAIL1. Moreover, these two kinases have been thgcémplicated in the degradation of molecular
clockwork components such as BMALL that is primed dbiquitination under control of coordinated
phosphorylation events [59-60].

A particularly interesting example of signal igitation through multiple phosphorylations is hiehacal
phosphorylation [33, 36, 61-62], also termed phosphino acid “primed” phosphorylation [63]. GSK3
together with protein-kinases CK1 and CK2 are ttkieases that recognize phosphorylated residues as
specificity determinants in the proximity of théarget hydroxylamino acid. Such substrates arequim
by introducing the first phosphorylation followeg subsequent phosphorylation(s) by either the same
another kinase, thus establishing a “hierarchy’the sequential phosphorylations. In most casé&3p
tends to better phosphorylate primed substratesees in the case of glycogen synthase (GS) Ctafmi
Serine Rich Domain that requires priming by CK2gbosphorylation of residue$§’$ $**, and $*[62,
64-65]. This covalent modification subsequentlyy@s GS for sequential phosphorylation 8f,55°*,
S and $> by GSK3 and inhibited GS activity [36]. Similarly, priohpsphorylation of the Akt/PKB
inhibitor PTEN on &° by CK2 strongly increased its phosphorylation 6f° by GSK3, leading to
protein destabilization [66-67]. Additionally, itah also been evidenced that CK2 can directly
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phosphorylate Akt/PKB (an inhibitor of GSR3pathway) on serine '8 to promote its maximal
activation and protect cells against senescencepmgkosis [68].

In the past decency, several data have highligtite role of GSKB in the regulation of SNAIL1
phosphorylation to promote its cytoplasmic localma and accelerate its turn-over [3, 30-31, 69-71]
Recently, two reports have contributed to a betteterstanding of the complexity of post-translaion
modifications that regulates SNAIL1 cell behaviokirst, Y. Xu and colleagues demonstrated that CK1
could positively regulate and prime second phosgaton of SNAIL1 by GSKB. This dual
phosphorylaton of serines®sS'®, S and S is responsible fopTrCP E3 ubiquitin ligase recognition
of SNAIL1 protein and its subsequent proteasomairatdation (figure 7). In consequence, CK1
inhibition by chemical inhibitors or specific siRMAled to SNAIL1 protein stabilization and was
followed by repression of E-cadherin and Claudiexpression [35]. Secondly, A. Cano’s lab provided
evidence that PKA and CK2 can respectively phospatr S* and $? to regulate protein stabilization
and repressor activity [4]. In our experiments, abserved that CRdependent phosphorylation of?S
had a strong impact on SNAILL1 protein expressiosocisted with a decrease of its global
phosphorylation (figures 1 et 2). Moreover, CK2 mpated a cumulative positive effect on GFK3
mediated SNAIL1 phosphorylation suggesting thahlidnases can negatively regulate SNAIL1 stability
through its hierarchal phosphorylation (Figure 18ltogether, these data suggest that, as many other
proteins, SNAIL1 post-translational stabilisatiomutd be regulated by a series of coordinated
phosphorylation events of its serine rich domaimoiving CK1, CK2 and GSKR (Figure 7). The
hypothesis of a cooperative mechanism is reinfotethe fact that inhibition of each of all thebeee
serine/threonine kinases leads to EMT program=vwersl epithelial models [30, 32, 35]. Importantly,
CK1 and GSKB have been implicated in the generation of a cawemotive for SNAIL1 proteasomal
degradation mediated [¢TrCP E3-polyubiquitine ligase using transfectianrecombinant proteins in
different epithelial cell lines [30-31, 35]. UsidgCF10A cells, we failed to detect endogenous lewéls
both GSK3® and B-TrCP proteins associated to recombinant WT MBP-8MAIn a close future,
extensivein vitro biochemical analyses combining highly resolutivgedtion methods, efficient mass
spectrometry and amino-acid-specific antibodiesikhlead to a better understanding of both kinatid
hierarchy of phosphorylation and ubiquitination migegoverning SNAIL1 expression during EMT.

Different studies have contributed to highlighé tcomplex regulation of SNAIL factors whose pnotei
level is intimately linked to their transcriptionedgulation. For example, SNAIL1 can repress it$10w
transcription [55] while conversely, SNAIL2 seents lle self-activated in avian neural crest [56].
Recently, it has been proposed by A.G. Herrerosahdrs that ectopic SNAIL1 can also increase its
own synthesis in a cell-dependent manner, withr@ngtcorrelation to E-cadherin expression leveis. |
this model, EMT should be driven by coordinatedneésessentially implicating SNAIL1, NkEB andp-
catenin signaling [3]. Several studies have pravideidence for negative effects of E-cadherin an th
activity of these three pathways and it is now vestablished that they all can directly or indikect
associate to promote CDH1 gene repression and sitgoi of mesenchymal-traits [3, 72-77].

Interestingly, CK2 can positively modulate NB-and Wnt responses at different levels in order to
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promote cell survival, resistance to apoptosisiafidmmatory response [78-81]. Conversely, thisakia
also cooperates with GSK3and CK1 to phosphorylate E-cadherin cytoplasmimaa in order to
promote its interaction wit-catenin and subsequent stabilization of adhen@m&tipns’ integrity [25-
29]. Unfortunately, the dependence of these sulestrio the CKR regulatory subunit has not been
investigated so far (as well as for GS, PTEN antdB). Further investigations would be necessary t
elucidate the complexity of the “post-translatiora@de” regulating both stability and subcellular
localization of these proteins.

A positive feedback loop can also take placehis highly complex system considering the capaaity
SNAILI to block the synthesis of Estrogen ReceptdER+), that can act as a physiological repressors
for both SNAIL1 and NFReB [82-83]. In our experiments, Cl82depletion in MCF10A cells led to
continuous synthesis of SNAIL1 mRNA that was madirgd even after several weeks of culture. Using a
microarray approach, we could observe that thisudtidn was associated with CDH1 and ER-
transcriptional repression as well as upregulatibreeveral Wnfi-catenin and NKB related-target
genes (full microarray is enclosed in supplementita available online). In the same way, GBKas
been shown to play an important role in both treipional and post-translational regulation [32Hdnis
now well established that inhibiting its kinaseiwty is a required step to ensure SNAIL1 efficient
activity [3, 70]. Importantly, induction of mesenghal-related proteins such as vimentin or N-cadheri
was abrogated by SNAIL1 inhibition triggered bybdéaRNA-interference, evidencing the key role of
this transcription factor in positive regulationrofgratory-promoted genes (figure 6). Collectivahese
results highlight the determining role of SNAIL1regulation inACK23-induced EMT and its ability to
induce, in cooperation with ZEB factors (but notUsk and bHLH factors), a complete EMT program
affecting genes related to cell-cell contacts al assECM, cytoskeleton and apoptosome components.
Finally, our microarray comparative analysis alémvged that many genes under control of BGF
signaling are not strictly required to generatempglete EMT phenotype in MCF10A cells.

In MCF10A cells, both CK2 anda’ catalytic subunitontribute synergistically to the CK2 activity
and can potentially substitute each other in SNAphbsphorylation. In this study, we provide evidenc
that silencing of both CKanda’ catalytic subunits is required to induce an ENKelphenotype similar
to the one obtained with a single QK& RNA (figures 2 and SD-2). Unexpectedly, althougik2oa’-
siRNA treated cells were not viable over time, EabK23 knockdown engendered mesenchymal-like
cells that were perfectly viable. We hypothesiz (K23 protein levels in Knock Down Cells would be
slightly higher than in previously described Kndokt Mice cells [7] and might provide sufficient
amounts of regulatory subunits to ensure survigatdrs phosphorylation by CK&p, holoenzyme.
Therefore, we suspect that affinity of QK2egulatory subunits for cell cycle and apoptosisted
proteins could be stronger than the one of factowelved in differentiation or cell plasticity. In
accordance with these assumptions, @id2pleted cells exhibited a robust proliferativegmtial in
association with morphological changes following/AINL upregulation and E-cadherin repression as

well as cytoskeleton remodelling (Figure SD-2E B>3H).
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It has been proposed that a coordinated trarigorigd regulation of all three active human CK2 ggis
decisively determined by Ets family members [84Qr@isingly, we noticed that CKRsilencing in
MCF10A cells did not affect Ckor CK2' RNA levels but was correlated with a specific cised
expression of CK& protein (Figures 2 and SD-2). These findings ¢atle a close relationship and a
possible inter-stabilization between these two Gbunits in mammary epithelial cells. Recently, a
systematic SiRNA screening approach in MCF10A clelts to the identification oCK2a' as a gene
regulating epithelial cell migration [85].

In conclusion, this study demonstrates that &€Rosphorylation of SNAIL1 is mediated by CK2
regulatory subunit and that this modification isquiged for subsequent GSK3 phosphorylation.
Moreover, we showed that CEBZsilencing in nontransformed epithelial cells tegegd EMT-related
morphological changes associated with SNAIL1 upleggan and stabilization together with expression
of mesenchymal-related markers, enhanced migraimtigntial and acquisition of de-differentiationitsa
Finally, a decreased CIRZxpression was correlated with SNAIL1 upregulatiord cadherin switching
in breast tumor samples, suggesting that CK2 stbuaitio can be determinant for breast cancer
progression involving SNAIL1 regulation. Therefomyr findings support a mechanism whereby CK2
controls epithelial cell morphology and motilityrttugh its regulatory subunit ClR2Changes in CK2
expression may result in the deregulation of siggapathways that normally dictate the expressibn o

genes involved in the maintenance of the epithal@alphology.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Vector Constructions : E-cadherin, vimentin and SNAI1 human promoters duse Firefly luciferase
(pGL3 Basic, Promega) or HTK promoter fused to Ramhiciferase (from pRL-TK, Promega) were sub-
cloned into pSIV-GAE Vector [86] containing SIV Raging, LTR sequences and the Puromycin
resistance gene for selection of stable cell liMdsshRNA sequences (table 1) were synthesized as
primers, pair annealed and sub-cloned into pLK@dtar (Sigma Aldrich) containing U6 human shRNA
promoter, HIV packaging Psi sequence and LTR repéltis vector also contains the Puromycin or
Neomycin resistance genes for selection of stadllelines. For pMCSV-neo HA-CK2 neo, see [17].
Human SNAIL1 cDNAs (WT and mutants) were subclomdttier in pMAL-C2 vector for bacterial

recombinant expression in BL21 DE3 or in pLVX-vedir eukaryotic expression.

Production and Transduction of Lentiviral Vectors : To accomplish transgene incorporation into
lentiviral capsids, pSIV-GAE-vectors were co-tratiéd with pSIV15 (encoding SIV gag and pol
elements) and pGRev (encoding SIV Rev Element a8W-@) into 293T cellsising Lentipho8" HT
(Clontech). For pLKO.1 (and pLVX) vectors, a pSP2&Xackaging vector (encoding HIV Gag, Pol and
Rev proteins) was used in combination with pMD2e@dpding VSV-G). In brief, the DNA/LentiphB%
complexesvere added to a suspension of 293T cells (5%rLQ0 mlof serum-supplemented medium)
and incubated overnight. The mediwas then replacedith complete DMEM containing 10% foetal
calf serum andhe virus-containing supernatants were harvestedhaiBs post-transfection. All virus
stocks were filtrated at 0.45um, aliquoted intariL5%ubes and frozen at -80°Eor infection, MCF10A
cells were plated into 24 well-plates (5 X 10 500p Lof serum-supplemented Growth medium). The day
after, adherent cells were incubated with lentlviparticles (1-5 MOIdiluted in 250ul of serum-
supplemented medium containing 8ug/mL PolybrengerAfh, 500uL of medium were added to cultures
and transduction was maintained for 16 hours bafoseash cells and change the medium. For transient
assays, cells were analysed 36-48h post infectan. stable transduction, Puromycin or neomycin
selection started 36h post-infection (at the cotraéion of 1pg/mL or 1 mg/ml respectively) and was

maintained during all the timecourse of our expenits.

