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Résumé

Les protéines NCOR1 et CHDS ont des roles fonctionnels communs
dans des cellules cancéreuses colorectales humaines.

Par Andréanne Loiselle
Programme de biologie cellulaie

Mémoire présenté a la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de
I’obtention du dipldme de maitre en science (M.Sc.) en biologie cellulaire, Faculté de
médecine et des sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec,

Canada, J1H 5N4

Le corépresseur nucléaire NCOR1 est impliqué dans la régulation transcriptionnelle en
interagissant avec les récepteurs a hormones thyroidiennes et rétinoiques ainsi qu’avec
les facteurs de transcription AP-1 et NF-xB au niveau des génes cibles impliqués dans la
réponse inflammatoire intestinale. Par une approche d’immunoprécipitation (IP) couplée
a la spectrométrie de masse, CHDS a été découverte pour agir de maniére complémentaire
a NCORI1. CHDS est impliquée dans le remodelage de la chromatine et dans la régulation
du cycle cellulaire. Ainsi, le projet de recherche visait a comprendre 1’interaction et les
roles fonctionnels de CHD8 et de NCORI1 ainsi que I’impact physiologique de la perte
d’expression de NCOR1 face a un stress épithélial. Pour commencer, nous avons
confirmé I’interaction entre CHDS8 et NCORI1 dans différents types cellulaires tels que
les 18Co, Caco-2/15 et HT-29. Ensuite, nous avons diminu¢ 1’expression de NCORI1 et
CHDS dans les cellules HT-29 et Caco-2/15 a I’aide de shRNA et nous avons observé
une diminution de croissance cellulaire intermédiaire pour la perte de CHDS
comparativement a une diminution plus drastique pour NCOR1. L’effet intermédiaire sur
la croissance cellulaire peut étre dii a un effet de compensation par la petite forme de
CHDS8 (CHDSs) puisque le shRNA utilisé cible uniquement la grande forme de CHD8
(CHDS8L). Avec cette diminution commune de croissance cellulaire, une question s’est
imposée a savoir quelle est I’implication de I’interaction entre CHDS et NCORI1 dans ce
phénomene. Nous avons séparé NCORI1 en protéines correspondant a ces différents
domaines et par IP suivies d’immunobuvardages, nous avons déterminé que le premier
domaine de répression de NCOR1 (RD1) interagissait avec la forme complete de CHDS
au niveau du noyau. Nous avons ensuite utilis¢ un modele murin ou il y a une perte
d’expression de NCOR1 (NCORIAE114EY) avec I’aide d’un modéle ou la Cre-
recombinase est exprimée sous le promoteur de la villine. Nous avons ensuite traité les
souris NCOR1AE114¢E! et controles au DSS 3% afin d’induire des 1ésions aux cellules
¢épithéliales intestinales. Ceci permet ’é¢tude de la suceptibilit¢ au DSS des souris
controles et NCOR1AE112¢F. Ainsi, CHD8 et NCOR1 ont des roles fonctionnels
communs qui pourrait étre attribué a leur interaction, CHD8-NCOR1 (RD1). Cette
nouvelle mécanistique permettrait donc de réguler la transcription de certains génes
cibles impliqués dans le cancer colorectal.

Mots clés : NCOR1, CHDS, interaction, cancer colorectal, prolifération
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Chapitre 1 : Introduction

1 Le systéme digestif

Le systeme digestif permet de donner 1’énergie nécessaire a 1’organisme pour survivre.
I participe a la digestion, a I’absorption et a I’excrétion des nutriments. L’appareil
digestif comprend la cavité buccale (bouche, dents, 1évres et pharynx), 1’cesophage,
I’estomac, I’intestin gréle (duodénum, jéjunum et iléon) et le gros intestin (caecum, cdlon
et rectum). Le bon fonctionnement de glandes annexes (vésicule biliaire, foie, glandes
salivaires et pancréas) permet de supporter les activités fonctionnelles du tube digestif.
Ceci est facilité par la sécrétion respective de la bile, la salive, et les sucs gastriques au

niveau du tube digestif (Encyclopaedia Universalis, 2015) .

2 Composition de I’épithélium intestinal

La paroi du tube digestif est composée de la muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse
et la séreuse. La muqueuse comprend 1’épithélium, les cryptes de lieberkiihn, les
villosités et le chorion au niveau de l’intestin gréle. Les villosités permettent une
meilleure absorption au niveau du gréle en augmentant la surface de contact de
I’épithélium avec les nutriments. Celles-ci disparaissent au niveau du c6lon. L’épithélium
intestinal est capable de se renouveler completement entre 4 et 5 jours et comprend 5
types cellulaires : les cellules de Paneth, les cellules caliciformes, les cellules

entéroendocrines, les entérocytes et les cellules souches intestinales (Barker, 2014).

2.1 Types cellulaires de I’épithélium intestinal

Les cellules souches sont regroupées en deux classes; le modele classique LRC +4 (label-
retaining cell +4) et le type associé a la zone de cellules souches localisées a la base de
la crypte et exprimant le récepteur LGRS (CBC : crypt-base columnar). Les cellules
souches CBC ont la capacité de se diviser pour produire une cellule souche CBC ou LCR
+4, ainsi qu’une cellule du TA (transit-amplifying) (Wong & Jensen, 2012). Les cellules
souches de type classique +4 se trouvent toujours en position 4 a partir du fond de la
crypte. Les cellules LCR +4 servent généralement de réserve pour restaurer les cellules

CBC en cas de bris majeurs de 1’épithélium intestinal (Barker, 2014).



Les cellules de Paneth se retrouvent uniquement au fond des cryptes de I’intestin gréle
intercalées entre les cellules souches. En sécrétant des facteurs de croissance tels que
EGF (Epidermal Growth Factor), TGFa (Transforming growth factor alpha), Wnt3
(Wingless-Type MMTV Integration Site Family, Member 3) et le ligand Notch DIl4
(Delta-like 4), les cellules de Paneth participent au maintien de la niche cellulaire. Ainsi,
ces facteurs de croissance permettent la survie, la quiescence et le maintien des fonctions
des cellules souches dans I’intestin gréle (Rezza et al., 2014; Sato et al., 2011). La
présence de cellules apparentées aux cellules de Paneth (Paneth cell-like) a aussi été
observée dans le colon (Rothenberg ef al., 2012). Les cellules de paneth sécretent entre
autres de nombreux peptides antimicrobiens tels que 1’a-défensine, le lysozyme C et le
SPLA2 (secretory phospholipase A2). Ces peptides sont sécrétés vers la surface de
1’épithélium de la muqueuse afin de protéger le tissu d’une invasion de pathogenes. Ceci
permet donc de maintenir un équilibre dans la composition naturelle des souches de
bactéries composant le microbiote intestinal et aide au maintien des propriétés de la
barriére chimique constituée par la couche de mucus adjacente a I’épithélium (Bevins &

Salzman, 2011)

Les cellules caliciformes ont la capacité de sécréter des peptides (trefoil factors et
mucines) vers la surface de 1’épithélium afin de maintenir une barri¢re contre 1’invasion
bactérienne. Le mucus ainsi formé permet de restreindre 1’accés aux bactéries de la
lumicre intestinale et ainsi protéger 1’hote contre les infections bactériennes. De plus, le
nombre de cellules caliciformes par unité de surface est plus élevé dans le colon ou le
nombre de bactéries est naturellement beaucoup plus important en comparaison avec

I’intestin gréle (McCauley & Guasch, 2015).

Les cellules entéroendocrines sont responsables d’une sécrétion de plus de 20 hormones,
comme par exemple le GIP (glucose-dependent insulinotropic peptide), le GLP1-2
(glucagon-like peptide 1 and 2), la somatostatine et la ghréline, pour ne nommer que
ceux-ci. Elles réagissent en fonction des nutriments retrouvés dans la lumiére intestinale,
tels que le glucose, et elles activent ainsi une réponse hormonale suite a une
dépolarisation de la membrane. Ces hormones peuvent étre sécrétées de manicre
autocrine, paracrine et endocrine. Ainsi, les cellules entéroendocrines participent a la
régulation de la sécrétion de I’insuline, de la satiété et de I’incorporation des nutriments

par les cellules entérocytes (Worthington, 2015;Farré & Tack, 2013).



Les entérocytes sont quant a eux distincts des 3 autres types cellulaires décrits ci-haut par
le fait qu’ils ont la capacité d’absorber davantage que de sécréter. Leur surface apicale
contient des microvillosités qui leur permettent une meilleure absorption des nutriments.

Elles se retrouvent majoritairement dans le haut des cryptes ou des villosités.

Il existe plusieurs facteurs régulant la prolifération, la différenciation et la migration des
cellules épithéliales intestinales. Plusieurs ligands des voies de signalisations Notch, Wnt,
BMP (Bone morphogenetic proteins), Hedgehog, Eph/Ephrin et PTEN (Phosphatase and
tensin homolog) en font partie (Crosnier et al., 2006; Piscaglia, 2014) (Figure 1).
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Figure 1 : Origine et spécification des cellules épithéliales intestinales. Les cellules souches intestinales
CBC (crypt-base columnar) et LCR +4 (label-retaining cell) ont la capacité¢ de se diviser de maniére
symétrique et asymétrique, afin de renouveler les 2 types de cellules souches et de produire des cellules
TA (transit-amplifying). Les cellules TA se différencient en cellules de Paneth, entérocytes,
entéroendocrines (EE) et caliciformes. Au fond de la crypte, les voies Wnt et Notch sont sollicitées pour
réguler le maintien prolifératif des cellules souches. A la jonction crypte/villosité, les voies BMP, PTEN et
hedgehog (hh) sont davantage activées pour inhiber la signalisation de Wnt et ainsi favoriser la

différenciation cellulaire.



3 Le cancer colorectal

Au Canada, le cancer colorectal est le deuxiéme cancer le plus diagnostiqué. Chez la
femme, il s’agit du troisieme cancer le plus mortel et du deuxiéme chez 1’homme
(Canadian Cancer Society; 2016). Le cancer colorectal peut étre soit sporadique ou de
type héréditaire. Entre 70-80% des cancers colorectaux sont dits sporadiques, ce qui
signifie qu’il n’a pas d’association a des facteurs de risque génétique. Il s’agit d’une
accumulation de mutations dans différents génes (Mundade et al., 2014). Entre 20-30 %
des cancers colorectaux sont de type héréditaire (Rustgi, 2007), puisqu’ils sont associés

a des facteurs génétiques et a I’environnement familial.

3.1 Les cancers colorectaux héréditaires

Parmi les cancers colorectaux héréditaires, on retrouve, a moins de 1 % de fréquence, la
PAF (polypose adénomateuse familiale) (Rustgi, 2007). La PAF contient des mutations
spécifiques au niveau du gene APC (polypose adénomateuse colique) dans des cellules
germinales (Nishisho et al., 1991). Le gene suppresseur de tumeur APC est impliqué dans
le controle de la division cellulaire et au niveau de la réparation de I’ADN. Il existe aussi
le syndrome de Lynch qui représente environ 3 a 4 % des cancers colorectaux de type
héréditaire. Ces cancers sont caractérisés par une mutation dans les cellules germinales
des génes MMR (DNA mismatch repair) incluant MLH1 (MutL homolog 1), MSH2
(MutS protein homolog 2), MSH6 (mutS protein homolog 6) et PMS2 (PMS1 homolog
2) (Fishel et al., 1993) (Niessen et al., 2009). Les MMR reconnaissent les erreurs de
réplication faites par I’ADN polymeérase II et ils facilitent leurs corrections. Une mutation
dans les MMR entraine donc une multitude de mésappariement au niveau de I’ADN. Cela
entraine donc ’altération des genes impliqués dans la régulation du cancer colorectal, les

menant ainsi a leur dysfonctionnement ou a leur perte de fonction (Heinen, 2016).

3.2 Les cancers colorectaux sporadiques

Les cancers colorectaux sporadiques sont engendrés par de nombreuses mutations sur
différents genes. La plupart du temps, ces mutations se retrouvent au niveau de différents
genes suppresseurs de tumeur et d’oncogeénes. Un suppresseur de tumeur est un géne dont
I’expression favorise ’inhibition de la prolifération cellulaire lors de la détection
d’anomalies. Cette inhibition permet de réduire les chances d’une croissance tumorale.

Un oncogene est quant a lui une protéine activant de maniére incontrolée 1’expression de



genes impliqués dans la prolifération cellulaire. Un oncogeéne est capable d’inhiber la
mort cellulaire programmeée et favorise ainsi le développement de tumeurs. Il existe 3

voies génétiques principales pour les cancers colorectaux sporadiques.
3.2.1 Voie de ’instabilité chromosomique

La voie de I’instabilit¢ chromosomique est impliquée dans 70% des cancers colorectaux
sporadiques (Pino & Chung, 2010). Cette voie ce distingue par I’accumulation de
mutations au niveau des oncogenes et des génes suppresseurs de tumeurs tels que : APC,
KRAS (V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog), PI3KCA
(Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-Kinase Catalytic Subunit Alpha), BRAF (B-
Raf Proto-Oncogene, Serine/Threonine Kinase), SMAD4 (SMAD family member 4) et
TP53 (Tumor Protein P53) (Yamagishi et al., 2016). L’initiation des adénomes dans le
colon commence généralement avec un dysfonctionnement du gene APC impliqué dans
le controle de la voie Wnt/B-caténine (Powell ef al., 1992). La mutation du géne APC
mene a une prolifération cellulaire incontrolée dans environ 80% de toutes les tumeurs
du co6lon (Kwong & Dove, 2009). La perte d’APC ne permet pas a la B-caténine
d’intégrer le complexe de destruction ce qui favorise sa translocation au noyau. La (-
caténine interagit en tant que co-activateur avec les facteurs de transcription TCF/LEF
(T-cell factor/lymphoid enhancer factor) afin d’induire la transcription des genes
impliqués dans la croissance et la prolifération cellulaire (Mundade et al., 2014). La
plupart du temps, une mutation activatrice du gene KRAS est subséquente a celle du géne
APC. KRAS est une GTPase qui une fois mutée, reste en conformation active avec le
GTP lié. Grace a son implication dans différentes voies de signalisation, une mutation
activatrice de KRAS induit de manicre incontrolée la migration, la différenciation, la
survie et la progression du cycle cellulaire favorisant ainsi la tumorigénése (Berndt et al.,
2011). Par la suite, la perte d’un des alleéles du chromosome 18 est un marqueur de
mauvais pronostique dans le cancer colorectal sporadique (Jen et al., 1994). De ce fait, la
perte d’expression des genes de la région 21 du chromosome 18 s’associe avec une perte
de ’expression de SMAD4, SMAD2 (SMAD family member 2) et DCC (DCC Netrin 1
receptor) (Fearon et al., 1990; Salovaara et al., 2002). SMAD4 est un facteur de
transcription en aval de la signalisation TGF-B (Transforming growth factor beta) et dont
le role est de réguler I’apoptose, la différenciation et la prolifération cellulaire (Derynck
et al., 2001). Une mutation de SMAD4 engendre donc une inhibition du contrdle

cellulaire. La perte d’un des alléles du chromosome 18 survient juste avant la transition



entre 1’adénome et le carcinome. Une mutation de TP53 est quant a elle associée a cette
transition vers le carcinome (Walther et al., 2009). Il s’agit d’une mutation assez
fréquente dans le cancer colorectal sporadique. Un dysfonctionnement de TP53 engendre

I’inhibition du contréle du cycle cellulaire et de I’apoptose (Figure 2).

3.2.2 Voie de ’instabilité des microsatellites

Une deuxieme voie, impliquée de 10 a 15% dans le cancer colorectal sporadique, est celle
de I'instabilité des microsatellites (MSI) (répétition courte de nucléotide) (Mundade et
al., 2014). 1l s’agit de I’inactivation des génes MMR tel que MLH1 MSH2, MSH6 et
PMS2 (Buecher et al., 2013). Ces génes MMR sont impliqués dans la réparation des
erreurs commises par I’ADN polymérase au niveau des microsatellites. Dans 80% des
cas de MSI, on retrouve une hyperméthylation des ilots CpG au niveau du promoteur du
géne MLHI le rendant inactif (Herman et al., 1998). On peut séparer les MSI en 3
groupes: MSI-High, MSI-Low et MSS (MicroSatellite Stability). Pour mesurer la gravité
de la perte des MMR, 5 marqueurs de microsatellites ont été identifiés: BAT-25, BAT-
26, NR-21, NR-24 et NR-27 (Buecher ef al., 2013). Le MSI-High doit comprendre 2 des
5 marqueurs de microsatellites trouvés anormaux, le MIS-Low un seul microsatellite
anormal et le MSS, aucun (Geiersbach & Samowitz, 2011). Dans les MSI-High, il est
souvent possible d’observer des mutations au niveau des genes APC, BRAF, BAX (BCL2
Associated X), MSH6, MSH3 et TGFBR2 (Transforming growth factor beta receptor II)
(Yamagishi et al., 2016; Hiroyuki Yamamoto et al., 1997) (Figure 2).

3.2.3 Voie de ’hyperméthylation des CIMP

La troisieme voie du cancer colorectal sporadique est celle du phénotype de méthylation
des ilots CpG (CIMP). Il s’agit d’une séquence répétitive de la guanine et de la cytosine
située sur une région promotrice de gene. Une hyperméthylation des flots CpG favorise
un arrét de I’expression du geéne en question. Il est possible de classer les CIMP en 3
catégories : CIMP1, CIMP2 et CIMP négatif. CIMP1 comprend essentiellement une
mutation dans le géne BRAF et un MSI, principalement causé par I’hyperméthylation du
promoteur de MLHI (Yamagishi et al., 2016). CIMP2 comprend en majorité une
mutation au niveau de KRAS et CIMP négatif implique une mutation au niveau de 7P53

(Shen et al., 2007) (Figure 2).

11 faut tenir compte que ces trois types de cancer colorectal sporadique peuvent aussi étre

cumulatifs et ce, tout dépendant du type de tumeur retrouvé.
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Figure 2 : Les 3 différentes voies affectées dans le cancer colorectal sporadique. (A) L’instabilité
chromosomique. Ce type de cancer résulte de la somme de différentes mutations et perte d’expression
d’oncogenes et de suppresseurs de tumeurs. Ceci entraine une augmentation de la prolifération cellulaire
conduisant a un cancer invasif de type aneuploide. (B) L’instabilité des microsatellites (MSI). Ce type de
tumeur résulte de ’accumulation d’anomalies génétiques causées par I’inactivation des génes de réparation
de I’ADN tels que MLH1, MSH2 et MSH6. Une mauvaise régulation de I’apoptose et de la croissance qui
en résulte favorise la présence d’un cancer invasif. (C) Hyperméthylation des ilots CpG (CIMP). Ce type
de tumeur est causé par ’hyperméthylation de genes contenant des lots CpG (tel que MLH1), menant ainsi
a leur répression transcriptionnelle. La perte d’expression de ces produits de genes mene & une instabilité
des microsatellites. Des mutations de BRAF (CIMP1) et de KRAS (CIMP2) ménent tout d’abord a des

adénomes festonnés. Adapté de (Ahnen, 2011)



4 La transcription génique

Chaque cellule d’un organisme contient un génome identique qui doit étre décodé de
facon particuliere afin d’assurer les fonctions spécifiques du type cellulaire donné. En ce
sens, la transcription génique s’opeére de fagon spécifique par 1’établissement de
complexes transcriptionnels visant a décoder 1’information génétique de la cellule en
fonction des besoins actuels de celle-ci. La formation de tels complexes est facilitée par
la liaison de facteurs de transcription (FT) sur des séquences régulatrices de I’ADN
(éléments de liaison a I’ADN) retrouvées au niveau des promoteurs, enhancers et
silencers des geénes. Une fois 1i¢ a ’ADN, le FT permet le recrutement de co-régulateurs
transcriptionnels (CRT) qui permettront de moduler I’expression du géne auquel le FT
est lié. Il peut s’agir 1a de co-activateurs, de co-répresseurs, comme par exemple NCOR1
(nuclear receptor co-repressor 1), ou encore de protéines avec activité enzymatique
pouvant modifier la structure de la chromatine. Il existe aussi des isolateurs qui sont des
séquences positionnées entre un enhancer et un promoteur et qui empéchent leur
communication. Cela permet a la chromatine de réagir de facon localisée a partir de

signaux spécifiques dans le contexte de la régulation d’un geéne précis.

4.1 Organisation structurelle de la chromatine

L’hétérochromatine est la forme condensée et non-accessible de la chromatine; c’est
I’état ou la transcription des génes est inactive. A I’opposé, I’euchromatine correspond a

la forme ouverte de la chromatine, 1a ou les génes sont accessibles pour étre transcrits.

Pour étre condensé, I’ADN s’enroule 1,7 fois autour d’un octameére d’histones, formant
ainsi le nucléosome. L octamere d’histones est une double répétition de dimeres H3-H4
ainsi que de dimeres H2A-H2B. De ce fait, 146 paires de bases d’ADN s’enroulent autour
de I’octamére d’histones et sont stabilisées par la liaison de I’histone H1. Par la suite, les
nucléosomes se condensent entre eux pour former des solénoides d’environ 30 nm de
diameétre. La chromatine s’organise finalement pour continuer a se replier sur elle-méme
jusqu’a ce que chaque chromosome soit d’environ 1400 nm (Felsenfeld & Groudine,

2003).



4.2 Modifications épigénétiques

Chaque histone de 1’octamere d’histones comprend jusqu’a pres de 123 résidus d’acides
aminés que I’on nomme queue de ’histone. Chacune des queues des histones peut subir
des modifications telles que I’acétylation, la méthylation, la phosphorylation,
I’ubiquitination, la sumoylation, I’ ADP ribosylation et la délamination. Ces changements
post-traductionnels permettent de modifier le niveau de compaction de la chromatine et
influencent par le fait méme la capacité de la transcription des génes (Lawrence et al.,
2016). Pour la suite, il sera davantage question de 1’acétylation, de la méthylation et de

la phosphorylation des queues des histones.

