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RESUME

Analyse de I’expression des génes Hox du groupe B chez des souris
transgéniques présentant des altérations dans l'expression des diverses
isoformes de RARp.

Christian Bellehumeur
Département d’anatomie et de biologie cellulaire, Faculté de médecine,
Université de Sherbrooke.

Les génes homéotiques de type Hox sont reconnus pour jouer un role important dans le
développement embryonnaire mais ils sont maintenant aussi reconnus pour jouer un role
dans le contrfle de la prolifération cellulaire, de la différenciation cellulaire et de
l'apoptose chez l'adulte. Lorsque ces génes homéotiques sont exprimés de fagon
aberrantes, ils peuvent étre tumorigénes. Par exemple, ils peuvent causer des leucémies.
De plus, des expressions aberrantes des genes Hox ont été relevées dans différents types
de cancers comme les cancers du poumon, du colon, du sein et des reins ce qui suggére
qu'ils puissent aussi jouer un role dans ces cancers. Nous savons aussi que certains de
ces génes sont directement contr6lés par l'acide rétinoique via les récepteurs RAR et
RXR. Divers modéles de souris transgéniques sous-exprimant différents isoformes de
RARS ont été mis au point par I’équipe de recherche du Dr. Jacques Bérard. Ces souris,
lorsqu’elles sont agées de plus de 10 mois, sont trés susceptibles au développement de
tumeurs pulmonaires. Nous avons vérifié, chez ces souris transgéniques, 1’expression
des génes Hox du groupe B et nous avons remarqué que 1’expression de plusieurs de ces

génes, dont Hoxb-2, Hoxb-3 et Hoxb-4, est fortement affectée au niveau des poumons.



iii
Le r6le de ces génes Hox dans le processus de tumorigenése pulmonaire est encore
inconnu, mais nous soupgonnons que certains de ces génes puissent avoir des effets pro-
tumoraux tandis que d’autres des effets anti-tumoraux. Afin de vérifier ces hypothéses,

nous avons mis au point une technique de séparation et de purification de pneumocytes

de type II que nous utiliserons a plusieurs fins dans de futurs projets.
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1. Introduction.



1.1  Le systéme pulmonaire.

Le systtme pulmonaire est une structure complexe qui remplit une fonction
importante dans 1’organisme humain: assurer les échanges gazeux. Ainsi, les poumons
permettent, via le systéme cardiovasculaire, 1’oxygénation nécessaire au métabolisme
cellulaire. Les poumons assurent aussi 1’élimination du gaz carbonique (CO;), un
produit métabolique libéré par les cellules (Marieb, 1993). Le systéme pulmonaire est
compose des voies respiratoires donnant accés aux poumons, des poumons proprement
dits, et des systémes musculaires et nerveux permettant la régulation de la respiration
(Figure 1; Marieb, 1993).

Les échanges gazeux se font au niveau des alvéoles qui offrent les surfaces
d’échanges suffisantes pour le permettre. La multitude d’alvéoles retrouvée dans les
poumons augmente largement la surface d’échange gazeux. Plusieurs types cellulaires
sont retrouvés au niveau des alvéoles. Parmi ceux-ci, nous retrouvons les pneumocytes
de type I, les pneumocytes de type II et les macrophages alvéolaires (Figure 1; Marieb,
1993).

Les pneumocytes de type I, des cellules épithéliales pavimenteuses, tapissent la
majorité des alvéoles. Ce sont ces cellules qui assurent les échanges gazeux. La
différenciation cellulaire des pneumocytes de type I est terminale (Crestani et Aubier,
1995). Les pneumocytes de type II, plus gros que les pneumocytes de type 1, adoptent
une structure cuboidale et participent peu aux échanges gazeux. Par contre, ils assurent
les échanges gazeux en empéchant 1’affaissement des alvéoles sur elles-mémes par la
production de surfactants qui permettent de diminuer la tension de surface (Crestani et

Aubier, 1995). Les pneumocytes de type II sont des cellules différenciées de fagon non-



Figure 1: Le systéme pulmonaire.

Le systéme pulmonaire comprend dans son ensemble les voies respiratoires, les
poumons, et le systéme musculaire et nerveux contrélant la respiration (A). Les voies
respiratoires comprennent la cavité nasale, le pharynx, le larynx, la trachée et les
bronches (A). Les poumons sont divisés en 2 poumons (le gauche et le droit) qui sont
subdivisés en 5 lobes : le lobe supérieur du poumon droit, le lobe moyen, le lobe inférieur
du poumon droit, le lobe supérieur du poumon gauche et le lobe inférieur du poumon
gauche. L’accés aux poumons se fait par les bronches (bronche principale) qui
rapidement, au niveau des poumons, se divisent en bronches lobaires (secondaires) et
bronches segmentaires (tertiaires). Finalement, les bronches segmentaires sont divisées
en bronchioles qui elles-mémes se termineront en sac alvéolaire (B). Les échanges
gazeux se font aux niveaux des alvéoles. Les alvéoles se composent de plusieurs types
cellulaires: les pneumocytes de type I tapissant la majorité de la surface alvéolaire et qui
assurent les échanges gazeux, les pneumocytes de type II qui sécrétent le surfactant qui
empéchera le collapsus alvéolaire en diminuant la tension de surface et, finalement, les
macrophages qui assurent 1’élimination des corps étrangers ayant pu se rendre jusqu’aux
alvéoles (C). Finalement, le systéme musculaire contr6lant la respiration est composé

des muscles intercostaux et du diaphragme (A).
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terminale. Ainsi, s’il y a atteinte a l’intégrit¢ tissulaire dans les alvéoles, les
pneumocytes de type II participent a la régénération rapide des tissus. En effet, ces
cellules ont la capacité de se dédifférencier, de se multiplier afin de se redifférencier en
pneumocytes de type I ou de type II (Crestani et Aubier, 1995).

Les macrophages se retrouvent dans la lumiére des alvéoles et ont pour fonction
d’éliminer les micro-organismes et les poussiéres qui peuvent s’y rendre. Ces
macrophages, une fois leurs fonctions remplies, sont éliminés des alvéoles en suivant le
courant ciliaire induit par les cellules de Clara retrouvées au niveau des bronchioles et
sont transportés passivement jusqu’au pharynx (Marieb, 1993).

Le surfactant pulmonaire est produit et sécrété par deux types cellulaires dans les
poumons soient les pneumocytes de type II (Crestani et Aubier, 1995) et les cellules de
Clara (Mason et al., 2000). Le surfactant chez I’humain est composé¢ a 10% de
protéines de surfactant (SPA, SPB, SPC et SPD) (Crestani et Aubier, 1995; Haagsman
et Diemel, 2001) et & 90% d’un mélange de lipides (80.5% phosphatidylcholine, 12.3%
phosphatidyléthanolamine, 9.1% phosphatidylglycérol, 7.3% cholestérol, 2.7%
sphingomyéline, 2.6% phosphatidylinositol, et 0.9% phosphatidylsérine) (Veldhuizen et
al., 1998).

Plusieurs chercheurs ont suggéré que certains types de cancers pulmonaires ont
pour origine les cellules de Clara ou les pneumocytes de type II (Thaete et Malkinson,

1991; Gazdar et al., 1990).



1.2 Les cancers pulmonaires.

1.2.1 Introduction.

Les poumons, comme plusieurs autres organes, sont susceptibles au
développement de cancers (Marieb, 1993). Par définition, le cancer est une pathologie
caractérisée par une prolifération locale et aberrante de cellules pouvant éventuellement
mener au développement de foyers secondaires dans I’organisme (métastases). A des
stades cancéreux avancés, les cellules sont en prolifération cellulaire non contrélée,
moins susceptibles a 1’apoptose et démontrent une perte de 1’identité cellulaire.

Généralement, le développement des cancers pulmonaires est causé par une
exposition prolongée & des agents cancérigénes (tabagisme, hydrocarbures, amiante, etc;
Marieb, 1993; Chaturvedi et Chaturvedi, 2001). 1l existe aussi d’autres facteurs de
risques tels les radiations ionisantes, comme par exemple 1’exposition au radon
(Leenhouts et Brugmans, 2001), I’infection virale par le virus du papillome chez
I’humain (Cook et al., 2000) ou des mutations ponctuelles lors de la réplication de
I’ADN. Le développement des cancers pulmonaires peut aussi provenir de certains
caractéres génétiques transmissibles et qui peuvent constituer un facteur de risques
supplémentaire pour le développement des cancers pulmonaires chez la progéniture.
Par exemple, les mutations du géne du rétinoblastome 1 transmissibles héréditairement
sont un facteur de risque pour le développement du cancer pulmonaire (Kleinerman et
al., 2000).

Des expositions prolongées aux agents cancérigénes et aux radiations peuvent

causer des mutations au niveau de certains génes clés impliqués dans le contrdle de la



prolifération et de la différenciation cellulaires, le contréle de 1’apoptose et de la
reconnaissance immunitaire des cellules anormales (Salgia et Skarin, 1998), de méme
que I’insertion d’ADN viral dans le génome peut activer ou inactiver ces mémes genes
clés. Les celluies affectées perdent ou gagnent ainsi des capacités importantes liées au
contrdle de la prolifération cellulaire, de la survie cellulaire ou de I’identité cellulaire
(Salgia et Skarin, 1998). Ces cellules commencent alors a se diviser de fagon
anarchique. Cependant, il est important de noter qu’une seule mutation est insuffisante
pour mener au développement d’un cancer pulmonaire. D’autres mutations dans
plusieurs génes clés semblent nécessaires pour compléter le processus de tumorigenése.
Ainsi, I’accumulation de mutations finira par engendrer des cellules se divisant de fagon
anarchique et résistant fortement a I’apoptose (Mao, 2001).

Au Canada, le cancer pulmonaire est la deuxiéme forme de cancer la plus
souvent diagnostiquée chez ’humain, aprés les cancers de la prostate chez 1’homme et
les cancers du sein chez la femme. Par contre, les cancers pulmonaires représentent la
forme de cancer la plus mortelle tant chez ’homme que chez la femme. Encore
aujourd’hui, jusqu’a 90% des cancers pulmonaires diagnostiqués sont mortels dans une
période de cinq ans suivant le diagnostic initial (Institut national du cancer du Canada,
2001). Il est reconnu que la cause majeure du développement des cancers pulmonaires
est le tabagisme ou ’exposition secondaire & la fumée du tabac. En effet, le tabagisme
est a I’origine de 85% des cas de cancers pulmonaires (Marieb, 1993). Le 15% restant
surviennent suite a 1’exposition a ’amiante (Chaturvedi et Chaturvedi, 2001), au radon
(Leenhouts et Brugmans, 2001), a la pollution atmosphérique ou a d’autres agents

cancérigénes présents en milieu de travail (Droste et al., 1999). En général, chez



environ 20% des grands fumeurs, les cancers pulmonaires apparaissent 15 & 20 ans

aprés le début du tabagisme.

1.2.2 Les types de cancers pulmonaires.

11 existe plusieurs formes de cancers pulmonaires classées selon 3 groupes. Iy
a la classe des « cancers non a petites cellules » (NSCLC) (Matthews et Linnoila, 1988),
la classe des « cancers a petites cellules » (SCLC) (Matthews et Linnoila, 1988) et la
classe des cancers apparentés aux poumons mais non classés dans les deux premiers
groupes. Ce dernier groupe de cancers pulmonaires comprend les carcinoides

bronchopulmonaires et les mésothéliomes malins (Matthews et Linnoila, 1988).

1.2.2.1 Les SCLC.

Les SCLC représentent la forme la plus agressive et la plus mortelle des cancers
pulmonaires. Généralement, lors du diagnostic, les SCLC sont déja au stade
métastatique, hypothéquant gravement les chances de survie des patients. Ces cancers
débutent habituellement au niveau des bronches dans la partie supérieure des poumons.
Les SCLC sont reconnus comme étant des tumeurs de type neuroendocriniennes et sont
caractérisées par des granules de sécrétion retrouvés dans les cellules de type neuronal
(Matthews et Linnoila, 1988). Deux formes de SCLC sont présentement reconnues soit
les SCLC classiques et les SCLC variants. Les SCLC classiques expriment une grande
panoplie de marqueurs neuroendocriniens : présence de granules de sécrétions, présence
de L-dopa décarboxylase, d’énolase neurone-spécifique, d’une isoenzyme créatine

kinase du cerveau et production de peptides et d’amines hormonales comme le peptide



stimulant le relarguage de la gastrin (GRP), la calcitonine, 1’adrenocorticotropine, le
peptide atrial natriurétique (ANP), la sérotonine, etc (Matthews et Linnoila, 1988;
Linnoila, 1996). Les SCLC variants expriment seulement quelques-uns uns de ces
marqueurs (absence de granules de sécrétions, perte de 1’expression de plusieurs
peptides hormonaux comme la GRP ou la calcitonine et diminution de I’expression de
certains marqueurs comme 1’énolase neurone spécifique) (Matthews et Linnoila, 1988;
Linnoila, 1996). De plus, une forte amplification du géne c-myc a été mise en évidence
dans les SCLC variants de méme qu’une diminution du temps de doublement de la
population cellulaire. L’origine cellulaire des SCLC est encore inconnue, bien qu’il soit
soupgonné que ces cancers se développeraient & partir de cellules d’origine
neuroendocriniennes (Figure 2). Les SCLC représentent quinze a vingt pourcent des

cancers pulmonaires diagnostiqués chez I’humain (Matthews et Linnoila, 1988).

1.2.2.2 Les NSCLC.

Les NSCLC représentent 80% des cancers pulmonaires et regroupent trois types
de cancers chez I’humain : les adénocarcinomes (40% des cancers pulmonaires), les
carcinomes squameux (30 a 35% des cancers pulmonaires) et les carcinomes a grandes
cellules (5 a 15% des cancers pulmonaires). Les NSCLC sont moins agressifs que les
SCLC et se développent moins rapidement, augmentant ainsi les chances de survie des
patients & ce type de cancers lorsqu’ils sont diagnostiqués & temps (Matthews et

Linnoila, 1988).
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Figure 2 : Hypothése sur ’origine cellulaire des cancers pulmonaires chez ’humain.
L’origine cellulaire des différents types de cancers pulmonaires n’a pas encore été
démontrée hors de tout doute. Cependant, différentes hypothéses ont été suggérées et
sont exposées dans cette figure. Ces hypothéses indiquent que la majorité des cellules
composants le systéme pulmonaire proviennent de cellules souches non différenciées et
que seulement certains de ces types de cellules différenciées peuvent éventuellement étre
a Porigine des cancers pulmonaires. Ces deux différents types cellulaires seraient les
cellules neuroendocriniennes, étant a ’origine des carcinoides, des SCLC (cancers
pulmonaires a petites cellules) et des LCNEC (cancers pulmonaires neuroendocriniens a
grandes cellules), et les cellules productrices de mucus a petits granules dont font partie
les cellules de Clara et les pneumocytes de type II. Ces cellules seraient a 1’origine des
cancers de type NSCLC (cancers non-a-petites cellules). Lors du processus de
tumorigencse pulmonaire, ces cellules démontrent des symptdomes d’hyperplasie et de

dysplasie.
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Les adénocarcinomes se développent habituellement a la périphérie des
poumons et sont généralement associés aux bronches. Les adénocarcinomes de type
bronchioloalvéolaires se développent a partir des alvéoles ou des bronchioles
terminales. Ce type de cancer se développe principalement chez les fumeurs de
cigarettes légeres qui ont tendance a inhaler plus profondément la fumée dans les
poumons (Franceschi et Bidoli, 1999). Les cellules de ce type de cancer sont
généralement de forme cuboidale et se regroupent pour former des structures de type
glandulaire. Les carcinomes squameux, ou cancers épidermoides, se développent
généralement dans les bronches principales ou secondaires. Ils tendent & se développer
plus lentement que les autres types de cancers pulmonaires, et sont moins portés au
développement de métastases, sauf & des stades avancés (Matthews et Linnoila, 1988).
Les cellules dans ce type de cancer expriment fortement différentes isoformes de la
cytokératine (cytokératines 1, 5, 10 et 14; Brambilla et al., 2000). Les carcinomes a
grandes cellules se développent généralement dans les petites bronches, et ce dans
I’ensemble du poumon. Les tumeurs sont habituellement de grandes tailles au moment
du diagnostic et sont composées de cellules plus grosses que la normale. Ces cellules
sont caractérisées par un cytoplasme abondant, un noyau plus gros que la normale et des

nucléoles proéminents (Matthews et Linnoila, 1988).

1.2.2.3 Les autres types de cancers pulmonaires.
Les carcinoides se développent a partir de cellules neuroendocriniennes (figure
2). Ces cancers peuvent apparaitre a plusieurs endroits dans 1’organisme humain et

notamment au niveau des bronches pulmonaires centrales. Ces cancers ne sont pas
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associés au tabagisme ou a 1’exposition 4 d’autres agents cancérigénes (Matthews et
Linnoila, 1988). Ils se développent généralement dans la région centrale des poumons,
au niveau des bronches et sont peu malins. Seulement 10 & 20% des carcinoides
bronchopulmonaires produisent des métastases. Les cellules de ce type de cancer sont
caractérisées par une plus grande abondance de gros granules de sécrétions que dans les
cellules des cancers de type SCLC. Ces granules sont immunoréactifs pour plusieurs
hormones et sont positifs & des tests détectant des hormones neuro-spécifiques comme
I’énolase neurone spécifique, la sérotonine, la bombésine, la leu-enkephaline, la
gastrine, la melanocortine, le peptide vasoactif intestinal et le polypeptide pancréatique)
(Matthews et Linnoila, 1988). Finalement, les mésothéliomes pleuraux se développent
habituellement a partir des cellules de la plévre suite 4 une exposition & 1’amiante et

autres minéraux fibreux de la famille de I’amiante (Britton, 2002).

1.2.3 La génétique des cancers pulmonaires.

Diverses anomalies génétiques ont été caractérisées dans les cancers
pulmonaires. Par exemple, certains chromosomes sont fortement affectés lors du
processus de tumorigenése pulmonaire: le chromosome 3, le chromosome 9 et le

chromosome 17.