Cell Culture, transfection and retroviral infection : MCF10A cells were grown as described
previously [87]. HaCaT cells were grown in the Dadbo’s Modified Eagles’ medium (DMEM
containing 4.5g/L Glucose) plus 10% Foetal calisgr100U/ml penicillin and 50mg/ml streptomycin.
Recombinant human T@E was used to induce EMT (R&D Systems); Transiélensing of CK2
subunits were performed using siRNA indicated ipptemental data table 2 and retrotransfection with
Lipofectamine according to the manufactureinstructions (Invitrogen). Stable silencing of gene
expression in all indicated cells was accomplisyedransduction with pLKO.1 lentiviruses followeg b

selection either with Puromycin or neomycin as datitd in Supplemental data table 1. Vector
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Constructions and Methods for lentiviral productiand delivery are also described in Supplemental
experimental Procedures. The silencing efficienep wvaluated both at the protein and/or mRNA level

using western blot and RT-gPCR analysis respegtivel

Analysis of promoter activity : EMT induction was measured by transduction of eithe E-cadherin or
the vimentin Luc-reporter lentiviruses as indicatedhe figure legendsRenilla reniformisluciferase
plasmid (pRL-TK or pRL-CMV) were used to normaliansduction efficiency). SNAIL1 promoter
reporter, kindly provided by L. Larue [38], wasetlitly transfected using Effectene reagent (QIAGEN).
After 24 to 48h, cells were washed, lysed, and egiosntly assessed for Firefly and Renilla luciferas
activities using the Dual Luciferase Reporter AsSggtem (Promega) according to the manufacturer’s
instructions. Triplicates were systematically irddd and experiments were repeated at least thnes. ti

Promoter activity is reported as the mean + SD.

Protein Production : Using EcoRI and BamHI restriction sites, SNAI1 hungequence from pEGFP-
SNAI1 WT [30] was sub-cloned into pMAL-C2 Vector €N England Biolabs) containing Maltose
Binding Protein sequence under IPTG control anddmpicillin resistance gene for selection of posti
clones. The resulting vector expressing MBP-SNAl&efl sequence was further transformed into the
strainEscherichia coliBL21 for Protein expression. Cells harboring #xgression plasmid were grown
in LB broth supplemented with Ampicillin up to midj phase at 37°C and induced with 1 mM IPTG for
3 h. Cells were harvested and resuspended in kydfer [50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 150mM NacCl,
10mM EDTA, 10mM EGTA, 20 pM DTT, 0.05% (m/v) lyzone + protease inhibitors (Sigma, P8465)]
and were subsequently lysed by sonicaton during 480nimass S20). The lysate was salt adjusted to
0.5M NaCl, centrifuged, and the supernatant waslddaon a 500uL amylose resin column (NEB).
Columns were washed with 10 ml of wash Buffer [5M iiris-HCI (pH 7.5), 500mM NacCl, 10mM
EDTA, 10mM EGTA, 0.25% (V/V) Tween20, 20 pM DTT] éreluted with Maltose 20mM in 50 mM
Tris-HCI (pH 7.5), 150 mM NaCl.The peak fractionsre/pooled and applied to a gel filtration column t

remove maltose (Bio-Rad Biospin 6 columns).

Pull Down : MCF10A Cells were lysed in TrisHCI 50mM pH 7.5, @©lal50mM, DTT 1mM, MgCI2
1mM, NP40 0.5% supplemented with Phosphatases amiga3es Inhibitors (Sigma P2850, P5726,
P8340). Then, 500ug of cleared lysate was pre-eteabon 50uL amylose resin during 2 hours and
clarified at 12,000rpm for 5 min. The resulting supatant was half-separated and 250 microgramsof t
pre-cleared lysate were loaded on 50 uL of amytesn (New England Biolabs) and 5ug of MBP or
MBP-SNAIL1 recombinant protein. After overnight ding, the resin was washed 3 times in TrisHCI
50mM pH 7.5, NaCl 150mM, DTT 1mM, MgCI2 1mM, NP8(®%% and eluted with 100uL 2X Laemmli
buffer supplemented with 10 mM maltose and 1mM D3UTuL of each experiment were loaded on a
12% SDS-PAGE gel for Western blot analysis.
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CK2 activity : Measure of CK2 activity was as described previp{88] following the P-cellulose filter
procedure. Briefly, reaction was started by additwd the sample (3ul) to the reaction mixture (201 m
Tris-HCI, pH 7.5, 20 mM MgCI2, 150 mM NaCl, 20 uMTR, 15 pM of either the synthetic peptide
RRREDEESDDEE or elRR peptide MSGDEMIFDPTMSKKKKKKKKP [15], and 1uCi ofy{32P]
ATP/reaction in a final volume of 20 pl. Reactiomsvperformed at 22°C for 5 min. Phosphorylation
assays using SNAIL1 recombinant protein (1pg) wpegformed in the same buffers. Time and

temperature experimental conditions are definealfigures’ text.

Primary Antibodies : Home-made monoclonal CK2bet@M) and polyclonal CK2alphaaCoc)

Antibodies were respectively used at was dilutédtions 1/500 and 1/2000 [89]. Polyclonal CK2alpha’
was purchased from Bethyl Laboratories (Montgome&X), ; anti-E-cadherin, anti-N-cadherin (clone 32)
from BD Biosciences (Pont de Claix, France) ; SNAIH130 from Santa Cruz (Santa Cruz, CA) ;
vimentin (clone Vim13.2) from Sigma-Aldrich (Lyofrance) ; cytokeratin 5/6 (clone D5/16 B4) from

Chemicon and AntiHA (clone 12CA5) was from Invigem (Cergy Pontoise, France).

Immunoblotting : For immunoblot analysis of proteins, lysates olscalere prepared in RIPA lysis
buffer (50 mM Tris-HCI [pH 7.5], 150 mM NacCl, 1% /@ Triton X-100, 10% (v/v) glycerol, 2 mM
EDTA, and 2 mM NaH2PO4) containing a protease iittiibcocktail (Sigma P8340), phosphatase
inhibitor cocktails 1 and 2 (Sigma P2850, P572§)sdtes were cleared by centrifugation and equivalen
amounts of protein were denatured with Laemmli 2hgle buffer containing 50mM DTT. Samples
were then processed to SDS-Page electrophoresisaansfierred to Nitrocellulose membrane (Hybond-P,
Amersham Biosciences). Immunoblotting was performeidg previously described primary antibodies.
Membranes were washed with PBS-Tween 0,1% and atedlwith secondary antibodies conjugated to
horseradish peroxidase. Detection was achievedsimgEnhanced Chemiluminescence method (ECL
Plus, GE Healthcare) and Fusion FX acquisitionesys{Vibert-Lourmat). Verification of equal loading

was done by immunodetection of HSP9O0 (StressgeretRF1 1/1000), actin grtubulin (home-made).

Immunofluorescence : Cells were seeded on coverslips and treated awiloked in Result figures.
Fixation was achived in 4% paraformaldehyde fomdifi at 20 °C, or in 100% Methanol for 5 min at -
20°C, followed by permeabilization in 0.1% Tritor180. Primary antibodies were incubated overnight at
4°C before to add Alexa 488- or Cy3-labeled secpndatibodies (goat-anti-mouse 1gGs). F-actin was
visualized by staining with Alexa Fluor®-labbeldehalloidin (Invitrogen) and nuclei were coloredtwit
Hoechst 33258 (1ug/ml in PBS). Finally, cells wemalyzed using either a Zeiss Axiovert 200M
microscope or the Leica TCS-SP2 laser scanningocahfapparatus coupled to Leica DMIRBE

microscope.
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RT-PCR : mRNA were isolated using Absolutely RNA miniprefi KStratagene) and their
concentrations were determined gnoDrop procedure. Reverse Transcription was padd
with StrataScript QPCR cDNA Synthesis kit, accogdito the manufacturer'sstructions
(Stratagene). gPCR experimewtsre performed using Full Velocity SYBR Green gP&Rster Mix in a
Mx3000P instrument (Stratagene) with gene-spegificners (forward and reverse) designed from

PrimerQuest server (table 2).. The housekeeping gelPRT was used as a calibrating standard.

Microarray analysis : The microarray analysis was performed with RNAsaisal from parental and the
following derived- MCF10A cellsACK2B-, ACK2B/HAB-, and TGIB1-treated cells (2ng/ml for 72h)
using two independent experiments for each comditluplicates). Total RNA extraction was performed
using Absolutely RNA Miniprep kit (Agilent). cDNA as Cy3-labeled and hybridized on Agilent Whole
Human Genome microarrays (44K). Raw data from sednmages were extracted using Feature
Extraction version 9.5 and were normalized with ¥ea method (R package limma, Smyth and Speed,
2003) and differential analysis was performed it SAMR package [90]. Significantly differentially

expressed genes were selected based on the feér(®al0l).
Statistical Analysis : Statistical analyses of the qRT-PCR and cell bethrasskperiments were performed

with Microsoft Excel software. The raw data wer@gassed to calculate the mean and the s.e.m. (as

indicated by error bars in the figures). Statidtiignificance was evaluated by Studemtest.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 : In vitro reconstitution of SNAIL1 phosphorylation by CK2 hdoenzyme and GSK3.

(A) SNAIL1 phosphorylation by CK2a and CK2a’ : CK2a or CK2o' were incubated during 5 minutes at
RT with recombinant MBP-SNAIL1 protein (1ug) ang*fP]-ATP/MgCl, in the absence or presence of
steechiometric amounts of CR2egulatory subunit.

(B) SNAIL1 phosphorylation by CK2a2p2 holoenzyme :CK2a (14ng = 20nM) and MBP-SNAIL1 (1ug)
were incubated during 5 minutes at RT together wvétliolabeled-**P]-ATP/MgCh (1nM) and increasing
concentrations of CK2(2.5 - 40nM).

(C) CK2a2p2-dependent priming of SNAIL1 phosphorylation by GEK3p : MBP-SNAIL1 (1pg) was
pre-incubated 30 minutes at RT with unlabeled “toAd’P in the presence of CKR or CK2 a2B2
holoenzyme (20nM). Then, CK2 activity was inhibiteith Heparin and samples were incubated with or
without GSK3 and [-**P]-ATP/MgCl, during 15 minutes at 37°C. Proteins were finatlparated by SDS-

PAGE ; gels were autoradiographied and coomasaieest to control protein loading.

Figure 2 : Phosphorylation of MBP-SNAIL1 and its irteraction with CK2 @ are modulated by CKZ3
regulatory subunit in MCF10A eptelial cells.

(A) Western Blot analysis of CK2 subunitsin CK23 Knock Down cells ACK2p), “No-target” Knock
Down cells (Mock) andACK2p cells rescued with CHRHA-tagged insensitive to ShRNWACK2B/HAB).
Untreated parental MCF10A cells (WT) were used eference. Lysates were immunoblotted with
antibodies against CK2 subunits (GKZCK2a’, CK2p and anti-HA for tagged-exogenous GR¥2y-tubulin
was used as a loading control.

(B, C) CK2 kinase activity in crude lysates from cells described in (A) uging peptidic substrates : either
P29 peptide (recording phosphorylation by both €kkbne and CK2232 : B) or elFB-derived peptide
(measuring specifie2f2 holoenzyme activity : C). Samples were assayetliplicates (representation =
mean + SD.

(D) MBP pull-down: recombinant MBP-SNAIL1 was incubated with indicht®!CF10A cell extracts.
Western blot analysis of MBP-SNAIL1 bound proteives performed with antibodies against GKZK2B

or SNAIL1.

(E) SNAIL1 phosphorylation by whole cell extracts : MBP-SNAIL1 was incubated with indicated
MCF10A cell extracts in the presence ¢f{P]-ATP/MgCI2 during 25 minutes at RT. MBP-SNAIL1 sva
then isolated by affinity chromatography and prutewvere separated by SDS-PAGE. The gel was finally

Coomassie-stained and autoradiographigdbulin immunoblotting was used as a loading cantr
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Figure 3 : Inhibition of CK2 B expression in MCF10A cells triggers SNAIL1 inductn.

(A) SNAILL protein level in parental MCF10A cells (WT), CK2Knock Down ACK2p), “No-target”
Knock Down (Mock) andACK2B cells rescued with CKRZHA-tagged insensitive to the shRNA
(ACK2B/HAPB). WT-cells treated with 2ng/ml TGE (WT+TGH1) represents a positive control for EMT.
Protein extracts were immunoblotted with antibodigainst CK2 subunits (Ck2and CK3), SNAIL1 or
HSP90 (loading control).

(B) RT-gPCR analysis of SNAIL1 mRNAIn previously described cells. Results were comgpdao HPRT
MRNA levels. WT-MCF10A cells were used as referesog results were normalized to 1 for evaluation of
the modulation in the different conditions. Resalts represented as triplicate mean values + SD.

(C) SNAIL1 Promoter activity : The different MCF10A cells described in (A) werartsiently transfected
with SNAIL1-promoter/Firefly-luciferase together twiHTK-promoter fused to Renilla luciferase (RL-TK)
24 hours post- transfection, luciferase activitiesre measured as describedMaterials and Methods

Firefly luciferase was normalized to Renilla adiviResults are represented as triplicate mearesatSD.