La méthylation des histones se fait avec 1’aide des HTMs (histone methyltransférases) et
des HDMs (histone déméthylases) pour influencer la transcription de fagon positive ou
encore négative. Par exemple, la méthylation en position H3K9melest associée avec un
statut actif de la transcription et est souvent méthylé par I’enzyme EHMT2 (Euchromatic
Histone Lysine Methyltransferase 2), tandis que la méthylation en position H3K9me3 est
plutdt associée a la répression de la transcription. La triméthylation de H3K9 est souvent
effectuée par les enzymes SUV39H1 (Suppressor Of Variegation 3-9 Homolog 1) et
SUV39H2 (Suppressor Of Variegation 3-9 Homolog 2) a partir d’une monométylation
de H3K9. La H3K9me3 est aussi souvent associée avec le recrutement de la protéine HP1
(Heterochromatin Protein 1), une protéine de la famille des chromodomaines. (Cohen et
al., 2011) Enfin, il ne faut pas confondre méthylation des histones avec

I’hyperméthylation de I’ADN, qui elle est associée a la répression génique.

L’acétylation des queues des histones entraine une ouverture de la chromatine, tandis
qu’une désacétylation incite a une fermeture de celle-ci. L’acétylation des histones est
effectuée par les HATs (histone acéthyltransférases) et la désacéthylation par les HDACs
(histone désacétyltransférases) (Huang & Wen, 2015). Les HAT sont séparées en 3
grandes familles soit les GNATs (GcenS N-acetyltransferases), les MYST (MOZ, Ybf2,
Sas2, and Tip60) et la classe d’orphelin comprenant entre autres p300/CBP. En plus
d’avoir une activité catalytique, p300/CBP agit comme cofacteur transcriptionnel en
interagissant avec TBP (TATA-binding protein) et TFIIB (Transcription facteur 1 B).
Pour la désacéthylation, il existe 4 classes de HDAC, pour la classe 1 (HDACI1 a 3 et 8),
la classe Il (HDAC 4 a7, 9 et 10), la classe III (enzyme NAD relative a la protéine Sir2
dans la levure) et la classe IV (HDACI11). La protéine HDAC3 (histone
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désacétyltransférases 3), par exemple, se trouve impliquée dans le complexe de

répression de NCORI1 en interagissant avec cette derniere (Cohen et al., 2011).

La phosphorylation de la queue des histones est régulée par les protéines kinases et les
phosphatases. La phosphorylation s’associe souvent avec la régulation de la transcription,
la mitose, la réparation du dommage a I’ADN et I’apoptose (Pennington & DeAngelis,
2015). La protéinase IkB kinase-a, par exemple, phosphoryle H3S10 ce qui favorise
I’ouverture de la chromatine et la translocation au noyau du facteur de transcription NF-
kB (nuclear factor kB) (Kurita et al., 2014). La phosphatase EYA1(EYA Transcriptional
Coactivator And Phosphatase 1) quant a elle déphosphoryle la Tyr-142 de I’histone
H2AX, ce qui promeut le recrutement d’un complexe impliqué dans la réparation de

I’ADN (Cohen et al., 2011).

4.2.1 Les readers

Les marques laissées sur les queues des histones peuvent aussi étre lues par des protéines
que I’on appelle readers. Ces protéines comprennent un ou des domaines capables de lier
ces marques. Notamment, le chromodomaine permet d’interagir avec les lysines
méthylées sur la queue des histones. Il existe aussi le bromodomaine capable de se lier
aux lysines acétylées de la queue des histones et le plant homeodomain finger (PHD),
capable de lier les lysines H3 méthylées. La fonction de ces readers est contexte et

protéine dépendants (Andrews et al., 2016).

5. Le corépresseur nucléaire NCOR1

NCOR1 fait partie de la famille des corépresseurs de récepteur nucléaire qui inclue aussi
SMRT (Silencing mediator of retinoid and thyroid hormone receptors), maintenant
nommé NCOR2. La protéine NCORI1 fut découverte en 1995 avec un poids moléculaire
de 270 kDa. Afin de déterminer quel mécanisme pouvait réprimer les génes cibles des
récepteurs @ hormone thyroidienne (TR) et rétinoique (RAR), une biotinylation des
récepteurs sur une matrice d’agarose-streptavidine a été effectuée. Ainsi, NCOR1 a été
vu en I’absence d’hormones thyroides comme s’associant avec les récepteurs a hormone
thyroidienne (TR) et rétinoique (RAR) lors de la répression de leurs geénes cibles (Horlein

et al., 1995).
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5.1 Les différents domaines protéiques de NCOR1

La protéine NCORI1 contient 3 domaines de répression (RD), deux domaines SANT et 3

domaines d’interaction au récepteur nucléaire (RID) (Figure 3).

SANT
RID3 RID2 RID1
[ | | | I
RD1 I I] RD2 RD3
1 312 440462 627-672 752 1016 1436 1949-1953 2073-2077 2276-2231 2453

Figure 3 : Les différents domaines protéiques de NCORI. Les 3 différents domaines de NCORI1
(domaine de répression (RD), domaine SANT et domaine de liaison aux récepteurs nucléaires (RID)) sont
illustrés en fonction de leur position selon la séquence en acides aminés de NCORI.

Les 3 RD régulent la répression transcriptionnelle a 1’aide de séquences hautement
spécifiques pour les protéines du complexe de répression. Il a été découvert que la
phosphorylation du domaine RD1, par la protéine kinase A (PKA) au niveau de la sérine
70, induit la translocation de NCORI1 au noyau (Choi et al., 2012). La protéine ETO
(RUNXI Translocation Partner 1) est capable de se lier aux domaines RD1 et RD3. ETO
interagit avec Sin3 (Transcription Regulator Family Member A) et les HDAC pour
former ainsi un complexe de répression. Le domaine RD1 a aussi la capacité de lier GSP2
(G-protein pathway suppressor 2). 1l a ét€ démontré qu’une surexpression de GSP2 peut
induire une interférence avec I’activité des JNK (c-Jun N-terminal kinases) et ainsi
inhiber la régulation du signal de RAS/MAPK (Astapova, 2016; Mottis et al., 2013;
Ogawa et al., 2004). La protéine GSP2 est capable de lier TBL1 (Transducin (beta)-like
1) et TBLIR (7BL-related 1) (Zhang et al., 2002). La portion N-terminale de
TBL1/TBLIR est aussi connue pour interagir avec le domaine RD1. TBL1, TBLIR et
GSP2 se retrouvent associés 8 HDAC3 par ’intermédiaire du domaine SANT, formant
ainsi un complexe de répression. Il a ét¢ montré que le domaine RD3 est aussi capable

de lier HDAC4 (Fischle ef al., 2002).

Le premier domaine SANT (Swi3, Ada2, NCORI1, TFIIB) contient le domaine DAD
(deacetylase interaction domain) alors que le deuxiéme domaine SANT contient le
domaine HID (histone interaction domain). Les 2 domaines SANT sont séparés d’environ
120 acides aminés (Hartman et al., 2005). La portion N-terminale du domaine DAD
comprend 16 acides aminés « motif spécifique » situé¢ a I’extérieur du premier domaine

SANT, soit en amont du domaine SANT, et sa portion C-terminale correle avec la fin du
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domaine SANTI1(Codina et al., 2005; Guenther et al., 2001). Le domaine DAD est
essentiel pour le recrutement et I’activation de différentes HDAC, mais plus
particulierement pour HDAC3 (Watson et al., 2012). Le domaine HID est davantage
reconnu pour lier les queues des histones (Mottis et al., 2013). Cela permet d’induire un
mécanisme de répression en favorisant la liaison avec HDAC3, permettant ainsi la

désacétylation des queues des histones et donc la fermeture de la chromatine (Yu et al.,

2003).

NCORI1 contient 3 domaines RID qui contiennent chacun un domaine hydrophobe riche
en isoleucines et qui correspond a la boite CoRNR. Chaque boite CoRNR est capable de
lier le domaine de liaison du ligand (LBD) du récepteur nucléaire. La séquence consensus
de la boite CoRNR est I/LXXII et les différences observées dans cette séquence sont
spécifiques au type de récepteur nucléaire utilis¢ (Mottis et al., 2013). Il a été¢ montré que
la séquence consensus /LXXII des domaines RID est semblable a celle retrouvée dans
le récepteur nucléaire (LXXLL). La séquence LXXLL du récepteur nucléaire est
localisée dans le LBD (Webb et al., 2000). C’est ce qui permet l’interaction des
récepteurs nucléaires aux domaines RID. C’est par les domaines RID, sujets aux
épissages alternatifs, que les différentes isoformes du corépresseur se distinguent. Cet
épissage permet entre autre aux différents isoformes de varier la nature d’interaction en

fonction des nombreux récepteurs nucléaires dans la cellule (Astapova, 2016).

5.2 Réles des récepteurs nucléaires

NCORI est connu pour interagir avec les récepteurs nucléaires tels que les récepteurs a
hormones thyroidiennes et récepteurs a 1’acide rétinoique. Avec cette liaison, il peut
inhiber la transcription des geénes associés a ces deux types de récepteurs. Les récepteurs
a hormones thyroidiennes participent a la différenciation des entérocytes (Malo et al.,
2004) et a la maturation de la muqueuse intestinale (Sun & Shi, 2012). Pour les récepteurs
a I’acide rétinoique, il a été démontré que son interaction pouvait induire une dégradation
de la B-caténine dans des cellules de cancer colorectal, entrainant ainsi 1’inhibition de la
transcription des genes cibles de la voie de signalisation des Wnt et donc par le fait méme

une diminution de la prolifération cellulaire (D’Errico & Moschetta, 2008).

NCORI peut aussi lier les récepteurs nucléaires de la famille PPAR (peroxisome
proliferator-activated receptor) (Xu et al., 2002). Pour induire la transcription des genes

cibles, les récepteurs PPAR doivent s’hétérodimériser avec RXR (retinoid X receptor)
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sur ’ADN. Dans I’intestin gréle, PPAR et PPARGS jouent un réle dans la différenciation

des cellules de Paneth et dans le systéme immunitaire inné (Peters et al., 2009, 2011).

NCORI peut aussi lier des facteurs de transcription tels que MAD/MXI1 (MAX
Dimerization Protein), MYODI1 (Myogenic Differentiation 1), RUNX1 (RUNXI
Translocation Partner 1), CBF (Core-Binding Factor), TFIIB, les membres de la grande
famille AP-1 (Activator protein 1) et enfin NF-xB (Battaglia et al., 2010). Plus
précisément, les facteurs de transcription AP-1 et NF-xB ont la capacité¢ d’induire des
genes impliqués dans la réponse inflammatoire intestinale (Souza et al., 2005). Cette
réponse inflammatoire promeut le développement du systéme immunitaire acquis. La
présence de NCOR1 dans des macrophages favorise la répression des genes cibles de AP-

1 et NF-xB, et induit donc une réponse anti-inflammatoire (Mottis ef al., 2013; Ogawa et

al., 2004).

5.3 Modéle murin déficient pour NCOR1

NCORI1 est une protéine exprimée dans plusieurs types de tissus, tels que la prostate, le
coOlon, le cortex cérébral et les muscles squelettiques. Des modéeles murins ont été créés
pour diminuer I’expression protéique de Ncorl dans ces différents types tissulaires. Tout
d’abord, il a été observé qu une délétion des acides aminés 282 a 308 de Ncorl chez des
embryons de souris peut mener a leur mort apres seulement 15,5 jours de gestation
(Jepsen et al., 2000). Pour empécher la mortalité embryonnaire, des approches ont été
établies permettant de cibler la perte de Ncorl dans des tissus spécifiques. Le systeme
Cre-loxP permet I’excision de séquence spécifique d’ADN dans le génome de la souris.
Elle reconnait les 2 séquences loxP, de part et d’autre de la séquence cible, et favorise
une recombinaison. C’est cette recombinaison qui permet I’excision de la séquence
désirée (El Marjou et al., 2004). Le premier modele utilisé pour une délétion de Ncorl
est celui de Astapova (2008). 11 permet une délétion des 2 derniers domaines RID au
niveau du foie. Ce modele laisse la protéine dans un état fonctionnel, mais avec moins
d’affinité pour les récepteurs nucléaires. Ce groupe a donc démontré que la protéine
NCORI1 participe a la régulation des enzymes impliqués dans le catabolisme du
cholestérol et des enzymes lypogéniques en contrdlant la transcription des geénes cibles
de TR et LXR (Astapova et al., 2008). Le deuxiéme modele utilisé¢ pour la délétion de
Ncorl est celui de Hiroyasu Yamamoto (2011). Il s’agit d’une délétion de I’exon 11

menant a ’apparition d’un codon stop dans la séquence protéique de Ncorl dans le
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muscle squelettique. Ceci entraine la perte compléte de la fonction de NCORI1 dans le
muscle squelettique. Dans ce contexte, les souris démontrent une augmentation de la
masse musculaire et du métabolisme oxydatif par I’activation des MEF2 (myocyte
enhancer factor-2), PPARP/0 et les ERR (Estrogen-related receptor) (Hiroyasu
Yamamoto et al., 2011).

5.4 Implication du DSS

Le DSS (Dextran sodium sulfate) est un polysaccharide sulfaté hydrosoluble dans 1’eau
et chargé négativement. Il agit comme détergent induisant un stress au niveau de
I’épithélium intestinal. Certains effets de ce polysaccharide toxique sont encore mal
compris, mais il a ét¢ démontré que le DSS agit directement sur 1’épithélium du cdlon en
créant des 1ésions au niveau des cellules épithéliales intestinales. Celles-ci perdent tout
d’abord leur polarité, deviennent plus aplaties, et migrent pour favoriser un processus de
régénération épithéliale. Cette premiere étape de régénération, soit la restitution
¢épithéliale, ne commence que quelques heures aprés le début de I’ingestion du DSS chez
les souris (lizuka & Konno, 2011; Sturm & Dignass, 2008). Des 1ésions au niveau des
cryptes intestinales seront alors observées. Pour se faire, des neutrophiles se dirigent au
site de la blessure et sécretent des peptides antimicrobiens, des facteurs de croissance,
tels que le VEGF (Vascular endothelial growth factor), et des médiateurs lipidiques. Il y
a aussi la contribution de facteurs essentiels a la régénération épithéliale, tels que le TGF-
B et le NO (Nitric oxide) qui sont aussi sécrétés dans ce contexte (Aoi et al., 2008). Par
la suite, les neutrophiles favorisent le recrutement des monocytes qui se différencient en
macrophages. Les macrophages participent a la phagocytose des débris au site de la
blessure et aussi a la sécrétion de facteurs de croissance et de cytokines (Leoni et al.,
2015). La régénération épithéliale se poursuit, de maniere indépendante et simultanée,
avec la prolifération cellulaire qui est activée quelques heures ou quelques jours apres le
début des lésions cellulaires provoquées par le DSS. Le processus de régénération
¢épithélial est finalement conclu avec une différenciation des cellules épithéliales
intestinales afin d’assurer un bon fonctionnement de la muqueuse (lizuka & Konno,
2011; Sturm & Dignass, 2008). Ainsi, ce stress épithélial engendre une diminution de
I’intégrité de la barriére épithéliale causant un déréglement dans I’homéostasie intestinale
ce qui favorise une activation du processus inflammatoire. Apres un jour de traitement,
il est possible d’observer des médiateurs inflammatoires sécrétés par les neutrophiles tels

que TNF-a, IL-1P, IL-6. II est aussi possible qu’apres un jour de traitement au DSS, des
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changements dans I’expression des protéines impliquées dans le maintien des jonctions
serrées apparaissent, ce qui augmente la perméabilité membranaire (Chassaing et al.,
2014). De maniére plus physiologique, il est possible de voir un rétrécissement du cdlon
apres seulement un jour, et apres 3 jours de traitement, il est aussi possible d’observer du
sang dans les féces. Plus le traitement est long et plus la concentration du DSS est €levée,
plus les changements physiologiques du célon sont importants (Yan et al., 2009). Pour
considérer que 1’on induit réellement une colite aigué chez une souris, on doit au

minimum la traiter au DSS durant 5 jours (Stevenson et al., 2006).

Des études antérieures ont démontré que les souris mutées pour 2 domaines de liaison
aux récepteurs nucléaires de NCOR1 (NCORIAIDACEY ont un phénotype épithélial
intestinal similaire aux souris controles (St-Jean et al., non-publié). Ceci nous indique

que la structure de 1’épithélium intestinal de la souris NCOR 1AIDACE!

n’est pas affectée
par la perte de deux domaines de récepteur nucléaire. C’est avec 1’utilisation d’un
carcinogeéne non-génotoxique créant un stress épithélial, soit le DSS, qu’il a été possible
d’étudier I’effet de la perte d’expression de NCOR1 chez les souris NCOR1AIDACEL Ces
¢tudes ont démontré une sensibilité épithéliale importante lors de la perte des deux
domaines de liaison au récepteur nucléaire de NCORI1 suite a un traitement au DSS.
Ainsi, il a été observé une perte de poids significative apres 5 jours de DSS, un index de
sévérité de la maladie ainsi qu’un dommage aux cryptes significatif au 7' jour (Figure
14). Ces résultats indiquent donc un niveau de stress cellulaire important et une sensibilité
accrue de I’épithélium intestinal, face a un agent toxique pour les souris NCOR 1 AIDA“E!,
Pour évaluer la régénération épithéliale des souris NCOR1AIDA“EL, des essais ont calculé
la perte de poids durant 7 jours suivant 1’absorption de 7 jours de DSS 3%. Ainsi les
souris mutantes, qui ont un taux de survie de 33%, ont démontré une récupération plus
lente du poids comparativement aux souris contrdles (Figure 15). Il est donc possible de
croire que les 2 domaines de récepteur nucléaire de NCOR1 jouent un réle important dans

la régénération de I’épithélium intestinal puisqu’elle s’y trouve altérée en absence de

ceux-ci.
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5.5 Implication dans le cancer

Une perte d’expression de NCORI fut observée dans divers cancers incluant celui de la
prostate, du cancer du sein et du cancer colorectal. Au niveau de la prostate, le récepteur
androgeéne (AR) joue un réle majeur dans la progression et le développement du cancer
de la prostate. Une perte d’expression de NCORI1 déloge son interaction avec AR et
augmente ainsi 1’activité transcriptionnelle de ce récepteur nucléaire (Hodgson et al.,
2005). En 2016, le groupe de Lopez a observé une concentration protéique de NCOR1
plus faible dans des échantillons de cancer de la prostate comparativement a des
échantillons de prostate normale. Dans le cadre du cancer du sein ER" (récepteur a
I’cestrogene positif), il a été observé une mutation non-sens de NCOR/ ainsi qu’une
délétion homozygote. Ceci induit donc une dérégulation au niveau de I’activité de
répression des genes liés au récepteur a 1’oestrogéne (Stephens et al., 2012). Dans des
lignées de cancer colorectal, la présence de mutations causant un changement de cadre
de lecture dans des séquences microsatellites au niveau du géne NCORI a été observée
par le groupe de lonov (Ivanov, Lo, Hawthorn, Cowell, & Ionov, 2006). NCORI1 se

retrouve donc inactif et ne peut plus interagir avec les facteurs de transcription.

6. Nouveaux partenaires d’interaction de NCOR1

Lorsque NCORI1 interagit avec les récepteurs nucléaires, 1’activation de la transcription
est généralement réprimée a I’aide de son complexe de répression. Dans la littérature, il
a été montré qu’une stimulation a IL-1 (Interleukin 1 beta) favorise le déplacement du
complexe de répression jusqu’au protéasome (Baek ef al., 2002). Une fois que le ligand
interagit avec le récepteur nucléaire, tel que TR, les protéines TBL1 et TBLR1 favorisent
le recrutement de la machinerie d’ubiquitinylation, menant ainsi le complexe a la
dégradation. Des expériences antérieures (St-Jean et al., non-publié¢) nous ont démontré
qu’'une stimulation a IL-1p n’induit pas la dégradation de NCOR1 dans des cellules
¢épithéliales intestinales. En plus de cela, un séquengcage d’ARN au niveau de la perte
d’expression de NCOR1 dans des cellules de cancer colorectal nous a démontré une
diminution de I’expression de certains génes cibles. Ceci nous laisse suggérer la présence
de mécanismes additionnels par lesquels NCOR1 puisse réguler la transcription. Afin de
déterminer de nouveaux partenaires d’interactions de NCOR1, une immunoprécipitation
en milieu SILAC (Stable isotope labeling with amino acids in cell culture) suivi d’une

spectrométrie de masse a été effectuée. Cette approche a permis d’observer un
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enrichissement de peptides correspondant a CHDS (Chromodomain Helicase DNA

binding protein §) aussi important que celui de NCORI1 (Figure 4).

Identification de nouveaux
partenaires d’interaction pour NCOR1
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Figure 4: CHD8 comme nouveau partenaire d’interaction potentielle de NCORI1. Une
immunoprécipitation (IP) de NCORI1 sur des cellules Caco-2/15 cultivées dans un milieu riche en isotope
moyen (R6K4) a été effectuée et analysée en spectrométric de masse. Le graphique représente I’intensité
des peptides obtenue dans I’IP de NCOR1(R6K4) en fonction du ratio des peptides trouvés dans I'IP de
NCORI1(R6K4) sur le controle négatif (IP IgG cultivé dans un milieu ROKO). Cette spectrométrie de masse
a démontré un enrichissement de CHD8 comparable a celui de NCORI. (St-Jean ef al., non-publié)

7. La famille des protéines CHD

Il existe 9 CHD répertoriés en 3 classes. Dans la littérature, il n’y a pas encore de
consensus pour séparer les CHD dans les 3 différentes classes selon leur domaine
protéique. Malgré cela, tous s’entendent pour dire que chaque CHD doit comprendre au
minimum 2 chromodomaines et 2 domaines hélicases SNF2-ATP-dépendant (Marfella
& Imbalzano, 2007; Micucci et al., 2015). La premiére classe des CHD comprend CHD1
et CHD2. Dans certaines publications, en plus des chromodomaines et des domaines
hélicases, un motif de liaison a I’ADN est aussi décrit (Kolla et al., 2014; Marfella &
Imbalzano, 2007). La deuxiéme classe est constituée de CHD3 et CHD4. Cette deuxi¢me

classe comprend, en plus des chromodomaines et des domaines hélicases, un domaine
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PHD. Dans certaines publications, il est question aussi d’un domaine de fonction
inconnue. La position du CHDS5 reste ambigué et elle se retrouve soit dans les classes 2
ou 3 (Kolla et al., 2014). Ceci est di a la possibilité de CHDS5 d’avoir un domaine PHD
et un domaine SANT. La troisiéme classe comprend CHD6, CHD7, CHDS et CHDO.
Cette classe comprend un domaine BRK et un domaine SANT de plus. Dans certaines
publications, on retrouve aussi un domaine de liaison a ’ADN (Kolla et al., 2014;

Marfella & Imbalzano, 2007).