Le chromosome 3 est le chromosome le plus souvent touché par des anomalies
dans les cancers pulmonaires. De larges délétions y sont retrouvées dans 75% des
NSCLC et dans prés de 100% des SCLC (Salgia et Skarin, 1998). En fait, trois régions
distinctes sont affectées par ces délétions interstitielles. Ces délétions ont été

caractérisées dans les régions 3p25-3pTer, 3p21.3-3p23 et 3pl4-cent (Salgia et Skarin,
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1998). Au niveau de ces trois régions, il existe plusieurs génes candidats
potentiellement impliqués dans les cancers pulmonaires. Dans la région 3p25, nous
retrouvons le géne tumeur suppresseur encodant pour le récepteur nucléaire a 1’acide
rétinoique béta (RARP), un facteur transcriptionnel ayant la capacité d’activer plusieurs
génes impliqués dans la tumorigenése pulmonaire (Gazdar, 1994; Salgia et Skarin,
1998; Bérard et al., 1996; Bérard et al., 1994; Mattei et al., 1988), le géne tumeur
suppresseur VHL impliqué dans le syndrome de Von Hippel Lindau (Minna, 1993;
Salgia et Skarin, 1998) et le géne codant pour le récepteur nucléaire y activé par les
proliférateurs de peroxisomes (PPARY) qui pourrait étre impliqué dans les cancers
pulmonaires (Inoue et al., 2001; Tsubouchi et al., 2000; Beamer et al., 1997). Dans la
région 3p21.3-3p23, nous retrouvons le géne codant pour le récepteur de type II
répondant au TGF (TGFB-R2; Kang et al., 2000; Mathew et al., 1994), le géne codant
pour la protéine RASSF1 faisant partie de la famille d’association au domaine RAS, une
protéine présumée onco-suppresseur ayant la capacité de se lier 2 I’oncogéne RAS pour
activer la différenciation cellulaire et 1’apoptose (Burbee ef al., 2001; Dammann ef al.,
2000), les geénes codant pour DEF-3(g16/NY-LU-12) et LUCA1S5 qui ont la propriété de
lier PARN (Drabkin et al., 1999), le géne codant pour 1’enzyme homologue activant la
voie de 1’ubiquitinilation (UBE1L) jouant un réle dans le systéme d’ubiquitination et la
dégradation de protéines (Kok et al., 1995), le géne hMLH1 impliqué dans la réparation
des erreurs de pairages au niveau de I’ADN (Xinarianos et al., 2000; Benchenhou et al.,
1998) et le géne BAPI, une ubiquitin hydrolase qui lie la protéine BRCAIl afin
d’amplifier son effet sur I’arrét de la croissance cellulaire (Jensen et al., 1998).

Finalement, dans la région 3p14-cent, nous retrouvons le géne codant pour le récepteur
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protéine-tyrosine phosphatase gamma (PTPRG; Pitterle et al., 1998; Salgia et Skarin,
1998) et le géne codant pour le « Fragile Histidine triad » (FHIT) impliqué dans le
métabolisme du diadénosine tetra-phosphate en adénosine triphosphate (ATP) et en
adénosine monophosphate (AMP; Pitterle et al., 1998; Salgia et Skarin, 1998). 1l est
intéressant de noter que le patron de délétion sur le chromosome 3, rencontré dans les
cancers de type SCLC, différe de celui rencontré dans les cancers de type NSCLC
(Gazdar, 1994). De plus, certains génes sur le chromosome 3 peuvent aussi étre
inactivés par méthylation du promoteur comme par exemple RARB (Virmani ef al.,
2000; Gazdar, 1994).

Une perte ou une inactivation sur le chromosome 17 affectant 1’expression du
géne p53 (localisé en 17p13.1) est retrouvée dans 80 a 100% des cancers pulmonaires
(Gazdar, 1994; Salgia et Skarin, 1998). La protéine p53 est reconnue comme un
puissant onco-suppresseur. Elle a pour fonction d’inhiber la prolifération cellulaire et la
synthése de ’ADN. Lors de dommages important au niveau de I’ADN, p53 peut aussi
activer I’apoptose (Salgia et Skarin, 1998).

Finalement, sur le chromosome 9, les génes pl16 et p15 (MTS1/p16INK4A et
MTS1/ pl15INK4B (localisés en 9p21-22) sont perdue ou inactivé dans 67% des
NSCLC et sporadiquement au niveau des SCLC (Salgia et Skarin, 1998). Ces génes
sont des inhibiteurs reconnus du cycle cellulaire et ont un effet directe sur la kinase
cycline-dépendante CDK4. En inhibant la CDK4, les protéines pl6T<** et p15™ '8
empéchent les cellules d’entrer en phase S (Salgia et Skarin, 1998).

Différents oncogénes ou génes suppresseurs de tumeurs subissent des mutations

lors du processus de tumorigenése pulmonaire. Par exemple, le géne encodant la
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protéine pRB (Salgia et Skarin, 1998). Cette protéine est impliquée dans le contréle du
cycle cellulaire en permettant le passage en phase S lorsqu’elle est hyperphosphorylée
(Salgia et Skarin, 1998). Le géne encodant pour la protéine Ras est aussi souvent muté
(Salgia et Skarin, 1998). Cette protéine est un puissant oncogéne faisant partie de la
cascade d’activation des MAPKinases (Salgia et Skarin, 1998). On retrouve aussi dans
certains cas de cancers pulmonaires une sur-activation de 1I’expression des génes myc,
un régulateur transcriptionnel (Gazdar, 1994; Salgia et Skarin, 1998), et HER2/neu
(aussi connu sous le nom de c-erbB-2), le récepteur du facteur de croissance
« epidermal growth gactor » (EGF; Gazdar, 1994; Salgia et Skarin, 1998).

I1 est intéressant de remarquer que les anomalies rencontrées sur le chromosome
3, avec I’hyperprolifération et ’aneuploidie, surviennent précocement dans le processus
de tumorigenése pulmonaire alors que les mutations sur p53 arrivent plus tardivement
au cours du processus de néoplasie (Gazdar, 1994). Ainsi, les délétions rencontrées sur
le chromosome 3 pourraient constituer le ou les éléments déclencheurs dans le

processus de néoplasie pulmonaire (Gazdar, 1994).

1.3  Le récepteur a P’acide rétinoique béta: géne candidat impliqué dans les

cancers pulmonaires.

1.3.1 Introduction.

Parmi les génes affectés par les délétions sur le chromosome 3 dans les cancers
pulmonaires, nous retrouvons le géne RARP (Mattei et al. 1988). Nous nous sommes

particuliérement intéressés a ce géne et ce pour plusieurs raisons: I’acide rétinoique all-
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trans (AR all-trans) et 1’acide rétinoique 9-cis (AR 9-cis) sont des dérivés métaboliques
de la vitamine A ou rétinol ainsi que des esters de rétinyls et de la B-caroténe (Vogel et
al, 1999). Ces dérivés métaboliques, appelés rétinoides, sont reconnus pour avoir des
actions biologiques importantes et sont les ligands des récepteurs de 1’acide rétinoique
dont fait partie le récepteur RARP. Ainsi, les rétinoides contrdlent le développement
embryonnaire (Le Moigne, 1997), induisent la différenciation cellulaire (Hansen et al.,
2000), inhibent la prolifération cellulaire (Raz et Kelley, 1997), induisent 1’apoptose
(Rogers, 1997) et inhibent I’angiogenése (Liaudet-Coopman et al., 1997; Oikawa et al.,
1989). Ils ont aussi la capacité d’influencer le systéme immunitaire (Bérard et al., 1997;
Chen et al, 1997) et d’influencer 1’expression d’oncogéenes et de génes supresseurs de
tumeurs (Pfitzner et al, 1998). La majorité de ces effets biologiques sont assurés par la
grande famille de récepteurs nucléaires a 1’acide rétinoique constitués des RAR et des

récepteurs des rexinoides (RXR).

1.3.2 La famille des récepteurs nucléaires répondant a I’acide rétinoique.

Les récepteurs a ’acide rétinoique sont des facteurs de transcription retrouvés
généralement sur I’ADN méme en absence de leur ligand, 1’acide rétinoique (Piedrafita
et Pfahl, 1999). Les récepteurs répondant & ’acide rétinoique sont classés en deux
familles de récepteurs selon leur degré de conservation au cours de 1’évolution: les
récepteurs a I’acide rétinoique (RAR) et les récepteurs des réxinoides (RXR). Chacune
de ces deux familles est composée de trois isotypes (RARa, f3, ¥ et RXRa, [3, y) encodés

par des génes différents (Figure 3; Petkovich et al., 1987; Giguére et al., 1987, 1990;
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Figure 3: Isoformes des deux familles de récepteurs de ’acide rétinoique.

RAR (récepteur a I’acide rétinoique) et RXR (récepteurs aux rexinoides) sont les deux
familles qui composent les récepteurs nucléaires de ’acide rétinoique. Chacune de ces
deux familles de récepteurs se subdivise en trois isotypes (c., B et y) codés par des genes
différents. Chaque géne produit une multitude d’isoformes (par exemple RARB1, 32, B3
et B4). Les isoformes d’un méme isotype ne varient que par leur région NH,-terminale.
Les isoformes d’un méme isotype sont générées par 1’'usage de promoteurs en tandem,
des mécanismes alternatifs d’épissage, et par I’'usage de codons d’initiation alternatifs de
la traduction. Le schéma illustre les principaux isoformes de RAR a et RARy. Notez

I’absence du domaine NH,-terminal chez I’isoforme RAR[34 (A).
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Benbrook et al., 1988; Brand et al., 1988; Krust et al., 1989; Hamada et al., 1989,
Mangelsdorf et al., 1990, 1992; Yu et al., 1991; Leid et al., 1992; Piedrafita et Pfahl,
1999). Chacun de ces génes peut générer plusieurs isoformes par 1’'usage de promoteurs
en tandem, de codons alternatifs d’initiation de la traduction et par épissage alternatif
(Lehmann et al., 1991; Leroy et al., 1992). Ces différentes isoformes sont exprimées au
cours du développement et dans les tissus matures de fagon spécifique, laissant croire
qu’elles pourraient jouer des réles particuliers dans la régulation du développement au
cours de I’embryogenése ou dans des processus biologiques tissus-spécifiques. Les
RAR sont les principaux effecteurs des dérivés de la vitamine A (Piedrafita et Pfahl,
1999). Cependant, pour transmettre efficacement le signal des rétinoides, les RAR
agissent sous la forme d’hétérodiméres avec 1’un des isotypes des RXR. Les RXR sont
les principaux partenaires d’hétérodimérisation des RAR et sont considérés comme des
corégulateurs essentiels. Seuls les hétérodimeres RAR-RXR lient efficacement 1’ADN
(Piedrafita et Pfahl, 1999). L’activation de ce complexe est initiée uniquement par les
RAR puisque le corégulateur RXR ne répond pas a ses propres ligands si ceux du RAR
sont absents (Kurokawa et al., 1994). Lorsque le corégulateur RXR est activé par son
ligand, il peut cependant amplifier une réponse induite par le ligand lié au RAR
(Minucci et al., 1997). Par contre, le corégulateur RXR a aussi la possibilité de lier
I’ADN sous forme d’homodimére (RXR-RXR) et d’induire une réponse a 1’acide
rétinoique 9-cis (Zhang et al., 1992).

Les RAR répondent a la fois au AR 9-cis et au AR all-trans alors que les RXR

ne répondent uniquement qu’au AR 9-cis. Aucun autre ligand naturel spécifique 8 RXR
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n’est connu & ce jour. Cependant, différents ligands synthétiques pour les RXR
(rexinoides) ont été générés (Piedrafita et Pfahl, 1999).

Les récepteurs nucléaires RAR et RXR exercent leurs effets en modulant
I’expression de génes cibles via des éléments de réponse a 1’acide rétinoique (RARE et
RXRE; Piedrafita et Pfahl, 1999) contenus dans le promoteur des génes cibles. Etant
donné que les récepteurs a 1’acide rétinoique agissent généralement en tandem, les
éléments de réponse de type RARE et RXRE sont composés de deux séquences
consensus situées a proximité 1’une de I’autre dans le promoteur des génes cibles. La
séquence consensus des demi-sites qui est reconnue par les récepteurs a 1’acide
rétinoique est la suivante : AGGTCA (Piedrafita et Pfahl, 1999). La disposition des
demi-sites consensus est critique dans la détermination du type
d’hétérodimére/homodimére qui se liera au RARE ou au RXRE. Par le fait méme,
I’arrangement déterminera ’effet du complexe exercé sur la régulation du géne cible
soit une inhibition ou une activation de son expression (Piedrafita et Pfahl, 1999).
L’arrangement des RARE et des RXRE peut varier de plusieurs fagons, le plus courant
étant la disposition en répétition directe séparée par 1 nucléotide pour les RXRE ou de
2, 4, 5 ou 8 nucléotides pour les RARE. Ces arrangements sont appelés respectivement
des éléments de réponses de type DR-1, DR-2, DR-4, DR-5 et DR-8 (figure 4;
Piedrafita et Pfahl, 1999, Clagett-Dame et Plum, 1997). Cependant, il existe aussi
d’autres arrangements possibles pour les RARE. Ces arrangements sont retrouveés
beaucoup moins fréquemment. Il s’agit de palindromes (Pal-0, Pal-9; figure 4) et de
palindromes inversés séparés par 6 ou 8 nucléotides (IP-6 et IP-8; figure 4) ou encore

d’agencements complexes de plusieurs séquences consensus (figure 4; Piedrafita et
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Figure 4 : Agencement des demi-sites consensus dans les RARE.

Les récepteurs a ’acide rétinoique reconnaissent I’ADN via des éléments de réponses
(RARE). L’organisation des demi-sites consensus (AGGTCA) dans les RARE détermine
le type de récepteurs pouvant se lier &8 I’ADN ainsi que ’agencement de ces récepteurs
nucléaires sur ’ADN (homodimére ou hétérodimére). Cela déterminera 1’effet de ces
récepteurs sur le géne cible. L’agencement le plus fréquent retrouvé dans les RARE est
la répétition directe des demi-sites consensus séparés de “N” nucléotides appelée DR-1,
DR-2, DR-4, DR-5 et DR-8 (A). Il existe aussi des agencements de demi-sites consensus
en palindrome (Pal-0 et Pal-9; B), en répétitions inversées (IP-6 ou IP-8; C) ou des

agencements complexes de plusieurs séquences consensus (D).
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Pfahl, 1999, Clagett-Dame et Plum, 1997). Contrairement aux hétérodiméres RAR-
RXR, les homodiméres RXR-RXR ne se lient que sur les éléments de réponse de type
DR-1 (Piedrafita et Pfahl, 1999).

La liaison des hétérodimeéres RAR-RXR et des homodimeéres RXR-RXR sur
I’ADN est indépendante du ligand. En absence du ligand, les récepteurs liés a ’ADN
ont généralement la capacité de réprimer la transcription du géne cible (Piedrafita et
Pfahl, 1999). Cela s’explique par le fait qu’en absence du ligand, un complexe composé
d’un co-répresseur (N-CoR/SMRT), de Sin3 et d’une histone déacétylase (HDACI) se
lie aux récepteurs nucléaires dimérisés (Piedrafita et Pfahl, 1999; Alland et al., 1997;
Heinzel et al., 1997). En présence de ce complexe, les histones sont déacétylées faisant
en sorte que la structure de la chromatine est plus compacte ce qui empéche la
transcription du géne cible en diminuant ’accés de la machinerie transcriptionnelle de
base au promoteur (Piedrafita et Pfahl, 1999). Cette inhibition est renversée par la
liaison du ligand qui induit un changement de la structure allostérique du récepteur
cible. Le complexe co-répresseur est alors libéré pour étre remplacé par un complexe
coactivateur. Ce complexe est composé d’un coactivateur (N-CoA) lié avec un
cointégrateur (CBP) associé avec son facteur d’association (P/CAF; Piedrafita et Pfahl,
1999). CBP et P/CAF possédent une activité histone-acétyl-transférase (Ogryzko et al.,
1996; Yang et al., 1996). En présence de ce nouveau complexe, les histones sont
acétylées et la structure de la chromatine est alors ouverte, permettant a la machinerie
transcriptionnelle de base d’avoir un meilleur accés au promoteur du géne cible afin

d’initier la transcription du géne (Piedrafita et Pfahl, 1999).
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1.3.3 Convergence des voies de signalisations.

Les RAR et les RXR, en plus d’avoir la capacité de former des homodiméres
RXR-RXR ou des hétérodimeres RXR-RAR, ont aussi la capacité¢ d’interagir avec
d’autres voies de signalisation en formant des hétérodiméres avec d’autres types de
récepteurs nucléaires. Ainsi, les RAR ont la capacité de dimériser avec le partenaire
hétérodimérique d'inhibition (SHP) (Klinge et al., 2001), avec les récepteurs de
I’estrogéne (ERa et B) (Song et al., 1998), avec COUP-TF (facteur de transcription
liant le promoteur en amont du géne de 1’ovalbumine chez le poulet; COUP a, B et y)
(Berrodin et al., 1992), avec les récepteurs thyroidiens (TR a et B) (Glass et al., 1989)
et avec les récepteurs de la vitamine D3 (VDR) (Schrader et al., 1993). Finalement, les
RXR ont la capacité de dimériser avec les partenaires hétérodimériques d'inhibition
(SHP) (Klinge et al., 2001), les récepteurs thyroidiens (Ribeiro et al., 2001), les
récepteurs activés par les proliférateurs de peroxisomes (PPAR a, 3 et y) ( Bardot ez al.,
1993), les récepteurs de 1’cestrogene (Song ef al., 1998), les récepteurs de la vitamine
D3 (Carlberg et al., 2001), les récepteurs des farnésoides (FXR) (Laffite et al., 2000),
les récepteurs des oxystérols (LXR o et B) (Willy et al., 1995), les récepteurs des
androstanes (CAR) (Honkakoski et al., 1998), COUP-TF (Butler et Parker, 1995), le
récepteur des pregnanes (PXR) (Pascussi et al., 1999) et les récepteurs des rexinoides
(NGFI-B q, [ et y) (Perlmann et Jansson, 1995).