Figure 4 : CK2p knockdown induces an EMT-like phenotype in MCF10Acells.

(A) Phase contrast picturef indicated MCF10A cells : parental (WT), CKEnock Down ACK2p) and
ACK2p cells rescued with HA-tagged-CR2nsensitive to the ShRNAACK2B/HAB). WT-cells treated with
2ng/ml TGB1 (WT+TGH1) were used as a positive control for EMT in timsdel. Magnification = 20X
and Scale bar = 10um.

(B) Immunofluorescence confocal acquisition®f MCF10A described in (A) showing actin subcediul
localization detected by phalloidin-Alexa 488 0, c, din green) or indirect immunofluorescence using E-
or N-cadherin targeting antibodies, {, g, handi, j, k, | ; respectively, in red). Cells were counterstained
with Hoechst 33258 (blue). Magnification = 63X ;achbars = 10um.

(C) Western Blot analysis of EMT markers and CK2 suburtis in parental (WT), CKR Knock Down
(ACK2pB), Mock Knock Down (CTRL KD) and\CK2p cells rescued with HA-tagged CR2nsensitive to
the shRNA ACK2B/HAB). TGH1-treated MCF10A cells. Lysates were immunoblotidgth antibodies
against CK2 subunits (Ckkand CK3), E-cadherin or vimentin.

(D, E) Evaluation of promoter activities by luciferase remrter assay : The different MCF10A described
in (C) were infected with viral particles encodiegther E-cadherin-promoter/Firefly-luciferase (D) o
vimentin-promoter/Firefly-luciferase (E) togetheritiw HTK-promoter/Renilla-luciferase. 48 hours post
infection, luciferase activities were measured escdbed inMaterials and MethodsFirefly luciferase was

normalized to Renilla activity. Results are represd as triplicate mean values + SD.
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Figure 5 : Transcriptomic analysis.

(A, B) Microarrays experiments were performed in triplicate for parental MCF10&lls (WT), ACK2p-
(ACK2B) and ACK2p cells rescued with HA-tagged-CRB2nsensitive to the sShRNAACK2B/HAB). WT-
cells treated for 48h with 2ng/ml TGE (WT+TGH1) were used as positive control for EMT. After
microarray data processing, transcripts that weégeifscantly modulated upon TGH-treatment were
extracted and compared fCK2B condition. Down-regulated (left panel) and up-fated (right panel)
gene numbers are indicated. For each gene, paM@&10A cells (white bars) were used as a referamck
results were normalized to ACK2B = black bars ; TGFL = hatched bars andCK23/HAB = grey bars).

(C) RT-PCR analysis of indicated mRNA CK24, SNAI1, SNAI2, TWIST1, ZEB1, ZEB2, HPRT
equivalent MCF10A cell lines. PCR products wereasafed on a 1,5% Agarose gel.

(D) Comparative RT-gPCR analysisof SNAIL2 mRNA level in previously described cells.

(E, F, G) Detailed analysis of SNAIL1 specific targets mRNA levels of selected Epithelial- (E) and
Mesenchymal- (G) related genes were compared. &dr gene, parental MCF10A cells (white bars) were
used as a reference and results were normaliz&dACK2p = black bars ; TGFL = hatched bars and
ACK2B/HAB = grey bars). Other SNAIL1 target genes linked Qell-cycle and apoptosis were
bioinformatically extracted in the same way (F).sR&s display triplicate mean values + SD. SNAIL1
known target genes described in [6, 11, 47, 51f] wexe not amplified or displaying Pvalue > 1% aot

represented.

Figure 6 : ACK2p induced-EMT is dependent on SNAIL1 Expression.

(A, B) RT-gPCR analysis of SNAIL1 and CKZ3 : mRNA level in MCF10A cells treated with a lentidr
shRNA against SNAIL1I mMRNAASNAIL1 SH1 or SH2) or a random No-target shRNA (Modter a first
neomycin selection, cells were transduced eithénr amnother shRNA targeting CRZACK2p) or with the
Mock shRNA. Results were compared to HPRT mRNA IewA/T-MCF10A cells were used as reference
and triplicate mea, value results were calibrated. t

(C) Phase contrast(a, b, c)and Immunofluorescence image®of cadherins subcellular localization in
previously described cells using E- or N-cadheairgéting antibodiesg( h, i andj, k, | ; respectively, in
red). Actin was visualized by phalloidin-Alexa4@8 e, f) Magnification = 63X ; Scale bars = 20um.

(D, E) Evaluation of promoter activities by luciferase reprter assay :the different MCF10A cells
described in (A) were infected with viral particleacoding either E-cadherin-promoter/Firefly-luciige
(D) or vimentin-promoter/Firefly-luciferase (E) teitper with HTK-promoter/Renilla-luciferase. 48 hsur
post infection, luciferase activities were measuwuaedlescribed iMaterials and MethodsFirefly luciferase
was normalized to Renilla activity. Results arerespnted as triplicate mean values + SD.

(F) Western Blot analysisof protein lysates from parental MCF10A cells (WT), Z3kKnock Down cells
(ACK2B) and cells double-transduced with a lentiviral BARagainst SNAILL mRNA ASNAI1 SH1 and
SH2). Cell lysates were immunoblotted with antilesdagainst CK2 subunits (CK2nd CK3) ; E- and N-
cadherins ; cytokeratin 5/6 ; vimentin or HSP9@oasling control.
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(G) CK2 kinase activity : CK2 and crude MCF10A lysates of cells describedRnwere processed for
cellulose-phosphopetide assay as describedaterials and Methodsising either elH2derived peptide

(left panel) or the P29-peptide (right panel). Etvars represent the SEM of samples assayed imcetgd.

Figure 7 : SNAIL1 post-translational requlation by multi-phosphorylation.

(A) Human SNAIL1 protein amino-acid primary sequen : The seven conserved residues of the SNAG
N-terminal domain are represented in blue and laseed to PKA phosphorylation site (S11). The C-ieah
Zinc-Fingers-containing domain (in grey) can beggimrylated by PAK1. The Serine Rich Domain (SRD :
yellow) serves as a platform for several post-fedimal modifications involving serine/threonine&ses
such as CK1, CK2 and GSKa&s well as lysyl-oxydases (LOXL2) and polyubiquetiligasesf-TrCP and
FBXL14). Because of their proximity to the Nucldaxport Signal (NES : in clear blue), these covalent
modifications control both protein stabilizationdagxport from nucleus to cytoplasm.

(B) Model of SNAIL1 regulation by CK2 tetrameric holoerzyme (CK2a282) : In the present study, we
demonstrated that Ck2phosphorylation of SNAIL1 is mediated by OKBgulatory subunit. We presume
that dynamic assembling of CK&@232 holoenzyme cooperates with CK1 to prime subsdq8&RAIL1
phosphorylation by GSHKB leading to ubiquitin-mediated SNAIL1 proteasomakeghdation. In
differentiated epithelial cells, this hierarchisalries of covalent modifications ensure low leaISNAIL1

in order to maintain E-cadherin epithelial protatygenes (in red). Interestingly, CK2 or GgKihibition
leads to a complete EMT-like phenotype in sevemthelial cell models (including upregulation of
mesenchymal-related genes : in green), suggestidigeat or indirect role for these kinases in SNAIL

transcriptional regulation € - -).

Figure SD-1 : CK2 stable knockdown and rescue in MCF10A cells.

(A) CK2p rescue system :To rule out off-targets effects potentially inddcby shRNA treatment, we
engineered a double transduction system to geneoaiieol cells expressing both a QK&pecific ShRNA
(targeting the human gene located on chromosonaa@the pMSCV-neo vector encoding exogenous HA-
tagged-chickenCK2 protein, insensitive to the human-targeting segeemterestingly, human and chicken
homologues display 100% of homology in their re§pegrimary sequence, allowing a full restoratmin
CK2 a2B2 holoenzyme activity.

(B) Quantification of mMRNA levelsin MCF10A transduced with shRNA : Expression levaf the different
MRNAs encoding CK2 subunits (CK2 CK2a’ and CKZ33) was assessed by comparative RT-gPCR in
CK2B Knockdown cells ACK2pB = black bars), Mock shRNA infected cells (hatcheds) andACK2p cells
rescued with chicken-CKR(ACK2B/HAPB = grey bars). For each CK2 subunit, WT-MCF10A élhite
bars) were used as a reference and means of dtipliesults were calibrated to HPRT mRNA level and
normalized to 1.

(C) Western blot analysis of CK2 subunitdn equivalent MCF10A cell lines. Lysates were inmablotted

with antibodies against CKQ CK2a’ or CK2p ; y-ubulin was used as loading control.
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Figure SD-2 : CK2 unbalanced expression by siRNA tuces an EMT-like phenotype.

(A) Quantification of mMRNA levels in MCF10A transiently treated with siRNA againskKZ subunits
(CK2a, CK2a’ and CK33). mRNA expression levels of the different targeted2Cibunits were tested by
comparative RT-gPCR in MCF10A cells untreated (Vi jreated with indicated siRNA for 72h. For each
CK2 subunit, HPRT was used as calibrator and GRRAireated MCF10A cells were used as the
reference and results were normalized to 1.

(B) Western blot analysis of CK2 subunitsin MCF10A cells untreated (WT) or treated with icated
siRNA for 72h. Cell lysates were then immunoblotteith antibodies against CK2 CK2a' and CKZ33 ;
detection ofy-tubulin was used as loading control.

(C) CK2 kinase activity in each crude lysate of cells previously descrilbe@B) was measured as indicated
in Materials and Methodsising two substrates : either P29-peptide (leftefaor elFB-derived peptide
(right panel).

(D) Actin staining using Phalloidin in MCF10A transiently treated lwisiRNA against CK2 subunits
(CK2a, CK2a’ and CKZ) or control GFP siRNA. Mock cells were treatedhnlipofectamine 2000 alone.
After 72h, cells were counterstained with Hoecl825B (blue). Magnification = 20X ; Scale bars = 20

(E) Immunofluorescence image®f previously described cells, showing E-cadhstibcellular localization
detected by indirect immunofluorescence using Brtadherin targeting antibody (in red). Cells were
counterstained with Hoechst 33258 (blue). Confonalges with a 63X magnification (bars = 20pm).

(F, G) Evaluation of promoter Activities by luciferase reporter assay : The different MCF10A described
in (D) were infected with viral particles encodiegther E-Cadherin-promoter/Firefly-Luciferase (F) o
vimentin-promoter/Firefly-luciferase (G) togethentlw HTK-promoter/Renilla-luciferase. 48 hours post
infection, luciferase activities were measured escdbed ifMaterials and Methoddg-irefly was normalized
to Renilla activity.

(H) Comparative RT-gPCR was performed using primers selectively amplifyBigAILL human mRNA
vs HPRT. WT- MCF10A cells were used as the referaared normalized to 1. Results are represented as

mean values + SD.

Figure SD-3 : CK2B knockdown induces an EMT-like phenotype in HaCaT ells.

(A) Immunofluorescence image®f E- and N-cadherin expression (in red) in hurhi@CaT keratinocytes
Parental (WT), CKR Knock Down ACK2B), and cells infected with a non-target lentivieARNA (Mock).
WT-cells treated with 2ng/ml TR were used as positive control for EMT (WT+TgF. Cells were
counterstained with Hoechst 33258 (blue). Magriifica= 63X, Bars = 20um.
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(B) RT-gPCR analysis of CK23 regulatory subunit, E-cadherin and vimentin in bhamHaCaT
keratynocytes, parental (WT), CKXnock Down ACK2p) and cells infected with a non-target lentiviral
shRNA (Mock). The expression level of the differemRNAs was compared by comparative RT-gPCR to
HPRT mRNA. MCF10A cells were used as the referemznormalized to 1 to evaluate the modulation in

the different conditions.

TABLES

Table 1 : pLKO.1 lentiviral ShRNA.

Table 2 : gPCR Primers and siRNA.

Table XD : Directed Mutagenesis Primers.
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C. Résultats complémentaires (Extra Data)

COMPLEMENTARY FIGURE LEGENDS (XD-1 to XD-4)

Figure XD-1 : SNAIL1 SRD mutagenesis based on NetBBK prediction.