7.1 Implication des CHD dans le cancer

Les différentes protéines CHD (Chromodomain Helicase DNA-binding) ont été
rapportées pour étre impliquées dans plusieurs maladies. La protéine CHD7 est impliquée
dans le syndrome de CHARGE (Coloboma, Heart defects, Atresia of the choanae,
Retardation of growth and development, Genital hypoplasia, and Ear abnormalities).
Une mutation dominante dans le géne de CHD7 mene en général a des aberrations
congénitales (Basson & van Ravenswaaij-Arts, 2015). Un dysfonctionnement du geéne
CHD5 est souvent impliqué dans le neuroblastome, mais aussi dans le cancer du sein, du
poumon et du clon (Kolla ef al., 2014). Une mutation menant a une perte de fonction de
CHDS est souvent associée au spectre de I’autisme (ASD). Il a été¢ démontré que de
maniere directe ou indirecte, CHDS8 peut réguler les génes impliqués dans la prolifération
et la différenciation des neurones. Ces mémes geénes sont aussi impliqués dans le
développement de I’ASD. Il a aussi été remarqué que
CHDI1, CHD2, CHD3, CHD4, CHD7, CHD8 et CHD9 ont des répétitions de
mononucléotides dans leur séquence codante. Ces petites répétitions de nucléotides
peuvent étre la cible de mutations somatiques dans le cancer colorectal MSI (Kim et al.,
2011). De nombreuses mutations au niveau des génes CHD7 et CHDS8 dans le cancer
colorectal CIMP1 ont été détectées suggérant une aberration du remodelage de la
chromatine (Tahara et al., 2014) . Plusieurs des mutations de CHDS8 se retrouvent au
niveau du 31 et 37 iéme exons, soit en amont du domaine SANT et BRK (montré ci-

dessous).
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7.2 Les différents domaines protéiques de CHDS8

CHDS est une protéine d’environ 290 kDa. Elle comprend 2 chromodomaines, un
domaine hélicase SWI2/SNF2, un domaine SANT et un domaine BRK (Brahma et
Kismet) (Figure 5).

Chromodomain BRK
SANT
|

I I i

1 644-T04 T25-777 1128-1255 1739 21308-2352 2379-2419

Figure 5. Les différents domaines protéiques de CHDS8. Les 5 différents domaines de CHDS
(chromodomaine, domaine hélicase SWI2/SNF2, domaine SANT et domaine BRK) sont illustrés en
fonction de leur position selon la séquence en acides aminés de CHDS.

I1 existe 3 principales familles pour les chromodomaines : les HP1, les PC (Polycomb
protein) et le plus important dans notre contexte, les CHD. Les chromodomaines sont
capables de lier les lysines méthylées sur la queue des histones (Margueron et al., 2005).
I1s sont organisés sous la forme de 3 feuillets Béta antiparalleles supportés par une hélice
alpha. Ainsi, CHDI est capable de lier I’histone H3 lysine 4 monométhylée (H3K4me)
plus facilement que 1’histone H3 lysine 4 triméthylée (H3K4me3) (Flanagan et al., 2005)
et ce, via ses 2 chromodomaines. H3K4me est souvent associé a [’activation de la
transcription du gene cible. Il a aussi ét¢ démontré que CHD7 peut lier la mono, di ou

triméthylation de H3K4 (Schnetz ef al., 2009).

Le domaine SWI2/SNF2 est retrouvé parmi 6 superfamilles d’hélicases qui contiennent
chacune des motifs de séquences protéiques spécifiques. La superfamille 2 contient 9
séquences de motif conservées. La superfamille 2 peut étre séparée en 3 sous-familles :
Req-Q-like, DEAD-box RNA helicases et Snf2-like enzyme (Singleton et al., 2007).
Dans le cas des CHD, on retrouve le domaine SWI2/SNF2-ATPase hélicase qui contient
environ 70% d’homologie avec la superfamille 2 (Hall & Georgel, 2007). Le domaine
SWI2/SNF2-ATPase hélicase conserve les 9 s€quences, mais avec 3 motifs spécifiques
RecA-like qui sont intercalés dans I’hélicase (Delmas et al., 1993; Eisen et al., 1995). Ce
type d’hélicase ne sépare pas les brins d’ADN, mais induit une torsion superhélicoidale

au brin d’ADN grace a I’énergie de I’hydrolyse de I’ATP.
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Le domaine SANT comprend généralement 3 hélices alpha contenant chacune un résidu
d’acide aromatique, donnant ainsi un corps hydrophobique essentiel a la structure. Ce
domaine est reconnu pour moduler la chromatine, en participant a la liaison des queues

des histones (Boyer et al., 2004).

Le role du domaine BRK n’est pas encore bien compris dans la littérature. Néanmoins,
ce domaine est connu pour étre impliqué dans le remodelage de la chromatine. Il a été
démontré que le premier des 2 domaines de BRK est constitué¢ de 3 feuillets Béta,
intercalés par une hélice alpha, et finissant en c-terminal par une grande hélice alpha
(Allen et al., 2007). Des ¢études ont suggéré que le domaine BRK soit fonctionnel
uniquement dans les eucaryotes supérieurs puisqu’il semble interagir avec un élément de
la chromatine spécifique aux eucaryotes (Marfella & Imbalzano, 2007). Il a aussi été
démonté que les 2 domaines BRK sont capables de lier le domaine en doigts de zinc de

CTCF (CCCTC-binding factor)(Allen et al., 2007).

7.3 La protéine CHDS et son variant

La protéine CHDS, préalablement désigné Duplin (axis duplication inhibitor) a été
découvert en 2000 (Sakamoto et al., 2000). Duplin est en fait un épissage alternatif dans
I’exon 9 du transcrit de la forme compléte de CHDS. 11 s’agit d’un épissage entrainant
I’apparition d’un codon sfop permettant la formation de la petite forme de CHDS. CHD8s
est une protéine de 749 acides aminés ne contenant que les 2 chromodomaines en N-
terminal de la protéine. Cette protéine contient aussi un site de localisation nucléaire en
aval du chromodomaine, soit approximativement entre les positions 500 et 584 en acides
aminés (Herrera et al., 1986; Kobayashi et al., 2002). CHDSs est reconnu pour lier la -
caténine, entre les acides aminés 668 et 749, P53 entre les acides aminés 1 a 200 et enfin
I’histone H1, entre les acides aminés 500 a 600 (Nishiyama et al., 2009, 2012; Yamashina
et al., 2006). De par ces interactions protéiques, la petite forme de CHDS8 semble

impliquée dans I’inhibition de la voie de Wnt et de I’apoptose.

7.4 Interaction de CHDS8 avec CTCF

CTCF est un facteur de transcription a 11 doigts de zinc pouvant lier les séquences
isolatrices. Il aide a définir les limites entre I’euchromatine et 1’hétérochromatine. Ce
principe s’applique surtout pour les genes a proximité et disposés dans le sens contraire

pour la transcription. Ceci s’applique aussi pour I’inhibition de I’expression d’un gene
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entre 2 alléles. CTCF peut homodimériser et former une boucle dans la chromatine créant
ainsi un ancrage dans des régions localisées dans le nucléole ou encore dans la lamina
nucléaire. Comme mentionné précédemment, CHDS est capable d’interagir avec CTCF
via son domaine BRK. La liaison entre CHD8 et CTCF peut s’effectuer preés du
promoteur de BRCA I (breast cancer 1) et de MYC (V-Myc Avian Myelocytomatosis Viral
Oncogene Homolog), au niveau de la région méthylée de IGF2 (Insulin Growth Factor
2) et de H19 et finalement au niveau du 5'HS5 (5’ DNase hypersensitive site 5) de la [3-
globine. La présence de CHDS8 et de CTCF dans ce contexte est essentielle au bon
fonctionnement de la régulation épigénétique. CHDS agit comme une protéine
dichotomique au niveau de la régulation épigénétique. La perte d’expression de CHDS8
peut induire ’acétylation ou encore la désacétylation des histones de méme que la
méthylation et ’hyperméthylation de I’ADN (Damaschke et al., 2014; Ishihara et al.,
2006).

7.5 Interaction de CHDS avec la B-caténine

L’activation de la voie des Wnt influence la prolifération, la migration et la
différenciation cellulaire. Il existe plusieurs geénes cibles de la voie des Wnt qui sont
fonctionnellement impliqués dans la progression du cancer colorectal tels que CD44,

MYC et CCNDI (cyclin D1).

L’activation de la voie Wnt canonique est initi€e par la liaison d’un ligand tel que Wnt3a
aux récepteurs Frizzled et LGR5/6 (receptor related protein 5 or 6). Par la suite, Dvl
(Dishevelled) se lie a Frizzled et CK1 (Casein kinase 1) vient phosphoryler LGR5/6. Axin
et APC sont recrutés aux LGR5/6 phosphorylés et deviennent inactifs. La -caténine se
retrouve alors non phosphorylée et ainsi libérée du complexe. Ceci permet le déplacement

de Groucho, pour lier LEF/Tcf-1, et activer la transcription des genes cibles.

En absence des Wnt, il y a formation d’un complexe avec Axin, APC, GSK3 (Glycogen
synthase kinase 3) et CK1. GSK3 vient phosphoryler la B-caténine en positions sérine 33,
sérine 37 et thréonine 41. Elle phosphoryle aussi CK1 dans le cytoplasme en position
sérine 45. La E3 ubiquitine ligase reconnait la f-caténine aux sérines 33 et 37, ce qui la
meéne a son ubiquitination et donc a sa dégradation par le protéasome. Une fois la -
caténine dégradée, la protéine Groucho reste fixée a LEF/Tcf-1 et la transcription des

genes cibles n’est plus possible (Komiya & Habas, 2008; MacDonald et al., 2009).
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Une ¢étude a démontré que CHDS régule la B-caténine dans le noyau en se liant a son site
Amardillo. Cette méme étude a démontré que CHDS8 pouvait inhiber la transcription des
genes cibles de la voie des Wnt en interagissant avec 1’histone H1 et la B-caténine.
L’histone H1 se trouve recrutée en N-terminal de CHDS, entre les acides aminés 500 et
600 (Nishiyama et al., 2009). Ce complexe li¢ au promoteur des genes cibles des Wnt
vient favoriser la condensation de la chromatine et ainsi réprimer la transcription

(Nishiyama et al., 2012).

7.6 Interaction de CHDS8 avec p53

Le suppresseur de tumeur P53 est impliqué dans I’apoptose, 1’arrét du cycle cellulaire, la
différenciation, la réparation de I’ADN et dans la sénescence. P53 est activé entre autres
lors de stress oxydatif ou de dommage a I’ADN. Une étude a démontré que la perte de
CHDS au niveau embryonnaire pouvait induire une suractivation de pS3 menant ainsi a
une apoptose généralisée (Nishiyama et al., 2004). Par la suite, il a ét¢ démontré que la
région N-terminale de CHDS (entre les acides aminés 1 et 300) peut interagir avec p53.
Avec l’aide de I’histone HI, ils forment un complexe menant a la répression
transcriptionnelle des genes cibles de pS3. Comme mentionné plus haut, I’histone Hlest
impliquée dans la régulation de la condensation de la chromatine et donc de la

transcription (Nishiyama et al., 2009).

7.7 Interaction de CHDS8 avec BRAF

La sérine thréonine kinase BRAF est un proto-oncogéne de la voie des MAPKSs et est
impliquée dans le contréle de la prolifération, de la différenciation et de la survie
cellulaire. BRAF est muté dans le cancer colorectal a une fréquence de 8 a 15%. Prés de
90% de ces mutations affectent les nucléotides au résidu 600, changeant ainsi la valine
pour un glutamate [BRAF(V600E)] (Ascierto ef al., 2012). Cette mutation entraine une
activité constitutive de la kinase et donc une phosphorylation constante de la voie des
MAPK (Mitogen-activated protein kinases). Il a ét¢ montré que BRAF(V600E) était
capable d’entrainer une augmentation de la phosphorylation de MAFG
(musculoaponeurotic fibrosarcoma homolog G) sur la sérine 124. Ainsi, MAFG est une
protéine régulatrice permettant soit 1’activation ou la répression de la transcription. Dans
un contexte de cancer colorectal, MAFG agit en tant que répresseur transcriptionnel. Une
fois que la protéine MAGF est phosphorylée, elle peut prévenir la polyubiquitination et
donc la dégradation protéolytique. La prot¢ine MAFG phosphorylée est ensuite capable
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de se liera ’ADN et d’y recruter un complexe transcriptionnel comprenant BACH1 (BTB
and CNC homology 1, basic leucine zipper transcription factor 1), CHD8 et DNMT3B
(DNA methyltransferase 3 beta). Dans ce contexte, DNMT3B hyperméthyle les
promoteurs des génes CIMP1-2, réprimant ainsi la transcription. Dans ce contexte, CHDS8
agit comme intermédiaire de liaison entre BACH1 et DNMT3B au niveau de I’ADN et
il participe au recrutement de DNMT3B (Fang et al., 2016).

7.8 Implication de CHDS8 dans le cycle cellulaire

La protéine CHDS participe a la régulation du cycle cellulaire en favorisant I’expression
de la thymidylate synthétase (TYMS) et de la cycline E2 (CCNE2), qui sont toutes les
deux exprimées au niveau de la phase G1/S. TYMS est une enzyme synthétisant le dJUMP
en TMP et donc tres essentielle a la synthése de I’ADN. CCNE2 phosphoryle la protéine
RB, libérant ainsi le facteur de transcription E2F afin d’initier la transcription des geénes
nécessaire pour I’entrée en phase S. CCEN2 phosphoryle aussi les inhibiteurs de kinases
dépendantes des cyclines (CDK), soit p21 et p27. CHDS est capable de lier la région
promotrice des génes CCNE?2 et TYMS durant la phase G1. CHDS et I’ARN polymérase
II phosphorylée ont été observé ensemble au niveau du promoteur des génes CCNE?2 et
TYMS. Ceci laisse croire que CHDS est impliqué dans I’initiation de 1I’élongation de la
transcription de CCNE?2 et TYMS. 1l faut aussi tenir compte que CHDS peut lier la marque
de méthylation H3K4m?2 lorsque CCNE? est inactif. Lorsque la transcription de CCNE?2
est active, la protéine CHDS8 se retrouve liée a la marque de méthylation H3K4m3
(Rodriguez-Paredes et al., 2009). CHDS8 est aussi capable de se lier sur les promoteurs
des génes cibles du facteur de transcription E2F1 qui, comme mentionné plus haut, est
impliqué dans I’initiation de la transcription des genes nécessaire pour 1’entrée en phase

S (Subtil-Rodriguez ef al., 2014).
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8. Problématique, hypothése et objectifs de recherche

Les cellules épithéliales intestinales sollicitent plusieurs mécanismes contribuant a
homéostasie intestinale comprenant la migration, la prolifération, la différenciation et la
survie cellulaire. Pour contribuer a ce bon fonctionnement, plusieurs récepteurs
nucléaires et facteurs de transcription sont impliqués dans la régulation de ces
mécanismes. Les récepteurs a hormone thyroidienne sont par exemple impliqués dans la
différenciation des entérocytes (Malo et al., 2004) et dans la maturation de la muqueuse
intestinale (Sun & Shi, 2012). Le facteur de transcription NF-kB est quant a lui impliqué
dans la régulation de divers geénes au niveau de la prolifération cellulaire tels que la cyclin
D et c-Myc. Ainsi, une activation constitutive de NF-«xB peut contribuer a la progression

du cancer colorectal (Wang et al., 2009).

L’activité de différents facteurs de transcription peut étre régulée par le corépresseur
NCORI. Lors d’une étude précédente du laboratoire, il a ét¢ montré que NCORI1 était
impliqué dans la régulation positive de la prolifération des cellules épithéliales
intestinales (Doyon et al., 2009). NCOR1 est capable de réguler la transcription des geénes
cibles avec 1’aide de son complexe de répression. Ce complexe comprend principalement
les protéines HDAC3, GPS2 et TBL1/TBLRI1 qui sont liées au domaine RD1 et SANT
de NCORI. Afin de découvrir de nouveau partenaire d’interaction de NCORI1, une
spectrométrie de masse sur des cellules de cancer colorectal a été effectuée. L analyse de
ce résultat nous suggere une nouvelle interaction avec la protéine CHDS, impliquée dans

le remodelage de la chromatine et dans la régulation transcriptionnelle.

Nous avons posé comme hypothése de recherche que NCOR1 est impliqué dans des
processus reliés au cancer colorectal et que son interaction avec CHDS8 permet des roles

fonctionnels communs. Nous avons fix¢é les trois objectifs suivants :
Objectif 1 : Etudier ’interaction entre CHD8 et NCORI1.

A) Confirmer I’interaction entre CHD8 et NCOR1 au niveau des cellules de cancer
colorectal, Caco-2/15 et HT-29, et au niveau de cellule colorectale non cancéreuse, les

18co.

B) Déterminer le(s) domaine(s) protéique(s) responsables de I’interaction entre CHDS et

NCORI.
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Objectif 2 : Déterminer si les 2 formes de CHDS ont des roles fonctionnels différents au

niveau des cellules de cancer colorectal.

Objectif 3 : Etudier I’impact physiologique d’un stress cellulaire induit par un traitement

au DSS sur I’épithélium intestinal du colon chez les souris déficientes pour Ncorl.



Chapitre 2: Matériel et méthodes

1. Culture cellulaire

1.1 HCoEpiC: Les cellules HCoEpiC (Human Colonic Epithelial Cells) sont des cellules
¢épithéliales intestinales du cblon (Cederlane: #2950, Burlington, Canada). Elles sont
cultivées dans du milieu CoEpiCM-prf (Colonic Epithelial Cell Medium) (Cederlane
#2951). Le milieu est supplémenté en facteurs de croissance, 0,01 M HEPES (Wisent, St-
Bruno, Canada), 100 U/ml pénicilline (Wisent,), 100 pg/ml streptomycine (Wisent) et de
bicarbonate. Les cellules sont cultivées dans des Pétris de polystyréene (BD falcon
Tewksbury, Etats-Unis) recouvert de 2 pg/cm? de poly-D-lysine (Sigma Aldrich,
Oakville, Canada) dans un incubateur a 37°C et 5% de CO». Le milieu des cellules est
changé tous les 2-3 jours et les cellules sont ensemencées a 5000 cellules/cm? a 90% de

confluence.

Pour la suite, toutes les cellules utilisées ont été cultivée dans des milieux supplémenté
avec 10% FBS (Fetal Bovine Serum) (Wisent), 2 mM de glutamine (Wisent), 0,01 M
HEPES, 100 U/ml pénicilline et 100 pg/ml streptomycine et incubées a 37°C et 5% de
CO> dans des Pétris de polystyréne. Le changement de milieu des cellules s’effectue tous

les 2-3 jours.

1.2 18Co: Les 18Co sont des cellules mésenchymateuses [ATCC® (American Type
Culture Collection) CRL-1459™] provenant d’un c6lon humain normal d’un feetus fille
de 2,5 mois. Elles sont cultivées dans du milieu EMEM (Eagle's Minimum Essential

Medium) et elles sont passées 1:3, environs tous les 5 jours, jusqu’a confluence.

1.3 Caco-2/15: Les cellules Caco-2/15 proviennent d’un clone dérivé de la lignée Caco-
2 (ATCC® HTB-37™) qui sont des cellules épithéliales intestinales extraites d’un
adénocarcinome de cdlon d’un homme de 72 ans. Elles sont cultivées dans du milieu
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) et elles sont passées 1:5 lorsque la

confluence atteint pres de 80%.

1.4 HT-29: Les cellules HT-29 sont des cellules épithéliales intestinales (ATCC® HTB-

38TM) extraites d’un adénocarcinome de colon d’une femme de 44 ans. Elles sont
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cultivées dans le milieu modifi¢ McCoy’s et elles sont passées 1:6 lors de I’atteinte de la

confluence.

1.5 SW480: Les cellules SW480 (ATCC® CCL-228™) sont des cellules épithéliales
intestinales extraites d’adénocarcinome de cdlon d’un homme de 50 ans. Elles sont
cultivées dans du milieu Leibovitz's L-15 supplémenté et elles sont passées 1:4 lors de

I’atteinte de la confluence.

1.6 T84: Les cellules T84 (ATCC® CCL-248™) sont des cellules épithéliales
intestinales de carcinome de c6lon d’un homme de 72 ans. Elles sont cultivées dans du

DMEM/F12 et elles sont passées 1:4 lors de I’atteinte de la confluence.

1.7 Colo205: Les cellules Colo205 (ATCC® CCL-222™) sont des cellules épithéliales
intestinales extraites d’un adénocarcinome de célon d’un homme de 70 ans. Elle sont
cultivées dans du milieu RPMI-1640 et elles sont passées 1:4 lors de I’atteinte de la

confluence.

1.8 DLD-1: Les cellules DLD-1 (ATCC® CCL-221™) sont des cellules épithéliales
intestinales extraites d’un adénocarcinome de cblon d’un homme adulte. Elles sont
cultivées dans le milieu RPMI-1640 et elles sont passées 1:10 lors de ’atteinte de la

confluence.

1.9 HCT116: Les cellules HCT116 (ATCC® CCL-247™) sont des cellules épithéliales
intestinales extraites d’un carcinome de colon d’un homme adulte. Elles sont cultivées
dans le milieu modifi¢ McCoy's et elles sont passées 1:10 lors de ’atteinte de la

confluence.

1.10 LoVo: Les cellules LoVo (ATCC® CCL-229™) sont des cellules épithéliales
intestinales extraites d’un adénocarcinome de colon de grade 4 chez un homme de 56
ans. Elles sont cultivées dans le milieu F-12K et elles sont passées 1:4 lors de I’atteinte

de la confluence.

1.11 RKO : Les cellules RKO (ATCC® CRL2577) sont des cellules épithéliales extraites
d’un carcinome de c6lon humain. Elles sont cultivées dans du milieu DMEM (Dulbecco's

Modified Eagle Medium) et elles sont passées 1:4 lors de I’atteinte de la confluence.

1.12 HEK293T : Les cellules HEK293T (ATCC® CRL-3216) sont des cellules

¢épithéliales transformées de foetus de rein humain. Elles sont cultivées dans du milieu
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DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) et elles sont passées 1:6 lors de ’atteinte

de la confluence.