Le role rempli par le corégulateur RXR dans la formation de ces hétérodimeres,
en présence de 9-cis RA, peut varier. Dans le cas de RAR et TR, le corégulateur RXR
est silencieux (Forman ef al., 1995). On dit alors qu’il est un partenaire de séquestration

et que son rdle est non permissif. Cependant, pour les autres récepteurs (excepté VDR)
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les génes cibles pourront étre activés a la fois par le ligand de RXR et/ou par le ligand
de son partenaire d’hétérodimérisation. On dit alors que le corégulateur RXR est un
partenaire d’hétérodimérisation permissif. Dans le cas du récepteur a la vitamine D3
(VDR), 1a liaison du ligand de RXR provoque la dissociation du complexe dimérique
RXR-VDR (Cheskis et Freedman, 1994). Il est important de noter qu’en absence de
RXR, les récepteurs mentionnés ci-haut sont dans ’impossibilité de lier efficacement
I’ADN et seront alors incapables de remplir leurs réles respectifs.

Par ailleurs, il existe d’autres possibilités d’interaction entre les différents
récepteurs nucléaires. Par exemple, COUP-TF a la capacité de lier fortement sous
forme d’homodimére certains RARE et empéche ainsi la liaison des hétérodiméres
RAR-RXR sur I’ADN (Tran et al, 1992). La voie des rétinoides sera alors inhibée dans
les cellules exprimant fortement COUP-TF. Il est bon de noter que ces diverses
interactions peuvent s’avérer trés importantes au niveau des cellules, et peuvent

augmenter (ou diminuer) largement I’effet des rétinoides sur I’homéostasie cellulaire.

1.3.4 Les domaines fonctionnels des récepteurs nucléaires répondant a I’acide
rétinoique.

Les RAR et les RXR possédent des séquences protéiques présentant beaucoup
d’homologies entre elles correspondant aux différents domaines fonctionnels. Dans le
cas des RAR, six domaines fonctionnels sont retrouvés alors que les RXR n’en
contiennent que cinq (Figure 5) (Sladek et Giguére, 2000; Giguére, 1999). Les
domaines A et B sont appelés domaines modulateurs, le domaine C est appelé domaine

de liaison a I’ADN, le domaine D est appelé le domaine charniére, le domaine E est
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Figure 3: Les domaines fonctionnels des récepteurs a I’acide rétinoique.

Les récepteurs nucléaires a 1’acide rétinoique se divisent en six domaines fonctionnels :
Les domaines A et B qui constituent le domaine modulateur, le domaine C appelé le
domaine de liaison & I’ADN, le domaine D appelé le domaine charniére, le domaine E
appelé le domaine de liaison du ligand et le domaine F, dont la séquence est peu
conservée et dont la fonction est inconnue. Ce domaine est présent dans les récepteurs
RAR, mais absent dans les récepteurs RXR. Chaque domaine exerce des fonctions
distinctes tel qu’illustrées dans le schéma : fonction AF-1 (fonction activatrice ligand
indépendante), NLS (signal de localisation nucléaire), CTE (extension carboxy-
terminale), CoR box (site de liaison des co-répresseurs) et fonction AF-2 (fonction

activatrice ligand-dépendante).
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appelé domaine de laison du ligand et le domaine F est un domaine dont la fontion est

encore inconnue et sa séquence est peu conservee.

1.3.4.1 Les domaines modulateurs A et B.

Le domaine A, retrouvé a ’extrémité NH-terminale du récepteur, est hautement
variable en terme de taille et d’homologie. Cette variabilité est générée par 1’'usage de
promoteurs en tandem, 1’'usage de codons d’initiation alternatifs et des mécanismes
d’épissage alternatifs. La séquence du domaine A constitue la seule différence qui
caractérise les différentes isoformes des RAR et des RXR. Dans le cas des domaines B,
C, D, E et F, les séquences sont identiques pour toutes les isoformes du méme isotype et
sont relativement bien conservées entre les espéces. Les domaines A/B (figure 5)
possédent une fonction de transactivation ligand indépendante appelée AF-1 (Nagpal et
al., 1993). L’activité de ce domaine est régulée par des interactions directes avec les co-
activateurs des récepteurs stéroidiens et d’autres facteurs tissus-spécifiques. Ce
domaine permet de réguler 1’activité transcriptionnelle du geéne cible de fagon tissu-
spécifique selon les facteurs présents. Il est & noter que le domaine A fonctionne en
synergie avec le domaine de transactivation ligand dépendant AF-2 retrouvé dans le
domaine E (Nagpal et al., 1993). Chez certains récepteurs, 1’activité du domaine de
transactivation AF-1 peut étre augmentée par la phosphorylation de certains résidus par
la « mitogen-activated protein kinase » (MAPKI; Kato et al., 2000), les protéines
kinases cycline-dépendantes (CDK2, CDK7; Rogatsky et al., 1999; Bastien et al., 2000)
et la protéine kinase ribosomale S6 (pp90rskl; Joel e al, 1998). Il est important de

noter que RARP4, contrairement aux autres isoformes de RARp, ne contient pas le
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domaine A porteur de la fonction de transactivation AF-1. Ceci suggére que ce
récepteur nucléaire puisse étre moins efficace pour activer la transcription du géne cible
et ce méme en présence du ligand. Il a été suggéré que RAR[P4 serait un isoforme

dominant négatif (Sommer et al., 1999, Bérard et al., 1994).

1.3.4.2 Le domaine de liaison a ’ADN.

Le domaine C (figure 5), région la plus conservée des récepteurs nucléaires, est
responsable de la liaison 8 ’ADN. Il est composé de deux modules en doigts de zinc
composés de 66 a 70 acides aminés et d’une extension carboxy-terminale (CTE). La
structure des doigts de zinc comprend la boite P, qui est impliquée dans la
reconnaissance de la séquence consensus du demi-site de I’élément de reconnaissance
(Giguére, 1994), et la boite D qui est impliquée dans la dimérisation des récepteurs. Le
CTE joue plusieurs roles : il fournit des interfaces protéines-ADN et des interfaces
protéines-protéines et porte une partie de la séquence de localisation nucléaire (NLS)
retrouvée chez certains récepteurs nucléaire comme les récepteurs stéroidiens (Black et

al., 2001).

1.3.4.3 Le domaine charniére.

Le domaine D (figure 5), appelé domaine charniére, est hypervariable en terme
de longueur et d’homologie. Cette région protéique du récepteur est trés flexible et
permet au domaine de liaison & I’ADN une rotation de 180° afin que les récepteurs
nucléaires puissent se lier comme diméres a la fois sur des éléments de réponses en

répétitions directes (DR) ou inversées (palindrome). Ce domaine peut également
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comporter un signal de localisation nucléaire (NLS) tel que retrouvé chez le récepteur
de la vitamine D3 (Michigami et al., 1999) afin d’assurer le transfert du récepteur au
noyau (Picard et Yamamoto, 1987). Des sites d’acétylation par CBP/P300 (Wang et al.,
1996) et de phosphorylation (Takimoto et al., 2001) ont été identifiés chez certains
récepteurs. Ils permettent de moduler le transport nucléaire ainsi que les capacités de
transactivation de ces récepteurs nucléaires. Le domaine charniére peut aussi contenir

un site d’arrimage pour les co-répresseurs (CoR box) (Horlein et al., 1995).

1.3.4.4 Le domaine de liaison du ligand et le domaine F.

Le domaine E (figure 5) est le domaine de liaison du ligand. Cette section est
relativement bien conservée entre les différents types de récepteurs. Ce domaine assure
la spécificit¢é de réponse au ligand. Le domaine E est aussi impliqué dans la
dimérisation des récepteurs. Il contient une fonction de transrépression active et une
fonction de transactivation ligand-dépendante appelée AF-2. Cette fonction AF-2
permet de lever ’inhibition induite par le domaine de transrépression active suite a la
liaison du ligand. Rappelons que la fonction de transactivation AF-2 collabore avec la
fonction de transactivation AF-1 située dans le domaine A (McKenna et al., 1999).

La fonction du domaine F (figure 5) est encore inconnue. Il est & noter que les
RAR possédent un domaine F alors qu’il est absent chez les RXR (Chambon, 1996;

Giguére, 1994).
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1.3.5 Implication de RARJ dans les cancers pulmonaires.

Le géne de RARJ est localisé¢ dans une région du bras court du chromosome 3
souvent affectée par des délétions chromosomiques caractérisées dans divers types de
cancers dont le cancer du poumon. La premiére évidence de 1’implication de RAR[
dans les cancers remonte a sa découverte en 1986 alors que des études ont montré une
intégration du virus de 1’hépatite B dans le géne codant pour RARP dans un cancer
hépatocytaire humain (Dejean et al., 1986). L’expression de RARP est réduite ou
absente dans plusieurs cancers retrouvés chez 1’Humain (46% des carcinomes de
I’cesophage et 93% des cancers du sein) (Qiu et al., 1999; Wildschwendter et al., 1997).
De plus, au niveau des cancers pulmonaires, RARP est indétectable dans 32% des
tumeurs de type NSCLC et est faiblement exprimé dans un autre 41% des cas (Khuri et
al., 2000). De plus, dans 75% des lignés cellulaires dérivant de cancers pulmonaires de
type SCLC, une perte de ’expression de RARB2 est retrouvée (Virmani et al., 2000;
Geradts et al., 1993). Ceci indique que jusqu'a 75% des cancers pulmonaires ont une
expression diminuée ou inexistante de RARP.

Enfin, il est intéressant de noter que ’acide rétinoique (AR) est reconnu pour
son role dans le contréle de la prolifération cellulaire de plusieurs lignées cellulaires
cancéreuses provenant entre autres du poumon, de 1’estomac, du foie et du sein
(Lokshin et al., 1999; Czeczuga-Semeniuk ef al., 2001; Chung ef al., 2001; Wu et al.,
2001). De plus, la réexpression de RARP dans des lignées cellulaires tumorales induit
une perte de tumorigénicité (Li et al., 1998; Houle ef al., 1993). Cette capacité anti-
tumorale de I’AR s’explique par son habileté & réduire la prolifération cellulaire et a

induire la différenciation cellulaire et 1’apoptose. Cependant, certaines lignées



33

cellulaires tumorales de cancers pulmonaires (H292, H661, SK-MES-1 et CALU-1)
sont réfractaires aux traitements a I’AR (Li ef al., 1998; Houle et al., 1993). Dans
certaines de ces lignées cellulaires (H661, SK-MES-1 et CALU-1), la résistance a ’AR
est renversée par la transfection d’un vecteur d’expression portant unc copie du géne
RARP (isoforme RARB2).

Des mode¢les d’animaux transgéniques sont disponibles dans notre laboratoire.
Ces modéles animaux nous permettent d’étudier les conséquences d’une altération de
I’expression des différentes isoformes de RAR[ sur I’incidence du cancer du poumon et
d’étudier les cibles potentielles, controlées par ce récepteur nucléaire, et impliquées
dans la tumorigenése pulmonaire (Bérard et al., 1996; Bérard et al., 1994). Parmis ces
modgeles, nous retrouvons des souris portant un transgéne exprimant un ARN antisens
contre I’isoforme RARP2 et des souris portant un transgéne exprimant un ARN antisens
contre les isoformes RARPB1 et RARB3. Chez ces souris, une diminution de la présence
protéique des isoformes ciblées est remarquée de méme qu’une forte augmentation de
I’incidence d’apparition de cancers pulmonaires, démontrant que ces récepteurs
participent activement aux processus de tumorigenése pulmonaire. Par ailleurs, nous
avons des modeles de souris transgéniques portant un transgéne exprimant un ARN
semblable a ’isorforme RARP4. Chez ces souris, nous remarquons aussi une forte
augmentation de I’incidence de cancers pulmonaires. Rappelons que I’isoforme RAR(4
ne posséde pas le domaine A porteur de la fonction de transactivation AF-1 et qu’il
pourrait agir comme isoforme dominante négative (Sommer et al., 1999). Ainsi,
RARP4 pourrait compétitionner avec la liaison des isoformes tumeur suppresseurs

RARPI1, RARPB2 et RARP3 et les empécher d’accomplir leurs réles (Houle et al., 1993).
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Fait intéressant, chez les lignées cellulaires dérivées de cancers pulmonaires de type
épidermoide, il y a généralement une perte d’expression de RARB2 tandis qu’il y a
généralement une surexpression de 1’isoforme RAR[B4 au niveau des lignées cellulaires
dérivées d’adénocarcinomes pulmonaires (Bérard et al., 1994), ce qui suggére que
I’isoforme RARPB4 pourrait avoir des propriétés oncogéniques importantes et serait
impliquée dans les processus du développement des cancers pulmonaires. En résumé,
nous pouvons affirmer que les isoformes RARB1, RARP2 et RARB3 sont des isoformes
tumeur supresseurs alors que l’isoforme RAR[4 est considérée comme ayant un
caractére oncogénique.

Une inactivation du géne RARP par hyperméthylation des promoteurs en
tandem peut expliquer la perte ou la diminution de I’expression de RARf dans les
cancers pulmonaires (Virmani et al, 2000) ainsi que dans les cancers de la vessie
(Maruyama et al., 2001), du colon (C6té et Momparler, 1997), de 1’estomac (Hayashi et
al., 2001) et du sein (Widschwendter et al., 2001) pour ne nommer que ceux-ci. De
plus, la perte du cofacteur E1A-like permet une activation synergique du promoteur P2.
Ce promoteur régule la transcription des isoformes de RARP2 et de RARB4 (Kruyt et
al., 1993; Folkers et al., 1996). Enfin, I’expression de RARP peut dépendre de la
quantité de rétinoides présent dans la cellule puisque le promoteur P2, générant les
isoformes RARP2 et 4, contient un RARE de type DRS fortement inductible en
présence de I’AR (Xiao et al., 1995).

Les ligands des RAR sont utilisés pour traiter certains types de cancers dans des
protocoles de chimiothérapie ou de chimioprévention. De cette fagon, diverses Iésions

prénéoplasiques, les cancers de la peau (Bavinck et al., 1995), les cancers pulmonaires
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(Khuri et Lippman, 2000; Toma et al., 1999), les tumeurs de la prostate (Pili et al.,
2001), les cancers de la bouche (Zeng et al., 2000) et les leucémies promyélocytaires
aigués (Fenaux et al., 2001) peuvent étre traitées. A cet effet, divers rétinoides
synthétiques de deuxiéme génération avec des affinités restreintes pour certains des
RAR ont été synthétisés par des compagnies pharmaceutiques afin de traiter de fagon
spécifique certains cancers en évitant au maximum les effets secondaires en ne
stimulant qu’une seule voie de signalisation au lieu des trois. Ces traitements
permettent de récupérer dans certains cas 1’expression endogene du récepteur de ’acide
rétinoique RARP et de rétablir cette voie de signalisation (Pili et al., 2001; Toma et al.,
1999).

Le mécanisme par lequel RARP empéche la prolifération cellulaire est encore
inconnu. Par contre, plusieurs travaux suggérent que RARJ a le pouvoir de réguler la
transcription de génes impliqués dans 1’apoptose, la différenciation et la prolifération
cellulaires. Lorsque RAR[ est surexprimé dans une lignée cellulaire cancéreuse,
I’expression de Bax, Bak, Apaf 1 et des caspases 1 et 9 est augmentée (Hayashi et al.,
2001). Par ailleur, la réexpression de RAR dans une lignée cellulaire provenant d’un
carcinome squameux (SSC) conduit & sa différenciation terminale (Crowe, 1998).
Finalement, le promoteur de p21waf/cipl s’avére étre une cible directe de RAR (Liu et
al., 1996). Notons que p21waf/cipl joue un réle trés important comme inhibiteur du
cycle cellulaire (Boulaire et al., 2000).

D’autre part, les génes homéotiques Hox, contrdlés par 1I’AR, pourraient

représenter des cibles importantes, affectées par les aberrations de 1’expression de
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RARS, dans les cancers pulmonaires. En effet, plusieurs génes Hox sont régulés par les

RAR et certains de ces génes clés montrent un potentiel oncogénique.

1.4  Les génes a homéodomaines de la famille Hom/Hox.

1.4.1 Introduction.

Les génes Hom/Hox font partie de la famille des génes 4 homéodomaine. Les
génes & homéodomaine ont été découverts pour la premiere fois chez la drosophile dans
le complexe bithorax/antennapedia (Le Moigne, 1997; Lewis, 1978). Ce complexe,
composé de 8 génes similaires, est appelé Hom. Ces génes ont été associés au
développement embryonnaire, entre autres dans la segmentation chez la drosophile (Le
Moigne, 1997; Lewis, 1978). Les premiers genes hométiques de type Hox ont é€té
découverts chez les souris (Le Moigne, 1997) et chez ’humain (Le Moigne, 1997;
Bucan et al., 1986). Les génes Hox sont trés similaires aux génes du complexe bithorax
retrouvés chez la drosophile et, trés rapidement, les génes homéotiques de type Hox ont
aussi été associés au développement embryonnaire chez les mammiféres. Ces génes
Hox sont exprimés trés tot lors du développement embryonnaire et participent
activement a la formation de 1’axe antéro-postérieur (Le Moigne, 1997). Les genes Hox
participent aussi & la morphogenése des membres lors de la formation des axes antéro-
postérieur et proximo-distal (Le Moigne, 1997). A des stades plus avancés de
I’embryogenése, les génes Hox participent aussi au processus d’identité cellulaire, au
contréle de la prolifération et de la différenciation cellulaire et au contrdle de 1’apoptose

et de I’angiogenése (Rosen et al., 1996; Cohn et al., 1997; Helgason et al., 1996; Soncin
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et al., 1999). Rappelons que tous ces processus peuvent étre associ€s & la tumorigenese.
En fait, les génes & homéodomaine sont des facteurs de transcription qui contrdlent
I’expression de génes cibles responsables de ces divers effets.

Certains de ces génes Hox sont toujours exprimés au stade adulte (Cillo, 1995;
Kappen, 1996) et pourraient jouer un role important dans I’homéostasie cellulaire. De
plus, I’expression aberrante de certains génes Hox au stade adulte semble étre impliqué
dans la tumorigenése. Mais avant de poursuivre sur ce sujet, commencons d’abord par

parler de la structure du produit de ces génes : les protéines Hox.

1.4.2. Structures des protéines Hox.

La caractéristique principale des protéines Hox est la présence d’une
homéoboite. Ce domaine d’une soixantaine d’acides aminés est hautement conserve
dans toutes les protéines a homéoboites (figure 6). L’homéoboite adopte une structure
tridimensionnelle hélice/tour/hélice formée de quatre hélices alpha. Cette structure est
impliquée dans la reconnaissance et la liaison d’une séquence consensus sur I’ADN (5°-
T1N2A3T4(G/T)s(G/A)s-3’).