(A) NetPhosK prediction of CK2 phosphosites in the Serine Rich Domain, five consensus motiésev
found to exhibit a score upper than 0,50 (prolittif phosphorylation upper than 50%J %, S* andS™
form a N-terminal S/T cluster (NS) a&{'® andS'? constitute a second motif located at the end ®IRD
that we called C-terminal S cluster (CS). Moreowbis profile displays relative high scores for CK2
phosphorylation of residu&®® andS*.

- SNAIL1 Protein Access Number (Homo Sapiens) 088976.2

- NetPhosK 1.0 Server : http://www.cbs.dtu.dk/sssiNetPhosK{Expasy tools)

(B) SNAIL1 phosphorylation : The Serine Rich Domain (SRD : yellow) is phospletsd on many
different residues by CK1, CK2 and GSK3Several other covalent modifications (Lysyl oxida,

ubiquitination...) can occur along the entire protséquence (upper panel). Based on NetPhosK pieadlicti
CK2 should recognize two serines together withthneonine in the SRD N-terminal cluster and tworssy
into the C-terminal cluster. All these residues aghtly closed from previously identified GSK3
phosphosites (clusters 2S and 4S) that control Ipotiiein stabilization and export from nucleus to
cytoplasm [38].

(C) Directed mutagenesis of SNAIL1 SRD N-terminal and C-terminal cluster were mutatedasajely or
together using Quick Change Site-Directed Mutagsr€s (Stratagene) and specific primers (table XD-
S/A mutagenesis (NSA, CSA and NCSA) is design tolisiv theoretical CK2 phosphorylation. On the
contrary, S/E mutations (NSE, CSE and NCSE) arepasgrl to mimic a constitutive phosphorylation of

serines and threonines (pseudo-phosphorylation).

Figure XD-2 : Cooperation of CK2 and GSK3 in SNAIL1phosphorylation and destabilization.

(A) SNAIL1 phosphorylation by CK2a2p2 holoenzyme :stoechiometric amounts of CK2and CKZPB
were incubated during 5 minutes at RT with WT-MBRASL1 (1ug) or with the different S/A mutants in
the presence of radiolabeleg-32P]-ATP/MgCI2 (left panel). In a second experimeS8/E pseudo-
phosphorylated mutants for either G$K8r CK2 phosphosites (respectively 4SE and NCSE)ewe
incubated with recombinant Cl§282 or GSK3, respectively (right panel). Phosphorylation |svelere
compared to those obtained with WT-SNAIL1 proteirtie same experimental conditions and Coomassie

staining was used as a loading control.
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(B) Western blot analysis of SNAIL1 mutants :HA-tagged human SNAIL1 variants under CMV promter
control were transfected into human HEK293 and neiNNMuMG cells. Cell lysates were immunoblotted

with antibodies against Influenza Hemagglutinin jHeéld HSP9O0 that was used as a loading control.

Figure XD-3 : Modelisation of SRD phosphorylation nfluence on SNAIL1 N-terminal-half folding.

Primary sequence of WT-SNAIL1 and pseudo-phosphteyl S/E mutants were submitted to LOMETS
server from Zhang lab (Expasy toolshttp://zhang.bioinformatics.ku.edu/LOMEY.SModels with the

highest predictive scoregere selected and analysed using PDB 3D moleceleeri (Invitrogen) ; serines

and threonines replaced by glutamic acid residuesnarked in yellow.

Figure XD-4 : SNAIL1 transcriptional activity is cell-type dependent.

(A, B) Evaluation of SNAIL1 promoter activity in NMuMG and MCF10A cells transfected with
pSNAI1/Firefly-luciferase reporter constructs and- R calibrator. Luciferase activity was measurdteia
24h ; cells were eventually treated during 12h WitBF31 and EGF. Results are represented as triplicate
mean values + SD.

(C) CDH1 repressionin MCF10A cells that were transiently infected lwientiviral particles encoding E-
cadherin-promoter/Firefly luciferase (D) with RL-Téalibrator. Bioluminescence was evaluated 48 hours
post infection.

(D, E) SNAIL1 promoter activity in MDA-MB231 or HEK293 cell lines transfected wigiSNAIL1/Firefly-

luciferase reporter constructs and RL-TK calibratarciferase activity was measured as describéd,iiB).
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COMPLEMENTARY RESULTS (Extra-Data XD-1 to XD-4)

Multisite-directed mutagenesis of CK2 and GSKp phosphosites on SNAIL1 Serine Rich Domain.

A detailed analysis of human SNAIL1 primary sate(NP_005976) reveals that on 264 residues, we ca
find 33 serines (12,5%), 10 threonines and 6 tyessi Such a configuration can allow more than 2401
different combinations of non-modified and phospieted residues, constituting a potential post-
translational code for interaction with diversetpars, including ubiquitin-specific ligases andtpases as
well as cell transporters and co-regulators. Tee dave different kinases have been found to be abl
phosphorylate ten of these amino-acids [3-4, 303%l, 91] (figure XD-1B). A prediction of SNAIL1
theoretical phosphosites using NetPhosK 2.1 sestwews that most of these residues are predictdx to
phosphorylated by at least one kinase with a prithabpper than 50% (figure XD-1A and C). We found
seven residues potentially recognized by CK2 awel &f them were located into the Serine Rich Domain
Interestingly, these consensus motives also hadbkative high scores for recognition by CK1 amd/o
GSK3B suggesting that some of them can be regulateé\mral different kinases.

To get deeper insight in SNAIL1 behaviour upon2ZCghosphorylation, we used a multi-site directed
mutagenesis approach based on data obtained fraPhbK analysis. Into the SRD, we defined two
different clusters containing a total of five rasd that exhibited a predictive score higher tha, % (figure
XD-1A). One threonine and two serines compose therhinal cluster (NS : %, $° and $% whereas the
C-terminal cluster is made of only two serines (C3* and $%). Site-directed mutations were generated
for both clusters by S/T-to-A (Alanine) or S/T-to(Glutamic acid) substitutions and a double mutatied
NCS was also engineered (figure XD-1C and Table.XD)

In vitro, the phosphorylation of SNAIL1 by CK&, holoenzyme was strongly affected in NSA mutant
(T89A/S90A/S92A) whereas integration of radiolabelg?P-ATP was similar between CSA mutant
(S119A/S120A) and WT protein. Surprisingly,™% exhibited the highest predictive score and
phosphorylation of full NCSA mutant was slightly aker than the one of NSA, suggesting that the C-
terminal cluster could also contribute to SNAILlogphorylationin vitro (figure XD-2A, left panel) In a
second time, we used “pseudo-phosphorylated” msité®tT to E) to examine the cooperation between
GSK33 and CK2 in the phosphorylation of SNAIL1 proteMilipore). As expected, NCSE full mutant was
better phosphorylated by human purified G8K&mpared to WT protein that was very low in our
experiments. Interestingly, the previously desdilmeutant 4SE from B.P. Zhou (S104E, S107E, S111E,
S115E) [30] was also found to better integrateaactive phosphate when incubated with CK2 holoermzym
Taken together, these data indicate that CK2 and3B$an prime each other to ensure SNAIL1 maximal
phosphorylation. Given the importance of GBK@hosphorylation in the regulation of SNAIL1 pratei
stability, we next investigated NCSA and NCSE espi@n levels in different cell lines. Figure XD-2B
shows that compared to WT SNAIL1, the protein lesfeboth CK2 and GSKB S/A mutants (NCSA and

6SA) were particularly stabilized in HEK293 humaglls whereas differences were limited in NMuMG
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cells. Conversely, transfected NCSE and 4SE wewaddo be less expressed in both cellular models
suggesting that pseudo-phosphorylation serinegtadoy either CK2 or GSK3eads to enhanced lysine

polyubiquitination and transport to proteasome.

Another presumed role of SRD phosphorylatiorhes influence that such a gain of acidic residueghini
have on the structural (and probably functionalgifig of SNAIL1 protein. In the absence of crystal
structure for any member of the SNAIL superfamilie used LOMETS server 3D-predictive modelisation
to investigate potential differences between wyjget SNAIL1 protein and S/E pseudo-phosphorylated
mutants. Figure XD-3 shows that acidic substitutddrserine residues predicted to be targeted bheeit
GSK33 or CK2 tend to promote unfolding of both the SeriRich Domain and the adjacent Nuclear Export
Signal (NLS). Moreover, when the substitution waselin the phosphosite clusters of the two kinabes,
entire C-terminal half was more open compared toSWRAIL1 model. Although these predictive structures
are probably far from the reah vivo 3D conformation of SNAIL1 proteins, they stronglyggest that
phosphorylation of the SRD might not only triggke thinding of ubiquitin-specific ligases suchpasrCP
but could also generate conformational changesctaffe NLS recognition and transcriptional activity.
Altogether, these data sustain a possible cooperatechanism between CK2 and GBKB the complex
regulation of SNAIL1 central domain. Previous sasdhave suggested a model where SRD phosphorylation
could affect SNAIL1 turn-over as well as its sulbdalr localization and its repressor activity [AZ]. In
agreement with these findings, we demonstrate #wadification of SNAIL1 SRD by these two
serine/threonine kinases have important consegeemeerotein destabilization probably in relatiorthw
major conformational changes. Importantly, at 18id &24h post-transfection, we failed to notice any
difference in subcellular localization between tliéerent mutants using both immunofluorescence eeitl
fractionation in MDA-MB231, HEK293, MCF10A and NMu®Icell lines (data not shown).
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SNAIL1 promoter auto-regulation is cellular contextdependent.

In cohesive epithelial cells, SNAIL1 transcriptigs tightly controlled in order to maintain E-cadlim
expression and this protein is able to represseswn transcription through the reconnaissance Bfoax
motif contained in its promoter [55]. ConverselfWAL2 that also binds E-boxes is self-activatedainan
neural crest [56], suggesting that SNAIL factore ementually switch from repressor to activatorciions.
Recently, emerging data provided evidence thatpectSNAIL1 could increase its synthesis by itself
depending on the presence or absence of E-cadh&ithe plasmic membrane and probably on the aucle
amount of NF«B and/orp-catenin factors [3]. To investigate SNAI1 autoukagion in the different cell
lines we used in this study, we transfected SNAptdmoter fused to Firefly luciferase[38], togethdth
HA-tagged SNAIL1 human protein under pCMV conttol.these experiments, although luciferase activity
was slightly weaker when SNAIL1 was artificially negulated in cohesive epithelial cells such as NNBUM
and MCF10A cells, we could also observe a posaiv®-regulation when cells were induced to EMT gisin
EGF and TGPB1l (figure SD-4A and B). At contrary, SNAIL1 triggat E-cadherin repression in both
untreated and stimulated cells (figure SD-4C).reg#ngly, this activation feedback loop was albsarved
in MDA-B231 and HEK293 that express low E-cadhdewmels (D and E), indicating that SNAIL1 can
decrease or enhance its own synthesis dependentheaellular context.

Therefore, we can presume that such differencesitniig explained by heterogeneous levels of some
eventual co-regulators that have the ability to ofat SNAIL1 transcriptional repressor activity time
different cells lines. Given the importance of SNAlassociation witlg-catenin or NRB factor, it would
be attractive to further explore how these prot¢ake part in the switch from auto-repression lotpself-

synthesis activation.
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Figure Data

157



158



A CK2a : + + - - F|g 1

CK2a' : - - + +
CK2B : - + - +
P-MBP SNAIL1 » — L

Autoradiography

P-CK2B » ”

MBP SNAILL P | S s Wt Cwswes | COOmMassie staining
B 0O 25 5 10 20 40
CK2B (nM) : - —]
P-MBP SNAILL » | - e — — ———
Autoradiography

P-CK2p » o ——

C CK2a: - - - + + +
CK2B: - - - - + +
Heparin : - + + - + +
GSK3: + o+ + + o+ -
- > |- ~w | Autoradiography
P-MBP SNAIL1 -
1 2 3 4 5 6

Figure 1 : In vitro reconstitution of SNAIL1 phosphorylation by CK2 hol oenzyme and GSK3 B.

(A) SNAIL1 phosphorylation by CK2 a and CK2a’ : CK2a or CK2a’ were incubated during 5 minutes at RT with
recombinant MBP-SNAIL1 protein (1pg) and [y-32P]-ATP/MgCI,, in the absence or presence of stcechiometric
amounts of CK2p regulatory subunit.

(B) SNAIL1 phosphorylation by CK2 a,B, holoenzyme : CK2a (14ng = 20nM) and MBP-SNAIL1 (1ug) were
incubated during 5 minutes at RT together with radiolabeled [y-32P]-ATP/MgCl, (1nM) and increasing concentrations
of CK2p (2.5 - 40nM).