2. Production d’ARN interférent
2.1 Transfection des siRNA

Au moment de la transfection, les cellules HT-29 et Caco-2/15 ont été ensemencées dans
des plaques de 6 puits dans un ratio respectif de 130 000 cellules/puits (HT-29) et 150
000 cellules/puits (Caco-2/15). La transfection est initiée par une incubation de 5 min a
TP (température piece) avec 200 pl du milieu opti-MEM (Life Technologies, Burlington,
Canada) et 2 pl de lipofectamine RNAiMax (Life Technologies,). Une incubation de 20
min a TP s’en est suivie avec I’ajout de 1 pl des siRNA (Tableau 1) au mélange opti-
MEM-lipofectamine. Le mélange opti-MEM-lipofectamine-siRNA est ajouté aux

cellules nouvellement ensemencées pour une incubation de 48 heures a 37°C.

Tableau 1: Liste des différents siRNA utilisés

Nom Isoformes Début de la Compagnie # référence
position dans
la séquence
(pb)
siCHD8-87 CHD3&s 632 Sigma SASI_Hs02 00354287
siCHD8-89 CHDS8s 1272 Sigma SASI_Hs02 00354289
siCHD8-45 CHD8. 4680 Sigma SASI_Hs01 00194445
siCHD8-43 CHD8L 3805 Sigma SASI Hs01-00194443
siCHD8-7 CHDS8s Environ 300 Qiagen 5104196871
siCHD8-5 CHDS8L Environ 6300 Qiagen S103190488
AlSar Negine | : Quagen | s
A]%S;?;lssli_gl\lczll _ - Qiagen $104381048

2.2 Production lentivirale

Les cellules HEK-293T sont passées dans des Pétris de 100 mm afin d’obtenir une
confluence de 90% le lendemain. Pour chaque production lentivirale, 1,5 ml de milieu
opti-MEM (Life Technologies,) est mélangé¢ a 48 ul de lipofectamine 2000 (Life

Technologies,) et sont incubés 5 min a TP. A ce mélange est ajouté respectivement 6 g
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des vecteurs pLP1, pLP2, pLP/VSVG (Life Technologies) ainsi que du vecteur d’intérét
(Tableau 2) pour une incubation de 20 min a TP. Le milieu des cellules est alors remplacé
par 5 ml d’opti-MEM. Le mélange ADN-lipofectamine-opti-MEM est tranquillement
ajouté sur le 5 ml d’opti-MEM et est incubé durant 4 heures a 37°C. Par la suite, un
changement de milieu est effectu¢ avec du DMEM (10% FBS) et les cellules sont a

nouveau incubées pour une période de 48 heures a 37°C. Le milieu de culture contenant

les lentivirus est récolté avec un filtre (0,45 pM) et congelé a -80°C jusqu’a utilisation.

Tableau 2: Liste des différents shRNA utilisés

Nom du Séquence # référence
vecteur
pLKO.1- CCGGCGCAGTATTGTCCAAATTATTCTCGAGAATAATTTGGACAA TRCNOO.OOO6
puroshNCOR1 TACTGCGTTTTIG 0655 (Sigma
655 Aldrich)
pLKO.1-puro- | CCGGTAGACATCCTAGAGGATTATTCTCGAGAATAATCCTCTAGG TO%%\I (Osolggff
shCHDS_8 ATGTCTATTTTTG .
_ Aldrich)
TRCNO000036
pLKO.1-puro- | CCGGGCAGATTGGATCCGGAAATATCTCGAGATATTTCCGGATCC 0109 (Sigma
shCHD8_9 AATCTGCTTTTTG Aldrich)
TRCNO000036
pLKO.1-puro- | CCGGCCGTGAAGCTTGCCATATTATCTCGAGATAATATGGCAAGC 7896 (Sigma
shCHD8 96 TTCACGGTTTTTG Aldrich)
SHC002
pLKO.1-puro- | CCGGCAACAAGATGAAGAGCACCAACTCGAGTTGGTGCTCTTCAT (Sigma
shNonTarget | CTTGTTGTTTTT .
Aldrich)
(AGE1)
CCGGGATAATGGGACCAGGACAAAGCTCGAGCTTTGTCCTGGTCC
pLKO.1-puro | CATTATCTTTTT Laboratoire
shCHD8 351 | (ECORI) Boudreau
AATTAAAAAGATAATGGGACCAGGACAAAGCTCGAGCTTTGTCCT
GGTCCCATTATC
(AGE1)
CCGGGGAACACCAGAAGAAGCAAGACTCGAGTCTTGCTTCTTCTG
pLKO.1-puro | GTGTTCCTTTTT Laboratoire
shCHD8 561 | (ECORI) Boudreau
AATTAAAAAGGAACACCAGAAGAAGCAAGACTCGAGTCTTGCTT
CTTCTGGTGTTCC
pLKO.1-puro- SHC003
CMV- (Sigma
TurboGFP Aldrich)

2.3 Infection lentivirale

Les cellules sont passées dans une plaque 6 puits de maniere a avoir une confluence de
pres de 60% lors de I'infection. Les virus et le polybréne (4 pg/ul) (hexadiméthrine
bromide) (Sigma Aldrich) sont décongelés dans un bain chauffant a 37°C juste avant

utilisation. Une fois le milieu enlevé, chaque puit regoit 350 ul de virus, 350 pl de milieu
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et 0,7 ul de polybréne pour une incubation de 60 min a 37°C. Suite a cette incubation, le
milieu est complété a 2 ml/puit, en ajoutant 1,3 ml de milieu et 1,3 ul de polybréne, pour
une infection de 48 heures a 37°C. Par la suite, les cellules sont soumises a une sélection
afin de conserver les cellules ayant intégrées le plasmide contenant le géne de résistance
a I’antibiotique. Le vecteur pLKO.1-puro, dans ce cas-ci, contient un géne de résistance
a la puromycine. La puromycine (Wisent) est ajoutée lors du changement de milieu a tous
les 2-3 jours, pour une durée de 7 jours, avec une concentration finale variant entre 2 et
5 ug/ml. A chaque infection lentivirale, le virus contenant le vecteur pLKO.1-puro-CMV-
Turbo-GFP est utilisé pour s’assurer de D’efficacité¢ et de 1’intégrit¢ des particules

lentivirales lors de I’infection.

3. Construction des différents segments de NCOR1

NCORI1 a été séparé en 5 parties, soit 5 séquences, auquel a été ajouté la séquence de
V5. Ces séquences ont été clonées dans le vecteur pcDNA3.1 zeo(+) par Gene

Biosynthesis-Bio Basic (Bio Basic, Markham, Canada).

SANT

RID3 RID2 RID1
[ | | | |
Co LW o [ o | 1]

1 312 440-462 627-672 751 1016 1436 1949-1953 2073-2077 2276-2281 2453

SANT &

RD3

Figure 6 : Les 5 différentes constructions de NCOR1 étiquetées avec V5. Schéma illustrant les
différentes séparations en acides aminés selon les domaines de NCORI1. Chacune des constructions
étiquetées avec V5 prédisent différents poids moléculaires.

Les cellules HEK293T, a une confluence de 90% dans des plaques de 6 puits, ont été
transfectées avec les différentes constructions de NCORI1 (Figure 6). Pour chaque
construction de NCORI est ajoutée la forme complete de CHDS étiquetée avec Flag
(pcDNA3.1-CHDS8-Flag). La transfection a débuté¢ par une incubation de 5 min a TP avec
250 ul du milieu opti-MEM et 10 ul de lipofectamine 2000. A ce mélange est ajouté 2 ug
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de I"une des constructions de NCORI1 et 2 ug du vecteur pcDNA3.1-CHDS8-Flag pour
une incubation de 20 min a TP. Le milieu a ensuite été enlevé pour ajouter 1 ml de milieu
opti-MEM auquel le mélange opti-MEM-lipofectamine-construction est joint. Une
incubation de 4 heures a 37°C a été effectuée avant de faire un changement de milieu

avec du DMEM (10% FBS) pour une incubation de 48 heures a 37°C.

4. Extrait protéique a partir d’une culture cellulaire

Le milieu des cellules a été aspiré et les cellules ont ét¢ lavées 2 fois au PBS 1X
(Phosphate-buffered saline) (137 mM de NacCl, 2,7 mM de KCI, 10 mM de Na,HPO4, 2
mM de KH2POs, a pH 7,4). Les cellules sont ensuite récoltées des Pétris a 1’aide d’un
grattoir et mélangées dans une solution de lyse, le RIPA (Radio Immunoprecipitation
Assay) (50 mM de Tris-HCI a pH 7,4, 150 mM de NaCl, 1% Nonidet P-40, 0,5% de
Triton x-100, 1 mM EDTA, 0,2% SDS, 0,5% Sodium déoxycholate). Des inhibiteurs de
protéase sont ajoutés au RIPA tel que 1% PIC (Protease inhibitor cocktail) (Sigma
Aldrich), 50 mM NaF (Sodium fluoride) (Sigma Aldrich), 2 mM NaO (Sodium
orthovanadate) (Sigma Aldrich,) et 1% PMSF (Phénylmethansulfonyl fluoride) (Sigma
Aldrich). Durant la lyse, les microtubes contenant les cellules sont placés sur une plaque
agitatrice durant 30 min a 4°C. Les cellules sont ensuite soniquées, environ 10 secondes
sur glace, avec le Sonic Dismembrator Model 120 (Fisher Scientific, Ottawa, Canada) a
une puissance de 20 a 30%. Ceci permet d’enlever la viscosité de I’échantillon et de
permettre la libération des protéines de la chromatine. Les échantillons sont ensuite
centrifugés a 16 000 g durant 10 min a 4°C. Le surnageant est alors récolté et transféré
dans un autre microtube pour étre congelé a -80°C jusqu’a utilisation. Les protéines sont
dosées au BCA (BiCinchoninic acid Assay) (Thermo Scientific, Wilmington, Etats-
Unis), une méthode colorimétrique basée sur la réaction de 1’acide bicinchonique et la
réduction des ions cuivriques. Cette réaction forme une coloration pourpre ayant une

absorbance maximale a 562 nm et qui est lue par un spectrophotometre.

5. Immunobuvardage

Les échantillons sont préparés avec 1X de NuPAGE Sample Reducing Agent (10X) et du
NuPAGE LDS (10X) (NuPage, Life Technologies,) afin de briser les ponts disulfures et
de maintenir les protéines dans un état de réduction. Une fois préparés, les échantillons

sont incubés a 70°C durant 10 min pour favoriser leur dénaturation. Les protéines sont
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séparées selon la méthode d’¢lectrophorese sur gels de polyacrylamide dénaturant. Des
gels Bis-Tris d’un gradient de polyacrylamide de 4 a 12% (NuPage, Life Technologies,)
ont été utilisés avec un tampon de migration MOPS 1X [NuPAGE MOPS SDS Running
Buffer (20X)] pour une séparation de protéines a plus faible poids moléculaires. Des gels
Tris-acétate d’un gradient de 3 a 8% (NuPage, Life Technologies) ont été utilisés avec
un tampon de migration Tris-Acétate 1X (NuPAGE Tris-Acetate SDS Running Buffer
(20X)) pour une séparation de protéines a haut poids moléculaires. De 1’antioxydant
(NuPage, Life Technologies) a été ajouté aux différents tampons, afin de garder les
protéines dans un état réduit et pour empécher la réoxidation des acides aminés. Avant la
migration, les gels sont rincés a I’eau et les puits sont nettoyés avec leur tampon respectif.
Les échantillons sont alors déposés dans le gel, ainsi que 5 pl de marqueur de poids
moléculaire (Novex Sharp Pre-stained Protein Standard). La migration est faite selon
leur type de gel, soit 200 volts durant 60 min, pour les gels Bis-Tris 4 a 12%, et 150 volts
durant 65 min, pour les gels Tris-acétate 3 a 8%. Le transfert s’effectue sur une membrane
de PVDF (PolyVinyliDene Fluoride) a 30 volts, entre 90 min (gel 4 a 12%) et 2 heures
(gel 3 a 8%), dans une cuve entourée de glace, et remplie de tampon de transfert (1X)
(NuPAGE Transfer Buffer (20X)) (NuPage, Life Technologies) et d’antioxydant. La
membrane est par la suite colorée au rouge de ponceau (Sigma Aldrich) durant 5 min,
décolorée 1 min au méthanol et 1 min a I’eau afin de vérifier I’efficacité du transfert. La
membrane est ensuite bloquée avec la solution de blocage (10% de lait écrémé en poudre,
PBS 1X et 0,01% de tween 20) durant environ 30 min a TP. L’anticorps primaire
(Tableau 3) est dilué¢ dans le tampon de blocage et ajouté a la membrane pour une
incubation sur une plaque agitatrice a 4°C durant toute la nuit. Le lendemain matin, la
membrane est lavée au moins 3 fois par fraction de 1 heure avec la solution de lavage
(PBS 1X et 0,1% de tween 20) a TP. L’anticorps secondaire est ajouté a la membrane
dans la solution de blocage pour une incubation de 1 heure a TP (Tableau 3). La
membrane est a nouveau lavée au moins 3 fois par fraction de 1 heure avec la solution de
lavage a TP. La révélation des antigenes associés a la protéine est effectuée avec le ECL
prime (Amersham ECL Prime) (GE Healthcare Life Science, Mississauga, Canada) apres
une incubation de 1-2 min dans cette solution. La membrane est exposée dans une cassette

avec un film autoradiographique et elle est révélée dans une chambre noire.
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Tableau 3: Liste des anticorps primaires utilisés lors des immunobuvardages

Protéines Compagnie Ac primaire Poids (kDa) Ac secondaire
Anti-Rabbit-HRP
1 pg/ml (1 :1000), (Cell signaling
NCORI1 Abcam #Ab3482 lait 10% écrémé 270 #7074) (1:10000),
O/N a 4°C lait 10% écrémé 1h
aTP
Anti-Rabbit-HRP
1 pg/ml (1 :2000), (Cell signaling
CHDS8 Abcam #114126 lait 10% écrémé 290 #7074) (1:10000),
O/N a 4°C lait 10% écrémé 1h
aTP
Anti-Mouse-HRP
1 pg/ml (1 :1000), (Cell signaling
V5 Sigma # V8012 lait 10% écrémé - #7076) (1:10000),
O/N a 4°C lait 10% écrémé 1h
aTP
- Anti-Mouse-HRP
1 pg/ml (1 :1000), (Cell signaling
Flag Sigma # F1804 lait 10% écrémé #7076) (1:10000),
O/N a 4°C lait 10% écrémé 1h
aTP
Anti-Mouse-HRP
Millipore (1 :10000), lait 10% (Cell signaling
B-actine Mab1501R écrémé O/N a 4°C 43 #7076) (1:10000),
lait 10% écrémé 1h
aTP

6. Immunoprécipitations
6.1 Immunoprécipitations d’extraits nucléaires

Les cellules Caco-2/15 et HT-29 sont récoltées a 70% de confluence dans des Pétris de
150 mm avec la trypsine (Life Technologies). Elles sont centrifugées 5 min a 1000 g et
ensuite lavées 2 fois au PBS 1X stérile. Les cellules sont resuspendues dans 1 ml de
tampon A (1 M Hepes, pH 7,9, 1 M MgCl,, 2,5 M KCl, 1 M DTT, 1% PIC) par Pétri a
70% confluent avec 1% de PIC, et incubées 10 min sur glace. L’échantillon est mis dans
un homogénisateur Dounce (Fisher Scientific) de 1 ml afin de briser les membranes
cellulaires et centrifugé a 1000 rpm 5 min a 4°C. Le culot nucléaire est solubilisé dans le
tampon S1 (2,5 M Sucrose, 1 M MgCla, 1% PIC) dans un ratio de 600 pl par Pétri de 150
mm a 70% confluent. La solution contenant le tampon S1 est ajoutée au tampon S3 (2,5
M sucrose, 1 M MgCl, 1% PIC) au méme volume et est centrifugée a 3500 rpm 15 min
a 4°C. Le culot est solubilis¢ dans 1 ml de RIPA par Pétri de 150 mm a 70% confluent.
Les échantillons sont soniqués avec le Sonic Dismembrator Model 120 10 fois 10
secondes a une puissance de 30% avec une pause de 20 secondes entre chaque sonication.

Les échantillons sont dosés au BCA a I’aide d’un spectrophotométre afin d’obtenir entre
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1 et 0,5 mg de protéines par IP dans 1 ml de RIPA. Afin de réduire les liaisons non
spécifiques des protéines aux billes, chaque IP recoit 20 ul de billes et est placée sur une
plaque agitatrice a 4° durant 2 heures. Les billes sont enlevées des microtubes avec un
support magnétique. Pour chaque IP, 4 pg d’anticorps anti-CHDS8 (Abcam 114126 (1
pg/ml)), anti-NCOR1 (Abcam 3482 (1 pg/ml)) et anti-IgG (Millipore PP64) sont ajoutés
afin d’étre incubés sur une plaque agitatrice a 4°C pour toute la nuit. Le lendemain matin,
20 pl de billes sont ajoutés dans chaque IP afin d’étre incubés sur une plaque agitatrice a
4°C durant 4 heures. Chaque IP est lavée au moins 3 fois avec le tampon RIPA sur une
plaque agitatrice a 4°C durant 5 min. L’¢élution est préparée avec 1X de NuPAGE Sample
Reducing Agent (10X) et 1X de NuPAGE LDS (4X) pour avoir un volume final de 50 pl.
Les échantillons sont chauffés 5 min a 95°C et préts a étre utilisés ou a étre conservés a -

80°C.

6.2 Immunoprécipitations pour extraits cellulaires totaux

Les cellules HEK293T et 18Co sont récoltées a confluence avec la trypsine. Elles sont
centrifugées 5 min a 1000 g et ensuite lavées 2 fois au PBS 1X stérile. Les cellules sont
ensuite lysées dans le tampon RIPA (50 mM Tris pH 7,5, 150 mM de NaCl, 1% NP-40,
0,5% sodium deoxycholate, 1% PIC) et sont conservées a -80°C jusqu’a utilisation. Le
lysat cellulaire est soniqué avec le Sonic Dismembrator Model 120 3 fois 10 secondes a
une puissance de 30%. Les échantillons sont centrifugés 10 min a 10 000 g et le
surnageant est transféré dans un microtube pour étre dosé au BCA avec un
spectrophotomeétre. Pour chaque IP, les échantillons sont ajustés a une concentration de
500 pg et complété avec un total de 1 ml de RIPA 1% PIC. Pour s’assurer de la spécificité
de liaison des billes magnétiques (Magna ChIP Protein G Magnetic Beads) (EMD
millipore, Etobicoke, Canada), entre 10 et 20 ul de billes sont ajoutées pour chaque IP
durant 2 heures avec une agitation a 4°C. Les billes sont par la suite enlevées des
microtubes avec un support magnétique. Pour chaque IP, entre 2 et 4 pg d’anticorps anti-
V5 (Monoclonal Anti-V5 (1 mg/ml)) (Sigma Aldrich) ou anti- Flag (Monoclonal Anti-
Flag M2, clone M2 (1 mg/ml)) (Sigma Aldrich) sont ajoutés avec 20 pul de billes et ils
sont placés sur une plaque agitatrice a 4°C pour toute la nuit. Le lendemain, chaque IP
est lavée au moins 3 fois avec le tampon RIPA sur une plaque agitatrice a 4°C durant 5
min. L’¢lution est effectuée avec 1X de NuPAGE Sample Reducing Agent (10X) et 1X
de NuPAGE LDS (4X) pour un volume final de 50 pl. Les échantillons sont chauftfés 5

min a 95°C et préts a €tre utilisés ou conservés a -80°C.
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7. Préparation d’extrait d’ARN totaux
7.1 Extraction d’ARN total a partir d’une culture cellulaire

Le milieu des cellules est aspiré et les cellules lavées 2 fois au PBS 1X. Les cellules sont
ensuite récoltées du Pétri a 1’aide d’un grattoir aprés avoir mis la solution de lyse
[Tampon RLT (RNeasy kit, QIAGEN, Toronto, Canada) et 1% B-mercaptoéthanol]. Le
lysat est alors placé dans un microtube a -80°C jusqu’a utilisation. La trousse
commerciale RNeasy kit (QIAGEN) est utilisée exactement selon les recommandations
du fournisseur. L’ ARN est ¢lué dans 40 pl d’eau RNAse free et 1’échantillon est conservé

a -80°C jusqu’a utilisation.

7.2 Traitement de ’ARN a la DNase

Le traitement a la DNase permet d’éliminer la présence d’ADN dans 1’échantillon en
ajoutant 1 unité de I’enzyme DNase (Roche, Laval, Canada) avec du tampon DNase 1X
(Roche, Laval, Québec) et une incubation de 30 min a 37°C. Par la suite, 5 mM d’EDTA
(Acide éthylene diamine tétra-acétique) est ajouté pour inhiber 1’action de la DNase
durant une incubation de 10 min a 70°C. L’ ARN est alors dosé a 1’aide d’un Nanodrop

(Thermo Scientific) et I’échantillon est conservé a -80°C jusqu’a utilisation.

7.3 Transcription inverse de ’ARNm

L’ARNm est transcrit en ADN complémentaire & ’aide d’une enzyme, soit la
transcriptase inverse (Roche). Pour ce faire, 1 pg d’ARN a un volume final de 10 pl d’eau
est utilisé. L’échantillon est chauffé a 70°C pendant 5 min et est incubé sur glace durant
5 min. Celui-ci est par la suite complémenté avec 10 pl d’une solution composée de 4 pl
de tampon AMV-RT (5X) (Roche), de 0,7 ul d’eau DEPC, de 0,8 pl de ANTP 25 mM
(Amersham Biosciences, Laval, Canada), de 2,4 ul d'oligo dT 0,5 pg/ul (Amersham
Biosciences), de 0,6 pul d’inhibiteur d’ARNase 40 unités/ul (Roche) et 1,5ul d’enzyme
AMV-RT 20 unités/ul (Roche). Une incubation de 60 min dans un bain chauffant a 42°C
est effectuée afin de permettre 1’activation de I’enzyme. Une incubation a 95°C durant 5
min a permis D’arrét de I’activité de ’enzyme AMV-RT. Dans le but de faire un PCR en
temps réel, 1’échantillon est dilu¢ 10 fois, soit en ajoutant 180 pl d’eau stérile a 20 ul

d’ADNc. L’échantillon est conservé a -20°C jusqu’a utilisation.
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Le Light Cycler 96 (Roche) est I’appareil utilisé pour le PCR quantitatif en temps réel en

utilisant le Fast Start SYBR green Master (Roche). Ce dernier est utilisé selon les

recommandations du fabricant, soit en utilisant 10 pl de la solution par réaction. Les

oligonucléotides ont ét¢ commandés chez IDT (Integrated DNA Technologies) (IDT,

Toronto, Canada) et ils sont utilisés a une concentration de 10 uM pour un volume de 1

ul par amorce (Tableau 5). Pour arriver a un volume final de 20 pl, 2 ul d’ADNc et 6 ul

d’eau stérile sont ajoutés. Le protocole d’amplification des transcrits utilisés est décrit au

tableau 4.