Les homéoboites de toutes les protéines Hox étant trés semblables, elles ne
peuvent assurer seules une spécificité pour les promoteurs cibles. Le reste de la
protéine devient alors importante pour assurer cette spécificité. A cet effet, d’autres
zones hautement conservées sont retrouvées dans les protéines Hox.

En premier lieu, la présence d’un tétrapeptide, composé de 4 a 7 acides aminés,
(aussi appelé motif YPWM ou homéopeptide, figure 6) est retrouvé en amont de

I’homéoboite et va participer a la dimérisation de ces protéines avec PBX, une autre
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Figure 6 : Les domaines fonctionnels des protéines Hox.

La caractéristique principale des protéines Hox est I’homéoboite. Ce domaine hautement
conservé est composé¢ d’une soixantaine d’acides aminés adoptant une structure
tridimensionnelle hélice - tour - hélice formée de quatre hélices alpha. Cette structure est
impliquée dans la reconnaissance et la liaison d’une séquence consensus sur I’ADN (5°-
TiN2A3T4(G/T)s(G/A)6-3%). Sur les protéines Hox, on retrouve aussi, en amont de
I’homéoboite, une autre séquence composée de 4 & 7 acides aminés appelée motif YPWM
ou homéopeptide. Cette séquence conservée est nécessaire a la dimérisation des
protéines Hox avec la protéine Pbx et permet I’interaction indirecte, via Pbx, des
protéines Hox avec les protéines Meis et Prep. En N-terminal, un autre domaine
hautement conservé est retrouvé (MSSLLYY-N). Ce domaine protéique est impliqué
dans I’hétérodimérisation des génes Hox avec certains co-facteurs. La section C-
terminale est trés acide et sa fonction est encore inconnue. La partie inférieure du schéma
représente une image tridimensionnelle d’'un ADN double brin sur lequel se retrouve lié

les hélices o des homéoboites d’une protéine Hox et de son co-régulateur Pbx-1.
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protéine & homéoboite. L’interaction entre ces deux protéines modifie I’activité des
protéines Hox dimérisées (Ferretti et al., 2000). PBX permet aussi aux protéines Meis
et Prep d’interagir indirectement avec les protéines Hox afin d’en moduler 1’action
(Ferretti ef al., 2000). Cependant, Meis a aussi la capacité de moduler 1’activité des
protéines Hox indépendemment de PBX, suggérant que Meis peut interagir avec les
protéines Hox de facon directe ou de fagon indirecte via un cofacteur & déterminer
(Thorsteinsdottir et al., 2001). Deux modes d’interactions sont présentement proposés
soient la formation d’un hétérotrimére via deux régions de reconnaisance de Pbx avec
Meis (ou Prep) et Hox, ou la formation de deux diméres indépendants ayant une action
complémentaire (Pbx-Hox et Pbx-Meis (ou Prep); Vlachakis et al., 2001; Ferretti et al.,
2000). Cependant, plusieurs évidences indiquent que la formation d’un hétérotrimeére
serait favorisée (Vlachakis et al., 2001). 1l semble que la présence de Meis ou Prep est
nécessaire pour assurer ou inhiber la fonction transcriptionnelle de certaines protéines
Hox (Sellerti et al., 2001; Thorsteinsdottir et al., 2001; Calvo et al., 1999; Krosl et al.,
1998).

En second lieu, la région N-terminale (figure 6) est aussi hautement conservée
chez les protéines Hox. Cette zone est également impliquée dans 1’hétérodimérisation

des protéines Hox avec certains co-facteurs.

1.4.3 Distribution des génes Hox dans le génome et leur expression dans
I’embryon.
Chez les mammiféres, la famille des génes Hox est constituée de 39 membres

distribués sur quatre chromosomes différents (Cillo et al, 1999; Flagiello et al, 1997).
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Chez ’humain, les quatre complexes ainsi formés sont appelés HOXA, HOXB, HOXC
et HOXD et sont situés respectivement sur les chromosomes 7, 17, 12 et 2 (Figure 7;
Cillo et al, 1999; Flagiello et al, 1997; Le Moigne, 1997). Une des caractéristiques
principales de 1’organisation de tous les génes Hox est leur similitude au niveau de
I’arrangement et de I’homologie des génes Hox constituant les différents complexes sur
I’ADN. Ces homologies ont permis de diviser les génes Hox en groupes paralogues
(figure 7). Ainsi, HOXAIl est trés homologue & HOXBI1 et HOXDI, tandis que
HOXA2 est homologue 3 HOXB2 et a HOXD?2, et ainsi de suite. Les membres d’un
méme groupe paralogue peuvent jouer des rdles biologiques similaires et leurs protéines
HOX sont exprimées sensiblement aux mémes endroits durant 1’embryogenése (Le
Moigne, 1997). Ces similitudes retrouvées chez ces quatres complexes résulteraient de
duplications successives d’un complexe ancestral commun au cours de 1’évolution, (Le
Moigne, 1997). Lors de I’embryogenése, les génes Hox des différents complexes
paralogues sont exprimés selon un patron spatio-temporel similaire. En fait, dans
I’embryon, les génes Hox situés en 3’ des complexes Hox vont étre exprimés plus
précocément dans les zones antérieures de 1’embryon tandis que que les génes situés en
5’ de ces complexes seront exprimés tardivement et dans les zones postérieures de
I’embryon (Le Moigne, 1997). 1l est aussi important de mentionner que les génes situés
en 3 des complexes répondent fortement & I’acide rétinoique contrairement aux geénes
situés en 5° qui répondent peu ou pas a l’acide rétinoique (Le Moigne, 1997).
Rappelons finalement que les genes Hox participent, lors des stades précoces de
I’embryogenése, a la formation de 1’axe antéro-postérieur et proximo-distal (Le Moigne,

1997). L’acide rétinoique est 1'un des facteurs ayant la capacité d’activer la
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Figure 7: Localisation et organisation génique des génes Hox chez les mammiféres.

Les 39 génes Hox sont distribués en quatre complexes appelés HOXA, HOXB, HOXC et
HOXD. Chaque complexe se retrouve sur un chromosome différent dans le génome
humain tel qu’indiqué a droite de la figure. Les chromosomes correspondant chez la
souris sont indiqués entre parenthéses. Les génes Hox sont distribués en groupes
paralogues (1, 2, 3, etc...) selon leur disposition le long des complexes et leur homologie.
Les groupes paralogues retrouvés en 3’ des complexes Hox sont exprimés plus
précocément au cours du développement embryonnaire comparativement a ceux
retrouvés en 5° des complexes. Les geénes Hox des groupes paralogues situés en 3’ des
complexes sont exprimés dans les zones les plus antérieures de I’embryon alors que ceux
retrouvés en 5’ sont exprimés dans les zones plus postérieures de I’embryon. Les geénes

Hox situés en 3’ des complexes répondent fortement a I’AR contrairement aux geénes
situés en 5’ qui répondent peu ou pas a I’AR.  Indique les génes Hox dont le promoteur

contient un élément de réponse a 1’acide rétinoique (RARE; Hoxa-1, Hoxa-4, Hoxa-9,

Hoxb-1, Hoxb-4 et Hoxd-4). Ces génes sont directement contrflés par I’acide rétinoique.
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transcription des génes Hox situés en 3’ des différents complexes. A leur tour, les
produits de ces geénes activeront en cascade la transcription des geénes Hox suivants

situés en 5’ des complexes et ainsi de suite.

1.4.4 Régulation des génes Hox.

Les mécanismes de régulation de l’expression des geénes Hox sont
complexes. Par exemple, leur organisation particuli¢re dans les complexes homéotiques
permet un partage des éléments de réponse entre génes adjacents tel que le démontre
I’exemple des génes Hoxb-4 et Hoxb-5 (Gould et al., 1997). Lorsqu’un activateur lie
I’élément de réponse situé entre les deux geénes, la transcription de ces genes sera
modulée en méme temps. Les génes Hox ont aussi la capacité de s’autoréguler, comme
c’est le cas du géne Hoxb-1 (figure 8). Le produit du géne Hoxb-1, en collaboration
avec le cofacteur Pbx, permet de maintenir sa propre expression via un élément
d’autorégulation (ARE; figure 8; Di Rocco et al., 1997; Popperl et al., 1995). Les génes
Hox ont aussi la capacité d’activer d’autres génes Hox situés sur un méme complexe
(régulation cis) ou situés sur un autre complexe (régulation trans). Ainsi, Hoxa-1 et
Hoxa-2 ont la capacité d’activer, en coopération avec Pbx, la transcription de Hoxb-1
via I’élément de réponse ARE (figure 8; Di Rocco et al., 1997).

Les génes Hox peuvent étre régulés par des facteurs de transcription autres que
les protéines Hox. Par exemple, les promoteurs des génes Hoxa-1, Hoxa-4, Hoxa-9,
Hoxb-1, Hoxb-4 et Hoxd-4 contiennent des ¢léments de réponse a 1’acide rétinoique
(figure 8; Langston et Gudas, 1992; Langston ef al., 1997; Packer et al., 1998; Kim et

al., 1998; Morrison et al., 1996; Popperl et Featherstone, 1993; Ogura et Evans, 1995;
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Figure 8 : Régulation transcriptionnelle des génes Hox. Exemple de la régulation de
Hoxb-1.

L’acide rétinoique contrble directement 1’expression de Hoxb-1 via trois éléments de
réponse a 'AR (DR-2 5°, DR2 3’ et DRS). L’AR induit I’expression de corégulateurs
positifs tissus spécifiques appelés RIP (protéine inductible par les rétinoides) pour le DR2
5’ et RAP (protéine activatrice des retinoides) pour le DR2 3°. Ces co-régulateurs lient
respectivement des éléments de réponse appelés URE (€élément de réponse en amont) et
DRE (élément de réponse en aval). L’activation via le DRS5 peut étre réprimée
particllement par 1’expression AR dépendante d’un co-régulateur négatif se liant &
I’élément de réponse CE2 (élément conservé). Cet élément de réponse ainsi que CE1 et
DR5 se retrouvent aussi en 3’ du géne Hoxa-1. Le produit du géne Hoxb-1, en
collaboration avec la protéine Pbx, permet le maintien de sa propre expression
déclenchée par I’AR via un élément d’autorégulation appelée ARE (élément auto-
régulateur). L’expression AR-dépendante de Hoxa-1, via son propre DRS, est impliquée
dans la régulation trans de Hoxb-1 et participe au maintien de son expression. L’acide
rétinoique provoque également 1’activation séquentielle des genes Hox situés en 5’ de
Hoxa-1. Cette activation AR-dépendante de Hoxa-2 participe a son tour au maintien de

I’expression de Hoxb-1.

@® : Régulation positive.

© : Régulation négative.
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Gould et al., 1998). L’expression de ces geénes Hox peut alors étre directement

controlée par I’AR et par la disponibilité des différents récepteurs a 1’acide rétinoique.

1.4.5 Réles des génes Hox au stade adulte.

Depuis maintenant quelques années, il a €té remarqué que certains génes Hox
sont exprimés au stade adulte de fagon tissu spécifique. Par exemple, au niveau des
poumons chez I’humain, les génes HOXA2 & HOXA6, les génes HOXB2 a3 HOXB6 et
HOXD1I sont exprimés (Cillo, 1995; Kappen, 1996). Le r6le joué par ces geénes au
niveau du poumon adulte est pratiquement inconnu. Cependant, ils pourraient participer
au contréle de 1’expression de certaines des protéines du surfactant pulmonaire chez les
pneumocytes de type II et les cellules Clara en contrélant I’expression de la protéine
TTF-1 (Guazzi ef al., 1994; Whitsett et Glasser, 1998) et ils peuvent aussi influencer la
prolifération cellulaire (Krosl et Sauvageau, 2000; Bromleigh et Freedman, 2000; krosl
et al., 1998), la différenciation cellulaire (Bromleigh et Freedman, 2000; Komuves et
al., 2000; Fujino et al., 2001), 1’apoptose (Izon et al., 1998) et I’angiogenése (Boudreau
et al., 1997). Par exemple, ’expression des génes codant pour p53 (Raman et al.,
2000), la cycline D1 (Krosl et Sauvageau, 2000), p21waf (Bromleigh et Freedman,
2000), I’intégrine B3 (Boudreau et al., 1997), la vimentine (Benazzouz et Duprey, 1999)
et 1’ostéopontine (Shi et al, 2001) peuvent étre régulés, directement ou indirectement,
par les protéines Hox. Par ailleurs, I’expression de certains génes Hox peut étre
modulée lors de I’angiogenése, comme c’est le cas de Hoxd-3 dont I’expression est

augmentée suite & une stimulation des cellules endothéliales (HUVEC) par bFGF
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(Boudreau et al., 1997). Finalement, les génes Hox sont aussi soupgonnés d’étre

impliqués dans la tumorigenese.

1.4.6 Implication des génes Hox dans la tumorigenése.

La premiére indication de I’implication possible des génes Hox dans la
tumorigenése est survenue lors de la découverte d’une délétion sur le chromosome 2
chez la souris dans des cas de leucémies my¢loides. Cette délétion impliquant le géne
de Hoxd-3 suggére fortement que ce géne est impliqué dans ce type de leucémie (Blatt
et Sachs, 1988). Au courant de la méme année, toujours dans certains cas de leucémies
myéloides chez la souris, un réarrangement chromosomique impliquant le géne Hoxb-8
a été remarqué. Lors du réarrangement chromosomique, I’insertion d’une séquence
appelée IAP (« internacisternal particule A ») en amont de Hoxb-8 rend son expression
constitutive (Kongsuwan et al., 1989; Blatt et al., 1988). Le potentiel oncogénique de
Hoxb-8 a été démontré par des essais de transformation cellulaire. En effet, Hoxb-8 a la
capacité d’augmenter fortement la prolifération cellulaire et d’induire un changement de
morphologie des cellules NIH3T3 ainsi transformées par le géne Hoxb-8 (Aberdam et
al., 1991). Hoxb-8 a aussi la capacité de transformer des cultures primaires de cellules
de la moelle osseuse. Ces cellules, lorsqu’injectées dans des souris réceptrices induisent
des leucémies (Perkins et Cory, 1993; Perkins et al., 1990).

Chez I’humain, plusieurs études ont révélé, dans des lignées cellulaires
hématopoiétiques (issues de leucémies), que le patron d’expression des génes Hox varie
au cours des différents stades d’évolution des leucémies (Celetti et al., 1993; Magli et

al., 1991). Des études ultérieures ont finalement démontré I’implication de HOXA-10
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dans les leucémies AML (leucémies aigués myéloblastiques; Thorsteinsdottir et al.,
1997, Lawrence et al., 1995) et de HOXA-9 et HOXB-3, en collaboration avec MEISI,
dans les leucémies AML (Thorsteinsdottir et al., 2001).

Dans plusieurs types de cancers humains tel les cancers pulmonaires (Tiberio et
al., 1994), les cancers colorectaux (De Vita et al., 1993; Vider et al., 2000), les cancers
rénaux (Cillo et al., 1992) et les cancers du sein (Chariot et Castronovo, 1996),
I’expression des génes Hox est aberrante. Ces geénes peuvent ainsi étre surexprimés,
sous-exprimés, perdus ou étre exprimés de fagon ectopique. Etant donné les effets
divers des génes Hox sur la prolifération cellulaire, la différenciation cellulaire,
I’apoptose et 1’angiogenése, les génes Hox ainsi dérégulés dans leur expression
pourraient jouer un rdle important dans le développement de ces types de cancers.

Finalement, des essais de transformation cellulaire ont révélé le caractére
oncogénique de la surexpression de Hoxa-9 (Thorsteinsdottir et al., 2001), Hoxb-3
(Thorsteinsdottir et al., 2001; Krosl et al., 1998), Hoxb-4 (Krosl et Sauvageau, 2000;
Krosl et al., 1998), Hoxb-8 (Perkins et Cory, 1993; Aberdam et al., 1991; Perkins et al.,
1990), ainsi que pour Hoxa-1, Hoxa-5, Hoxa-7, Hoxb-7 et Hoxc-8 (Maulbecker et
Gruss, 1993). Ces essais ont montré que ces génes induisent une forte augmentation de
la prolifération cellulaire, une augmentation de la capacité des cellules a former des
colonies dans de 1’agar mou ou encore d’induire 1’apparition de tumeurs lorsque ces
cellules sont injectées dans des souris nues.

En résumé, plusieurs génes Hox démontrent un potentiel oncogénique. De plus,
des déréglements de 1’expression de certains génes Hox ont ét€ rapportés dans plusieurs

cancers humains, dont les cancers pulmonaires. Rappelons que les génes Hox sont
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directement, ou indirectement, controlés par les récepteurs & I’AR. Nous posons donc
I’hypothése qu’au niveau des cancers pulmonaires, les génes Hox sont des cibles
importantes affectées par 1’expression inadéquate des diverses isoformes de RARP

durant le processus de tumorigenése.
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2. Hypothése de travail.
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L’équipe du Dr Jacques Bérard a démontré I’implication des différentes
isoformes du récepteur nucléaire RARP dans la tumorigénése pulmonaire par la
surexpression de 1’isoforme RARB4 ou la diminution de 1’expression des isoformes
RARPBI1, RARP2 et RARP3 dans différents modéles de souris transgéniques. Les
isoformes RAR[1, B2 et B3 sont considérées comme des isoformes suppresseurs de
tumeurs. La diminution de leur expression entrainerait une augmentation de la
susceptibilité des cellules a devenir cancéreuses et causerait ainsi une augmentation de
Pincidence d’apparition de tumeurs pulmonaires. L’isoforme RARP4 est considérée
comme une isoforme & caractére dominant négatif puisqu’elle est dépourvue de la
fonction de transactivation AF-1 contenue normalement dans le domaine A absent chez
cette isoforme. Lorsqu’elle est surexprimée, elle compétitionnerait entre autres avec les
isoformes RARP1, B2 et 3. Elle empécherait donc ces derniers de jouer leurs rdles de
suppresseurs de tumeurs. Ainsi, lorsque I’expression de RARPB4 est augmentée, une
augmentation de la susceptibilité des cellules & devenir cancéreuse peut survenir.