(C) CK2a,B,-dependent priming of SNAIL1 phosphorylation by GSK3 B : MBP-SNAIL1 (1ug) was pre-incubated
30 minutes at RT with unlabeled “cold” ATP in the presence of CK2a or CK2 a,, holoenzyme (20nM). Then, CK2
activity was inhibited with Heparin and samples were incubated with or without GSK3 and [y-*2P]-ATP/MgCl,
during 15 minutes at 37<C. Proteins were finally se parated by SDS-PAGE ; gels were autoradiographied and
coomassie stained to control protein loading.
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Figure 2 : Phosphorylation of MBP-SNAIL1 and its in __teraction with CK2 a are modulated by CK2 B requlatory
subunit in MCF10A epithelial cells.

(A) Western Blot analysis of CK2 subunits in CK2B Knock Down cells (ACK2p), “No-target” Knock Down cells
(Mock) and ACK2p cells rescued with CK2B-HA-tagged insensitive to ShRNAB (ACK2B/HAB). Untreated parental
MCF10A cells (WT) were used as reference. Lysates were immunoblotted with antibodies against CK2 subunits
(CK2a, CK2a’, CK2B and anti-HA for tagged-exogenous CK2f3). y-tubulin was used as a loading control.

(B, C) CK2 kinase activity in crude lysates from cells described in (A) using two peptidic substrates : either P29
peptide (recording phosphorylation by both CK2a alone and CK2 a,B, : B) or elF2B3-derived peptide (measuring
specific a,B, holoenzyme activity : C). Samples were assayed in triplicates (representation = mean * SD).

(D) MBP pull-down: recombinant MBP-SNAIL1 was incubated with indicated MCF10A cell extracts. Western blot
analysis of MBP-SNAIL1 bound proteins was performed with antibodies against CK2a, CK2 or SNAIL1L.

(E) SNAIL1 phosphorylation by whole cell extracts : MBP-SNAIL1 was incubated with indicated MCF10A cell
extracts in the presence of [y-32P]-ATP/MgCl, during 25 minutes at RT. MBP-SNAIL1 was then isolated by affinity
chromatography and proteins were separated by SDS-PAGE. The gel was finally Coomassie-stained and
autoradiographied. y-tubulin immunoblotting was used as a loading control.
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Figure 3 : Inhibition of CK2 B expression in MCF10A cells triggers SNAIL1 inductio _ n.

(A) SNAIL1 protein level in parental MCF10A cells (WT), CK2B Knock Down (ACK2pB), “No-target” Knock Down
(Mock) and ACK2pB cells rescued with CK2f-HA-tagged insensitive to the shRNA (ACK2B/HAR). WT-cells treated
with 2ng/ml TGFB, (WT+TGF,) represents a positive control for EMT. Protein extracts were immunoblotted with
antibodies against CK2 subunits (CK2a and CK2f), SNAIL1 or HSP90 (loading control).

(B) RT-gPCR analysis of SNAILL mRNA in previously described cells. Results were compared to HPRT mRNA
levels. WT-MCF10A cells were used as reference and results were normalized to 1 for evaluation of the modulation
in the different conditions. Results are represented as triplicate mean values + SD.

(C) SNAIL1 Promoter activity : The different MCF10A cells described in (A) were transiently transfected with
SNAIL1-promoter/Firefly-luciferase together with HTK-promoter fused to Renilla luciferase (RL-TK). 24 hours post-
transfection, luciferase activities were measured as described in Materials and Methods. Firefly luciferase was
normalized to Renilla activity. Results are represented as triplicate mean values + SD.
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Figure 4 : CK2 B knockdown induces an EMT-like phenotype in MCF10A ¢ ells.

(A) Phase contrast pictures of indicated MCF10A cells : parental (WT), CK2B Knock Down (ACK23) and ACK2f3
cells rescued with HA-tagged-CK2f insensitive to the sShRNA (ACK2B/HAB). WT-cells treated with 2ng/ml TGFB,
(WT+TGFp,) were used as a positive control for EMT in this model. Magnification = 10X and Scale bars = 40um.

(B) Immunofluorescence confocal acquisitions of MCF10A described in (A) showing actin subcellular
localization detected by phalloidin-Alexa 488 (a, b, ¢, d in green) or indirect immunofluorescence using E- or N-
cadherin targeting antibodies (e, f, g, h and i, j, k, | ; respectively, in red). Cells were counterstained with Hoechst
33258 (blue). Magnification = 63X ; Scale bars = 10pum.
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Figure 4 : CK2 B knockdown induces an EMT-like phenotype in MCF10A ¢ ells.

(C) Western Blot analysis of EMT markers and CK2 sub  units in parental (WT), CK23 Knock Down (ACK2pB),
Mock Knock Down (CTRL KD) and ACK2B cells rescued with HA-tagged CK2B insensitive to the shRNA
(ACK2B/HAB). TGFB,-treated MCF10A cells. Lysates were immunoblotted with antibodies against CK2 subunits
(CK2a and CK2pB), E-cadherin or vimentin.

(D, E) Evaluation of promoter activities by lucifera  se reporter assay : The different MCF10A described in (C)
were infected with viral particles encoding either E-cadherin-promoter/Firefly-luciferase (D) or vimentin-
promoter/Firefly-luciferase (E) together with HTK-promoter/Renilla-luciferase. 48 hours post infection, luciferase
activities were measured as described in Materials and Methods. Firefly luciferase was normalized to Renilla
activity. Results are represented as triplicate mean values + SD.
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Figure 5 : Transcriptomic analysis.

(A, B) Microarrays experiments were performed in triplicate for parental MCF10A cells (WT), ACK2B- (ACK2pB)
and ACK2p cells rescued with HA-tagged-CK2p insensitive to the shRNA (ACK2B/HAB). WT-cells treated for 48h
with 2ng/ml TGFB, (WT+TGFB,) were used as positive control for EMT. After microarray data processing,
transcripts that were significantly modulated upon TGF,-treatment were extracted and compared to ACK2B
condition. Down-regulated (left panel) and up-regulated (right panel) gene numbers are indicated. For each gene,
parental MCF10A cells (white bars) were used as a reference and results were normalized to 1 (ACK2B = black
bars ; TGFB, = hatched bars and ACK2B/HAB = grey bars).

(C) RT-PCR analysis of indicated mRNA (CK2B, SNAI1, SNAI2, TWIST1, ZEB1, ZEB2, HPRT) in equivalent
MCF10A cell lines. PCR products were separated on a 1,5% Agarose gel.

(D) Comparative RT-qPCR analysis of SNAIL2 mRNA level in previously described cells.



Downregulated SNAIL1-linked Epithelial Genes

(MicroArray Analysis)
2,5 -

Fig. 5

OwWT
B ACK2B

WT + TGFB1
O ACK2B/HAB

2

% 1,5 4

5 f | I

P A R

= T i

. |

g 1414 I I

E

(]

©
0,5 A
0 T — . T . T — . T T T .

RSP S R B AP P R SN S K R R T Al I -

S & T ELEE VTIPS EE

SNAIL1-Apoptosis / Cell-cycle-linked Genes
(MicroArray Analysis)

awr
351 W ACK2B

@ WT + TGFp1

3] I O ACK2B/HAB

[N
N ol
+—

Relative to WT Quantity
&

=
L

Figure 5 : Transcriptomic analysis.

(E, F, G) Detailed analysis of SNAIL1 specific targe
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mMmRNA levels of selected Epithelial- (E) and
Mesenchymal- (G) related genes were compared. For each gene, parental MCF10A cells (white bars) were used as
a reference and results were normalized to 1 (ACK2B = black bars ; TGFB, = hatched bars and ACK2B/HAB = grey
bars). Other SNAIL1 target genes linked to Cell-cycle and apoptosis were bioinformatically extracted in the same
way (F). Results display triplicate mean values + SD. SNAIL1 known target genes described in [6, 11, 47, 51] that
were not amplified or displaying Pvalue > 1% are not represented.
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Figure 6 : ACK2B induced-EMT is dependent on SNAIL1 Expression.

(A, B) RT-gPCR analysis of SNAIL1 and CK2 B : mRNA level in MCF10A cells treated with a lentiviral ShRNA
against SNAILL mRNA (ASNAI1 SH1 or SH2) or a random No-target shRNA (Mock). After a first neomycin
selection, cells were transduced either with another shRNA targeting CK2B (ACK2B) or with the Mock shRNA.
Results were compared to HPRT mRNA levels. WT-MCF10A cells were used as reference and triplicate mea, value
results were calibrated to 1.

(C) Phase contrast (a, b, ¢) and Immunofluorescence im  ages of cadherins subcellular localization in previously
described cells using E- or N-cadherin targeting antibodies (g, h, i and |, k, | ; respectively, in red). Actin was
visualized by phalloidin-Alexa488 (d, e, f). Magnification = 63X ; Scale bars = 20um.

(D, E) Evaluation of promoter activities by lucifera  se reporter assay : the different MCF10A cells described in
(A) were infected with viral particles encoding either E-cadherin-promoter/Firefly-luciferase (D) or vimentin-
promoter/Firefly-luciferase (E) together with HTK-promoter/Renilla-luciferase. 48 hours post infection, luciferase
activities were measured as described in Materials and Methods. Firefly luciferase was normalized to Renilla
activity. Results are represented as triplicate mean values + SD.
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Figure 6 : ACK2B induced-EMT is dependent on SNAIL1 Expression.
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(F) Western Blot analysis of protein lysates from parental MCF10A cells (WT), CK2B Knock Down cells (ACK2p)
and cells double-transduced with a lentiviral ShRNA against SNAILL mRNA (ASNAI1 SH1 and SH2). Cell lysates
were immunoblotted with antibodies against CK2 subunits (CK2a and CK2p) ; E- and N- cadherins ; cytokeratin 5/6
; vimentin or HSP90 as loading control.
CK2 and crude MCF10A lysates of cells described in (F) were processed for cellulose-
phosphopetide assay as described in Materials and Methods using either elF23-derived peptide (left panel) or the
P29-peptide (right panel). Error bars represent the SEM of samples assayed in duplicates.

(G) CK2 kinase activity :
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Figure 7 : SNAIL1 post-translational regulation by multi-phosphorylation.

(A) Human SNAIL1 protein amino-acid primary sequenc e : The seven conserved residues of the SNAG N-
terminal domain are represented in blue and are closed to PKA phosphorylation site (S!1). The C-terminal Zinc-
Fingers-containing domain (in grey) can be phosphorylated by PAK1. The Serine Rich Domain (SRD : yellow)
serves as a platform for several post-translational modifications involving serine/threonine kinases such as CK1,
CK2 and GSK3p as well as lysyl-oxydases (LOXL2) and polyubiquitine-ligases (B-TrCP and FBXL14). Because of
their proximity to the Nuclear Export Signal (NES : in clear blue), these covalent modifications control both protein
stabilization and export from nucleus to cytoplasm.

(B) Model of SNAIL1 regulation by CK2 tetrameric holo enzyme (CK2 a,B,) : In the present study, we
demonstrated that CK2a phosphorylation of SNAIL1 is mediated by CK23 regulatory subunit. We presume that
dynamic assembling of CK2 a,8, holoenzyme cooperates with CK1 to prime subsequent SNAIL1 phosphorylation
by GSK3p leading to ubiquitin-mediated SNAIL1 proteasomal degradation. In differentiated epithelial cells, this
hierarchical series of covalent modifications ensure low levels of SNAIL1 in order to maintain E-cadherin epithelial
prototypic genes (in red). Interestingly, CK2 or GSK3 inhibition leads to a complete EMT-like phenotype in several
epithelial cell models (including upregulation of mesenchymal-related genes : in green), suggesting a direct or
indirect role for these kinases in SNAIL1 transcriptional regulation (- - - -).
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Figure SD-1 : CK2 B stable knockdown and rescue in MCF10A cells.

(A) CK2B rescue system : To rule out off-targets effects potentially induced by shRNA treatment, we engineered a
double transduction system to generate control cells expressing both a CK2[3 specific ShRNA (targeting the human
gene located on chromosome 6) and the pMSCV-neo vector encoding exogenous HA-tagged-chickenCK2[ protein,
insensitive to the human-targeting sequence. Interestingly, human and chicken homologues display 100% of
homology in their respective primary sequence, allowing a full restoration of CK2 a,, holoenzyme activity.