Tableau 4 : Protocole d’amplification des transcrits par PCR en temps réel

Etapes Nombre de cycles Température (°C) Durée (seconde)
Préincubation 1 95 600
Dénaturation 95 10

Hybridation 45 60 10
Elongation 72 15

95 10

Courbe de fusion 1 65 10
97 1

Refroidissement 1 37 30

Tableau 5: Liste des amorces utilisées pour I’amplification des transcrits par PCR

Nom des Amorce sens Amorce anti-sens Taille (pb)
amorces
CHDSL AAGGTACTGTTGCGGGTACG TCCAATGAGCAGCGACTTGT 183
CHDS8L+S TAATGGGACCAGGACAAAGC CCACTTCACTGGCACTCAGA 135
NCORI1 GCTAAAATGGTGGGAACGAA CAGAAACAGTGGAAGCGACA 171
TBP GGGGAGCTGTGATGTGAAGT GGAGAACAATTCTGGGTTTGA 132
Souris
346 (allele
NCORIAE11l | TTGGCCTTGGAGTAAATGCTGTGAG GGAAACTACCTACCTGAATCCATGG ;‘(’)"7" )(alléle
type sauvage)
445 (aliele
NCORIAID TTTAGCCTCGACTAGCCCCCA TCTTGTGGATAAATCCCGGGG ;;*9")( "
allele
type sauvage)
VilCre GCGGCATGGTGCAAGTTGAAT CGTTCACCGGCATCAACGTTT 232
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9. Courbe de croissance par décompte cellulaire

Les cellules Caco-2/15 et HT-29 ont ¢été infectées avec des shCHD8 et shNCORI1 et
ensuite sélectionnées a la puromycine durant 7 jours comme mentionné a la Figure 7A.
Les cellules ont été ensemencées dans des plaques 6 puits selon un ratio de 2 x10°
cellules/puits pour les Caco-2/15 et 1,5 x10° cellules/puits pour les HT-29. Pour chaque
jour de décompte (0, 1, 2, 4, 6, 8, 10) les cellules sont lavées, trypsinisées et comptées
avec I’appareil Countness™ (Life Technologies). Chaque jour de décompte sont
effectués en triplicata, soit 3 puits pour chacune des conditions expérimentales, et chacun

des puits est dénombré 2 fois.

10. Immunofluorescence

Les cellules HEK293T ont été ensemencées sur des lamelles 1,5 mm stérilisées une
journée avant de faire une transfection de 48 heures (VWR, Cederlane, Burlington,
Canada). Par la suite, les cellules sont nettoyées au PBS 1X, fixées avec 2 ml de
paraformaldéhyde (PFA) 4% (Fisher Scientific) dilués dans du PBS 1X et incubées sur
une plaque agitatrice a TP durant 20 min. Apres avoir enlevé le PFA, 2 ml de tampon
glycine (Sigma Aldrich) sont ajoutés 3 fois 5 min sur plaque agitatrice a TP. Les lamelles
sont ensuite lavées au PBS 1X et incubées avec 2 ml de triton X-100 a 0,15% (Fisher
Scientific) durant 5 min a TP. Les lamelles sont lavées au PBS 1X 2 fois 5 min sur une
plaque agitatrice a TP. Une solution de blocage (PBS 1X, triton X-100 0,2% et BSA 2%)
de 2 ml est ajoutée aux lamelles durant 20 min a TP. Dans une chambre humide,
I’anticorps anti-V5 (1 :1000) a été solubilisé dans 100 pl de solution de blocage et ajouté
aux cellules durant 3 heures a TP. Les lamelles sont lavées 3 fois 5 min sur une plaque
agitatrice a TP. L’anticorps secondaire Alexa fluor 488 (Ab150105, Donkey anti-mouse,
Abcam), solubilisé dans 100 pl de solution de blocage, a été ajouté sur les cellules pour
une incubation de 1 heure a la noirceur. Les lamelles sont ensuite lavées 3 fois 5 min sur
une plaque agitatrice @ TP. Une incubation est effectuée avec 100 ul de DAPI (4',6-
diamidino-2-phénylindole) 1pg/ml (Life Technologies) a 2pg/ml durant S min a TP a la
noirceur. Le milieu de montage est effectué avec les lames Superfrost (Fisher Scientific)

et avec environ 20 pl d’Immu-Mount (Fisher Scientific).
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11. Modé¢le murin
11.1 Modéle de souris NCOR1AExon11 et génotypage

Le modeéle de souris NCOR1AExonl1 a été obtenu en collaboration avec le Dr. Auwerx
(Yamamoto et al, 2011) (Ecole polytechnique fédérale de Lausanne, Laboratory of

1 ACEL gont

integrative systems physiology, Lausanne, Suisse). Les souris NcorlAExonl
croisées avec des souris C57BL/6 exprimant la Cre-recombinase sous le promoteur de la
villine et spécifique aux cellules épithéliales intestinales (Madison et a/, 2012., El Marjou
et al., 2004). Ce croisement (NcorlAExon 11" x C57BL/6 VilCre) induit une
délétion partielle du géne menant a I’instabilit¢ de la protéine NCORI1 et ce,
spécifiquement au niveau de 1’épithélium intestinal. Une phalange d’orteil est coupée
pour tous les souriceaux entre 7 et 11 jours apres leur naissance afin de les génotyper et
de les numéroter. L’ADN est extrait de ce bout d’orteil avec une trousse commerciale
(Gerard Biotech, Oxford, Etats-Unis) selon les recommandations du fabricant. Il est ainsi
possible de déterminer la présence des séquences LoxP et de la Cre-recombinase grace a
I’analyse sur gel d’agarose d’un PCR semi quantitatif (Tableau 6). Toutes les expériences

faites avec ces souris ont été préalablement approuvées par le comité d’éthique de la

recherche sur les animaux de la Faculté de médecine et des sciences de la santé de

I’Université de Sherbrooke.

Tableau 6: Réactifs et conditions d’utilisation du PCR semi-quantitatif pour le

génotypage des souris.

Réactifs VilCre NCORIAID NCORI1AExonl |

Tampon Thermo Pol (10X) (NEB, Whitby, Canada) 2,5 ul 2,5l 2,5l
dNTP (25 mM) (Amersham Biosciences, Laval, Canada) 0,2 ul 0,2 ul 0,2 ul
Amorce sens (10 uM) (IDT, Toronto, Canada) 1ul 1ul 1l
Amorce anti-sens (10 uM) (IDT, Toronto, Canada) 1ul 1ul 1l
Enzyme Taq (5 U/ul) NEB, Whitby, Canada) 0,2 ul 0.2 ul 0,5 pul

ADN génomique 1l 0,5 ul 1,5

H0 19,1 19,6 ul 18,3 ul

Volume final 25 ul 25 ul 25 ul

Conditions utilisations

Température et temps (secondes)

Dénaturation initiale 94°C 94°C 94 °C

(180 sec) (240 sec) (300 sec)
Nombre de cycles 25 30 40

Dénaturation 94°C 94°C 94°C
(30 sec) (30 sec) (30 sec)

S 56°C 62°C 62°C
Hybridation (30 sec) (30 sec) (30 sec)

Elongation 72°C 72°C 72°C
(30 sec) (60 sec) (30 sec)

Elongation terminale 72°C 72°C 72°C
(300 sec) (420 sec) (300 sec)

Conservation 12°C 12°C 12°C
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11.2. Induction d’une colite expérimentale par traitement au dextran sulfate de
sodium

Le traitement au dextran sulfate de sodium (DSS) permet d’induire une colite chez les
rongeurs (Dieleman et al, 1996). Les souris sont exposées au DSS 3% qui est solubilisé
dans I’eau de boisson des souris. Cette expérience a été effectuée sur 4 souris controles
et 4 souris mutantes (NcorlAExon 11*CFY). Les souris sont pesées et leurs saignements
rectaux analysés a chaque jour de traitement. La durée du traitement, qui est généralement
de 7 jours, s’est étalée sur une période de 4 jours puisque certaines souris se rapprochaient
de la perte de poids maximal autorisée par le comité d’éthique, soit une perte de 20 %.
Les souris avec traitement ont donc été sacrifiées au 4™ jour, avec des souris mutantes
et controles (N=4) n’ayant subi aucun traitement et auxquels le colon a été extrait pour
étre analysé. Cette expérience a été répétée 2 fois. Lors du sacrifice, I’index de sévérité
de la maladie a été analysé a 1’aveugle par 2 évaluateurs indépendants selon la grille de
Cooper (Cooper et al, 1993) (Tableau 7). Afin d’analyser le score histologique du c6lon
des souris coloré a I'hématoxyline et a 1'éosine, des images de coupes histologiques ont
été générées au Nanozoomer et analysées avec le logiciel NPD.view 2 (Hamamatsu,
Middlesex, Etats-Unis). Plusieurs champs visuels ont été observés sur toute la longueur
du tissu afin de permettre une évaluation des scores histologiques avec la grille (Tableau

8) (Dieleman et al, 1996).


https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89osine
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Tableau 7 : Evaluation de I’indice de la sévérité de la maladie lors d’un traitement DSS

chez la souris

Scores

Critére d’évaluation

Perte de poids

Pas de perte de poids

Perte de 1 et 5%

Perte de 6 4 10%

Perte de 11 4 20%

Plus de 20%

Saignements anaux

Pas de sang

Anus humide

Saignement modéré

Saignement important

Longueur du colon

100-96 %de la longueur des controles jour 0

95-86 % de la longueur des controles jour 0

85-76 % de la longueur des controles jour 0

75-66 % de la longueur des controles jour 0

AR [ = ORI [= O [W|IN =[O

65 % et moins de la longueur des controles
jour 0

Consistance des féces

Féces bien formés

Féces molle n’adhérant pas a I’anus

Féces molle adhérant a I’anus

Diarrhée

AW~ |O

Diarrhée sévére et liquide

Tableau 8 : Evaluation du score histologique lors d’un traitement DSS chez la souris

Scores Critere d’évaluation
0 aucune
 gis . . 1 Quelques endroits < 25% du tissu
Sévérité de I’inflammation ) Modéré 25% > 50% du tissu
3 Sévere 50% > 100% du tissu
0 Aucune
. - . 1 Muqueuse
Etendue de I’inflammation
2 Muqueuse et sous-muqueuse
3 Transmural
0 Aucun
1 Premier 1/3 du bas atteint
Dommage aux cryptes 2 Les 2/3 du bas atteint
2 Seulement I’épithélium du bas restant
4 Aucun épithélium sain




Chapitre 3: Résultats

1. Etude de Pinteraction entre CHDS et NCOR1

1.1 Validation de ’interaction de NCOR1 avec CHD8 comme nouveau partenaire
d’interaction protéique

Une analyse quantitative par spectrométrie de masse, préalablement effectuée dans le
laboratoire, a permis d’identifier plusieurs protéines potentielles d’interaction avec
NCORI1 (Figure 4). De par cette analyse, la protéine CHDS fut identifiée comme un
partenaire de NCOR1 avec une prédiction d’un ratio équivalent de détection de peptides
pour chacune de ces protéines. Cette observation suggérait une interaction forte et
équimolaire entre les protéines NCOR1 et CHDS. Nous avons donc entrepris de valider
I’interaction physique entre ces deux protéines. Pour ce faire, nous avons effectué des co-
IP de NCOR1 et CHDS8 a partir d’extraits nucléaires isolés des cellules de cancer
colorectal Caco-2/15 et HT-29 (Figure 7A) ainsi qu’a partir d’extraits nucléaires isolés
des cellules mésenchymateuses de colon non cancéreux CCD-18Co (Figure 7B). Suite a
I’IP des protéines respectives, des immunobuvardages sont effectués pour valider la
présence des protéines NCOR1 et CHD8 immunoprécipitées ainsi que la présence du
partenaire co-immunoprécipité. Pour chacune de ces conditions, des anticorps contre
CHDS8 et NCORI ont été utilisés. L’utilisation des IgGs comme contrdle négatif confirme
I’absence de protéines immunoprécipitées dans ces conditions expérimentales (Figure 7A

et B).
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Figure 7: Validation de Dinteraction cellulaire entre les protéines CHD8 et NCORI1. A)
Immunobuvardage des co-IP de NCOR1 et de CHDS8 avec les anticorps anti-CHDS8 et anti-NCORI1 dans
les cellules Caco-2/15 et HT-29. L’utilisation des IgG sert de contrdle négatif pour les co-IP. Cette
expérience est représentative de trois expériences indépendantes. B) Immunobuvardage des co-IP de
NCORI1 et de CHDS8 avec les anticorps anti-CHDS8 et anti-NCOR1 dans les cellules non cancéreuses de
cOlon CCD-18Co (N=1).

1.2 Génération et validation de I’expression de protéines recombinantes pour
différents domaines de NCOR1

Tel que démontré plus haut, CHD8 et NCORI peuvent interagir ensemble. Afin
d’explorer la nature mécanistique de cette interaction, nous avons choisi de produire des
protéines recombinantes toutes liées a 1’épitope V5 et couvrant différentes régions de la
partie codante pour NCORI1 (Figure 6). Afin de valider la production des fragments de
protéine NCORI, les différentes constructions ont été transfectées de fagon transitoire
dans les cellules HEK293T. Un immunobuvardage effectué a partir d’extraits totaux de
ces cellules transfectées nous indique que la majorité des constructions, soit NCOR1-
RD1, NCOR1-RID1-2-3, NCORI-SANT et NCOR1-RD-2-3, sont exprimées dans ces
conditions (Figure 8A). Pour la construction de NCOR1-middle, nous avons remarqué
une expression protéique beaucoup plus faible comparée aux autres constructions (Figure

8A). Une surexposition de la membrane révélée a quand méme permis de détecter
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I’expression protéique de la construction de NCOR 1-middle (Figure 8 A). Nous avons par
la suite vérifié la localisation intracellulaire pour chacune de ces protéines recombinantes
par immunofluorescence. A 1’aide d’un microscope confocal, nous avons été en mesure
de déterminer que les protéines produites a partir des différentes constructions de NCOR1
sont généralement exprimées au niveau du noyau des cellules (Figure 8B). Parmi les cinq
différentes constructions de NCORI1, nous avons observé que NCOR1-RD2-3 semble
aussi se localiser au pourtour de la membrane nucléaire (Figure 8B). En plus d’étre au
noyau, NCORI-RID-1-2-3 et NCORI-SANT sont aussi localisés au niveau du
cytoplasme (Figure 8B).
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Figure 8 : Validation de D’expression des différentes constructions de NCOR1 dans les cellules
HEK293T. A) Immunobuvardages des extraits protéiques isolés des cellules HEK293T transfectées durant
48h avec les différentes constructions des domaines spécifiques de NCOR1. Un anticorps anti-V5 fut utilisé
pour la détection des protéines recombinantes suivi une hybridation successive avec un anticorps dirigé
contre l’actine afin de mesurer les niveaux relatifs de protéines déposées sur gel. Différents temps
d’expositions ont été utilisés ; soit de 1 min pour la construction NCOR1-middle et de 5 sec pour les autres
constructions. B) Immunofluorescence des 5 différentes constructions de NCORI1 surexprimées dans les
cellules HEK293T. Une superposition des images entre la détection du DAPI nucléaire (en bleu) et
I’anticorps anti-V5 (en vert) fut effectuée a 1’aide d’un microscope confocal.
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1.3 Validation de I’interaction entre les différentes constructions de NCORI1 et de
la forme compléte de CHDS

Suite a la confirmation que les différentes constructions de NCOR1 sont capables de
produire des protéines recombinantes localisées au noyau, nous avons voulu déterminer
avec quel(s) domaine(s) d’interaction(s) NCORI interagit avec la forme complete de
CHDS. 11 est important de se rappeler que NCORI1 est étiqueté avec la séquence V5 et
que CHDS est étiqueté avec la séquence Flag. Nous avons effectué une IP de 1’épitope
Flag dans des cellules HEK293T ou chacune des constructions de NCOR1 ont été
surexprimées en présence de CHDS8-Flag. L’analyse en immunobuvardage nous a
démontré que seul le domaine RD1 de NCORI1 pouvait étre recruté par I’IP de la forme
compléte de CHDS8 (Figure 9A). Afin de valider cette interaction, nous avons effectué
I’IP inverse, soit en utilisant 1’anticorps V5 dans les mémes conditions expérimentales.

Surprenamment, I’analyse en immunobuvardage n’a révélé aucune interaction positive

dans ce contexte (Figure 9B).
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Figure 9 : Analyse de I’interaction entre les domaines de NCORI1 et la forme compléte de CHDS
étiquetée avec un épitope Flag. A) IP de I’épitope Flag a partir d’extraits totaux de cellules HEK293T
transfectées avec les différentes constructions de NCOR1-V5 et de CHD8-Flag. L’analyse s’effectue en
immunobuvardage avec les anticorps dirigés contre CHD8 ou V5. Représentatif de 2 expériences
indépendantes. B) IP de I’épitope V5 a partir d’extraits totaux de cellules HEK293T transfectées avec les
différentes constructions de NCOR1-V5 et de CHDS8-Flag. L’analyse s’effectue en immunobuvardage avec
les anticorps dirigés contre CHD8 ou V5. Représentatif de 2 expériences indépendantes.

2. Etude des roles fonctionnels communs entre CHDS et NCOR1

2.1 Effet de la perte d’expression de CHDS8 et de NCORI sur la croissance
cellulaire des cellules épithéliales dérivées de cancer colorectaux

NCORI1 est un corépresseur transcriptionnelle préférentiellement exprimé dans les
cellules prolifératives de 1’épithélium intestinal (Doyon ef al., 2009). Son interaction avec
différentes protéines contribue a former un complexe de répression et ainsi jouer un role
important au niveau de la répression transcriptionnelle des genes cibles (Mottis et al.,
2013). Tel que présenté auparavant, les analyses quantitatives de spectrométrie de masse

ont identifié une interaction potentielle entre les protéines NCOR1 et CHDS (Figure 4).

A la suite de ces observations, nous nous sommes intéressés a explorer s’il y avait une
concordance fonctionnelle entre les rdles biologiques de NCORI1 et de CHDS dans le
contexte des cellules épithéliales dérivées de cancer colorectaux. Pour ce faire, nous
avons utilisé une stratégie de réduction d’expression ciblée pour ces protéines par

P’utilisation de ’interférence a I’ARN. Suite a D’introduction stable de lentivirus
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exprimant des shRNA dirigés contre les ARNm de NCOR1 ou de CHDS8. dans les
cellules Caco-2/15 et HT-29, les populations cellulaires ont été sélectionnées a la
puromycine durant 7 jours (Figure 10A). Le décompte cellulaire des populations de
cellules Caco-2/15 (Figure 10B) et HT-29 (Figure 10C) s’est effectué sur une période de
10 jours post-sélection. La diminution d’expression de NCORI entraine une forte
inhibition significative et soutenue de la prolifération des Caco-2/15 et HT-29 lorsque
comparée aux cellules contrdles ayant intégré un shNT (Figure 10B et C). La diminution
d’expression de CHD8 meéne a une réduction intermédiaire de la prolifération cellulaire
lorsque comparée dans les mémes conditions (Figure 10B et C). Ces observations
suggerent un role similaire pour NCOR1 et CHDS au niveau du contrdle de la croissance
cellulaire prolifération cellulaire bien que cet effet soit plus marqué pour la perte

d’expression de la protéine NCORI.
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Figure 10 : Effet de la réduction d’expression de NCOR1 et de CHDS sur la croissance cellulaire des
lignées Caco-2/15 et HT-29. (A) Schéma récapitulatif des étapes expérimentales incluant I’infection avec
lentivirus (shNT, shCHDS8 et ssNCOR1), la sélection de 7 jours et le décompte cellulaire. (B) Décompte
cellulaire des populations Caco-2/15(B) ou HT-29 (C) ayant intégré un shNT (trait noir), un shCHDS (trait
bleu) ou un shNCORI1 (trait rouge) (N=3, moyenne + écart type). Des tests ANOVA a deux facteurs ont
été utilisés pour mesurer la significativité (*, P < 0,05; ** P < 0,01; *** P <0,001; **** P < 0,0001). D)
Validation en immunobuvardage de I’efficacité des différents shRNA ciblant CHD8 et NCOR1 dans les
Caco-2/15. Des anticorps anti-CHDS8 et anti-NCORI1 ont été utilisé pour la détection des protéines suivi
d’une hybridation successive avec un anticorps dirigé contre 1’actine afin de mesurer les niveaux relatifs
de protéines déposées sur gel.