Nous proposons de poursuivre cette étude afin de déterminer le mécanisme de
tumorigenése enclenché suite au déréglement de 1’expression des différentes isoformes
de RARPB. Mon projet de recherche consiste a vérifier I’hypothése que I’expression des
génes Hox est affectée en réponse au déréglement de I’expression des isoformes de
RARP ce qui contribue au processus de tumorigenése pulmonaire.

Afin de vérifier cette hypothése, je propose de répondre aux deux questions
suivantes : premiérement, déterminer par microscopie confocale que les génes Hox sont
dérégulés dans leurs expressions lors du processus de la tumorigenése pulmonaire chez

des modéles de souris transgéniques ayant une surexpression de I’isoforme RAR[4 ou
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une perte de I’expression des isoformes RARB1, RARB2 et RARB3. En deuxiéme lieu,
déterminer si le changement de 1’expression des génes Hox influence le processus de la
tumorigenése pulmonaire en transfectant de fagon transitoire des pneumocytes de type
IT mis en culture primaire avec des vecteurs d’expression des génes Hox qui nous
intéressent. Les pneumocytes de type II seront extrait et purifier a partir de poumon de

souris témoins ou transgéniques selon une technique que je mettrais au point.
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3. Matériels et Méthodes.
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3.1  Modéles animaux.

L’équipe du Dr. Bérard & congu différents modéles animaux de souris
transgéniques afin d’étudier 1’implication des différentes isoformes de RARf dans la
tumorigénése pulmonaire. Afin de diminuer I’expression des isoformes RARB1, 32 et
B3 chez la souris, des constructions antisens sous le contréle du promoteur exogeéne
MMTV-LTR ont été générées. Cinq lignées de souris transgéniques ont ainsi été
générées : les lignées 422, 426 et 432 exprimant une ou plusieurs copies du transgéne
AS-RARP2 (ciblant ’isoforme RARP2; figure 9A) et les lignées de souris 1002 et 1003
exprimant une ou plusieurs copies du transgéne AS-RARB1/B3 (ciblant les isoformes
RARP1 et B3; figure 9B). Dans ces lignées de souris transgéniques, 1’expression des
isoformes RARPB1 et RARP3, et de I'isoforme RARPB2 est diminuée considérablement
par la présence des ARN antisens (Bérard ef al., 1997; Bérard et al., 1996).

L’isoforme RARPB4 est surexprimée dans les lignées de souris 32 et 5005. Ces
lignées portent une ou plusieurs copies du transgéne RAR4-like sous le contrdle du
promoteur MMTV-LTR (figure 9C; Bérard et al, 1994). Le transgéne de cette
construction produit un ARMm semblable & celui de RARB4 sauf que le codon
d’initiation est un codon méthionine au lieu d’un codon leucine facilitant ainsi la
traduction de I’ARNm exogéne. Il a été suggéré que lorsque présent, RARB4 pourrait
entrer en compétition avec les isoformes RARP1, B2 et B3 ainsi que les autres RAR (les
isotypes RARa et RARS incluant leurs isoformes respectives) et empécherait celles-ci
de remplir leur role suppresseurs de tumeurs en compétionnant avec les éléments de

réponse de type RARE.
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Figure 9: Description des transgénes contenus dans les modéles animaux AS-
RARP1/B3, AS-RARB2 et RAR[4-like.

(A) une portion de ’ADN commune aux domaines A de I’isoforme RARP2 a été
inversée et insérée en aval du promoteur MMTV-LTR. Le transgéne produit un ARN
antisens dirigé spécifiquement contre le domaine A de I’isoforme RARB2. L’expression
de la protéine RARB2, en présence de ’antisens, est considérablement diminuée (Bérard
et al., 1996). (B) une portion de I’ADN commune aux domaines A des isoformes
RARP1 et RARPB3 a été inversée et insérée en aval du promoteur MMTV-LTR. Le
transgéne produit un ARN antisens dirigé spécifiquement contre le domaine A de ces
deux isoformes. L’expression des isoformes RARS1 et RARP3, lorsque I’antisens est
présent, est fortement diminuée (Gagné et al., en préparation). (C) le transgéne RAR[34-
like est constitué d’un ADNc de RARP4 avec une méthionine comme codon d’initiation
au lieu d’un codon leucine. Cet ADNCc a été inséré en aval du promoteur MMTV-LTR ce

qui cause sa surexpression dans les tissus répondants aux glucocorticoides.
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3.2 Identification des souris transgéniques.

Afin de préserver les lignées de souris transgéniques congues par notre équipe de
recherche et d’augmenter le nombre de souris & étudier, nous accouplons les souris
transgéniques hémizygote avec des souris non-transgéniques. Ceci permet d’obtenir de
nouvelles portées dont seulement la moitié des souris porteront le transgeéne. A cause de
ceci, nous devons donc identifier les souris porteuses du fransgéne. Pour ce faire,
I’ADN est extrait du sang frais de souris obtenu par prélévement rétro-orbital en
mélengeant 200 pL de sang avec 1 mL de la solution de DNazole (Gibco) et 500 pL
d’éthanol 100%. Le mélange est entreposé & -20°C avant d’étre centrifugé pendant 15
minutes 4 13000 g. Le surnageant est enlevé et le culot est dissout dans 150 pL d’une
solution fraiche d’hydroxyde de sodium 8 mM ajustée & pH 8.0 et incubé & une
température de 37°C pendant 30 minutes. Cette solution est par la suite centrifugée a
13000 g durant 10 minutes. Le surnageant est récupéré et mélangé avec 500 uL de
phénol : chloroforme (1:1). Le mélange est centrifugé pour une durée de 5 minutes a
13000 g et la phase supérieure est récupérée et mélangée avec une solution chloroforme:
alcool isoamylique (24:1). La solution est centrifugée pendant 2 minutes 4 13000 g. Le
surnageant est transféré dans un nouveau tube et 300 pL d’EtOH 95% sont ajoutés avec
15 pL d’acétate de sodium 3M afin de précipiter ’ADN. La solution est mélangée au
vortex et entreposée 20 minutes & -20°C. La solution est par la suite centrifugée a
13000 g pendant 10 minutes. Le culot est lavé avec 200 pL d’éthanol 70% et
finalement dissout dans 20 pL d’hydroxyde de sodium 8 mM ajusté & pH 8.0.

Le transgéne des souris transgéniques est identifié par PCR. A cette fin, 10 pL

de la solution d’ADN extrait du sang de chaque souris est mélangée a 90 pL d’une
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solution mere. Cette solution est un mélange de dNTP (0.2 mM), de Taq polymérase
(0.4 U), de TRIS-HCI (20 mM, pH 8.5), de KCI (50 mM), de MgCl, (1.5 mM), de
Tween 20 (0.1%) e de 100 pmoles d’oligonucléotides 5°-
CTCAGGTCGGCCGACTGCGG-3" (s’hybride sur le promoteur MMTV) et 100
pmoles de I'un des trois oligonucléotides suivants (dépendant des souris & analyser):
RARB4 5’-GACGAGCTCAGAGCTGGTACTCTGTGT-3’ (Bérard et al., 1994),
RARB1/B3 5’-GAGCACTGGTCCTTCAGTGAAGCCTGAAGC-3’ (Bérard et al.,
1997); RARP2 5’-GCTAGCAGTATGCCGGTGCTGCCAT-3" (Bérard et al., 1996).
L’amplification de ’ADN se fait en 35 cycles de PCR composés de trois étapes
consécutives : 1 minute & 94°C, 1 minute a 54°C et 1 minute & 72°C. Les produits de
PCR sont séparés sur un gel d’agarose 2% contenant du bromure d’éthidium (0.5
ug/mL) a voltage constant (150 volts) dans un tampon TAE. Lorsqu’il y a présence
d’une bande d’ADN de taille de 250 pb, la souris analysée porte le transgéne. Le
fragment d’ADN de 250 pb correspond & une portion du transgéne amplifiée par la

PCR.

3.3  Evaluations histologiques des poumons de souris.

L’incidence des tumeurs pulmonaires est évaluée chez les souris transgéniques
par rapport aux souris non transgéniques. Une autopsie est pratiquée sur les poumons
de souris agées de 10 a 14 mois, et une analyse externe du tissu est faite afin de vérifier
la présence ou non de tumeurs pulmonaires visibles. Pour une évaluation histologique

plus poussée, des coupes du tissu pulmonaire sont préparées. Pour ce faire, les
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poumons extraits sont fixés dans une solution de fixation appelée Bouin (acide picrique
saturé: paraformaldéhyde 40% : acide acétique glaciale 15:5:1) & 22°C pendant 24
heures et mis en bloc de paraffine selon les méthodes conventionnelles. Les blocs de
paraffine sont sectionnés en tranches de 5 um avec un microtome (AO Spencer,
Buffalo, NY). Les tranches seront déposées sur des lames pré-traitées au 3-
aminopropyltriethoxy-silane (solution 2% dans du méthanol). Les coupes de poumons
sont par la suite colorées & I’hématoxyline de Harris et a 1’éosine Y selon le protocole
suivant: 3 x 2 minutes dans du toluéne 100%, 3 x 2 minutes dans de I’EtOH 100%, 5
minutes dans 1’eau distillée, 5 minutes dans 1’hématoxyline de Harris (14 mM
hématoxyline, 211 mM aluminium potassium sulfate, 12 mM oxide mercurique rouge,
5% EtOH), 5 minutes dans 1’eau distillée, 10 immersions dans 1’alcool acide (EtOH
70%, HC1 1%), 2 minutes dans 1’eau distillée, 10 immersions dans une solution de
carbonate de lithium 0.135 mM, 2 minutes dans 1’eau distillée, 2 x 2 minutes dans
I’EtOH 100%, 2 minutes dans une solution éosine Y (3.6 mM éosine Y, 80% EtOH), 10
immersions dans EtOH 100% suivis de 2 x 2 minutes dans I’EtOH 100% et 3 x 2
minutes dans du toluéne 100%. Les lames sont par la suite séchées a la température de
la piéce et montées avec une lamelle et un milieu de montage (1 mg/mL p-phéniléne-
diamine, 90% glycérol, 10% PBS) placé directement sur le tissu. Les tissus colorés sont
observés par microscopie optique afin de déterminer la présence de tumeurs, de
dysplasies ou d’hyperplasies. Ces résultats sont confirmés par le docteur Michel
Lessard, un pathologiste du Center Hospitalier Universitaire de Sherbrooke, site

Fleurimont.
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3.4 Immunofluorescence.

Les poumons de souris prélevés sont fixés dans la solution de fixation (bouin)
pendant 24 heures, déshydratés, mis en bloc de paraffine, sectionnés en tranches de 5
um, déposés sur des lames traitées au 3-aminopropyltriéthoxy-silane (solution 2% dans
du méthanol) et débarrassés de la paraffine par des trempages dans du toluéne 100%
durant 5 minutes & quatre reprises, et rincés 3 fois & I’EtOH 100% durant 5 minutes.
Les tissus sont par la suite réhydratés selon le protocole suivant: 5 minutes dans I’EtOH
95%, 5 minutes dans ’EtOH 85%, 5 minutes dans I’EtOH 70%, 5 minutes dans I’EtOH
50%, 5 minutes dans I’EtOH 30% suivi par un bain de PBS durant 10 minutes puis 20
minutes dans une solution de chlorure d’ammonium 50 mM et 2 fois 5 minutes dans du
PBS. Les tissus sont par la suite traités par une solution de lait en poudre écrémé 5%
(p/v) dans du PBS durant 30 minutes et rincés 2 fois pendant 5 minutes dans du PBS.
Dans certain cas, afin d’augmenté le signal d’immunofluorescence, les tissus sont
incubés 2 fois pendant 5 minutes dans un tampon sodium citrate (10 mM pH 6.0)
chauffé a 98°C. Les tissus sont ensuite rincés dans du PBS durant 5 minutes et
entreposés pour la nuit dans un bain de PBS 4 4°C.

Le marquage des tissus pour les protéines Hox se fait avec des anticorps
polyclonaux de lapins obtenus de la compagnie BabCo (distribué par VWR
International) selon une dilution 1/200 dans une solution PBS supplémentée de BSA 1%
(p/v) pour une période de 2 heures & 20°C. Les lames marquées sont par la suite rin¢ées
2 fois pour une période de 5 minutes chacune dans du PBS. Les coupes marquées avec
I’anticorps primaire sont par la suite incubées durant 45 minutes en présence de

’anticorps secondaire anti-IgG de lapin couplé avec la fluorescéine (FITC; Sigma, St-
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Louis, MO) dilué 1/100 dans une solution PBS supplémentée de BSA 1%. Cette étape
est suivie de deux ringages de 5 minutes dans du PBS. Une lamelle est finalement
appliquée sur les lames dans un milieu de montage (25% PBS/75% glycérol/1% para-
phénylénediamine). Les lames sont entreposées a 1’obscurité pendant 24 Leures & 4°C
afin de permettre une diminution de la fluorescence parasitaire (bruit de fond).

La détection du signal d’immunofluorescence des protéines Hox a été effectuée
sur un microscope confocal (NORAN Instruments Inc, Middleton, WI) équipé d’un
microscope inversé Eclipse TE2000 (Nikon) muni d’un objectif 4 immersion a I’huile
40X (Nikon) et couplé & un laser au krypton/argon. Les échantillons sont excités a 488
nm par le laser a ’argon. La longueur d’onde d’émission maximale du FITC a 520 nm.
Les sections optiques ont été collectées & intervalles de 0.50 um & une ouverture du
diaphragme de 10 nm afin de déterminer la section cellulaire ou le niveau maximal de
fluorescence est retrouvé dans les cellules. Les images digitalisées de 512 x 480 pixels
ont été¢ obtenues par moyenne d’intensité aprés 128 prises d’images et traités par le
programme d’INTERVISION (NORAN) sur une station de travail Silicon Graphics 02
(Mountain View, CA). Tous les échantillons & analyser au cours d’une méme
expérience ont ét€¢ disposés sur la méme lame afin de maintenir les mémes conditions
expérimentales entre les différents échantillons. Plusieurs images ont été recueillies
pour chaque échantillon. Afin de faciliter la comparaison visuelle entre les images, une
échelle de pseudocouleur suivant une échelle d’intensité de fluorescence allant de 0 a
255 ou le noir indique l’intensité minimale du signal de fluorescence et le blanc

I’intensité maximale du signal de fluorescence.
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Pour le double marquage FITC avec la sonde nucléaire Bobo™-3 iodide
(Molecular Probe, Eugene, OR), Les poumons de souris prélevés sont fixés dans la
solution de fixation (bouin) pendant 24 heures, déshydratés, mis en bloc de paraffine,
sectionnés en tranches de 5 um, déposés sur des lames traitées au 3-
aminopropyltriéthoxy-silane (solution 2% dans du méthanol) et débarrassés de la
paraffine par des trempages dans du toluéne 100% durant 5 minutes a quatre reprises, et
rincés 3 fois 4 ’EtOH 100% durant 5 minutes. Les tissus sont par la suite réhydratés
selon le protocole suivant: 5 minutes dans I’EtOH 95%, 5 minutes dans I’EtOH 85%, 5
minutes dans I’EtOH 70%, 5 minutes dans I’EtOH 50%, 5 minutes dans 1’EtOH 30%
suivi par un bain de PBS durant 10 minutes puis 20 minutes dans une solution de
chlorure d’ammonium 50 mM et 2 fois 5 minutes dans du PBS. Les tissus sont par la
suite traités par une solution de lait en poudre écrémé 5% (p/v) dans du PBS durant 30
minutes et rincés 2 fois pendant 5 minutes dans du PBS. Dans certain cas, afin
d’augmenté le signal d’immunofluorescence, les tissus sont incubés 2 fois pendant 5
minutes dans un tampon sodium citrate (10 mM pH 6.0) chauffé a 98°C. Les tissus sont
ensuite rincés dans du PBS durant 5 minutes et entreposés pour la nuit dans un bain de
PBS/Triton X100 0.1% pour la nuit a 4°C.

Le marquage des tissus pour les protéines Hox se fait avec une dilution 1/200
dans une solution PBS supplémentée de BSA 1% (p/v) pour une période de 3 heures a
20°C. Les lames marquées sont par la suite ringées 2 fois pour une période de 10
minutes chacune dans du PBS. Le marquage avec ’anticorps secondaire se fait avec
I’anticorps couplé au FITC a une dilution 1/100 en présence de la sonde nucléaire

Bobo™-3 4 une concentration de 0.1 mM dans une solution PBS supplémentée de BSA
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1% pour une durée de 3 heures & I’obscurité. Cette étape est suivie de deux ringages de
20 minutes dans du PBS. Une lamelle est finalement appliquée sur les lames dans un
milieu de montage (25% PBS/75% glycérol/1% para-phénylénediamine). Les lames
sont entreposées & 1’obscurité pendant 24 heures & 4°C afin de permettre une diminution
de la fluorescence parasitaire (bruit de fond).

La détection du signal d’immunofluorescence pour le double marquage a été
effectuée sur le méme appareil que pour le simple marquage des protéines Hox.
Cependant, la sonde Bobo™.-3 est excitée par le laser argon & 568 nm et I’émission est
mesurée a plus de 590 nm. Le signal du FITC est pris sur le méme intervalle optique
que celui du Bobo™-3.

La forme cylindrique des cellules de Clara, leur localisation autour de la lumiére
des bronches et leur noyau basal permettent facilement leur identification. Les
pneumocytes de type II, pour leur part, sont localisée au niveau des alvéoles, ont une
forme cuboidale, un large noyau, un grand volume cytoplasmique et sont facilement
différenciables des pneumocytes de type I qui possédent une forme trés allongée et un

petit noyau.

3.5  Statistiques sur la moyenne de I’intensité du signal d’immunofluorescence
Pour chaque tissu pulmonaire étudié par microscopie confocale, I’intensité
moyenne du signal d’immunofluorescence au niveau des cellules de Clara, des
pneumocytes de type II et des cellules tumorales a été mesurée avec 1’aide du logiciel
d’analyse INTERVISION 2D (NORAN). Ces données ont été compilées puis la valeur

statistique des résultats a été déterminée en utilisant le test ANOVA (analyse de
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variance) suivie du test de comparaison multiple de Tukey-Kramer. Les valeurs de p <

0.05 ont été considérées statistiquement significatives.