(B) Quantification of mRNA levels  in MCF10A transduced with shRNA : Expression levels of the different mMRNAs
encoding CK2 subunits (CK2a, CK2a’ and CK2B) was assessed by comparative RT-gPCR in CK23 Knockdown
cells (ACK2pB = black bars), Mock shRNA infected cells (hatched bars) and ACK2f cells rescued with chicken-CK2p3
(ACK2B/HAB = grey bars). For each CK2 subunit, WT-MCF10A cells (white bars) were used as a reference and
means of triplicate results were calibrated to HPRT mRNA level and normalized to 1.

(C) Western blot analysis of CK2 subunits  in equivalent MCF10A cell lines. Lysates were immunoblotted with
antibodies against CK2a, CK2a’ or CK2f ; y-ubulin was used as loading control.
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Figure SD-2 : CK2 unbalanced expression by siRNA in ___duces an EMT-like phenotype in MCF10A cells.

(A) Quantification of mMRNA levels in MCF10A transiently treated with sSiRNA against CK2 subunits (CK2a, CK2a’
and CK2pB). mRNA expression levels of the different targeted CK2 subunits were tested by comparative RT-gPCR in
MCF10A cells untreated (WT) or treated with indicated siRNA for 72h. For each CK2 subunit, HPRT was used as
calibrator and GFP-siRNA-treated MCF10A cells were used as the reference and results were normalized to 1.

(B) Western blot analysis of CK2 subunits in MCF10A cells untreated (WT) or treated with indicated siRNA for
72h. Cell lysates were then immunoblotted with antibodies against CK2a, CK2a’ and CK2 ; detection of y-tubulin
was used as loading control.

(C) CK2 kinase activity in each crude lysate of cells previously described in (B) was measured as indicated in
Materials and Methods using two substrates : either P29-peptide (left panel) or elF2B-derived peptide (right panel).
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Figure SD-2 : CK2 unbalanced expression by siRNA in ___duces an EMT-like phenotype in MCF10A cells.

(D) Actin staining using Phalloidin in MCF10A transiently treated with siRNA against CK2 subunits (CK2a, CK2a’
and CK2pB) or control GFP siRNA. Mock cells were treated with lipofectamine 2000 alone. After 72h, cells were
counterstained with Hoechst 33258 (blue). Magnification = 20X ; Scale bars = 20um.

(E) Immunofluorescence images  of previously described cells, showing E-cadherin subcellular localization
detected by indirect immunofluorescence using anti-E-cadherin targeting antibody (in red). Cells were
counterstained with Hoechst 33258 (blue). Acquisition : confocal images with a 63X magnification (bars = 20um).

(F, G) Evaluation of promoter Activities by lucifera  se reporter assay : The different MCF10A described in (D)
were infected with viral particles encoding either E-Cadherin-promoter/Firefly-Luciferase (F) or vimentin-
promoter/Firefly-luciferase (G) together with HTK-promoter/Renilla-luciferase. 48 hours post infection, luciferase
activities were measured as described in Materials and Methods. Firefly was normalized to Renilla activity.

(H) Comparative RT-gPCR was performed using primers selectively amplifying SNAIL1 human mRNA vs HPRT.
WT- MCF10A cells were used as the reference and normalized to 1. Results are represented as mean values + SD.
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Figure SD-3 : CK2 B knockdown induces an EMT-like phenotype in HaCaT cel __Is.

(A) Immunofluorescence images of E- and N-cadherin expression (in red) in human HaCaT keratinocytes
Parental (WT), CK2B Knock Down (ACK2p), and cells infected with a non-target lentiviral ShRNA (Mock). WT-cells
treated with 2ng/ml TGFB, were used as positive control for EMT (WT+TGF,). Cells were counterstained with
Hoechst 33258 (blue). Magnification = 63X ; Scale bars = 20um.

(B) RT-gPCR analysis of CK2@ regulatory subunit, E-cadherin and vimentin in human HaCaT keratynocytes,
parental (WT), CK2B Knock Down (ACK2B) and cells infected with a non-target lentiviral shRNA (Mock). The
expression level of the different mRNAs was compared by comparative RT-gPCR to HPRT mRNA. MCF10A cells
were used as the reference and normalized to 1 to evaluate the modulation in the different conditions.



Tables

Table 1 : pLKO.1 lentiviral ShRNA.

Target (Acc N°) | Lentivirus name | origin | shRNA sequence | elsction
SHVRCS-TRCN000003796 ' isson™ TGGTTTCCCTCACATGCTCTT uromycin
CK2p (NM_001320) Sigma Mission puromy
ACCAAAGGGAGTGTACGAGAA
pLKO1 neoCK2 o HM1 Home made GAGTTTACACAGATGTTAA neomycin
CK2a (NM_001895)
CTCAAATGTGTCTACAATT
SNAI1 (NM_005985.2) pLKO1 neoSNAI1 Home made ACTCAGATGTCAAGAAGTA neomycin
SH1 TGAGTCTACAGTTCTTGAT
SNAI1 (NM_005985.2) pLKO1 neoSNAI1 Home made GACTCTAATCCAGAGTTTA neomycin
SH2 CTGAGATTAGGTCTCAAAT
Table 2 : gPCR_Primers and siRNA.
Target (Acc N°) Forward primer (5’-3’) Reverse primgb’-3’) SiIRNA

HPRT (NM_000194)

atggacaggactgaacgtcttgcet | ttgagcacacagagggctacaatg

BCK2 (NM_001320)

| ttggacctggagectgatgaagaa | tagcgggcatggatcaatccataa | AAGACUACAUCCAGGACAATT

aCK2 (NM_001895)

| tgtccgagttgettceegatactt | ttgecageatacaacccaaactce | CCAGCUGGUUCGAAAAUUAGG

@’CK2 (NM_001896)

| agcccaccaccgtatatcaaacct | atgetttctgggtcgggaagaagt | CAGAUUUUAAGCAACUCUACC

SNAI1 (NM_005985.2) | aggcagctatttcagectcctgtt | tgacagccattactcacagtccct|

EGFP

| | GACGUAAACGGCCACAAGUUC

Table XD : Directed Mutagenesis Primers.

Primer name Sequence

NSA F CCAGGGTGGCAGAGCTGGCCGCCCTGGCAGATGAGGACAGTGG
NSA R CCACTGTCCTCATCTGCCAGGGCGGCCAGCTCTGCCACCCTGG
NSE F CCAGGGTGGCAGAGCTGGAGGAG CTGGAAGATGAGGACAGTGG
NSE R CCACTGTCCTCATCTTCCAGCTCCTCCAGCTCTGCCACCCTGG
CSAF CCTCTACTTCAGTCGCTGCCTTGGAGGCCGAGGC
CSAR GCCTCGGCCTCCAAGGCAGCGACTGAAGTAGAGG

CSE F CCTCTACTTCAGTCGAAGAG TTGGAGGCCGAGGC
CSER GCCTCGGCCTCCAACTCGCCGACTGAAGTAGAGG
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A Fig. XD-1

Site Kinase Score Site Kinase Score Site Kinase Score Site Kinase Score
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SRD N-terminal Serine/threonine cluster = NS (T8 - S%- 592)

SRD C-terminal Serine cluster = CS (S19- S120)

Figure XD-1: SNAIL1 SRD mutagenesis based on NetPhosK prediction.

(A) NetPhosK prediction of CK2 phosphosites : In the Serine Rich Domain, five consensus motifs were found to
exhibit a score upper than 0,50 (probability of phosphorylation upper than 50%) : T89, S% and S9% form a N-terminal
SIT cluster (NS) and S'1° and S120 constitute a second motif located at the end of the SRD that we called C-terminal
S cluster (CS). Moreover, this profile displays relative high scores for CK2 phosphorylation of residues S20 and S25.

- SNAIL1 Protein Access Number (Homo Sapiens) : NP_005976.2

- NetPhosK 1.0 Server : http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhosK/ (Expasy tools)
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MPRSFLVRKPEMIDPNRKPNYSELQDSNPEFTFQQPYDQAHLLAAIPPPEILNPTASLPMLIWDSVLAPQAQPIA
WASLRLQES™PRVAELTSLERDEDS  GK”GS"™ aPPEYgPPERMPAPS T SFSS™TSVS™ S| EAEAYAAFPG
LGQVPK"”'QLAQLSEAK “DLQARKAFNCKYCNKEYLSLGALKMHIRSHTLPCVCGTCGKAFSRPWLLQGHYV,

RTHTGEKPFSC PHCSRAFADRSNLRAHLQTHSDVKKYQCQACARTFERMSLLHKHQESGCSGCPR\
S GSK3 Bck1 B GSK3 + CK1 BPKA Eck2 § PAK1 K/K LOXL2/B-TrCP

MPRSFLVIRKPS''DPNRKPNYSELQDSNPEFTFQQPYDQAHLLAAIPPPEILNPTASLPMLIWDSVLAPQAQPIA
WASLRLQESPRVAELIESS PGK*G8™ 3P PERP APS ™ sSFSS ™ TSV EAEAYAAF
PGLGQVPK"*'QLAQLSEAK *DLQARKAFNCKYCNKEYLSLGALKMHIRSHTLPCVCGTCGKAFSRPWLLQG

\HVRTHTGEKPFSCPHCSRAFADRSNLRAHLQTHSDVKKYQCQACARTFSZEERIVISLLH KHQ ESGCSGCPR\
§ GSK3 g cKi1 B GSK3 + cK1 B €K2 (NetPhosK prediction)

C SNAI1 Mutants (NCSA and NCSE)

MPRSFLVIRKPS''DPNRKPNYSELQDSNPEFTFQQPYDQAHLLAAIPPPEILNPTASLPMLIWDSVLAPQAQPIA
WASLRLQESPRVAELNNLINGDEDS GK” 8™ aPPEYPPERPAPS " sSFSS" TS VIN NG EAEAYAA
FPGLGQVPK"'QLAQLSEAK'*DLQARKAFNCKYCNKEYLSLGALKMHIRSHTLPCVCGTCGKAFSRPWLLQG

‘HVRTHTGEKPFSCF’HCSRAFADRSNLRAHLQTHSDVKKYQCQACARTFSMbRMSLLH KHQ ESGCSGCPR‘
S GSK3 §cK1 B GSK3 + CK1 [ CK2 Mutagenesis (NetPhosK prediction) : NCSA

MPRSFLVRRKPS''DPNRKPNYSELQDSNPEFTFQQPYDQAHLLAAIPPPEILNPTASLPMLIWDSVLAPQAQPIA
WASLRLQESPRVAEL SN SEDEDS  GK GS™ aPPERRPPERIPAPS  SFSS ™ TSV EAEAYAAF
PGLGQVPK™ QLAQLSEAK ™ DLQARKAFNCKYCNKEYLSLGALKMHIRSHTLPCVCGTCGKAFSRPWLLQG

‘HVRTHTGEKPFSCF’HCSRAFADRSNLRAHLQTHSDVKKYQCQACARTFSlmRMSLLH KHQ ESGCSGCPR‘
S GSK3 §cK1 E GSK3 + CK1 [} CK2 Mutagenesis (NetPhosK prediction) : NCSE

NCSA = NSA (T89A-S90A-S592A) + CSA (S119A-S120A)
NCSE = NSE (T89E-S90E-S92E) + CSA (S119E-S120E)
6SA = 2SA (S96A-ST100A) + 4SA (S104A-S107A-S111A-S115A)

6SE = 2SE (S96E-ST100E) + 4SE (S104E-S107E-S111E-S115E)

Figure XD-1: SNAIL1 SRD mutagenesis based on NetPhosK prediction.

(B) SNAIL1 phosphorylation : The Serine Rich Domain (SRD : yellow) is phosphorylated on many different
residues by CK1, CK2 and GSK3p. Several other covalent modifications (Lysyl oxydation, ubiquitination...) can
occur along the entire protein sequence (upper panel). Based on NetPhosK prediction CK2 should recognize two
serines together with one threonine in the SRD N-terminal cluster and two serines into the C-terminal cluster. All
these residues are tightly closed from previously identified GSK3B phosphosites (clusters 2S and 4S) that control
both protein stabilization and export from nucleus to cytoplasm [38].

(C) Directed mutagenesis of SNAIL1 SRD : N-terminal and C-terminal cluster were mutated separately or
together using Quick Change Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) and specific primers (table XD-3). S/A
mutagenesis (NSA, CSA and NCSA) is design to abolish theoretical CK2 phosphorylation. On the contrary, S/E
mutations (NSE, CSE and NCSE) are supposed to mimic a constitutive phosphorylation of serines and threonines
(pseudo-phosphorylation).
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Figure XD-2 : Cooperation of CK2 and GSK3 in SNAIL1 phosphorylation and destabilization.