2.2 Profil d’expression des isoformes de CHDS8 dans différentes lignées cellulaires
intestinales

Il existe 2 formes protéiques de CHDS rapportées dans la littérature, soit la grande forme
qui a un poids moléculaire de 290 kDa, et une autre plus petite qui a un poids moléculaire
de 110 kDa. La petite forme de CHDS a préalablement été observée dans plusieurs types
de lignées cellulaires cancéreuses tels que les HCT116, HeLa, U20S-2 et SaOS-2 ainsi
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que dans des lignées cellulaires fibroblastiques normales tels que les NIH3T3 et MEF.
Cette petite forme a aussi déja été observée comme étant impliquée dans le contrdle de
la prolifération cellulaire, notamment chez la lignée cellulaire HeLLa (Nishiyama et al.,
2009). Différentes lignées cellulaires colorectales non cancéreuses (18Co et HcoEpic) et
cancéreuses (Caco-2/15, HT-29, SW480, T84, Colo-205, DLD-1, HCT116 et Lovo) ont
donc été utilisées afin de vérifier le profil d’expression protéique des isoformes CHDS
dans ce contexte. Les deux isoformes de CHDS ont été détectées dans plusieurs des
lignées cellulaires étudiées avec un profil différent entre les lignées cancéreuses et non
cancéreuses (Figure 11A). En effet, la plus petite forme de CHDS se trouve davantage
exprimée au niveau des cellules non cancéreuses comparativement a la plus grande forme
de CHDS qui est davantage détectée au niveau des lignées cancéreuses (Figure 11A). Plus
spécifiquement, les cellules HT-29 et Caco-2/15 ont montré la présence des deux
isoformes de CHDS8, méme si la plus grande forme se trouve relativement plus fortement
exprimée dans ces lignées (Figure 11A). Puisque nous avons observé une réduction
partielle de la prolifération des cellules HT-29 et Caco-2/15 suite a la réduction
d’expression de CHD8 en comparaison avec la réduction d’expression de NCORI1
(Figure 10A et B), nous avons posé I’hypothese que cette différence de phénotype
pourrait s’expliquer par une expression résiduelle de la plus petite forme de CHD8. Nous
avons donc vérifi¢ par immunobuvardage si 'utilisation de 1’ensemble des différents
shRNA commerciaux (shCHDS8-8-9 et 96), tous prédits pour cibler CHD8 (Figure 11B),
pouvaient affecter 1’expression des deux isoformes CHDS dans les cellules HT-29, Caco-
2/15 et 18Co. Suite a I'infection et a la sélection des populations ayant intégré les
lentivirus, une extraction protéique et un immunobuvardage ont permis d’observer une
forte diminution d’expression de la grande forme de CHDS8 dans chacune des lignées
18Co, Caco-2/15 et HT-29 et ce, pour chacun des shRNA ciblant CHDS8 en comparaison
avec le shNT contrdle (Figure 11C). Cependant, chacun de ces shRNAs n’ont pas affecté

I’expression de la plus petite forme de CHDS8 dans ces conditions (Figure 11C).
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Figure 11: Profil d’expression des 2 isoformes de CHDS8 selon le type cellulaire utilisé. A)
Immunobuvardage a partir d’extraits protéiques totaux de différentes lignées cellulaires colorectales non
cancéreuses et cancéreux par 1’utilisation d’un anticorps anti-CHD8 comparée a ’anticorps anti-actine. B)
Schéma représentant les différents shARNAs commerciaux utilisés pour cibler la grande forme de CHDS.
C) Immunobuvardage de CHDS8 a partir d’extraits protéiques totaux de 18Co, HT-29 et Caco2/15 suite a
I’intégration de 3 différents shRNA dirigés contre CHD8. (shCHDS-8, -9 ou -96) et d’une sélection a la
puromycine de 7 jours. Cet immunobuvardage est analysé a 1’aide de I’anticorps anti-CHDS que 1’on

compare au niveau de 1’expression de ’actine.
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2.3 Génération de nouveaux shRNA afin de cibler la petite forme de CHDS8

Puisque I’utilisation des shRNA commerciaux n’ont pas permis de moduler I’expression
de la petite forme de CHD8 (CHDSs), nous avons entrepris le clonage de shRNA
prédisant I’interférence contre des régions contenues dans I’ARNm de CHD8s dans le
vecteur lentiviral PLKO.1-puro (Figure 12A). Ces shCHDS8s+ visent a diminuer
I’expression de la petite forme de CHDS, mais aussi a diminuer 1’expression de la grande
forme de CHDS (Figure 12A). Nous avons dans un premier temps mesuré I’efficacité de
ces nouveaux shCHDSs+1 dans les cellules Caco-2/15 en évaluant le niveau d’expression
des transcrits de CHDS8 en ciblant une région spécifique a la région codante de CHDSL
ainsi qu’une région commune aux deux isoformes de CHD8. Un PCR en temps réel
préliminaire n’a démontré aucune diminution des transcrits de CHDS, autant ceux
encodant pour la petite que la grande forme, et ce, en comparaison aux cellules contrdle
infectées avec le sShNT (N=1) (Figure 12B). L’utilisation d’un shNCOR1 comme controle
d’efficacité d’infection a démontré une réduction de I’expression des transcrits de
NCORI1 dans ces conditions (Figure 12B). Suite a cet insucces, nous avons utilis¢
plusieurs séquences de siRNA prédites pour cibler a la fois la grande forme et la petite
forme ou encore seulement la grande forme de CHDS (Figure 12C). Suite a la transfection
des différents siRNAs dans les cellules Caco-2/15 et HT-29, nous avons mesuré
I’efficacité de ces siRNA en fonction du niveau protéique résiduel de CHDS. Nous
observons une diminution d’expression de la grande forme de CHDS8 pour tous les
siCHD@ utilisés, autant dans les Caco-2/15 (Figure 12D) que dans les HT-29 (Figure
12E). Les siCHDS8-7, -87 et -89, tous prédits pour cibler les deux isoformes de CHDS,
n’ont pas entrainé de diminution significative de I’expression de CHD8s en comparaison
aux siCHDS-5, -43 et -45 qui ciblent uniquement CHDS8. (Figure 12D et E). Ces résultats
nous démontrent que malgré 1’efficacité des siCHD8-7-87-89 a réduire 1’expression de
CHDSL, aucune diminution protéique de CHDS8s n’est observée. Ceci nous laisse donc

douter de la nature des bandes observées pres de 110 kDa.
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Figure 12 : Analyse de Deffet de plusieurs séquences d’ARN interférents sur D’expression des
isoformes de CHDS8. A) Schéma représentant les différents shRNA utilisés pour cibler CHDS. et
CHDS8s+1. B) PCR en temps réel pour mesurer 1’expression des ARNm de NCORI et de CHDS suite a
I’infection et sélection des populations ayant intégré les divers shRNAs. C) Schéma représentant les
différents siRNAs utilisés pour cibler uniquement la grande forme de CHDS et pour ceux ciblant les 2
formes de CHD8. D) Immunobuvardage a partir d’extraits protéiques totaux de cellules Caco-2/15 suite a
la transfection de différents siRNAs ciblant CHD8. et CHD8|+s. Cet immunobuvardage est analysé a 1’aide
de I’anticorps anti-CHDS que I’on compare au niveau de 1’expression de 1’actine. E) Immunobuvardage a
partir d’extraits protéiques totaux de cellules HT-29 suite a la transfection de différents siRNAs ciblant
CHDS8. et CHDS8+s. Cet immunobuvardage est analysé a I’aide de I’anticorps anti-CHDS8 que I’on compare
au niveau de 1’expression de I’actine.

3. Impact physiologique d’un stress cellulaire sur 1’épithélium intestinal de souris
déficientes pour NCOR1

Les souris NCOR1AE114¢E! présentent peu de différence avec les souris contrdles au
niveau du phénotype de 1’épithélium intestinal (St-Jean et al., non-publi¢). De plus,
aucune inflammation spontanée n’a été remarquée dans ce contexte. Cependant, des
analyses sur le transcriptome des colons distaux des souris NCOR1AE114¢E! démontrent
une différence du nombre de génes modulés plus de 1,5 fois entre des souris agées de 2
mois (411 génes modulés) et de 10 mois (728 génes modulés) lorsque comparées aux
contrdles (St-Jean ef al., non-publi¢). Peu de génes sont communément modulés entre
les souris NCOR1AE114¢E! de 2 mois et de 10 mois. Cependant, une diminution de
I’expression de IL-10 et du facteur de transcription TRIM24 de méme qu’une
augmentation des cytokines IL-2, TNF et IL-5 suggerent une légeére réponse
inflammatoire dans ces deux modeles (St-Jean et al., non-publi¢). Pour mieux étudier
I’effet de la perte d’expression de NCOR1 dans I’épithélium intestinal, des lésions aux
cellules épithéliales ont été induites par le DSS afin d’évaluer son rdle lors de la
régénération épithéliale. Ce processus implique la prolifération cellulaire et nous pouvons
ainsi étudier D’effet de la perte d’expression de NCORI1 en lien avec la prolifération
cellulaire tel qu’observé dans les cellules de cancer colorectal. Nous avons utilisé des
souris mutantes (NCOR1AE114¢E) et contrdles (9 souris pour chaque conditions), entre
8 et 10 mois, qui ont re¢u du DSS 3% dans I’eau de boisson durant 4 jours. Lors de ces 4
jours, nous avons pesé les souris et analysé leurs saignements rectaux. Nous avons ainsi
remarqué qu’il y avait une perte de poids significative et drastique au 4°™ jour au niveau
des souris mutantes comparativement aux contrdles (Figure 13A). Nous avons d arréter
I’expérimentation au jour 4 puisque nous craignons que le lendemain les souris atteignent
la perte de poids maximal autorisée par le comité d’éthique animal de I’Université de

Sherbrooke, soit une perte de 20%. Nous avons remarqué un indice de sévérité de la
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maladie significativement (Tableau 7) plus élevé pour les souris mutantes indiquant que
les souris NCOR1AE 114 réagissent de maniére plus importante a ce traitement (Figure
13B). Nous avons ensuite effectué des coupes histologiques au niveau du colon chez des
souris a 0 et a 4 jours de traitement et nous avons observé que I’étendue de I’inflammation
intestinale (Tableau 8) était significativement plus élevée chez les mutants au 4°™ jour

que chez les contrdles (Figure 13C et D).
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Figure 13 : Les souris NCORIAE11CE! sont plus susceptibles au traitement DSS 3% que les
contréles. A) Courbe représentant le pourcentage de perte de poids entre les souris mutantes
(NCORI1AE114€E!) et les souris contrdles, traitée au DSS 3% durant 4 jours. Un test Anova a 2 facteurs a
été effectué pour nous montrer une significativité de P < 0,0001. B) Graphique représentant 1’indice de
sévérité de la maladie suite a un traitement DSS 3% en sacrifiant des animaux, 9 pour chaque condition,
au jour 4. Un test de t student a été réalisé pour donner une significativité de P <0.001. C) Graphique
représentant le score histologique pour I’étendue de I’inflammation suite & un traitement DSS 3%, en
sacrifiant entre 6 et 9 souris par conditions, au jour 0 et 4 de traitement. Un test de t student a été réalisé
pour donner une significativité de P < 0,001. D) Coupes histologiques représentatives de colon de souris
mutantes (NCOR1AE114¢E") et de souris contrdles, colorées a ’hématoxyline et a I’éosine, non traitées ou
traitées au DSS 3% durant 4 jours.
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Chapitre 4: Discussion

La protéine NCORI1 est connue pour interagir avec les récepteurs nucléaires, tels que les
récepteurs a hormones thyroidiennes et rétinoiques. Elle interagit aussi avec des facteurs
de transcription, tels que NF-kB et AP-1, jouant un réle dans la régulation des genes
cibles impliquée dans la réponse inflammatoire. NCORI1 est aussi connu pour former un
complexe de répression avec HDAC3, TBLI/TBLR1 et GPS2, ce qui permet la
répression transcriptionnelle des génes cibles. Suite a I’induction de la réponse
inflammatoire chez le macrophage, NCORI1 est dégradé afin de dissocier ce complexe de
répression (Ogawa et al., 2004). Cependant, des expériences antérieures de notre
laboratoire ont démontré une induction protéique de NCORI1 lors de 1’activation des
facteurs de transcription, tels que NF-kB et AP-1, suite a une stimulation a IL-1f (St-Jean
et al., non-publi¢). Un séquencage de I’ensemble du transcriptome cellulaire a aussi été
effectué suite a la diminution d’expression de NCOR1 démontrant une hausse et une
baisse d’expression de plusieurs produits de genes (St-Jean et al., non-publié¢). Ces
résultats nous laissent croire qu’il pourrait y avoir une variété de mécanismes impliqués
dans le mode de répression qu’exerce NCORI1. Afin de mieux comprendre ces
mécanismes de régulation transcriptionnelle associés a NCOR1, de nouveaux partenaires
d’interaction ont été découverts. Pour ce faire, une spectrométrie de masse enrichie dans
un milieu SILAC a été effectuée dans des cellules de cancer colorectal. Cette
spectrométrie de masse a permis d’observer un enrichissement de peptides comparable a
celui de NCORI1 et correspondant a la protéine CHDS8. Nous avons donc stipulé que la
protéine CHDS8 puisse interagir avec NCOR1. Lors de cette étude, nous avons exploré
I’implication de NCORI1 et de CHDS8 dans le cancer colorectal ainsi que de leur
interaction mutuelle permettant ainsi d’en savoir plus sur leurs rdles fonctionnels
communs. C’est a travers I’étude de I’interaction entre CHD8 et NCOR1, des différences
fonctionnelles lors de la perte d’expression de NCOR1 et CHDS, et enfin grace a
I’induction d’un stress épithélial chez des souris NCORIAE112EL qu’il nous a été

possible de vérifier notre hypothese.
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1. Composition du complexe de répression de NCOR1
1.1 CHDS8 un nouveau partenaire d’interaction de NCOR1

Une co-IP entre CHD8 et NCOR1 confirme 1’hypothése émise a la suite d’une analyse
en spectrométrie de masse, soit que ces 2 protéines interagissent ensemble et ce, dans
différentes lignées cellulaires. Une supposition a été €émise que cette interaction,
indépendante au cancer, est impliquée au niveau de la régulation transcriptionnelle. Cette
supposition supporte le fait que certains domaines protéiques de NCOR1 et CHDS ont
des fonctions au niveau du remodelage de la chromatine et de la liaison a I’ADN. Il s’agit
maintenant d’explorer quels sont les domaines d’interactions protéiques impliqués, quels
sont les geénes cibles et quels sont les roles fonctionnels induits par 1’interaction entre

CHDS8 et NCORI.

1.2 Le domaine RD1 de NCORI interagit avec la forme complete de CHDS8

Parmi les 5 différentes protéines recombinantes associées aux domaines de la protéine
NCORI1, le domaine RD1 est celui ayant la capacité d’interagir avec CHD8 au noyau
dans nos conditions expérimentales. Le domaine RD1 est principalement connu pour
interagir avec des protéines impliquées au niveau du complexe de répression associ¢ a
NCORI1. Le complexe de répression de NCORI intervient dans plusieurs contextes
tissulaires. Par exemple, dans un contexte de leucémie myéloide aigué, la protéine ETO,
fusionnée avec le facteur de transcription hétérodimérique RUNXI, est capable de lier le
domaine RDI1 (entre les acides aminés 254 et 407) et le domaine RD3 (entre les acides
aminés 950 et 1275) de NCORI. La protéine ETO interagit aussi avec Sin3A et avec
différents HDAC tel que HDAC1 ou HDAC2. Ainsi, le complexe HDAC-NCORI1-Sin3
favorise la répression des geénes cibles de ETO/RUNX1 (Lausen et al., 2004; Lutterbach
et al., 1998).

Le complexe de répression de NCOR1-HDAC3 est d’avantage connu et comprend
souvent les protéines TBL1, TBLR1 et GPS2 associés au domaine RD1. Les protéines
TBL1/TBLRI se lient au domaine RD1 entre les acides aminés 246 et 256 tandis que
GPS2 se lie approximativement entre les acides aminés 167 et 207 (Kruusvee et al., 2017,
Oberoi et al., 2011). Les trois différentes protéines liées au domaine RD1 sont aussi
capables de se lier entre eux. Les protéines TBL1 et TBLR1 sont impliqués a la fois dans

la répression transcriptionnelle et dans 1’activation transcriptionnelle. Le N-terminal de
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protéines TBL1 et TBLR1 interagit avec les histones H2B et H4 hypoacétylées, ce qui
favorise la répression transcriptionnelle (Yoon et al., 2003). D’un autre coté, la
phosphorylation de TBL1/TBLR1 par PKC, CK1 et GSK3 permet la dégradation de
NCORI1 en favorisant son ubiquitination. Ceci entraine donc une activation
transcriptionnelle des génes cibles impliqués dans ce contexte (Perissi et al., 2008). La
protéine GPS2 est, quant a elle, impliquée dans la régulation négative de la voie JNK,
empéchant ainsi la formation du facteur de transcription AP-1(Zhang et al., 2002). En
sachant que le domaine RD1 lie souvent des protéines en lien avec le complexe de
répression de NCORUI, il est tentant de spéculer que CHDS8 en fasse partie. De ce fait, il
est possible que le chromodomaine de CHDS pourrait, par exemple, se lier a H3K9me3
puisque cette méthylation s’associe souvent a un statut répressif de la transcription. Quant
au domaine hélicase de CHDS, il pourrait induire une torsion au brin d’ADN ce qui

permettrait le glissement du nucléosome pour maintenir sa répression transcriptionnelle.

Le complexe NCOR1-HDACS3 a aussi été observé pour interagir indirectement avec une
protéine ayant un domaine hélicase, soit SNF/SWI ATPase. Il s’agit de la protéine
SMARCAS (SWI/SNF Related, Matrix Associated, Actin Dependent Regulator Of
Chromatin, Subfamily A, Member). En plus d’un domaine SNF/SWI, la protéine
SMARCAS contient aussi un domaine SANT tout comme CHD8 (Marfella & Imbalzano,
2007). Ainsi, le complexe NCOR1-HDAC3 permet de désacétyler la queue de I’histone
4 afin que SMARCAS s’y lie. Une fois cette liaison accomplie, le domaine hélicase de
SMARCAS vient favoriser le glissement du nucléosome avec I’énergie de I’hydrolyse de
I’ATP. Cela permet donc de maintenir la répression transcriptionnelle en favorisant la
stabilit¢ du nucléosome. Il n’en reste pas moins que le recrutement de SMARCAS est
dépendant de ’activité du complexe HDAC3-NCORI. Cet article nous démontre aussi
que la déacétylation de H4K 16 favorise un effet inhibiteur, ce qui nous laisse supposer
que ce site a une grande importance au niveau de la condensation de la chromatine
(Alenghat et al., 2006). Dans la littérature, une interaction de SMARCAS avec BAZ1A
a aussi €té observée (Bromodomain Adjacent To Zinc Finger Domain 14). Le C-terminal
de BAZI1A se lie avec une forte affinité au niveau du domaine RD1 de NCORI1 et aussi

au niveau des histones (Aydin et al., 2014; Ewing et al., 2007).

Une comparaison de la séquence en acides aminés des protéines CHD8 et SMARCAS

montre une homologie de pres de 60% au niveau de leur domaine hélicase respectif. Ceci
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nous suggere un mécanisme d’action de CHDS8 potentiellement similaire a celui de
SMARCAS lors de la répression transcriptionnelle. CHDS pourrait étre en mesure de se
lier au complexe NCOR1-HDAC3 de maniere indirecte via une protéine intermédiaire au
niveau du domaine RD1 de NCORI. L’activité enzymatique de HDAC3 favoriserait la
désacétylation d’une queue d’histone et faciliterait ainsi la formation d’hétérochromatine.
Avec I’énergie de I’hydrolyse de I’ATP de son hélicase, CHDS favoriserait le glissement
du nucléosome afin de maintenir une répression transcriptionnelle et non une activation.
Avec son chromodomaine, il serait possible que CHDS8 s’ancre sur la lysine méthylée
d’une queue d’histone pour favoriser sa stabilité afin de permettre son activité. En faisant
partie de ce complexe, CHD8 prend une plus grande importance au niveau de la
régulation transcriptionnelle des génes cibles de NCORI, ce qui pourrait les mener a
avoir des roles fonctionnels communs. La structure de la chromatine est unique pour
chaque promoteur donc cela ne permet pas de confirmer un réel mécanisme, mais
uniquement de le supposer. Il n’est pas non plus impossible de penser que CHDS a
d’autres effets sur la chromatine qui va a I’encontre de la répression transcriptionnelle,
tout comme SMARCAS. CHDS pourrait par exemple interagir au méme site de liaison
que GPS2 et empécher ainsi sa liaison, ce qui favoriserait I’activité transcriptionnelle des
genes cibles du facteur de transcription AP-1. I serait aussi possible que CHDS se lie a
la marque H3K9mel, une méthylation souvent associée a un statut actif de la

transcription.

Nous avons observé que contrairement au recrutement du domaine RDI1 par
I’immunoprécipitation de la protéine entiecre CHDS8, I’immunoprécipitation par
I’utilisation de [Danticorps anti-V5 du domaine RDI n’est pas efficace a
immunoprécipiter la protéine entiere CHDS. Il faut comprendre que NCORI1 est en
constante interaction avec plusieurs protéines ayant des affinités différentes et bien
spécifiques. Dans le cas, par exemple, de I’interaction de NCORI1 avec les récepteurs
nucléaires, il s’agit d’une liaison de faible affinité puisqu’elle est associée a de fréquent
changement. Entre la protéine CHDS et la protéine recombinante du domaine RD1 de
NCORUI, il s’agit peut-étre d une interaction ou I’affinité de liaison est plus faible a cause
de la forme incompléte de NCOR1. Ce qui laisse supposer que la force d’attraction d’une
petite région de la protéine NCORI1, soit le domaine RD1, ne soit pas assez élevée pour

attirer la forme compléte de CHDS8 dans nos conditions expérimentales.
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1.3 Perspectives de I’objectif 1

Le domaine RD1 est maintenant connu pour interagir avec la protéine CHDS. Il s’agira
maintenant de déterminer quel(s) domaine(s) de CHDS interagissent avec NCOR1. Pour
ce faire, il suffirait de répéter ce qui a été fait avec NCORI, mais cette fois-ci avec les
différents domaines de CHDS. Ainsi, CHDS pourrait étre séparé en 5 différentes
constructions, étiquetées avec 1’épitope HA, et transfect¢ dans des HEK293T avec la
forme compléte de NCORI1. Ensuite des IP en alternance avec les anticorps Flag et HA
seraient analysée en immunobuvardage. En connaissant les domaines d’interactions entre
NCORI1 et CHDS, une analyse similaire serait effectuée dans les cellules Caco-2/15 et
HT-29. Ceci permettrait de confirmer que les différents domaines obtenus interagissent
bel et bien ensemble dans des lignées cellulaires de cancer colorectal. Il serait aussi
intéressant de connaitre les séquences de liaison des domaines d’interactions entre
NCORI1 et CHDS, afin de les invalider par mutation ou par délétion dans ce cas-ci par la
méthode de CRISPR/cas9. Ainsi, en immunoprécipitant les protéines CHDS et NCOR1
modifiées au niveau de leur sites d’interactions, nous serions capables de confirmer si
I’interaction entre CHDS8 et NCORI1 est réelle ou non. Par la suite, une surexpression de
la forme compléte de CHD8 avec NCOR, modifié au niveau de son site d’interaction
avec CHDS, serait intéressant a obtenir. Cela permettrait de voir si le CHDS8 endogéne se
lie au NCORI1 modifi¢ ou bien au NCOR1 endogéne. Une liaison avec la protéine
NCOR1 endogéne permettrait la transcription de genes cibles et indiquerait si
I’interaction est réelle ou non. Pour confirmer si I’interaction est directe ou non, un essai
de double hybride pourrait étre effectué en regardant I’efficacité de I’expression du géne
rapporteur. De maniére in situ, un essai de proximité de ligation pourrait aussi étre
effectué en regardant I’intensité de fluorescence obtenue. Il serait aussi intéressant de
confirmer si I’interaction entre ces deux protéines s’effectue lorsque I’ADN est sous
forme d’euchromatine ou hétérochromatine. Pour ce faire, une analyse de séquencage de
bisulfite, sur le promoteur des geénes cibles régulé par ’interaction de NCOR1 et CHDS,
pourrait étre effectuée. Cela permettrait d’observer le niveau de méthylation du

promoteur et de déterminer le niveau de compaction de la chromatine.