3.6  Statistiques sur le signal nucléo-cytoplasmique.

Pour la protéine Hoxb-3 dans les pneumocytes de type II et dans les cellules de
Clara, la détermination du Ratio R nucléo-cytoplasmique a été faite selon le protocole
établi par Leclerc et al. (1998). La fluorescence moyenne a été calculée avec I’aide du
logiciel d’analyse INTERVISION 2D (NORAN) sur une station de travail Silicon
Graphics O2. Aprés avoir corrigé les fluorescences nucléaires (N) et cytoplasmique (C)
pour la fluorescence causée par le bruit de fond, les résultats ont été exprimés selon R =
N—-C/N+C. Ce calcul a plusieurs avantages : il est linéaire allant de —1, représentant
un signal complétement cytoplasmique, & +1 représentant un signal complétement
nucléaire, et donne des écarts types pondérés (SD) a travers la fenétre de valeurs de R et
ne dépend pas de la fluorescence absolue puisque les valeurs nucléaires et
cytoplasmiques sont normalisées selon leurs sommes. La valeur statistique des résultats
a été déterminée en utilisant le test ANOVA (analyse de variance) suivie du test de
comparaison multiple de Tukey-Kramer et de Bonferroni. Les valeurs de p < 0.05 ont

été considérées statistiquement significatives.

3.7 Purification et mise en culture des pneumocytes de type II.
Le protocole de purification des pneumocytes de type II pour la culture cellulaire
a été adapté selon le protocole établi par Corti ef al. (1996). Des souris dgées de 4 4 8

mois sont anesthésiées par injection intra-péritonéale d’une solution de kétamine et
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xylazine (87 mg/mL et 13 mg/mL respectivement) avec une dose de 1 mL par
kilogramme de masse corporelle. Par la suite, une incision est pratiquée au niveau de
I’abdomen et la cage thoracique est enlevée. L’artére du rein gauche est sectionnée
pour exsanguiner [’animal et une solution physiologique stérile (140 mM NaCl, 5 mM
KCl, 10 mM Hepes, 2.5 mM Na,HPO4, 6 mM glucose et 0.2 mM EGTA, pH 7.2) est
injectée dans le ventricule droit du cceur afin d’éliminer le sang des poumons. La
trachée est par la suite libérée du tissu environnant et un cathéter y est inséré. Ensuite, 2
mL de dispase (Becton Dickinson, Bedford, MA)(50 U/mL), une protéinase dégradant
la matrice extra-cellulaire, contenant 0.01% de DNase (Amersham, Montréal) sont
injectés dans les poumons via le cathéter. Aprées une attente de 2 minutes, 450 uL d’une
solution liquide d’agarose LMP (agarose & basse température de liquéfaction) 1%,
préalablement dissoute & 85°C puis refroidie et maintenue & 42°C, est injectée dans les
poumons via le cathéter. De la glace concassée est alors déposée sur les poumons afin
de permettre a 1’agarose de figer rapidement au niveau des bronches. Les poumons sont
par la suite détachés de la cage thoracique et sont incubés pendant 45 minutes & 22°C
dans 3 mL de dispase contenant de la DNase 0.01%. Les poumons sont par la suite
transférés dans un milieu de culture ayant la composition suivante : DMEM
supplémentée de FBS 5%, DNase 0.01%, péniciline (100 U) et streptavidine (100
mg/ml). Les poumons sont alors découpés en petits morceaux de 1 mm?® avant d’étre
transférés dans une bouteille stérile contenant un barreau magnétique. La bouteille est
fermée hermétiquement et les cellules sont dispersées par agitation pendant 20 minutes.
Les cellules sont ensuite récupérées et filtrées successivement sur des membranes de

nylon ayant des pores de 100 um et de 25 um afin d’éliminer les agrégats cellulaires.
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Les cellules sont alors centrifugées & 325 g & la température de la piece pendant 8
minutes. Le culot cellulaire est récupéré et resuspendu dans 10 mL du milieu de
culture. |

La purification des pneumocytes de type II se fait en deux étapes. En premier
lieu, nous utilisons le system MACS (Miltenyibiotec, Auburn, CA) afin d’enlever la
majeure partie des cellules du systéme immunitaire. Ensuite, afin de soustraire les
cellules contaminente restante, une purification par adhérence différentielle est faites.

Pour la premiére partie de la purification des pneumocytes de type II, les
cellules pulmonaires sont resuspendues dans 90 pL d’un tampon PBS-BSA (tampon
PBS supplémentée de 0,5% (p/v) de BSA) par tranche de 10 millions de cellules, puis
10 pyL d’un anticorps anti CD-45 couplé & des billes magnétiques du systeme MACS
sont ajoutés & la suspension cellulaire pour chaque tranche de 10 millions de cellules.
Le mélange est incubé pendant 15 minutes & 4°C, puis 10 mL du tampon PBS-BSA est
ajouté. La suspension est alors centrifugée a 325 g a la température de la piece pour une
durée de 8 minutes. Les cellules sont resuspendues dans 1 mL du tampon PBS-BSA
pour chaque tranche de 100 millions de cellules. La suspension est alors passée sur une
colonne du systeme MACS en présence d’un aimant afin d’éliminer les cellules ciblées
par I’anticorps anti-CD-45 (lymphocytes et macrophages pulmonaires). La colonne est
rincée 3 fois avec 3 mL du tampon PBS-BSA.

Pour la deuxi¢me étape de la purification des pneumocytes de type II, les
cellules récupérées sont centrifugées a 325 g a température piéce pendant 8 minutes et
sont resuspendues dans 5 mL du milieu de culture MCDB-201 modifié (milieu MCDB-

201 (Sigma, St. Louis, MO) supplémenté¢ de 5 mg/mL d’albumine de sérum de bovin
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(BSA) (Sigma), 30 pg/mL de transférine (Sigma), 3 pL/mL de cholestérol riche en
lipides (Sigma), 3 ng/mL de cholestérol (Sigma), 1 pg/mL de sphingomyéline (Sigma),
0.2 pg/mL de gluthathione (Sigma), 1 pg/mL de dithiothréitol (Sigma), 2.1 pg/mL de
phosphoénol pyruvate (Sigma), 0.2 pg/ml d’acétate de vitamine E (Sigma), 9 ng de
prostaglandine E (Sigma), 1% de péniciline, 1% de streptamycine et 0.08% de
fungizone). La suspension cellulaire est ensuite transférée sur un pétri de 60 mm et
mise dans un incubateur durant 1 heure a 37°C avec un mélange 5% C0O,/95% oxygéne
et une humidité relative élevée. Le milieu de culture est ensuite récupéré et centrifugé a
325 g a la température de la piece pendant 8 minutes. Finalement, la suspension
cellulaire est diluée dans 5 mL de MCDB-201 modifié, transférée dans un pétri de 60
mm et placée, pour la culture cellulaire, dans un incubateur & 37°C avec un mélange %

C0,/95% oxygéne et une humidité relative élevée.

3.8  Analyse de I’homogénéité des pneumocytes de type II purifiés.

Afin d’analyser ’homogénéité des pneumocytes de type II extraits selon la
technique décrite ci-haut, nous vérifions la présence des protéines CC10 et la protéine
du surfactant B (SP-B) dans ces cellules avec I’aide d’un cytométre de flux. La protéine
SP-B est a la fois exprimée chez les pneumocytes de type II et chez les cellules de Clara
(Phelps et Floros, 1991). Comme les cellules de Clara sont considérées comme étant le
contaminant majeur dans les cultures primaires de pneumocytes de type II (Corti et al.,
1996, Belinsky et al., 1995), nous devons déterminer la quantité de cellules Clara dans

cette culture primaire. Pour ce faire, nous vérifions la quantité de cellules exprimant le
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marqueur CC10 (aussi appelé CCSP). La protéine CC10 est uniquement exprimée par
les cellules de Clara (Nakajima et al., 1998).

Afin de vérifier la pureté des pneumocytes, nous prélevons 1 million de cellules
de la culture primaire des pneumocytes de type II et fixons ces cellules pendant 30
minutes sur glace 8 4°C dans une solution fraiche de PBS supplémentée de
paraformaldéhyde 0.5% (p/v). Les cellules sont par la suite centrifugées a 325 g
pendant 10 minutes a 4°C. Les cellules sont lavées 2 fois avec du PBS et incubées
pendant 2 heures a la température de la pi€ce en présence de 1’anticorps anti-CC10 ou
anti SP-B humain développé chez le lapin (gracieusement offert par le Dr.
Whitsett (Cincinnati, OH), dilué¢ 1/200 dans une solution de PBS supplémentée de
saponine 0.1%. Aprés incubation, les cellules sont diluées avec 2 mL de PBS,
centrifugées a 325 g pendant 10 minutes a 4°C et lavées avec du PBS. Les cellules sont
par la suite incubées pendant 1 heure & la température de la pi¢ce avec 1’anticorps
secondaire couplé a la fluorescéine (FITC) a une dilution de 1/100 dans une solution de
PBS supplémentée de saponine 0.1%. Suite a cette incubation, les cellules sont diluées

avec 2 mL de PBS et centrifugées pour une durée de 10 minutes a 325 g & 4°C.

Finalement, les cellules sont lavées avec du PBS et resuspendues dans 200 uL de PBS.
Toutes les incubations sont faites a 1’obscurité afin d’éviter la dégradation de la sonde
FITC par la lumiére.

L’expression de CC10 et de SP-B est analysée au moyen d’un cytométre
FACScan et du logiciel CellQuest (Becton Dickinson, San Jose, CA). Le FITC a été
excité a 488 nm par un laser a I’argon et I’intensité de la lumiére émise par les cellules a

¢été mesurée a 530 nm. L’intensité de fluorescence de chaque cellule a été mesurée par
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un amplificateur logarithmique et affichée sur une échelle de 4 unités logarithimiques.
Le signal des débris cellulaires a été soustrait des résultats selon des limites définies par
les données obtenues sur le détecteur de la lumiére en directe (« foward scatter ») et la
lumiére déviée latéralement (« side scatter »). Afin de déterminer le pourcentage de
cellules exprimant CC10 ou SP-B, une limite d’intensité de fluorescence minimale a été
définie selon les résultats obtenus sur les cellules uniquement marquées par ’anticorps
secondaire (cellules contrles). Chaque cellule ayant une intensité de fluorescence
supérieure a cette valeur est comptée et correspond & un événement. Le nombre
d’événements ainsi compté est additionné, et comparé au nombre total d’événements

(au dessus et en dessous de 1a limite d’intensité de fluorescence définie).

3.9 Analyse de la distribution des pneumocytes de type II dans le cycle
cellulaire.

L’analyse du cycle cellulaire est faites avec 1 millions de cellules prélevées de la
culture primaire et centrifugées a 325 g pendant 8 minutes a 4°C. Afin d’améliorer la
qualité des résultats lors de 1’analyse du cycle cellulaire, une décondensation de la
chromatine des cellules que nous voulons analyser est induite. Pour ce faire, un
traitement choc est imposé aux cellules vivantes : les cellules sont resuspendues dans 1
mL d’une solution de PBS supplémentée de Triton X-100 0.05% et maintenues a 37°C
pendant 20 secondes avant d’étre mises sur glace (Vinogradov, 1995). Les cellules sont
par la suite fixées pendant 30 minutes suite a 1’ajout de 1 mL d’une solution fraiche de
PBS supplémentée de paraformaldéhyde pour une concentration finale de 2%. Les

cellules sont par la suite centrifugées a 575 g pendant 6 minutes a 4°C. Le surnageant
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est enlevé, et les cellules sont incubées pendant 45 minutes sur glace dans une solution
de PBS contenant 40 pug/mL d’iodure de propidium et 0.1% de saponine. Les cellules
sont par la suite centrifugées & 575 g pendant 6 minutes a 4°C. Le culot cellulaire est
lavé deux fois avec du PBS. Finalement, les cellules sont resuspendues dans un volume
final de 200 uL de PBS avant d’étre analysées par cytofluorimétrie.

Afin d’analyser le cycle cellulaire, I’intensité de fluorescence émise par 1’iodure
de propidium (Sigma, St. Louis, MO) au niveau de chaque cellules a ét¢ mesurée au
moyen d’un cytométre FACScan et du logiciel CellQuest (Becton Dickinson, San Jose,
CA). L’iodure de propidium a été excité & 488 nm par un laser a 1’argon, et I’intensité
de lumiére émise par les cellules a ét¢ mesurée & 585 nm par un amplificateur
logarithmique. Les résultats sont affichés sur une échelle de 4 unités logarithimiques.
Le signal des débris cellulaires a été soustrait des résultats selon des limites définies par
les données obtenues sur le détecteur de la lumiére en directe (« foward scatter ») et la
lumiére déviée latéralement (« side scatter »). Le pourcentage de cellules en phase
Go/G;, phase s et phase Go/M a été déterminé avec le logiciel ModFit LT (Becton

Dickinson, San Jose, CA).



72

4. Résultats
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4.1  Présence de tumeurs chez les souris transgéniques AS-RARp1/B3, AS-

RARp2 et RARB4-like.

Afin de déterminer le rdle possible des génes Hox dans le processus de
tumorigen¢se pulmonaire, nous avons utilisé les modéles animaux de souris
transgéniques AS-RARP1/B3, AS-RARPB2 et RARP4-like. Chez ces souris, il y a une
forte augmentation de !’incidence d’apparition de tumeurs pulmonaires lorsque
I’expression des isoformes de RARP est affectée. La transcription des génes Hox est
directement contr6lée par les récepteurs & I’AR (RAR et RXR). Nous pourrons donc
vérifier si I’expression des génes Hox est affectée au niveau de ces différents modéles
de souris transgéniques et déterminer s’ils sont impliqués dans la tumorigenése
pulmonaire.

Pour déterminer quelles souris sont porteuses du transgéne, un génotypage par
PCR a été fait sur leur ADN génomique. Les paires d’amorces pour le test PCR ont été
choisies afin de détecter spécifiquement le transgéne et non le géne RARJB endogéne
chez les souris. Lorsque les souris sont transgéniques, le test PCR sur I’ADN des souris
transgéniques produit une bande trés nette sur un gel d’agarose coloré au bromure
d’éthidium (figure 10).

Il est important d’ajouter que les souris transgéniques exprime spécifiquement
leur transgéne tel que cela a été vérifié par 1’équipe de recherche du Dr. Bérard
(résultats non-publiés).

Par ailleurs, nous savons que la présence des transgénes chez les souris
transgéniques affecte la synthése protéique des différentes isoformes de RARB. En

effet, les souris portant le transgéne AS-RAR[B1/B3 montrent une réduction de la



74

Figure 10 : Identification des souris portant le transgéne AS-RARP1/83, AS-RAR[32
ou RARp4-like.

L’ADN de chaque souris est testé individuellement par PCR. Une souris est transgénique
lorsqu’il y a présence d’une bande d’environ 250 paires de bases. Les résultats montrent

que les souris 5, 6, 7 et 9 porte le transgéne AS-RARP2.
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quantité des récepteurs RARP1 et RARB3 (article en préparation) comparé & celui
retrouvé chez les souris témoins de méme que les souris portant le transgéne AS-
RARf2 montrent une diminution de la quantité du récepteur RARPB2 (Bérard ef al.,
1996). Chez les souris transgéniques porteuses du transgéne RARP4-like, la présence
de ’ARNm et une augmentation du signal d’immunofluorescence de RARf suggérent
que I’isoforme RARP4 est surexprimée (Bérard et al., 1994). Ces résultats indiquent
ainsi que les transgenes utilisés sont exprimés dans les différents modéles de souris
transgeéniques.

A partir de huit mois, les souris sont sacrifiées et une évaluation histologique des
poumons est effectuée. Les poumons sont d’abord examinés afin de détecter des
tumeurs pulmonaires perceptibles a I’ceil (Figure 11 D). Ensuite, les poumons sont
fixés dans la solution de Bouin. Des colorations sur les coupes histologiques révélent
chez les souris témoins ou chez les souris transgéniques agées de moins de 8 mois un
épithélium alvéolaire ressemblant a une fine dentelle constituée d’une monocouche de
cellules (figures 11 A). Cependant, chez les souris transgéniques dgées de plus dé huit
mois, des signes évidents d’hyperplasie apparaissent (figure 11 B) et se manifestent par
un épaississement des parois alvéolaires. Les pneumocytes de type II, situés dans les
alvéoles, et les cellules de Clara, au niveau des bronches, sont parmi les cellules qui
proliférent. A partir d’environ 10 & 12 mois d’4ge, les souris transgéniques
commencent aussi 2 développer des tumeurs pulmonaires (Figure 11 C). A partir de cet
age, des tumeurs peuvent étre visibles a la surface des poumons (Figure 11 D). Lors des
dissections, les tumeurs sont dénombrées puis analysées par microscopie optique apres

la coloration a I’hématoxyline/€osine.
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Figure 11 : Examen histologique des poumons provenant de souris témoins ou
transgéniques présentant une altération de Pexpression des isoformes de RAR.

A, B et C représentent des colorations hématoxyline/€osine de coupes de tissus provenant
de poumons normaux (A), de poumons présentant des symptdmes d’hyperplasie (B) et de
poumons portant une tumeur pulmonaire (C). (D) poumon fraichement prélevé d’une
souris transgénique portant une tumeur visible & sa surface (fléche). Ce genre de tumeur
est souvent observé chez les souris transgéniques AS-RARB1/B3, AS-RARB2 et RAR[34-

like.
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Le nombre de tumeurs pulmonaires chez les souris transgéniques AS-
RARP1/B3, AS-RAR[B2 et RARB4-like est compilé dans le tableau 1. L’incidence
d’apparition spontanée des tumeurs pulmonaires pour le total des souris des deux
groupes d’4ge est treés élevée chez les souris transgéniques comparativement aux souris
non-transgéniques. En effet, chez les souris transgéniques agées de 8 a 14 mois
(exception faite des souris transgéniques de la lignée 1002 qui ne développent pas de
cancers avant 1’age de 14 mois) (tableau 1A), nous remarquons des tumeurs
pulmonaires chez 13% des souris de la lignée 1003 (tableau 1A), 62% des souris de la
lignée 422, 36% des souris de la lignée 426, 25% des souris de la lignée 432, 33% des
souris de la lignée 32 et 35% des souris de la lignée 5005 alors que seulement 2% des
souris témoins développent des cancers pulmonaires (tableau 1B). L’incidence de
I’apparition de cancers pulmonaires augmente encore plus chez les souris dgées de plus
de 14 mois. En effet, nous remarquons une élévation du nombre de souris
transgéniques portant des tumeurs ainsi qu’une augmentation du nombre de tumeurs par
souris. Le pourcentage de tumeurs chez les souris transgéniques de plus de 14 mois est
alors de de 78% chez les souris de la lignée transgénique 422, de 53% chez les souris de
la lignée transgénique 426, de 33% chez les souris de la lignée transgénique 432, de
41% chez les souris de la lignée transgénique 32, de 45% chez les souris de la lignée
transgénique 5005 (tableau 1B), de 54% chez les souris de la lignée transgénique 1002
et de 41% chez les souris de la lignée transgénique 1003 (tableau 1A). Aucune
augmentation notable n’est remarquée chez les souris de la lignée témoin. Chez les

souris de 1la lignée 1002, I’augmentation de D’apparition de cancers
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Tableau 1: Incidence d’apparition des tumeurs pulmonaires chez les souris
témoins et les souris transgéniques AS-RARP1/B3, AS-RAR[B2 et RARB4-like.