(A) SNAIL1 phosphorylation by CK2a,B, holoenzyme :

steechiometric amounts of CK2a and CK2B were

incubated during 5 minutes at RT with WT-MBP-SNAIL1 (1ug) or with the different S/A mutants in the presence of
radiolabeled [y-32P]-ATP/MgClI, (left panel). In a second experiment, S/E pseudo-phosphorylated mutants for either
GSK3p or CK2 phosphosites (respectively 4SE and NCSE) were incubated with recombinant CK2a,3, or GSK3,
respectively (right panel). Phosphorylation levels were compared to those obtained with WT-SNAIL1 protein in the
same experimental conditions and Coomassie staining was used as a loading control.
(B) Western blot analysis of SNAIL1 mutants : HA-tagged human SNAIL1 variants under CMV promter control
were transfected into human HEK293 and murine NMuMG cells. Cell lysates were immunoblotted with antibodies
against Influenza Hemagglutinin (HA) and HSP90 that was used as a loading control.
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Figure XD-3 : Modelisation of SRD phosphorylation influence on SNAIL1 N-terminal-half folding.

Primary sequence of WT-SNAIL1 and pseudo-phosphorylated S/E mutants were submitted to LOMETS server from

Zhang lab (Expasy tools : http://zhang.bioinformatics.ku.edu/LOMETS/). Models with the highest predictive scores
were selected and analysed using PDB 3D molecule viewer (Invitrogen) ; serines and threonines replaced by

glutamic acid residues are marked in yellow.
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Figure XD-4 : SNAIL1 transcriptional activity is cell-type dependent.

(A, B) Evaluation of SNAIL1 promoter activity in NMuMG and MCF10A cells transfected with pSNAI1/Firefly-
luciferase reporter constructs and RL-TK calibrator. Luciferase activity was measured after 24h ; cells were
eventually treated during 12h with TGFB, and EGF. Results are represented as triplicate mean values + SD.

(C) CDHL1 repression in MCF10A cells that were transiently infected with lentiviral particles encoding E-cadherin-
promoter/Firefly luciferase (D) with RL-TK calibrator. Bioluminescence was evaluated 48 hours post infection.

(D, E) SNAIL1 promoter activity in MDA-MB231 or HEK293 cell lines transfected with pSNAIL1/Firefly-luciferase
reporter constructs and RL-TK calibrator. Luciferase activity was measured as described in (A, B).
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A. Régulation transcriptionnelle de SNAIL1 dans lesleges MCF10A

Les résultats préecédemment décrits ont permigedeontrer que, dans les cellules épithéliales marama
MCF10A, la perte de phosphorylation de la protédMAIL1 par I'holoenzyme tétramérique CHB, est
responsable de sa stabilisation post-traductioaresll lien avec une hyperactivation transcriptioenet
linduction d’'un phénotype «EMT-like». De fagcon éntssante, ces résultats sont tres similaires & ceu
observés par les équipes d’A.G. Herreros et A. Mtacsuite a l'inhibition chimique ou nucléotidique la
kinase GSKB dans plusieurs lignées cellulaires, dont les M@E[B10] In vitro, il existe une coopération
entre CK2a,3, et GSK3 pour la reconnaissance des résidus hydroxylégmedans le domaine SRD de la
protéine SNAIL1 suggérant une coordination des miéozes d’'action de ces deux kinases dans les e=llul
épithéliales différenciées et au cours de 'EMT.2D06, deux études «clé» décrivant pour la preniaise
des phénomenes d'auto-activation/répression trimisemelle directe de 'EMT ont également condait
aborder la régulation des protéines de la famiNAR sous un jour nouveau.[639, 641] En amont ae |
séquence codante du geé®lAllhumain, on trouve 4 motifs E-box, dont le plus jpmed est conservé dans
de nombreuses espécd3ans les cellules SW480, I'expression ectopique SIMAILL aboutit & une
répression de sa propre séquence promotrice efieparde celle de la E-cadhérine.[639] Un tel «ocaut
rétrocontrole négatif » permet probablement, dartaims cas précis, de limiter la durée d’actioncde
facteur sur les genes épithéliaux et ainsi d’obtemie réversibilité rapide du phénotype par tréomsit
meésenchymo-épithéliale (MET). A linverse, dansci&te neurale, SNAIL2/SLUG peut lier son propre
promoteur au niveau d’'une E-box mais en exercantl@uun rétrocontrdle positif, ce qui renforce
I'hypothése selon laquelle les facteurs de la fi@m8NAIL pourraient exercer un contrdle aussi biégatif

gue positif sur la transcription, en fonction desfacteurs auxquels ils sont associés.[641]

En utilisant difféerents modéles cellulaires, jjai observer que face a la surexpression de SNAH1,
réponse de son promoteur fusionné a la luciferasgait varier en réponse a la stimulation de l& vids .

De facon intéressante, la liaison de SNAIL1 au mieur de la E-cadhérine peut étre renforcée par une
interaction physique avec Smad3/4, également li@ramoteur du gén€DH1 au niveau des sites SBE
(Smad Binding Elementafljacents aux motifs E-box.[589] vitro, la transcription de SNAIL est fortement
induite en réponse au TGRrace a la présence d’'un élément de réponse SBiENtodans le promoteur
SNAIla proximité de séquences riches en répétitionsrédednnues par le facteur HMGA2.[618]

En position 5’ de cette région, se trouve égatdra@e E-box et il est donc envisageable que l&pre
SNAIL1 puisse interagir avec le complexe Smads/HNGdur réguler sa propre ségquence en coopération
avec les facteurs de remodelage de la chromatigger@ant, aucune donnée n'a été établie a cejola s
formation d’un tel complexe et il ne faut pas ngetila possibilité d’'une «prédominance» de I'adtorapar
la voie TGP sur le mécanisme d’auto-répression de SNAILL vied] méme indépendant, serait alors
masqué dans les conditions expérimentales utilif#eplus, ces résultats mériteraient d’étre cords par

'analyse de I'expression des transcrits SNAIL1pamallele de la régulation du promoteur (en utilisgar
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exemple des amorces amplifiant spécifiguement éiggesices non présentes dans le transgéene utiliséapo

surexpression : introns, 3'UTR...).

Des études récentes suggéerent également queirkctiah» dans laquelle s’orientent ces mécanismes
d’autorégulation pourrait étre fortement influenqise le contexte cellulaire, en particulier pamigeau
d’expression de la E-cadhérine et l'interactionSIMAIL1 avec le pool nucléaire decaténine (notion de
« priming » des cellules pour l'induction de 'EM[B36, 626, 639] Dans les kératinocytes primaireka e
lignée HaCaT, CK2 est responsable de la phosphimylde la E-cadhérine nécessaire a la stabilisat®
son interaction avec Ig-caténine.[725] Il n’est pas établi si la reconsaixe de ce substrat présente une
dépendance vis-a-vis des sous-unités régulatri&@p @ais nous avons pu observer que dans les cellules
HaCaT, leur déplétion par ARN interférence estoaspble de I'induction d’un phénotype «EMT-like» en
I'absence d’activation transcriptionnelle de SNAIIOans ce contexte, il serait pertinent d'étudiengact
de la stabilisation du complexe E-cadhéfiredténine sur I'apparition de ces changements nobogigues
(par exemple par la surexpression de E-cadhérinetitativement pseudo-phosphorylée par mutagenése
S/E). La E-cadhérine est considérée comme un ssggue de tumeur et sa répression est un élément
initiateur suffisant pour de nombreuses voies dgadisation qui conduisent a I'EMT et/ou a une
transformation tumorale dans de nombreux systéme#ro.[144, 259-262] Dans les cellules épithéliales
mammaires HMLE, son extinction par ARN interféreratmutit a la transformation et a I'acquisition de
caractéres de pluripotence ainsi qu'une résistari@goptose induite par plusieurs drogues chinmsd@é3s]

A linverse, une surexpression de la E-cadhérimel & diminuer, voire a abolir les capacités inveside
plusieurs lignées tumorales en grande partie viatkntion membranaire defacaténine mais aussi par une
action de répression (ou de non induction) dealasitription de SNAIL1.[264-266]

Dans cette étude, nous avons pu démontrer gppaldion des changements morphologiques observés
dans les cellules MCF10ACK2p était dépendante de I'expression de SNAILL. L'étde la réversibilité
de ce méme phénotype par I'apport ectopique dedBérme pourrait la encore apporter des réponses
décisives dans la compréhension des phénomenesidéem de la polarité des cellules épithélialeslpa
protéine-kinase CK2. Néanmoins, ce raisonnemertt &oe tempéré par le fait que la coordination des
niveaux d’activation/répression des promoteurs CD#i1SNAIL est fortement liée & des meécanismes
épigénétiques et post-transcriptionnels (par exertipb au 3'-UTR ou a I'épissage) qui ne peuverg et
enregistrés par les constructions plasmidiquesecant la séquence codante de la E-cadhérine sous le

contréle de régions promotrices virales.

A l'inverse, diverses études ont contribué ardéfCtK2 comme un activateur de la voie Wnt, notamime
par I'intermédiaire d’'une stabilisation de la pio&DVL responsable d’'une inactivation de G8K& donc
de la translocation nucléaire deflaaténine et de son association avec TCF/LEF (ot également des
substrats de CK2).[739] Dans les cellules MCF10Aiilées pour CKR2, la -caténine est majoritairement
localisée dans le noyau, ce qui suggére que l'alasda sous-unités régulatrices n'a pas ou peu dtinp
négatif sur les phosphorylations activatrices deoia Wnt par CKa. La encore, aucun de ses substrats n’'a

été étudié en considérant de fagon isolée lesreliffés sous-unités de I'holoenzyme CK2 et une étude
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biochimique approfondie s’avére nécessaire pourdpédavantage sur I'implication de ces élémeatssd
notre modéle. Récemment, une boucle d’autorégulgtimsitive faisant intervenir une coopération entre
SNAIL1 et NFxB a également été décrite il y a peu comme étalniiasm lien fonctionnel entre I'activation
de SNAIL1 et l'induction de I'expression de gengsiquement mésenchymateux tels que la vimenting][49
CK2 agit a de multiples niveaux dans la voie NB-par une phosphorylation directe de IKK, p65-h&-et

Ix-B dont la dépendance & CK&'a pas été non plus étudiée.[739]
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Figure 50 : Régulation de la signalisation de TEMT : implication de la protéine-kinase CK2?

Dans les cellules eucaryotes, CK2 est sans doute I'une des protéine-kinases les plus pléiotropiques et la
compréhension de son fonctionnement in vivo reste un défi majeur méme aprés plus de 40 ans de
caractérisation biochimique. Les substrats de cette enzyme représentent prés de 20% du phospho protéome
et il existe malheureusement trés peu de données sur la dépendance de leur phosphorylation vis-a-vis des
sous-unités régulatrices CK23. Dans cette étude, nous avons pu démontrer que I'ajout de phosphates par
CK2 sur le domaine SRD du facteur de transcription SNAIL1 était favorisé par la formation de I'holoenzyme
tétramerique a,f, et était associée une déstabilisation protéique. Il est important de noter que ce schéma ne
tient pas compte des éléments du cytosquelette qui participent a la structuration des jonctions adhérentes et
peuvent moduler la transcription. Il existe en effet de nombreuses protéines associées a I'actine et aux
microtubules qui sont phosphorylées par la protéine-kinase CK2 mais la encore avec peu d’informations sur
les sous-unités régulatrices. De plus, les partenaires de CK2B indépendants de CK2a ne sont pas
représentés.
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Pour finir, les diverses observations précédemndéarites ont pour la plupart été réalisées dass |
cellules tumorales dans lesquelles 'activité atileeau d’expression de CK2 est généralement péve @u
fait de son action pléiotropique sur de nombreussats associés a la survie cellulaire et a laf@ration.
Parmi ces protéines, on trouve notamment des riégutamajeurs du cycle cellulaire et de la répanatie
'’ADN ainsi que des complexes impliqués dans la ofaiion de la transcription et/ou de la traduction.
Ainsi, les données s’accumulent pour spéculeresifdnctions de «chaperonne métabolique» de CKR don
les substrats (plus de 20% du protéome) pourratet extrémement variables en fonction du contexte

cellulaire et dont I'expression serait contrélée gigs mécanismes «indépendants» de cette kinase.