En sachant qu’NCORU1 agit en tant que corépresseur transcriptionnel et que CHDS agirait
en tant qu’hélicase et qu’une interaction entre NCOR1 et CHDS a été démontrée, il est
possible de croire que ces deux protéines régulent, de maniére complémentaire, la

transcription. Il serait donc intéressant de déterminer leurs cibles transcriptionnelles
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potentielles. Certains geénes auraient préalablement été ciblés lors d’un séquengage
d’ARN effectué lors de la perte d’expression de CHDS8 ou de NCORI1 dans des cellules
Caco-2/15 et HT-29. L’analyse de ce séquencage a démontré une modulation
d’expression commune a la perte de NCOR1 et CHDS au niveau de certains genes
impliqués dans la survie, la migration et la prolifération cellulaire (St-Jean et al., non-
publié). A la lumiére de ces résultats, des ChIPs de NCOR1 et CHDS pourraient étre
effectués afin de déterminer leurs profils d’interaction communs avec la chromatine et
ainsi les comparer aux genes communément modulés lors du séquencage d’ARN

préalablement obtenu.

2. Les roles fonctionnels de NCOR1 et CHDS dans des cellules de cancer colorectal

2.1 CHDS8 et NCORI1 sont impliqués dans la régulation de la croissance cellulaire
au niveau de cellules de cancer colorectal

Nous avons observé une diminution intermédiaire de la croissance cellulaire lors de la
perte d’expression de CHD8 comparativement a la perte d’expression de NCORI1 dans
les lignées cellulaires HT-29 et Caco-2/15. Cette observation pourrait a priori s’expliquer
par le fait que nous ciblons uniquement la perte de la grande forme de CHDS. La petite
forme de CHD8 comprend uniquement les 749 premiers acides aminés de CHDS. Cette
section protéique est a la source de plusieurs interactions, telles que la liaison a la 3-
caténine et a 1’histone H1 (Nishiyama et al., 2012). Le complexe regroupant la f3-
caténine, CHDS et I’histone H1 favorise la répression des génes cibles de la voie des Wnt,
tel que la CCNDI. La CCNDI, qui encode pour la protéine cycline D1, joue un rdle
important dans la transition de la phase G1 a la phase S durant le cycle cellulaire. La
répression directe de la CCNDI1, par la présence de la petite forme de CHDS, favorise
donc une diminution de croissance cellulaire. Ainsi, il est possible de penser qu’une
expression résiduelle de la petite forme de CHDS, dans un contexte ou la grande forme
est inhibée, peut présenter un effet compensatoire lors de la croissance cellulaire au

niveau des cellules de cancer colorectal.

2.2 Diminution d’expression des différentes formes de CHDS8

Nous avons visé une stratégie permettant d’obtenir une perte d’expression de toutes les
formes de CHDS8 afin de déterminer si la présence de la petite forme de CHDS8 pouvait

soutenir le maintien d’une certaine prolifération cellulaire a 1’opposé de 1’arrét drastique
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de prolifération observé lors de la perte d’expression de NCOR1. Afin de diminuer
I’expression des 2 formes de CHDS, nous avons utilis¢ différentes méthodes
d’interférence a I’ARN, soit 1’introduction cellulaire de ShARNA ou encore de siRNA.
L’utilisation de différents sShRNA contre CHDS8 s’est avérée non efficace pour diminuer
I’expression des 2 formes de CHDS. Une des explications des plus probables est que les
séquences utilisées pour cibler la grande et la petite forme de CHD8 ne sont pas
optimales. Le séquencage des amorces insérées dans le vecteur pLKO.1 puro a confirmé
I’intégrit¢ de celles-ci excluant la possibilit¢ d’une erreur dans les séquences
nucléotidiques ainsi insérées. Cela nous amene donc a suggérer que les séquences
utilisées ciblent une région de CHD8 ou I’ARNm pourrait étre encombré par des
protéines régulatrices de la transcription ou de la stabilité placant I’ARNm dans une
conformation inadéquate pour le ciblage. Pour de prochains clonages, il serait judicieux

d’utiliser plusieurs séquences ciblant différentes régions des produits du gene désiré.

Par la suite, I’utilisation des siRNA s’est avérée fonctionnelle pour cibler uniquement la
grande forme de CHDS. Ceci nous indique que les séquences ciblées par les siRNA sont
efficaces. A la lumiére de cette observation, il est tentant de mettre en doute la réelle
existence de la petite forme de CHDS dans ce contexte. Par-contre, dans 1’article du Dr
Nishiyama (2009), des immunobuvardages a partir d’extraits de différents types de
lignées cellulaires ont démontré la présence des 2 formes de CHDS. Parmi ces lignées,
les cellules épithéliales de carcinome colorectal humain HCT116 ont montré I’expression
de ces deux formes. Nous avons remarqué que les cellules HCT116 expriment plus
fortement la soi-disant petite forme de CHDS8 comparativement aux autres lignées
cellulaires que nous avons analysées. Il est possible que la petite forme de CHDS n’existe
que dans des types cellulaires particuliers. Il est aussi possible que les bandes visualisées
a la taille normalement prédite pour la petite forme de CHDS8 ne soient que des bandes
non spécifiques détectées par I’anticorps de CHDS (ab114126) utilisé dans notre étude.
Il existe peu de groupes scientifiques qui ont démontré la présence de la petite forme de
CHDS par immunobuvardage. Les études qui rapportent cette forme ont toutes utilisé les
anticorps maison du Dr. Kikuchi (Sakamoto et al., 2000). Il faut aussi considérer qu’il
est peut-€tre plus difficile d’apercevoir une diminution d’expression protéique lorsqu’il
y a une faible quantité endogene de la protéine. Une moindre modification ou erreur

affectant les niveaux d’expressions protéiques peut fausser les résultats obtenus. Ainsi, il



62

est plus facile d’observer une diminution d’expression protéique a partir d’une forte

expression endogeéne de la protéine cible.

2.3 CHDS, une protéine dichotomique

D’autres mécanismes peuvent expliquer I’effet intermédiaire de la réduction de
prolifération cellulaire lors de la perte d’expression de CHDS lorsque comparé a la perte
d’expression de NCORI. Il faut tout d’abord comprendre que NCOR1 n’est pas la seule
protéine avec laquelle CHDS8 est capable d’interagir. L’interaction de CHDS avec
plusieurs autres protéines vient favoriser ou inhiber la prolifération cellulaire.
L’interaction de CHDS8 avec la B-caténine intervient dans la voie de signalisation
canonique des Wnt. Le complexe formé de 1’histone H1-CHDS8-B-caténine empéche
I’activité de la B-caténine, ce qui entraine la stabilité du groupement Groucho sur les
facteurs de transcription LEF/Tcf-1. La présence de CHDS8 permet donc 1’inhibition de
la transcription des genes de la voie des Wnt impliqués dans la prolifération cellulaire,
tels que MYC et CCND1. (Adhikary & Eilers, 2005). CHDS interfere aussi au niveau de
I’hyperméthylation des ilots CpG dans le promoteur des genes CIMP grace a une
mutation de BRAF(V600E). Cette mutation favorise la suractivation de la voie des
MAPK et favorise une liaison de DNMT3B a I’ADN par I’intermédiaire de CHDS,
BACHI1 et MAFG. L’activit¢ méthyltransférase de DNMT3B permet donc une
répression transcriptionnelle constitutive des genes cibles (Fang ef al., 2014). En plus de
réprimer, CHD8 peut aussi favoriser la transcription en facilitant 1’activation du géne
CCNE? et de la protéine E2F1. La Cycline E2 aide au passage de la phase G1 a la phase
S durant le cycle cellulaire en phosphorylant la protéine RB et en libérant le facteur de
transcription E2F. La protéine E2F1, par exemple, est nécessaire a la transcription des
genes impliqués dans le passage de la phase G1 a S tels que RBLI (rétinoblastoma-like-
1) et CDC25A4 (cell division cycle 25A). CHDS8 est aussi capable d’interagir avec le
facteur de transcription CTCF qui est 1ié sur différentes séquences isolatrices de I’ADN.
L’interaction entre CHDS8 et CTCF empéche la propagation de 1’hétérochromatine sur le
génome, ce qui favorise la transcription des genes cibles. La perte de CHDS favorise
I’hyperméthylation des ilots CpG ainsi que I’hypoacétylation de I’ADN pres des sites de
liaison de la protéine CTCF. Il est donc possible de constater que la protéine CHDS peut
favoriser autant que réprimer la prolifération cellulaire selon le contexte et c’est ce qui
en fait une protéine dichotomique pouvant peut-&tre expliquer I’effet intermédiaire de la

prolifération cellulaire observé lors de la perte d’expression de CHDS. Dans un autre
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ordre d’idée, les lignées cellulaires Caco-2/15 et HT-29 deviennent sénescentes lors de
la perte d’expression de NCOR1 en contraste avec la perte d’expression de CHDS (St-
Jean et al., non-publié¢). Ceci pourrait aussi contribuer a expliquer le phénotype
intermédiaire observé lors du décompte cellulaire. Au final, la perte d’expression de
CHDS8 et NCORI meéne a un rdle biologique commun, soit une diminution de
prolifération cellulaire dans un contexte de lignées provenant de cancers colorectaux.
Cette diminution proliférative pourrait €tre attribuable, en partie, a des mécanismes de

régulation communs entre CHD8 et NCORI1 et ce, en fonction de leur interaction.

2.4 Perspective de I’objectif 2

En sachant qu’il existe une diminution de croissance cellulaire lors de la perte
d’expression de CHD8 et NCORI1, il serait intéressant de vérifier s’il ne s’agit pas d’une
diminution de prolifération cellulaire. Cette hypothése pourrait étre vérifiée en effectuant
une cytométrie de flux sur des cellules marquées au 5-ethynyl-2’-deoxyuridine (EdU)
ainsi qu’a I’iodure de propidium suite a un arrét du cycle cellulaire. Pour voir si la perte
de CHDS8 et NCORI1 n’affecterait pas 1’adhésion cellulaire, une mesure de la viabilité des
cellules en suspension avec du trypan bleu pourrait étre effectuée. La survie cellulaire
pourrait aussi €tre mesurée en incubant nos cellules avec 1’alamar blue qui un colorant
indicateur d’oxydo-réduction. Par la suite, une faible présence de la petite forme de
CHDS aurait pu s’expliquer par un phénoméne de dégradation. Cela aurait été possible
de le prouver en utilisant des inhibiteurs de protéasome, tel que le MG-132. 1l aurait aussi
¢été intéressant de valider les différents siRNA pour la perte d’expression de la petite
forme de CHDS dans un contexte de cellules colorectales non cancéreuses. En effet, cette
petite forme semble s’y retrouver en plus grande concentration comparativement aux
cellules de cancer colorectal. L’article démontrant différents types cellulaires pouvant
exprimer les 2 formes de CHDS, dont les cellules HCT116 (Nishiyama et al., 2009),
sont des cellules ou P53 est de type sauvage ou encore absent. Les cellules HT-29 et
Caco-2/15, que nous avons utilisé, sont quant a elles mutées pour P53. Il serait donc
intéressant de comparer le niveau d’activation des différentes voies de signalisations
affecté par les principales mutations de produits de geénes impliqués dans le cancer
colorectal (P53, APC, BRAF et SMAD4/2) parmi les différentes lignées de cellules
cancéreuses exprimant ou non pas la petite forme de CHDS. Pour la suite du projet, il
serait aussi intéressant de communiquer avec les différents groupes relatant 1’existence

de la petite forme de CHDS tel que le Dr. Kikuchi (Sakamoto et al., 2000). 1l serait ainsi



64

possible d’utiliser leur anticorps maison ainsi que leur shRNA ciblant la grande et la
petite forme de CHD8 (Kobayashi et al., 2002; Nishiyama et al., 2012). Cela nous
permettrait de valider la présence réelle ou non de la petite forme de CHDS8 dans les
différentes lignées cellulaires utilisées. En sachant la présence d’un phénotype sénescent,
il serait intéressant d’aller vérifier si la perte d’expression de NCOR1 ou de CHDS
pourrait induire la mort cellulaire. Pour ce faire, il serait possible d’effectuer un essai a
I’annexine 5 que I’on analyserait en FACS et un immunobuvardage avec des anticorps

dirigés contre la caspase-3 clivée, BCL et Bax.

3. Induction de lésions épithéliales par le DSS
3.1 Sensibilité des souris NCOR1AE112E! au DSS 3%

A 1la suite d’études antérieures réalisées sur les souris NCOR1AID?CEL e modéle murin
NCORIAE114CEL 3 été priorisé afin d’évaluer les effets de la perte de compléte de
NCORI1 au niveau de I’épithélium intestinal. Ainsi, des études précédentes, sur les souris
NCORIAE114€EL ont démontré un phénotype épithélial intestinal similaire aux souris
contrdles (St-Jean et al., non-publié). Tout comme il est possible de I’observer chez les
souris NCOR1AIDACE! 1a perte d’expression de NCOR1, au niveau de 1’épithélium de la
souris, n’affecte pas le maintien de la structure épithéliale intestinale. Afin de mieux
étudier I’effet de la perte d’expression de NCORI1 chez les souris NCOR1AE 114! nous
avons induit un stress épithélial a ’aide d’un carcinogéne non-génotoxique, le DSS. Ces
résultats ont démontré que les souris NCOR1AE114 ont une perte de poids significatif,
un index de sévérité de la maladie ¢levé et une inflammation s’étendant jusqu’a la

mugqueuse.

En faisant le paralléle des résultats obtenus entre les NCOR1AIDA“F!, qui sont des souris
ou la protéine NCORI est fonctionnelle, mais ou il ne reste plus que le premier domaine
RID, et les souris NCOR1AE114CEL nous observons, dans les 2 cas, une perte de poids
significatif. Cela permet d’affirmer que la perte de NCORI1 est plus sensible lors d’un
stress ¢épithélial, ce qui favorise un changement dans la réponse physiologique. Cette
sensibilité se retrouve plus importante chez les souris NCORIAE114CEl que les
NCORIAIDACE! et elle peut étre attribuée a 1’importance de la présence du premier
domaine RID, des domaines de répression ainsi que de SANT. Cette sensibilité plus
importante pourrait aussi étre attribuée a un age plus ¢€levé. Les souris plus agées

(NCORI1AE112¢E! entre 8 et 10 mois) ont tendance a consommer plus de nourriture et
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d’eau que des souris plus jeunes (NCORIAID?“E! entre 4 et 5 mois). Les souris
NCORI1AIDACE! démontrent aussi un probléme au niveau de la régénération épithéliale

qui pourrait aussi étre attribuée aux souris NCOR1AE1 14CE!

, mais de maniére encore plus
drastique. En comparant avec la diminution de la croissance cellulaire lors de la perte de
NCORI, il est possible de croire en un déréglement de la régénération épithéliale. Ainsi
une mauvaise croissance cellulaire pourrait expliquer une diminution de prolifération
cellulaire. Malheureusement, I’éthique associée a la perte de poids chez la souris nous a
empéché d’observer I’effet de la régénération des cellules épithéliales intestinales lors de
Iarrét du traitement au DSS. Cette susceptibilité au DSS chez les souris NCOR1AE114¢E!
serait peut-étre dii a un déreglement de la microflore. Il a déja été vu que la présence ou
I’absence de I’expression de certains génes impliqués dans la composition du microbiote
des souris pourrait faciliter le désordre homéostatique lors d’un stress épithélial. Par
exemple, la transplantation fécale du microbiote démontre que I’acide gras oméga-6 a un
pouvoir protecteur contre le DSS et que I’induction de I’anticorps anti-CXCL3 a aussi un
effet protecteur contre le DSS (Nagy-Szakal et al., 2015). Cette susceptibilit¢ au DSS
chez les souris NCOR1AE114CE! pourrait aussi étre attribuable a un phénotype sécrétoire
associé a la sénescence. Il ne faut pas oublier que la perte d’expression de NCORI1 dans
les cellules de cancer colorectal démontre un phénotype sénescent. Nous savons que les
souris NCOR1AE114¢E! ne démontrent pas de sénescence de fagon spontanée (St-Jean et
al., non-publiée), mais si I’on induit une toxine chimique favorisant un stress et que lors
d’un stress épithélial, le phénotype inflammatoire associé a la sénescence apparaissait,

cela pourrait contribuer a expliquer la susceptibilité accrue de 1’épithélium face au DSS.

En plus de cela, une inflammation a long terme des cellules épithéliales intestinales
favorise I’accumulation des espéces réactives de 1’oxygene (ROS) entrainant ainsi des
dommages oxydatifs a I’ADN pouvant causer des mutations dans les génes KRAS, TP53
et parfois APC (Meira et al., 2008; Roessner et al., 2008). Bien que la protéine NCOR1
soutient la prolifération cellulaire, il serait donc possible de croire qu’un stress épithélial
a long terme pourrait mener a la croissance d’un adénocarcinome et méme au cancer

colorectal chez les souris NCOR1AE114CEL

3.2 Perspectives de I'objectif 3

Pour mesurer I’effet de la régénération épithéliale, une induction de DSS durant 7 jours,

avec une plus faible concentration (moins de 3%), suivant une période de récupération
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sur les souris NCOR1AE114¢E! pourrait étre effectué. Afin de mieux caractériser le
modéle NCOR1AE114CEL il serait intéressant d’effectuer des immunofluorescences sur
différents marqueurs de prolifération cellulaire, tels que Ki-67, topoisomérase II et
cycline E. Des injections au Bromodésoxyuridine chez la souris pourront aussi étre
effectuces. 1l serait intéressant d’effectuer ces immufluorescences a travers différentes
sections du coOlon durant le traitement au DSS ainsi qu’avant et apres les 7 jours de la
période de récupération. Nous pourrions ainsi voir 1’effet progressif de la perte et du
renouvellement des cellules épithéliales lors de I’induction d’un stress. Afin de
poursuivre la caractérisation du modele, des immunohistochimies pourraient é&tre
effectuées afin de localiser 1’expression de marqueurs inflammatoires, tels que 1’IL-2,
I’IFN-B1, 'IL-15 et I’'IL-18, a travers les différentes sections du cbélon. De plus, une

12CEL sans et avec DSS, nous aiderait a voir

analyse du microbiote des souris NCOR1AE1
s’il n’y a pas une espece bactérienne particuliére qui pourrait expliquer cette susceptibilité
au DSS. 1l serait aussi intéressant de refaire un stress épithélial causé par le DSS, mais
avec des souris plus jeunes (2 mois), afin de voir si les changements épithéliaux seraient
aussi drastiques. De plus, il serait aussi intéressant d’effectuer a plus long terme un stress
¢épithélial avec une plus faible quantit¢ de DSS pour voir si cela nous amene a une

I’obtention d’un adénocarcinome ainsi qu’a un certain nombre de mutations impliquant

les genes Tp353, Apc, Kras et Smad2/4.

La mise en culture d’entéroides dérivés du modéle murin NCOR1AE114F! faciliterait
aussi sa caractérisation. Ainsi, dans les conditions de culture des entéroides, il serait plus
facile d’étudier le role prolifératif associé a la perte d’expression de Ncorl et ce, avec et
sans stress épithélial, afin de comparer si une diminution de prolifération cellulaire est
observée de facon similaire aux lignées de cellules de cancer colorectal. Il serait aussi
plus simple d’analyser la présence de cellules sénescentes dans 1’épithélium de colon
suite a un stress. Ainsi, il n’y aurait plus d’interférence entre la préparation histologique
des tissus et la B-galactosidase, qui est I’enzyme nécessaire a la détection de la
sénescence. Nous pourrions aussi poursuivre la caractérisation du modéele
NCOR1AE114 ! en déterminant la source cellulaire principale de I’expression de Ncorl
et Chd8 au niveau du colon dans les souris contrdles et mutantes. Cela permettrait
d’observer si la diminution de Ncorl entraine une diminution d’expression de ChdS.
Nous pourrions aussi observer si I’expression de Chd8 change en fonction d’un stress

¢épithélial lors de la perte d’expression de Ncorl.



Conclusion et perspectives générales

Dans le cadre de ce mémoire, nous avons voulu déterminer I’implication de I’interaction
de CHDS8 et NCORI1 dans des lignées de cancer colorectal afin de mieux comprendre
leurs rdles fonctionnels communs. Nous avons confirmé que cette interaction était
présente dans un contexte de lignées de cancer colorectal et que celle-ci implique le
domaine RD1 de NCORI. L’implication de ce domaine nous laisse supposer une
participation du complexe de répression de NCOR1, connu pour favoriser la répression
transcriptionnelle. En fonction des résultats obtenues et de I’intégration de la littérature,
il est possible de croire que le complexe de répression de NCORI1-HDAC3 favoriserait
I’activation de la protéine CHDS8 par I’intermédiaire d’une protéine pour le moment
inconnue dans les cellules de cancer colorectal. Ce serait grace a 1’action du domaine
hélicase de CHDS, permettant la stabilité du nucléosome, qu’il serait possible de faciliter
la répression transcriptionnelle. L’implication du chromodomaine de CHDS8 dans cette
mécanistique agirait d’avantage comme maintien du niveau répressif de la transcription.
Cependant, il n’est pas établi hors de tout doute que le domaine hélicase et le
chromodomaine favorisent la transcription. Pour bien comprendre cette mécanistique, il
serait intéressant d’investiguer sur la présence ou non d’une protéine qui pourrait agir en
tant qu’intermédiaire entre CHD8 et NCORI1 ainsi que sur sa fonctionnalité dans un

contexte de cancer colorectal.