Le tableau A montre la compilation des résultats concernant I’incidence des tumeurs
pulmonaires retrouvées chez les souris transgéniques de la lignée exprimant le
transgéne AS-RAR[B1/B3 (1002 et 1003) comparés a ceux obtenus chez les souris
témoins (NTg). Trois groupes d’dges de souris ont été analysés: les souris dgées de
moins de 14 mois, entre 14 et 20 mois et entre 20 et 24 mois. Le tableau B montre la
compilation des résultats concernant 1’incidence de tumeurs pulmonaires retrouvées
chez les souris transgéniques des lignées exprimant le transgéne AS-RARP2 (422, 426
et 432) et chez les souris transgéniques des lignées exprimant le transgéne RAR[B4-
like (32 et 5005) comparés & ceux obtenus chez les souris t€émoins (NTg). Deux
groupes d’ages de souris ont été analysés: les souris dgées entre 8 et 14 mois et celles

agées de plus de 14 mois.
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pulmonaires se poursuit et peut atteindre jusqu’a 63% des souris agées entre 20 et 24

mois (tableau 1A).

4.2 Comparaison de I’expression des protéines Hox entre les pneumocytes de type
I1, les cellules de Clara et les cellules cancéreuses chez des modéles de souris
transgéniques AS-RAR[(1/33, AS-RAR[2 et RARB4-like et des souris témoins.

Nous avons vérifié 1’expression des protéines Hox par immunofluorescence et
microscopie confocale au niveau des pneumocytes de type II et des cellules de Clara
chez les souris témoins et transgéniques, ainsi qu’au niveau des cellules tumorales chez
les souris transgéniques. Les souris témoins et transgéniques utilisées pour cette
expérience étaient agées entre 14 et 20 mois. Nous nous sommes aussi assurés de la
présence de tumeurs dans les tissus analysés (pour les tissus provenant de souris
transgéniques) afin de pouvoir vérifier 1’expression des protéines Hox dans ces tumeurs.

L’expression des protéines Hoxb-2, Hoxb-3 et Hoxb-4 dans les poumons des
souris transgéniques AS-RAR[1/B3, AS-RARPB2 et RARB4-like ainsi que chez des
souris témoins a été analysée par immunofluorescence et microscopie confocale. Dans
certaines études, nous avons aussi localisé les noyaux des cellules étudiées avec 1’aide
de la sonde Bobo3™ afin de déterminer s’il y avait relocalisation du signal des

protéines Hox au niveau nucléaire.
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42,1 Expression de la protéine Hoxb-2 dans les poumons des souris
transgéniques et témoins.

La détermination de I’expression relative de la protéine Hoxb-2 a été faite dans
les poumons des lignées de souris transgéniques AS-RARP1/B3 (souris des lignées
1002 et 1003), AS-RARP2 (souris des lignées 422, 426 et 432) et RARB4-like (souris
des lignées 32 et 5005) par immunofluorescence et microscopie confocale. La protéine
HOXB-2 humaine a une masse moléculaire de 38 KDa et elle est exprimée au niveau
des poumons chez 1’humain adulte (Kappen, 1996; Cillo, 1995). La protéine Hoxb-2
est aussi exprimée au niveau des poumons chez la souris naissante (Bogue ef al., 1994;
Kappen, 1996). La protéine Hoxb-2 est détectée avec 1’aide d’un anticorps de lapin
polyclonal (BabCo, distribué par CanLab, Canada).

Les résultats obtenus par microscopie confocale afin de vérifier I’expression de
la protéine Hoxb-2 chez les souris transgéniques de la lignée AS-RARP1/B3 sont
exposés a la figure 12. L’intensité moyenne du signal d’immunofluorescence de la
protéine Hoxb-2 au niveau des cellules de Clara, des pneumocytes de type II et des
cellules tumorales a ét€ mesurée sur les images acquises par le microscope confocale et
compilée dans le tableau 2. Chez les souris témoins, 1’intensité relative moyenne de
I’'immunofluorescence de la protéine Hoxb-2 est de 100 + 14 (n = 12 ) au niveau des
cellules de Clara et de 94 + 17 (n = 4) au niveau des pneumocytes de type II (tableau 2).
Chez les souris transgéniques des lignées 1002 et 1003, 1’intensité relative moyenne de
I’'immunofluorescence de la protéine Hoxb-2 est, dans 1’ordre respectif, de 70.5 £ 9.1 (n
=1l)etded44 £ 11 (n= 4) dans les celtules de Clara, de 67.6 + 5.5 (n=8) et de 31.1 +

86 (m = 5) dans les pneumocytes de type II et finalement de
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Figure 12: Signal d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-2 au niveau
pulmonaire chez des souris témoins ou transgéniques AS-RARfB1/33.

L’anticorps anti-Hoxb-2 permet d’évaluer ’intensité du signal d’immunofluorescence
entre les souris témoins (A et D) et transgéniques des lignées 1002 (B, E et G) et 1003 (C,
F et H) au niveau des pneumocytes de type II (A, B et C), des cellules de Clara (D, E et
F) et des tumeurs pulmonaires (G et H). L’échelle de pseudo-couleure située a droite de
la figure indique ’intensité du signal de fluorescence de Hoxb-2. Cette échelle va de 0 a
255. L’échelle de taille dans le panneau A correspond & 10 pm. Les pneumocytes de

type II sont indiqués par des fleches.
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Tableau 2: Statistique sur la moyenne de Dintensité du signal
d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-2 au niveau des pneumocytes de type
I, des cellules de Clara et des cellules tumorales dans les poumons de souris
portant le transgéne AS-RARP1/B3 et les souris témoins.

Chaque valeurs de moyenne d’intensité de fluorescence de la protéine Hoxb-2
obtenues au niveau des tissus chez les souris transgéniques 1002 et 1003 ont été
comparées a la moyenne de I’intensité d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-2
obtenue au niveau des cellules de Clara chez les souris témoins (colonne cellules de
Clara) ou encore & la moyenne de !’intensité d’immunofluorescence de la protéine
Hoxb-2 obtenue au niveau des pneumocytes de type II chez les souris témoins
(colonne pneumocytes de type II). » représente le nombre d’échantillons analysés,
intensité moyenne représente la moyenne de ’intensité d’immunofluorescence de la
protéine Hoxb-2 au niveau des cellules étudiées, 4] représente la différence entre
I’intensité moyenne d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-2 de la souris témoins
et celui de la souris transgénique alors que les valeurs g ont été obtenues suite a la
comparaison de la distributions des données obtenues par le test de Tukey-Kramer.
Une valeur A7 positive indique une diminution du signal d’immunofluorescence alors
qu’une valeur négative indique une augmentation du signal. Si la valeur g est
supérieure & 4.344, alors la valeur P sera inférieure & 0.05. La derniére colonne
(différence) indique si A7 est significatif ou non. NA indique que la donnée est non

applicable.



Cellules de | Pneumocytes Différence
Clara de type I1
n 12
cellules de Intensité moyenne 100 NA NA
Clara Ecart & la moyenne] 14
Souris témoin| - )
Pneumocytes Intensité moyenne NA 94 NA
de type IT Ecart A la moyenne} 17
n 11
Intensité moyenne 70,5
cellules de Ecart 4 la moyenne} 9,1 NA significatif
Clara KT L
q 10,59 |
n 8
Souris Intensité moyenne 67,6
transgénique Pl:izutl;l::ges Ecart A la moyenne} NA 5.5 significatif
1002 A7 2623
q [ 6365 |
n 6 6
Intensité moyenne 58,8 58,8
Tumeurs [Ecartala moyenne] 6,0 6,0 significatif
AT 41,44 35,03 |
q 12,32 3,005
n 4
Intensité moyenne 44
cellules de Ecart a la moyenne] 11 NA significatif
Clara X7 %) —
q 1437 |
n 5
Souris Intensité moyenne 31,1
transgénique Pne“t';’::y&es e cart 3 1a moyennel NA 8,6 significatif
1003 AT 6,7
q 13,9
n 1/ T/
Intensité moyenne 60,0 60,0 i
Tumeurs Ecart a Ia moyenne] 4,9 4,9 significatif
AT 40,18 33,77
q 15,84 9,031
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58.8+ 6.0 (n=6) et de 60.0 = 4.9 (n = 17) dans les cellules tumorales (tableau 2). Des
calculs statistiques ont été faits sur ces donnés en comparant les valeurs d’intensités
relatives moyennes d’immunofluorescences de la protéine Hoxb-2 obtenues chez les
souris trangéniques avec celles obtenues chez les souris témoins et les résultats sont
présentes dans le tableau 2. Ceci nous a permis de détecter une diminution significative
(p<0.001) du signal relatif d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-2 chez les souris
transgéniques des lignées 1002 et 1003, dans I’ordre respectif, de 29.75 et de 55.81 au
niveau des cellules de Clara ainsi que de 41.44 et de 40.18 au niveau des cellules
tumorales en comparant avec le signal relatif d’immunofluorescence de la protéine
Hoxb-2 obtenu au niveau des cellules de Clara chez les souris témoins (tableau 2). Une
diminution significative (p<0.001) de 26.23 et de 62.74 au niveau des pneumocytes de
type II ainsi qu’une diminution significative (p<0.001) de 35.03 et de 33.77 au niveau
des cellules tumorales chez les souris transgéniques 1002 et 1003 respectivement est
aussi remarquée en comparant avec le signal relatif d’immunofluorescence de la
protéine Hoxb-2 obtenu au niveau des pneumocytes de type II chez les souris témoins
(tableau 2).

Les résultats obtenus par microscopie confocale afin de vérifier I’expression de
la protéine Hoxb-2 chez les souris transgéniques de la lignée AS-RARP2 sont exposés a
la figure 13. L’intensit¢ moyenne du signal d’immunofluorescence de la protéine
Hoxb-2 au niveau des cellules de Clara, des pneumocytes de type II et des cellules
tumorales a été mesurée sur les images acquises par le microscope confocale et
compilée dans le tableau 3. Chez les souris témoins, 1’intensité relative moyenne de

I'immunofluorescence de la protéine Hoxb-2 est de 134 + 12 (n = 6) au niveau des
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Figure 13: Signal d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-2 au niveau
pulmonaire chez des souris témoins ou transgéniques AS-RAR[2.

L’anticorps anti-Hoxb-2 permet d’évaluer 1’intensité du signal d’immunofluorescence
entre les souris témoins (A et E) et transgéniques des lignées 422 (B, F et I), 426 (C, G et
1), 432 (D, H et K) au niveau des pneumocytes de type II (A, B, C et D), des cellules de
Clara (E, F, G et H) et des tumeurs pulmonaires (I, J et K). L’échelle de pseudo-couleure
située 4 droite de la figure indique I’intensité du signal de fluorescence de Hoxb-2. Cette
échelle va de 0 a4 255. L’échelle de taille dans le panneau A correspond a 10 um. Les

pneumocytes de type II sont indiqués par des fléches.
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Tableau 3: Statistique sur la moyenne de Dintensité du signal
d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-2 au niveau des pneumocytes de type
I1, des cellules de Clara et des cellules tumorales dans les poumons de souris
portant le transgéne AS-RARP2 et les souris témoins.

Chaque valeurs de moyenne d’intensit¢é de fluorescence de la protéine Hoxb-2
obtenues au niveau des tissus chez les souris transgéniques 422, 426 et 432 ont été
comparées a la moyenne de 1’intensité d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-2
obtenue au niveau des cellules de Clara chez les souris témoins (colonne cellules de
Clara) ou encore 4 la moyenne de I’intensité d’immunofluorescence de la protéine
Hoxb-2 obtenue au niveau des pneumocytes de type II chez les souris témoins
(colonne pneumocytes de type II). » représente le nombre d’échantillons analysés,
intensité moyenne représente la moyenne de 1’intensité d’immunofluorescence de la
protéine Hoxb-2 au niveau des cellules étudiées, A1 représente la différence entre
I’intensité moyenne d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-2 de la souris témoins
et celui de la souris transgénique alors que les valeurs ¢ ont été obtenues suite a la
comparaison de la distributions des données obtenues par le test de Tukey-Kramer.
Une valeur A7 positive indique une diminution du signal d’immunofluorescence alors
qu’une valeur négative indique une augmentation du signal. Si la valeur g est
supérieure a 4.724, alors la valeur P sera inférieure a2 0.05. La derniére colonne
(différence) indique si 47 est significatif ou non. NA indique que la donnée est non

applicable.



Cellules de [Pneumocytes de} Différence
Clara type 11
n 6
cellules de Clara] moyenne d'intensité 134 NA NA
is témoi Ecartdle moyennc 1
Souris témeoin —
Pneumocytes de - 4
type II 'Intensité moyenne NA 94 NA
Ecart a la moyenne 2_5
n 4
moyenne d'intensité 86,9
cellules de Clara] Ecart i la moyenne 7,5 NA significatif
Al 47,1
q 9,037
n 6
Souris moyenne d'intensité 32
transgénique Pneumocytes de Ecart 4 la moyenne NA 12 significatif
422 type IT AT 61,85
q 11,87
n 6 6
moyenne d'intensité 41,9 41,9
Tumeurs Ecart & 1a moyenne 4,3 4,3 significatif
Ar 92,08 52,14
q 19,75 10,01
n 13
moyenne d'intensité 66
cellules de Clara]  Ecart & la moyenne 17 NA significatif
Ar 68,08
q 17,09
n 5
Souris moyenne d'intensité 38,1
transgénique Pneumocytes de Ecart 2 ]a moyenne NA 9,6 significatif
426 type I AT 55,92
g 10,32
n 7 7
moyenne d'intensité 40,1 40,1
Tumeurs Ecart 3 la moyenne 74 7.4 significatif
Al 93,9 53,96
g 20,9 10,66
n 7
moyenne d'intensité 48
cellules de Clara] Ecart 2 1a moyenne 11 NA significatif
Al 85,49
g 19,03
n 7
Souris moyenne d'intensité 26,4
transgénique Pneumocytes de Ecart i la moyenne NA 2,2 significatif
432 type Il AT 67,67
q 13,37
n 11 11
moyenne d'intensité 37,2 37,2
Tumeurs Ecart 2 la moyenne 3,3 3,3 significatif
Al 96,81 56,87
q 23,63 12,06
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cellules de Clara et de 94 + 25 (n = 4) au niveau des pneumocytes de type II (tableau 3).
Chez les souris transgéniques des lignées 422, 426 et 432, I’intensité relative moyenne
de I’'immunofluorescence de la protéine Hoxb-2 est, dans I’ordre respectif, de 86.9 £ 7.5
(n=4),de 66 £ 17 (n=13) et de 48 = 11 (n = 7) dans les cellules de Clara, de 32 £ 12
(n=6),de 38.1 £9.6 (n=15) etde 26.4 + 2.2 (n = 7) dans les pneumocytes de type II et
finalement de 41.9 £ 4.3 (n=6),de 40.1+ 74 (n=7) etde 31.2+ 3.3 (n=11) dans les
cellules tumorales (tableau 3). Des calculs statistiques ont été faits sur ces donnés en
comparant les valeurs d’intensités relatives moyennes d’immunofluorescences de la
protéine Hoxb-2 obtenues chez les souris trangéniques avec celles obtenues chez les
souris témoins et les résultats sont présentés dans le tableau 3. Ceci nous a permis de
détecter une diminution significative (p<0.001) du signal relatif d’immunofluorescence
de la protéine Hoxb-2 chez les souris transgéniques des lignées 422, 426 et 432, dans
I’ordre respectif, de 47.1, de 68.08 et de 85.49 au niveau des cellules de Clara ainsi que
de 92.08, de 93.9 et de 96.81 au niveau des cellules tumorales en comparant avec le
signal relatif d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-2 obtenu au niveau des
cellules de Clara chez les souris témoins (tableau 3). Une diminution significative
(p<0.001) de 61.85, de 55.92 et de 67.67 au niveau des pneumocytes de type II ainsi
qu’une diminution significative (p<0.001) de 52.14, de 53.96 et de 56.87 au niveau des
cellules tumorales chez les souris transgéniques 422, 426 et 432 respectivement est
aussi remarquée en comparant avec le signal relatif d’immunofluorescence de la
protéine Hoxb-2 obtenu au niveau des pneumocytes de type II chez les souris témoins

(tableau 3).
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Les résultats obtenus par microscopie confocale afin de vérifier I’expression de
la protéine Hoxb-2 chez les souris transgéniques de la lignée RARB4-like sont exposés
a la figure 14. L’intensité moyenne du signal d’immunofluorescence de la protéine
Hoxb-2 au niveau des cellules de Clara, des pneumocytes de type II et des cellules
tumorales a été mesurée sur les images acquises par le microscope confocale et
compilée dans le tableau 4. Chez les souris témoins, I’intensité relative moyenne de
I’immunofluorescence de la protéine Hoxb-2 est de 85 + 15 (n = 21) au niveau des
cellules de Clara et de 39.9 = 6.2 (n = 6) au niveau des pneumocytes de type 1I (tableau
4). Chez les souris transgéniques des lignées 32 et 5005, I’intensité relative moyenne de
I’immunofluorescence de la protéine Hoxb-2 est, dans 1’ordre respectif, de 44.4 £ 4.5 (n
=16) et de 49.8 = 7.2 (n = 20) dans les cellules de Clara, de 31.1 £+ 4.6 (n=7) et de 31.1
+ 6.3 (n=9) dans les pneumocytes de type II et finalement de 21.6 = 5.9 (n = 25) et de
39.1 £ 8.8 (n = 23) dans les cellules tumorales (tableau 4). Des calculs statistiques ont
été faits sur ces donnés en comparant les valeurs d’intensités relatives moyennes
d’immunofluorescences de la protéine Hoxb-2 obtenues chez les souris trangéniques
avec celles obtenues chez les souris témoins et les résultats sont présentés dans le
tableau 4. Ceci nous a permis de détecter une diminution significative (p<0.001) du
signal relatif d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-2 chez les souris transgéniques
des lignées 32 et 5005, dans I’ordre respectif, de 41.09 et de 35.63 au niveau des
cellules de Clara ainsi que de 63.92 et de 46.39 au niveau des cellules tumorales en
comparant avec le signal relatif d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-2 obtenu au
niveau des cellules de Clara chez les souris témoins (tableau 4). Lorsque la

comparaison est faites avec le signal relatif d’immunofluorescence de 1la
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Figure 14: Signal d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-2 au niveau
pulmonaire chez des souris témoins ou transgéniques RAR[4-like.