B. Régulation post-traductionnelle de la protéine SNA

In viva l'activation transcriptionnelle du promote8NAIlesta priori loin d’étre un événement suffisant
pour déclencher la répression des genes sous tedleodes E-box. En effet, a des niveaux d’expogssi
modérés (c’est a dire en dehors des systemes dgpsession dans les cellules en culture), la pretéi
SNAIL1 néo-synthétisée est soumise a des mécanigmentréles post-traductionnels qui en font une
protéine fortement instable possédant une demil@i20 a 45 minutes. La phosphorylation de son dunai
central riche en sérines et prolines (SRD) perneemdduler a la fois sa liaison a 'ADN, sa locdiisa
cellulaire et sa stabilité et implique a ce jourragins trois protéine-kinases (CK1, CK2 et GBKat une
phosphatase (SCP).[536, 663-665]

Chez I'hnumain, le domaine SRD de SNAIL1 abrite mantif de destruction DB de type DSGxxS qui,
lorsqu’il est activé par phosphorylation, est rauorpar le complexe ubiquitine-ligase SEHICP en
association avec le protéasome. Dans les cellpitisegales différenciées, la protéine GIK@hosphoryle
les résidus 8 et S générant ainsi la séquence consensuSGBSS qui agit comme signal de
dégradation.[510-511, 666] La phosphorylation des&rines est fortement amplifiée par la kinase Giil
catalyse I'ajout de phosphates en positid & S (+4 et +7 par rapport au dernier résidu acideitu s
consensus).[667] Ces deux derniers résidus sosepgds dans la plupart des espéces étudiées ara jb
en est de méme pour les sérinds 8°, % $*9 et S? ainsi que pour la thréoniné°T

Cette étude propose un nouveau mécanisme dared [€2 pourrait phosphoryler plusieurs de cegiési
dans le but denrichir le contexte acide du SRD fatoriser la phosphorylation par GSK3et
éventuellement par CK1) suivie de la reconnaissdec8ANIL1 par le protéasome. Une telle coopéradion
déja été déemontrée dans la phosphorylation du denfiRD de la glycogen-synthase (GS) ou du domaine
EC de la E-cadhérine.[713-715, 719, 724-727] Dags aeux contextes, on observe une succession de
modifications post-traductionnelles qui se «propégele maniére exponentielle en partant des résidus
terminaux du domaine concerné. Si le « priming esitmn +3 » s’avére étre le plus efficace, pluseu
données biochimiques ont toutefois conduit & egeisaes situations bien plus complexes dans ldsguel
une pré-phosphorylation des résidus situés entée etl +10 pourraient aboutir & des changements

conformationnels propices a la fixation de nougefieotéines (enzymatiques ou non).[416-417, 514]
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Dans le cas de la protéine SNAILL, on peut nopee I'ubiquitine-ligase-TrCP reconnait le motif
DSGKGS renfermant les acides aminés 95 a 100 etefite fixation lui permet de modifier la lysin€®K
mais aussi un autre résidu €éloigné : la lysing.[636]

Par une approche utilisant le séquencage d’Edtedaporatoire d’Amparo Cano a Madrid a récemment
mis en évidence une phosphorylation des sérile§Set S” dans les cellules rénales MDCK. [668]

Des travaux réalisés dans I'équipe du Dr JéromeénG&EA Grenoble) ont amené une confirmation par
spectrométrie de masse de la phosphorylatiaitro du résidu & par la protéine-kinase CK2 ; nous avons
également mis en évidence I'implication de la sani$é régulatrice CKR dans ce phénomeéne. Si la kinase
PKA a été identifiée comme responsable de la plwgfztion de la sérine'§ 'enzyme associée a la
régulation du résidu®8demeure inconnue a ce jour. Une analyse de laeségthumaine de SNAIL1 grace
au serveur NetPhosK1.0 m'a permis d’établir unetegarédictive» des sérines et thréonines potdatieint
reconnues par un panel de kinases dont les sitegisus sont relativement bien caractérisés. Avecaore

de probabilité supérieur a 40%, j'ai pu observeg tpuplupart des données de la littérature pouvdiea
confirmées par cette approche et que le meillendidat pour la phosphorylation en positioff &tait la
kinase GSKB. Ainsi, les résidus ¥, S° et $? prédits pour étre reconnus par CK2 pourraient d¢ré&ons
candidats pour un «priming» permettant cette meatitbn post-traductionnelle. Il est également fodat
envisageable qu'ils favorisent la reconnaissanseadigles aminés’S S et $% par GSKB et CK1. Enfin,
cette analyse démontre également que la pluparsél@ses et thréonines du domaine SRD peuvent étre
reconnues par CK1, CK2 et GSK3avec des scores relativement similaires, suggénaet activité
redondante et/ou une coopération entre ces tnoas&s.

Jusqu’ici, seules des approches de mutagenéale lde SNAIL1 et |'utilisation d’'inhibiteurs chimigs ou
oligonucléotidiques dirigés contre ses régulateuntspu éclairer la régulation complexe de cettdgine.
Dans un futur proche, I'émergence de techniques plerformantes couplant l'utilisation d’anticorps
«phosphosite-spécifiques» avec la spectrométriendsse a I'échelle de la cellule ou de l'organisme

permettra probablement de mieux aborder cette ignest

Figure 51 : Modéle de régulation du domaine SRD de  SNAIL1 par les kinases CK1, CK2 et GSK3 .

D’aprés une analyse prédictive du domaine SRD de la protéine SNAIL1, il semble que CK2 puisse
phosphoryler cinq résidus S/T répartis en deux «clusters» (en rouge). Comme dans le cas de la coopération
entre CK1 et GSK3p (en vert), il est envisageable que la phosphorylation du SRD par CK2 puisse générer
un contexte acide favorable a d'autres phosphorylations par GSK3fB et éventuellement par CK1. Ces
modifications sont représentées par les fleches bleues qui sont pour I'instant purement spéculatives.
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C. Perspectives in vivo

La mise en place de 'EMT est un élément déteantinlans I'apparition du caractere invasif de n@ubes
tumeurs. Depuis quelques années, plusieurs lalir@mten partenariat avec l'industrie pharmaceutique
cherchent a développer des drogues capables daebltes étapes indispensables a cette transit8s).[1
536] L'unité INSERM dans laquelle ce projet a étiié est depuis plusieurs années financée paigiael
contre le Cancer pour le développement d’inhibgalirigés contre la kinase CK2, ceux-ci s’avérdrd de
puissants outils contre la prolifération de diveriignées transformées.

Dans une optique d'utilisation de ces inhibiteposir une application thérapeutique, une étude &mp
des mécanismes ciblés s’avére donc indispensablaiddu caractére polyfonctionnel de CK2 et de la
complexité de I'évolution tumorale. En effet, I'aroulation de hombreuses données a permis de définir
modeéle dans lequel la progression oncogénique nepbes étre réduite a un simple déficit de la be¢a
apoptose/prolifération mais correspondrait plutfaécumulation séquentielle et exponentielle deeties
anomalies génétiques et épigénétiques nécessakesacces» de la croissance des tumeurs et dadion
métastatique (modéle multi-hit). Sur la base desndes établies par cette étude dans la lignée non
transformée MCF10A, il serait intéressant d’explanevivo I'impact de I'inhibition de I'activité catalytique
et/ou de I'assemblage de I'hétérotétramere &B2sur I'expression de SNAIL1 et la morphologie des

cellules épithéliales normales et transformées.

Enfin, les derniéeres années ont été déterminatdes la compréhension des génes et des voies de
signalisation qui font le lien entre 'embryogenestedes processus intervenant dans le développement
physiologique et pathologique des cellules adult&&MT, en coordonnant a la fois la migration defldes
épithéliales primaires et la dispersion des cedllutansformées qui composent les carcinomes eslesin
exemples qui illustrent cette «réactivation» desgmmmes développementaux dans les phénoménes
oncogeéniques. Il existe actuellement plusieurs hesdanimaux trés performants pour I'étude de I'EMT
associée au développement embryonnaire (en p&ti@anio rerio et Xenopus laev)set, dans ce contexte,

il serait pertinent d'étudier les effets de I'«ifidation génique partielle par ARN interférence»sde
différentes sous-unités de la kinase CK2. Plusiétusles recentes ont en effet déemontré I'efficadés
systémes de transduction stable utilisant desviami pseudotypés et les outils développés au atriraon

doctorat pourraient se révéler particulieremerdriggsants dans le cadre d’'une telle approche.
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ABSTRACT

Regulation of SNAIL1 Transcription Factor during Ep ithelial-Mesenchymal Transition
in MCF10A mammary cells : involvement of protein-ki nase CK2

Epithelial cells are key components for a peshof vital functions in mammals, in particularchase
they can polarize and cohesively interact in a dyinananner. These properties, grouped under the dék
Epithelial plasticity », can manifest themselvedifierent ways of which the most complex is Epilidle
Mesenchymal Transition (EMT), a process that drisesohesive epithelial cell (or a group of cellg) t
strongly modify its organization and its proteinngmosition, in order to gain migratory capacitiesicls
morphological changes have been first describeihg@mbryogenesis and are known to be under cooitrol
a series of transcription factors, some of whiah aso expressed during tumor progression. SNA#ctof
(or SNAIL), whose role is determinant in many orggenesis steps, is also highly expressed in several
metastatic cell lines and seems to participate @ncer cells dissemination. During the EMT process,
SNAIL1 expression and localization, as well astiggscriptional activity, are under control of arguex
regulation involving different post-translationabdifications including phosphorylation. Therefoiigge goal
of my thesis was to understand regulation mechan@n$NAIL1 by the protein-kinase CK2 in the corttex
of EMT programs induction. This work was performadwo steps, of which the first was a biochemical
characterisation of SNAIL1 phosphorylation by CKR®lats regulation by the CK2regulatory subunit. In a
second time, | focused on the consequences of GKiBifion by RNA interference in MCF10A mammary
epithelial cells. This model highlighted the detamimg role of CKZ3 in maintaining epithelial phenotype
and a cohesive architecture within MCF10A catisitro. Collectivelly, these findings suggest that pnotei
kinase CK2, under control of its regulatory subu@iK2B, acts as a negative regulator of SNAIL1

transcriptional level and protein stability in orde set against EMT induction.
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RESUME

Régulation du facteur de transcription SNAIL1 au co  urs de la Transition Epithélio-Mésenchymateuse
dans les cellules mammaires MCF10A : implication de la protéine-kinase CK2

Les cellules épithéliales sont a la base debneuses fonctions vitales chez les mammiféresaeicplier
grace a leurs propriétés de polarisation et destoh@ynamiques regroupées sous le terme de 4drkast
Epithéliale ». Une manifestation originale de cetlasticité est la Transition Epithélio-Mésenchyeussie
(EMT, Epithelial-Mesenchymal Transition), un processus complexe qui permet a une celhitbédiale (ou
un groupe de cellules) de modifier sa compositiohoeganisation de ses protéines pour se détadbda
masse cellulaire a laquelle elle appartient, etiainoquérir une organisation de type fibroblastigrapice a
la motilité cellulaire. Ce phénomene, initialemenis en évidence pour son rdle dans le développement
embryonnaire, met en jeu une régulation fine, deusontréle de facteurs de transcription dont gesta
semblent également jouer un rdle au cours de lgr@ssion tumorale. Le facteur SNAIL1 (ou SNAIL)ntlo
le réle est déterminant au cours de la mise ereplacnombreux organes, est également fortemeninexpr
dans les lignées métastatiques et pourrait pagtidpla dissémination des cellules cancéreusegiaule
'organisme. Au cours de 'EMT, son expression, Igealisation et son activité sont soumises a une
régulation complexe qui implique plusieurs modificas post-traductionnelles, en particulier la
phosphorylation. Dans ce contexte, I'objectif dethese a été de comprendre les mécanismes detrégula
de SNAIL1 par la protéine-kinase CK2 au cours @&MIT. Ce travail a été réalisé en deux étapes dont |
premiére fat une caractérisation biochimique dehlasphorylation de SNAIL1 par CK2 et sa régulatan
la sous-unité régulatrice CIR2Dans un deuxiéme temps, je me suis penché sudéé&les conséquences de
l'inhibition du complexe CK2 par ARN interférencart les cellules épithéliales mammaires MCF10A. Ce
modéele a permis de mettre en évidence le role métant de CKR dans le maintien de I'expression d’'un
phénotype épithélial et d’'une architecture cohésivesein des cellules MCF10A en cultire vitro.
L'ensemble de ces résultats suggére en effet qpeotéine-kinase CK2, sous le contrdle de sa saiis-u
régulatrice CKB, exerce une régulation négative sur le niveauptession transcriptionnelle et la stabilité

protéigue de SNAIL1 visant a s'opposer a I'inductde 'EMT.
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