La nature des résultats du transcriptome, établie par séquengage d’ARN dans des cellules
de cancer colorectal ou I’expression de CHD8 ou de NCORI1 fut diminué, a suggéré une
variété de nouveau rdles tels que la survie, la migration et la prolifération cellulaire (St-
Jean et al., non-publi¢). Ceci nous laisse croire a une grande variét¢ de mécanismes
impliqués dans le mode de répression qu’exerce NCORI sur les geénes. Ainsi, une
diminution de la prolifération cellulaire lors de la réduction d’expression de CHDS et
NCORI1 correle bien avec le fait que NCORI est préférentiellement exprimée dans les
cellules prolifératives de 1’épithélium intestinal (Doyon et al., 2009). Dans le contexte
présenté, la réduction intermédiaire de croissance cellulaire lors de la perte d’expression
de CHDS8, comparativement a celle de NCORI1, est possiblement due a I’action
dichotomique de CHDS et non a la présence de CHDSs. Pour bien comprendre quel sont

les réles fonctionnels de CHDS8 et NCOR1 dans le cancer colorectal, des ChIPs pour
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chacune de ces protéines devront étre compléter afin d’établir le profil de liaison commun

pour ces régulateurs sur le génome entier.

Finalement, nous avons observé un déréglement de 1’homéostasie de 1’épithélium
intestinal suite a I’induction du DSS dans un modéle murin invalidé pour Ncor! dans
I’épithélium intestinal. Il serait possible que ce changement inflammatoire induise chez
ces souris un déréglement au niveau de la régénération épithéliale. Il serait intéressant de
comprendre si I’induction d’un stress accentuerait les mécanismes favorisant une
diminution de prolifération cellulaire, comme 1’on retrouve dans les cellules de cancer

colorectal.
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Annexes

Liste des séquences utilisées pour la construction des protéines recombinantes
associées a chacun des domaines de la protéine NCORI :

NCORI1 RDI V5:
Structure: pcDNA3-ECORV- -atg-V5-RD1-TGA- -pcDNA3

5’-GATATC ATGGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACG
TCAAGTTCAGGTTATCCTCCCAACCAAGGAGCATTCAGCACAGAACAAAGTCGTTATCCTCC
TCACTCTGTCCAGTATACATTTCCCAACACCCGCCACCAGCAGGAGTTCGCAGTCCCTGATT
ATCGTTCCTCTCATCTTGAAGTGAGTCAGGCATCACAGCTTTTGCAGCAACAGCAGCAGCAA
CAGCTTCGAAGGCGACCTTCCTTGCTTTCAGAATTTCACCCAGGTTCTGACAGGCCTCAAGA
AAGGAGAACTAGTTATGAACCGTTTCATCCAGGCCCATCCCCAGTGGATCATGATTCACTGG
AATCGAAGCGACCACGTCTGGAACAGGTTTCTGATTCTCATTTTCAGCGTGTCAGTGCTGCG
GTTTTGCCTTTAGTGCACCCGCTGCCAGAAGGGCTGAGGGCTTCTGCAGATGCTAAGAAGGA
TCCAGCATTCGGAGGCAAACATGAAGCTCCATCCTCTCCAATTTCGGGGCAACCATGTGGAG
ATGATCAAAATGCTTCACCTTCAAAACTCTCAAAGGAAGAGTTAATACAGAGTATGGATCG
TGTAGATCGAGAAATTGCAAAAGTAGAACAGCAGATCCTTAAACTGAAAAAGAAACAACA
ACAGCTTGAAGAAGAGGCAGCTAAACCTCCTGAGCCTGAGAAGCCCGTGTCCCCTCCTCCT
GTGGAGCAGAAACACCGCAGTATTGTCCAAATTATTTATGATGAGAATCGGAAAAAAGCAG
AAGAAGCTCATAAAATTTTTGAAGGTCTTGGCCCAAAAGTTGAACTGCCACTGTATAACCAG
CCATCAGATACCAAGGTGTACCATGAGAACATCAAGACAAACCAGGTGATGAGGAAAAAA
CTCATTTTATTTTTTAAAAGAAGAAATCATGCAAGAAAACAAAGGGAACAAAAAATCTGCC
AGCGTTATGATCAGCTCATGGAGGCATGGGAGAAAAAAGTGGACAGAATAGAAAATAATC
CTCGGAGGAAAGCTAAAGAAAGCAAAACAAGGGAATACTATGAAAAGCAGTTTCCAGAAA
TTCGAAAACAAAGAGAACAGCAAGAAAGATTTCAGCGAGTTGGGCAGAGGGGAGCTGGTC
TTTCAGCCACCATTGCTAGGAGTGAGCATGAGATTTCTGAAATTATTGATGGGCTCTCTGAG
CAGGAGAATAATGAGAAACAATGA -3’

NCOR1_SANT V5
Structure: pcDNA3-ECORV- -atg-V5-SANT-TGA- -pcDNA3

5’-GATATC ATGGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACG
CGGCAGCTCTCTGTGATTCCACCTATGATGTTTGATGCAGAACAAAGACGAGTCAAGTTCAT
TAACATGAATGGGCTTATGGAGGACCCTATGAAAGTGTATAAAGATAGGCAGTTTATGAAT
GTTTGGACTGACCATGAAAAGGAGATCTTTAAGGACAAGTTTATCCAGCATCCAAAAAACT
TTGGACTAATTGCATCATACTTGGAGAGGAAGAGTGTTCCTGATTGTGTTTTGTATTACTATT
TAACCAAGAAAAATGAGAATTATAAAGCCCTCGTCAGAAGGAATTATGGGAAACGCAGAG
GCAGAAACCAGCAAATTGCTCGACCCTCGCAAGAAGAAAAAGTAGAAGAAAAAGAAGAGG
ATAAAGCAGAAAAAACAGAAAAAAAAGAAGAAGAAAAGAAAGATGAAGAGGAAAAAGAT
GAAAAAGAAGACTCCAAAGAAAATACCAAGGAAAAGGACAAGATAGATGGTACAGCAGAA
GAAACTGAGGAAAGAGAGCAAGCCACACCCCGGGGGCGAAAGACTGCCAACAGTCAGGGC
CGCCGTAAGGGCCGGATCACCAGGTCCATGACAAACGAAGCTGCAGCTGCCAGTGCTGCAG
CCGCAGCGGCTACTGAAGAGCCCCCACCACCTCTGCCACCGCCACCAGAACCCATTTCTACA
GAGCCTGTGGAGACCTCTCGATGGACAGAAGAAGAAATGGAAGTTGCTAAAAAAGGTCTAG
TAGAACATGGTCGTAACTGGGCAGCAATTGCTAAAATGGTGGGAACGAAAAGTGAAGCTCA
ATGTAAAAACTTCTATTTTAACTATAAAAGGCGACACAATCTTGACAACCTCTTACAGCAGC
ATAAACAGAAAACTTCACGAAAACCTCGTGAAGAGCGAGATGTGTCTCAATGTGAAAGTGT
CGCTTCCACTGTTTCTGCTCAGGAGTGA -3’
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NCOR1 RD2-3 V5:
Structure: pcDNA3-ECORV- -atg-V5-RD2/3-TGA- -pcDNA3

5’-GATATC ATGGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACG
GATGAAGATATTGAAGCCTCCAATGAAGAAGAAAATCCAGAAGACAGCGAAGTTGAAGCT
GTCAAGCCCAGCGAGGACAGTCCTGAAAATGCTACTTCTCGAGGAAACACAGAACCTGCGG
TTGAGCTTGAGCCCACCACGGAAACTGCACCCAGTACATCTCCCTCCTTAGCAGTTCCAAGT
ACAAAACCAGCTGAAGATGAAAGTGTGGAGACCCAGGTGAATGACAGCATCAGTGCTGAG
ACAGCAGAGCAGATGGATGTAGATCAGCAGGAGCACAGTGCTGAAGAGGGTTCTGTTTGTG
ATCCCCCACCCGCTACCAAAGCTGACTCTGTGGACGTTGAAGTGAGGGTGCCAGAAAACCA
TGCATCTAAAGTTGAAGGTGATAATACCAAAGAAAGAGACTTGGATAGAGCCAGTGAGAAG
GTGGAACCTAGAGATGAAGATTTGGTGGTAGCTCAGCAAATAAATGCCCAAAGGCCCGAGC
CCCAGTCAGACAATGATTCCAGTGCCACGTGCAGCGCTGATGAGGATGTGGATGGAGAGCC
AGAGAGGCAGAGAATGTTTCCTATGGACTCAAAGCCTTCACTGTTAAACCCCACTGGATCTA
TACTCGTCTCATCTCCGTTAAAACCAAATCCACTGGATCTGCCACAGCTTCAGCATCGAGCT
GCTGTTATCCCACCAATGGTATCCTGCACCCCATGTAACATACCAATTGGAACCCCAGTGAG
CGGCTATGCTCTCTACCAGCGACACATTAAAGCAATGCATGAGTCAGCACTCCTGGAGGAG
CAGCGGCAGAGACAAGAACAGATAGATTTGGAATGTAGAAGTTCTACAAGTCCATGTGGCA
CATCCAAGAGTCCAAACAGAGAGTGGGAAGTCCTTCAGCCTGCTCCACATCAAGTGATAAC
TAATCTCCCTGAAGGCGTTCGGCTTCCGACAACTCGACCAACCAGGCCACCGCCCCCTCTCA
TCCCGTCATCCAAAACCACAGTGGCTTCAGAAAAACCATCTTTTATAATGGGAGGCTCCATC
TCACAGGGAACACCAGGCACTTATTTGACTTCTCATAATCAGGCTTCCTACACTCAAGAAAC
ACCCAAGCCGTCAGTGGGATCTATCTCTCTTGGACTGCCACGGCAACAGGAATCTGCCAAAT
CAGCTACTTTGCCCTACATCAAGCAGGAAGAATTTTCTCCCCGAAGCCAAAACTCACAACCT
GAGGGTCTGTTGGTCAGGGCCCAACATGAAGGTGTAGTCAGAGGTACCGCAGGAGCCATAC
AAGAAGGAAGTATAACTCGGGGAACTCCAACCAGCAAAATTTCAGTGGAGAGCATTCCATC
CCTACGGGGCTCTATCACTCAGGGCACCCCGGCTCTGCCCCAGACTGGCATACCAACAGAG
GCTTTGGTGAAGGGGTCCATTTCGAGAATGCCCATTGAAGACAGCAGTCCTGAGAAAGGCA
GAGAGGAAGCTGCATCCAAAGGCCATGTTATTTATGAAGGCAAAAGTGGACATATCTTGTC
ATATGATAATATTAAGAATGCCCGAGAAGGGACTAGGAGTCCAAGAACAGCTCATGAAATC
AGTTTAAAGAGATGA -3

NCOR1_middle VS:
Structure: pcDNA3-ECORV- -atg-V5-Middle-TGA- -pcDNA3

5’-GATATC ATGGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACG

AGCTATGAATCAGTGGAAGGAAATATAAAGCAAGGGATGTCAATGAGGGAGTCTCCTGTAT
CAGCACCGTTAGAGGGGCTGATATGCCGAGCATTACCCAGGGGGAGTCCTCATTCTGACCTC
AAAGAAAGGACTGTATTGTCTGGCTCCATAATGCAGGGGACACCAAGAGCAACAACTGAAA
GCTTTGAAGATGGCCTTAAATATCCCAAACAAATTAAAAGGGAAAGTCCTCCCATACGAGC
ATTTGAAGGTGCCATTACCAAAGGAAAACCATATGATGGCATCACCACCATCAAAGAAATG
GGGCGTTCCATTCATGAGATTCCAAGGCAAGATATTTTAACTCAGGAAAGTCGGAAAACTC
CAGAAGTGGTCCAGAGCACACGGCCGATAATTGAGGGTTCCATTTCCCAGGGCACACCAAT
AAAGTTTGACAACAACTCAGGTCAATCTGCCATCAAACACAATGTCAAATCCTTAATCACGG
GGCCTAGCAAACTATCCCGTGGAATGCCTCCGCTGGAAATTGTGCCAGAGAACATAAAAGT
GGTAGAACGGGGAAAATATGAGGATGTGAAAGCAGGCGAGACCGTGCGTTCCCGGCACAC
GTCAGTGGTAAGCTCTGGCCCCTCCGTTCTTAGGTCCACACTGCATGAAGCTCCCAAAGCAC
AACTGAGCCCTGGGATTTATGATGACACCAGTGCACGGAGGACCCCTGTGAGTTATCAAAA
CACCATGTCCAGAGGCTCACCCATGATGAACAGAACTTCTGATGTTACAATTTCTTCTAACA
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AGTCTACCAATCATGAAAGGAAATCGACACTGACCCCTACCCAGAGGGAAAGTATCCCAGC
GAAGTCTCCAGTGCCTGGGGTGGACCCTGTCGTGAGCCACAGTCCGTTTGATCCCCATCACA
GAGGCAGCACTGCAGGCGAGGTTTATCGGAGCCACCTGCCCACGCACTTGGATCCAGCCAT
GCCTTTTCACAGGGCTTTGGATCCTGCAGCGGCTGCTTACCTGTTTCAGAGACAGCTTTCACC
AACTCCAGGTTACCCAAGTCAGTATCAGCTTTACGCAATGGAGAACACAAGACAGACAATC
TTAAATGATTACATTACCTCACAACAGATGCAAGTGAACTTGCGTCCAGATGTGGCCAGAG
GACTCTCCCCAAGAGAGCAGCCACTGGGTCTCCCATACCCAGCAACGAGAGGAATCATTGA
CCTGACCAATATGCCTCCAACAATTTTAGTGCCTCATCCAGGGGGAACAAGCACTCCTCCCA
TGGACAGAATCACTTATATTCCTGGTACACAGATTACTTTCCCTCCCAGGCCGTACAACTCT
GCTTCCATGTCTCCAGGACACCCAACACACCTTGCAGCTGCTGCAAGTGCTGAGAGGGAAC
GGGAACGGGAGCGGGAGAAGGAGCGGGAGCGGGAACGGATTGCTGCAGCTTCCTCCGACC
TCTACCTGCGGCCAGGCTCAGAACAGCCTGGCCGACCTGGCAGTCATGGATATGTTCGCTCC
CCTTCCCCTTCAGTAAGAACTCAGGAGACCATGTTGCAACAGAGACCCAGTGTTTTCCAAGG
AACCAATGGAACCAGTGTAATCACACCTTTGGATCCAACTGCTCAGCTACGAATCATGCCAC
TGCCTGCTGGGGGCCCTTCAATAAGCCAAGGCCTGCCATGA -3’

NCORI1 _RIDI1-2-3 V5:
Structure: pcDNA3-ECORV- -atg-V5-RID1/2/3-TGA- -pcDNA3

5’-GATATC ATGGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACG

GCCTCCCGTTACAACACTGCTGCGGATGCCCTGGCTGCTCTTGTGGATGCTGCAGCTTCTGC
ACCCCAGATGGATGTGTCCAAAACAAAAGAGAGTAAGCATGAAGCTGCCAGGTTAGAAGA
AAATTTGAGAAGCAGGTCAGCAGCAGTTAGTGAACAGCAGCAGCTAGAGCAGAAAACCCT
GGAGGTGGAGAAGAGATCTGTTCAGTGTTTATACACTTCTTCAGCCTTTCCAAGTGGCAAGC
CCCAGCCTCATTCTTCAGTAGTTTATTCTGAGGCTGGGAAAGATAAAGGGCCTCCTCCAAAA
TCCAGATATGAGGAAGAGCTAAGGACCAGAGGGAAGACTACCATTACTGCAGCTAACTTCA
TAGACGTGATCATCACCCGGCAAATTGCCTCGGACAAGGATGCGAGGGAACGTGGCTCTCA
AAGTTCAGACTCTTCTAGTAGCTTATCTTCTCACAGGTATGAAACACCTAGCGATGCTATTG
AGGTGATAAGTCCTGCCAGCTCACCTGCGCCACCCCAGGAGAAACTGCAGACCTATCAGCC
AGAGGTTGTTAAGGCAAATCAAGCGGAAAATGATCCTACCAGACAATATGAAGGACCATTA
CATCACTATCGACCACAGCAGGAATCACCATCTCCCCAACAACAGCTGCCCCCTTCTTCACA
GGCAGAGGGAATGGGGCAAGTGCCCAGGACCCATCGGCTGATCACACTTGCTGATCACATC
TGTCAAATTATCACACAAGATTTTGCTAGAAATCAAGTTTCCTCGCAGACTCCCCAGCAGCC
TCCTACTTCTACATTCCAGAACTCACCTTCTGCTTTGGTATCTACACCTGTGAGGACTAAAAC
ATCAAACCGTTACAGCCCAGAATCCCAGGCTCAGTCTGTCCATCATCAAAGACCAGGTTCAA
GGGTCTCTCCAGAAAATCTTGTGGACAAATCCAGGGGAAGTAGGCCTGGAAAATCCCCAGA
GAGGAGTCACGTCTCTTCGGAGCCCTACGAGCCCATCTCCCCACCCCAGGTTCCGGTTGTGC
ATGAGAAACAGGACAGCTTGCTGCTCTTGTCTCAGAGGGGCGCAGAGCCTGCAGAGCAGAG
GAATGATGCCCGCTCACCAGGGAGTATAAGCTACTTGCCTTCATTCTTCACCAAGCTTGAAA
ATACATCACCCATGGTTAAATCAAAGAAGCAGGAGATTTTTCGTAAGTTGAACTCCTCTGGT
GGAGGTGACTCTGATATGGCAGCTGCTCAGCCAGGAACTGAGATCTTTAATCTGCCAGCAGT
TACTACGTCAGGCTCAGTTAGCTCTAGAGGCCATTCTTTTGCTGATCCTGCCAGTAATCTTGG
GCTGGAAGACATTATCAGGAAGGCTCTCATGGGAAGCTTTGATGACAAAGTTGAGGATCAT
GGAGTTGTCATGTCCCAGCCTATGGGAGTAGTGCCTGGTACTGCCAACACCTCAGTTGTGAC
CAGTGGTGAGACACGAAGAGAGGAAGGGGACCCATCACCTCATTCAGGAGGAGTTTGCAA
ACCAAAGCTGATCAGCAAGTCAAACAGCAGGAAATCTAAGTCTCCTATACCTGGGCAAGGC
TACTTAGGAACGGAACGGCCCTCTTCAGTCTCCTCTGTACATTCAGAAGGGGATTACCATAG
GCAGACGCCAGGGTGGGCCTGGGAAGACAGGCCCTCTTCAACAGGCTCAACTCAGTTTCCT
TATAACCCTCTGACTATGCGGATGCTCAGCAGTACTCCACCAACACCGATTGCATGTGCTCC
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CTCTGCGGTGAACCAAGCAGCTCCTCACCAACAGAACAGGATCTGGGAGCGAGAGCCTGCC
CCACTGCTCTCAGCACAGTACGAGACCCTGTCGGATAGTGATGACTGA -3’
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Tableau supplémentaire:

Tableau 9: Génes identifiés lors de 1’analyse d’un séquencgage d’ARN modulé avec un
ratio plus grand que 2 lors de la perte d’expression de CHD8 et NCOR1 dans des HT-19
et des Caco-2/15.

Génes Caco 215 Caco 2/15 | HT-29 HT-29
modulés shNCOR1-655 | shCHD8-8 | shNCOR1-655 | shCHD8-8

BDNF (Brain- 23.04 4.90 16.82 6.33
derived neuritrophic

factor)

CA12 (carbonic -7.85 -4.31 -4.23 -2.35
anhydrase 12)

CLDN2 (claudin  -2.14 -6.11 -10.54 -40.96
2)

DAPK2 (Death -2.63 -3.77 -2.85 -2.93
associated protein

kinase

ITGAS (integrin 3.87 2.09 2.05 3.40
alpha 5)

PCHD7(protocadh  7.14 3. 97, 4.20 4.83
erin 7}

SERPINAG -2.93 -2.89 -37.66 -24.07

(antytripsin)
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Figures supplémentaires:
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Figure 14: Evidences cliniques que les animaux NcorlAIDACE! 4gés de 4 a 5 mois sont plus
susceptibles a un traitement DSS 3% que les témoins. (A) Courbe représentant la perte de poids des
animaux témoins et mutants lors d’un traitement DSS 3% pendant 7 jours (n=8 animaux par groupe;
moyennes *les SEM). Un test ANOVA a deux facteurs et un test de comparaison multiple par la méthode
de Bonferroni ont été utilisés pour mesurer la significativité des résultats (*; P <0,05, ***; P <0,001). (B)
Index de sévérité de la maladie mesuré au moment du sacrifice d’animaux traités au DSS 3% pour 0, 2, 4
et 7 jours (n = 8 animaux par groupe; moyennes + les SEM). (C) Photos représentatives des coupes
histologiques de cdlons distaux avec coloration H & E obtenues suite au sacrifice des animaux avant et
aprés un traitement au DSS 3% de 7 jours (grossissement 20X). (D) Scores histologiques calculés aprés un
traitement au DSS 3% de 7 jours a partir des coupes histologiques de c6lons entiers (n = 8 animaux par
groupe; 11 -20 champs par coupe; moyennes+ les SEM. Des tests T student ont été utilisés pour mesurer
la significativité des résultats (¥* p<0.01). (Tiré de St-Jean ef al., non-publié)
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Figure 15: Traitement DSS 3% sur des animaux NcorlAIDACEI 4gés de 2 mois. (A) Courbe
représentant la perte de poids des animaux témoins et mutants lors d’un traitement DSS 3 % pendant 7
jours suivi d’une période de récupération de 7 jours (n = 5 par groupe; moyennes + les SEM). Un test
ANOVA a deux facteurs et un test de comparaison multiple par la méthode de Bonferroni ont été utilisés
pour mesurer la significativité des résultats (**; P < 0,01). (B) Courbe de survie Kaplan-Meier réalisée a
partir d’animaux traités au DSS 3 % pendant 7 jours et dont la survie a été¢ évaluée sur une période de
récupération de 14 jours (n = 6 par groupe). Les animaux ont été sacrifiés lorsque leur perte de poids
atteignait la limite fixée a 30 % tel qu’exigé par les régles d’éthique sur la manipulation des animaux. Un
test de Log-rank (Mantel-Cox) a été utilisé afin de déterminer la significativité des résultats (P = 0,0185)
(*; P <0.05). (Tiré de St-Jean ef al., non-publié)