L’anticorps anti-Hoxb-2 permet d’évaluer ’intensité du signal d’immunofluorescence
entre les souris témoins (A et D) et transgéniques des lignées 32 (B, E et G) et 5005 (C, F
et H) au niveau des pneumocytes de type II (A, B, C et D), des cellules de Clara (E, F, G
et H) et des tumeurs pulmonaires (I, J et K). L’échelle de pseudo-couleure située a droite
de la figure indique 1’intensité du signal de fluorescence de Hoxb-2. Cette échelle va de
0 a4 255. L’échelle de taille dans le panneau A correspond & 10 um. Les pneumocytes de

type II sont indiqués par des fleches.
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Tableau 4: Statistique sur la moyenne de Iintensité du signal
d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-2 au niveau des pneumocytes de type
II, des cellules de Clara et des cellules tumorales dans les poumons de souris
portant le transgéne RARp4-like et les souris témoins.

Chaque valeurs de moyenne d’intensité de fluorescence de la protéine Hoxb-2
obtenues au niveau des tissus chez les souris transgéniques 32 et 5005 ont été
comparées a la moyenne de 1’intensité d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-2
obtenue au niveau des cellules de Clara chez les souris témoins (colonne cellules de
Clara) ou encore a la moyenne de I’intensité d’immunofluorescence de la protéine
Hoxb-2 obtenue au niveau des pneumocytes de type II chez les souris témoins
(colonne pneumocytes de type II). » représente le nombre d’échantillons analysés,
intensité moyenne représente la moyenne de 1’intensité d’immunofluorescence de la
protéine Hoxb-2 au niveau des cellules étudiées, A7 représente la différence entre
I’intensité moyenne d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-2 de la souris témoins
et celui de la souris transgénique alors que les valeurs g ont été obtenues suite a la
comparaison de la distributions des données obtenues par le test de Tukey-Kramer.
Une valeur 41 positive indique une diminution du signal d’immunofluorescence alors
qu’une valeur négative indique une augmentation du signal. Si la valeur g est
supérieure a 4.364, alors la valeur P sera inférieure & 0.05. La derni¢re colonne
(différence) indique si A7 est significatif ou non. NA indique que la donnée est non

applicable.



Cellules de |Pneumocytes Différence
Clara de type 11
n =21
cellules de Intensité moyenne 85 NA
Clara Ecart 4 Ia moyenne} 15
Souris témoin| -
Pneumocytes Intensité moyenne NA
de type II Ecart 4 ]a moyenne}
n 16
Intensité moyenne 44,4
cellules de Ecart A la moyenne 4,5
Clara X7 100
q 20,04
n
Souris P Intensité moyenne
transgénique I:]eeutnyl::ﬁes Ecart i la moyenne] NA 4,6 sig:i‘;'::: -a if
32 Aar 3,813
q
n pi3
Intensité moyenne 21,5
Tumeurs JEcartala moyenne] 5,9 5,9 significatif
AT 63,92 18,39
q 34,96 6,547
n 20
Intensité moyenne 49,8
cellules de Ecart 3 la moyennel 7,2 significatif
Clara AT ~E
q 18,46
n
Souris Intensité moyenne
transgénique Pneutn;::y];t[es de Ecart a 1a moyenne} NA
5005 Ar
q
n yk]
Intensité moyenne 39,1 significatif /
Tumeurs Ecart & la moyenne} 8,8 8,8 non-
AT 46,39 0,8%62 significatif
q 2433 0,3023
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protéine Hoxb-2 des pneumocytes chez les souris témoins, une différence significative
(p<0.001) de 18.39 est remarquée uniquement avec les cellules tumorales chez les
souris de la lignée 32, les autres comparaisons étant non-différenciables

significativement (tableau 4).

4.2.2 Expression de la protéine Hoxb-3 dans les poumons des souris
transgéniques et témoins.

La détermination de 1’expression relative de la protéine Hoxb-3 a été faite dans
les poumons des lignées de souris transgéniques AS-RARP1/B3, AS-RARP2 et
RARf4-like par immunofluorescence et microscopie confocale. La protéine HOXB-3
humaine a une masse masse molécularie de 44.3 KDa et elle est exprimée au niveau des
poumons chez 1’humain adulte (Kappen, 1996, Cillo, 1995). La protéine Hoxb-3 est
aussi exprimée au niveau des poumons chez la souris naissante (Bogue et al., 1994;
Kappen, 1996). La protéine Hoxb-3 est détectée avec 1’aide d’un anticorps polyclonal
de lapin (BabCo, distribué par CanLab, Canada).

Les résultats obtenus par microscopie confocale afin de vérifier I’expression de
la protéine Hoxb-3 chez les souris transgéniques de la lignée AS-RARB1/B3 sont
exposés a la figure 15. L’intensité moyenne du signal d’immunofluorescence de la
protéine Hoxb-3 au niveau des cellules de Clara, des pneumocytes de type II et des
cellules tumorales a ét¢ mesurée sur les images acquises par le microscope confocale et
compilée dans le tableau 5. Chez les souris témoins, 1’intensité relative moyenne de
I’immunofluorescence de la protéine Hoxb-3 est de 49.2 + 7.8 (n = 19’) au niveau des

cellules de Clara et de 36.8 + 5.0 (n = 22) au niveau des pneumocytes de type II
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Figure 15: Signal d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-3 au niveau
pulmonaire chez des souris témoins ou transgéniques AS-RARB1/83.

L’anticorps anti-Hoxb-3 permet d’évaluer I’intensité du signal d’immunofluorescence
entre les souris témoins (A et D) et transgéniques des lignées 1002 (B, E et G) et 1003 (C,
F et H) au niveau des pneumocytes de type II (A, B et C), des cellules de Clara (D, E et
F) et des tumeurs pulmonaires (G et H). L’échelle de pseudo-couleure située a droite de
la figure indique ’intensité du signal de fluorescence de Hoxb-2. Cette échelle va de 0 a
255. L’échelle de taille dans le panneau A correspond a2 10 um. Les pneumocytes de

type II sont indiqués par des fléches.
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Tableau 5: Statistique sur la moyenne de Dintensité du signal
d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-3 au niveau des pneumocytes de type
I1, des cellules de Clara et des cellules tumorales dans les poumons de souris
portant le transgéne AS-RARf1/B3 et les souris témoins.

Chaque valeurs de moyenne d’intensit¢ de fluorescence de la protéine Hoxb-3
obtenues au niveau des tissus chez les souris transgéniques 1002 et 1003 ont été
comparées a la moyenne de 1’intensité d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-3
obtenue au niveau des cellules de Clara chez les souris témoins (colonne cellules de
Clara) ou encore & la moyenne de 1’intensité d’immunofluorescence de la protéine
Hoxb-3 obtenue au niveau des pneumocytes de type II chez les souris témoins
(colonne pneumocytes de type II). » représente le nombre d’échantillons analysés,
intensité moyenne représente la moyenne de I’intensité d’immunofluorescence de la
protéine Hoxb-3 au niveau des cellules étudiées, A/ représente la différence entre
I’intensité moyenne d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-3 de la souris t¢émoins
et celui de la souris transgénique alors que les valeurs g ont été obtenues suite a la
comparaison de la distributions des données obtenues par le test de Tukey-Kramer.
Une valeur 41 positive indique une diminution du signal d’immunofluorescence alors
qu’une valeur négative indique une augmentation du signal. Si la valeur g est
supérieure a 4.380, alors la valeur P sera inférieure 4 0.05. La derniére colonne
(différence) indique si A7 est significatif ou non. NA indique que la donnée est non

applicable.



Cellules de |Pneumocytes Différence
. Clara de type I1
n 10
cellules de o e 49,2 NA NA
Clara Ecart 4 la moyenne} 7.8
Souris témoin| - 1 7
Pneumocytes Intensité moyenne | NA 36,8 NA
de type IT Ecart i la moyenne} 5,0
n I 16
Intensité moyenne | 71
cellules de e moyennel 10 NA significatif
Clara X7 % W
q 9,531
n i}
Souris Intensité moyenne 63
transgénique PI:leumocyI;es Ecart a la moyenne NA | 13 significatif
1002 ¢ type A7 26,21
q 12,05
n 6 [
Intensité moyenne 73,0 73,0
Tumeurs JEcarta la moyennel 6,8 6,8 significatif
AT -23,82 =36,2
q 7,551 11,67 |
n 12
Intensité moyenne 73
cellules de Ecart & la moyenne] 11 NA significatif
Clara X7 386 |
q 9,606 |
n T
Souris Intensité moyenne 69
transgénique Pneu:;‘::y];es deffcartala moyenne] NA 10 significatif
1003 Al 3173
q [ 1459 |
] 6 [
Intensité moyenne 74 74
Tumeurs Ecart 4 la moyenne] 10 10 significatif
AT -24,96 3734 |
q 7,913 12,04
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(tableau 5). Chez les souris transgéniques des lignées 1002 et 1003, I’intensité relative
moyenne de I’immunofluorescence de la protéine Hoxb-3 est, dans I’ordre respectif, de
7110 (n=16)etde 73 £ 11 (n = 12) dans les cellules de Clara, de 63 £ 13 (n=17) et
de 69 £+ 10 (n = 17) dans les pneumocytes de type II et finalement de 73.0 £ 6.8 (n = 6)
et de 74 & 10 (n = 6) dans les cellules tumorales (tableau 5). Des calculs statistiques ont
été faits sur ces donnés en comparant les valeurs d’intensités relatives moyennes
d’immunofluorescences de la protéine Hoxb-3 obtenues chez les souris trangéniques
avec celles obtenues chez les souris témoins et les résultats sont présentés dans le
tableau 5. Ceci nous a permis de détecter une augmentation significative (p<0.001) du
signal relatif d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-3 chez les souris transgéniques
des lignées 1002 et 1003, dans I’ordre respectif, de 21.78 et de 23.86 au niveau des
cellules de Clara ainsi que de 23.82 et de 24.96 au niveau des cellules tumorales en
comparant avec le signal relatif d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-3 obtenu au
niveau des cellules de Clara chez les souris témoins (tableau 5). Une augmentation
significative (p<0.001) de 26.21 et de 31.73 au niveau des pneumocytes de type II ainsi
qu’une augmentation significative (p<0.001) de 36.2 et de 37.34 au niveau des cellules
tumorales chez les souris transgéniques 1002 et 1003 respectivement est aussi
remarquée en comparant avec le signal relatif d’immunofluorescence de la protéine
Hoxb-3 obtenu au niveau des pneumocytes de type II chez les souris témoins (tableau
5).

Chez les souris transgéniques 1002 et 1003, le signal d’immunofluorescence de
la protéine Hoxb-3 semble se concentrer en une seule région au niveau des pneumocytes

de type II et des cellules de Clara, suggérant qu’il y a probablement une relocalisation
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du signal d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-3 au niveau nucléaire chez ces
cellules. Nous avons utilisé la sonde Bobo-3 afin de localiser les noyaux dans les
cellules étudiées et vérifier s’il y a co-localisation du signal d’immunofluorescence de la
protéine Hoxb-3 avec le noyau cellulaire tel que montré dans I’exemple & la figure 16.
En connaissant la localisation du noyau cellulaire, nous avons pu mesurer séparément le
signal d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-3 situé au niveau nucléaire et au
niveau cytoplasmique chez les cellules de Clara et les pneumocytes de type II et de
procéder a la détermination du ratio nucléo-cytoplasmique du signal
d’immunofluorescence chez les souris transgéniques et témoins dans chaque cellules
étudiées tel que décrit par Leclerc et al., 1998. Les statistiques sur le ratio nucléo-
cytoplasmique sont exposées dans le tableau 6. Chez les souris témoins, nous avons
observé un ratio moyen nucléo-cytoplasmique de —0.085 £ 0.009 (p<0.001, n = 55) au
niveau des pneumocytes de type II et un ratio nucléo-cytoplasmique moyen de —0.233 +
0.010 (p<0.001, n = 46) au niveau des cellules de Clara dans les tissus des souris
témoins. La valeur négative du ratio nucléo-cytoplasmique indique que le signal est
majoritairement cytoplasmique. Au niveau des tissus pulmonaires provenant des souris
transgéniques 1002, nous avons observé un ratio nucléo-cytoplasmique moyen de 0.611
*+ 0.010 (n = 57) au niveau des pneumocytes de type II et un ratio moyen nucléo-
cytoplasmique de 0.433 + 0.012 (n = 47) alors que chez les souris transgéniques 1003,
nous avons observé un ratio nucléo-cytoplasmique moyen de 0.503 + 0.011 (n = 62)
pour les pneumocytes de type II et un ratio nucléo-cytoplasmique de 0.339 + 0.009 (n=
49) pour les cellules de Clara (tableau 6). La valeur positive du signal nucléo-

cytoplasmique indique que le signal d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-3 chez
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Figure 16 : Exemples de co-localisation du signal d’immunofluorescence de la
protéine Hoxb-3 avec le marqueur nucléaire Bobo3.

La figure 1 montre un exemple d’une étude faite au niveau des pneumocytes de type II
dans le tissu pulmonaire d’une souris témoin ou il n’y a pas co-localisation du signal
d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-3 avec la sonde Bobo-3. Les pneumocytes
de type II sont indiqués par les fléches. La figure 2 montre un exemple d’une étude faite
au niveau des cellules de Clara dans le tissu pulmonaire d’une souris transgénique de la
lignée 422 ou il y a co-localisation du signal d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-
3 avec la sonde Bobo-3. Les figures 1A et 2A représentent la fluorescence émise par la
sonde nucléaire Bobo-3 alors que les figures 1B et 2B représentent la fluorescence émise
par I’anticorps anti-Hoxb-3 (FITC). Les figures 1C et 2C représentent la superposition
des figures 1A avec 1B et 2A avec 2B. Dans la figure 2C, une coloration jaune indique

qu’il y a co-localisation des deux signaux de fluorescence (FITC et Bobo-3).
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Tableau 6 : Statistique sur la distribution du signal nucléo-cytoplasmique au
niveau des pneumocytes de type II et des cellules de Clara dans les poumons de
souris portant le transgéne AS-RARB1/B3 et les souris témoins.

Les statistiques sur la moyenne de la distribution du signal nucléo-cytoplasmique au
niveau des pneumocytes de type II et des cellules de Clara dans les souris non-
transgéniques, et les souris transgéniques des lignées 1002 et 1003 sont présentées
dans ce tableau. n représente le nombre d’échantillons analysés, R représente le ratio
du signal nucléo-cytoplasmique, 4R représente la différence entre le ratio du
signal nucléo-cytoplasmique de la souris témoin et celui de la souris transgéniques
alors que les valeurs ¢ ont été obtenues suite & la comparaison de la distributions des
données obtenues par le test de Bonferroni. Une valeur 4R positive indique que le
signal d’immunofluorescence est principalement nucléaire alors qu’une valeur
négative indique que le signal est principalement cytoplasmique. Si la valeur ¢ est
supérieure 4 2.425, alors la valeur P sera inférieure a 0.05. Pour toutes les
comparaisons de la distribution des données faites par le test de Bonferroni, la valeur

P est inférieure a 0.001.



Pneumocytes de Cellules de Clara
type 11
Souris non- z 55 46
transgénique i Ratio moyen R -0.085 -0.233
Ecart & la moyenne 0.009 0.010
n 57 47
Souris Ratio moyen R 0.611 0.433
transgénique 1002 Ecart a la moyenne 0.010 0.012
AR +0.696 +0.666
t 46.8 44.9
n 62 49
Souris _ Ratio moyen R 0.503 0.339
transgénique 1003 Ecart a la moyenne 0.011 0.009
AR +0.588 +0.572
t 40.4 39.0
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ces cellules est majoritairement nucléaire. Une augmentation significative (p<0.001) du
rapport du signal nucléo-cytoplasmique de 0.696 et de 0.588 au niveau des
pneumocytes de type II chez les souris transgéniques 1002 et 1003 respectivement ainsi
qu’une augmention significative (p<0.001) du signal nucléo-cytoplasmique de 0.666 et
de 0.572 au niveau des cellules de Clara chez les souris transgéniques 1002 et 1003
respectivement indique qu’il y a une important relocalisation du signal
d’immunofluorescence de Hoxb-3 chez les souris portant le transgéne AS-RARB1/f33.
Nous devrons vérifier s’il y a aussi relocalisation du signal au niveau nucléaire ou au
niveau cytoplasmique dans les cellules tumorales chez ces souris transgéniques. Nos
résultats suggérent qu’il y a probablement une relocalisation du signal au niveau
cytoplasmique dans ces cellules (figure 15).

Les résultats obtenus par microscopie confocale afin de vérifier I’expression de
la protéine Hoxb-3 chez les souris transgéniques de la lignée AS-RARP2 sont exposés a
la figure 17. L’intensit¢ moyenne du signal d’immunofluorescence de la protéine
Hoxb-3 au niveau des cellules de Clara, des pneumocytes de type II et des cellules
tumorales a ét¢ mesurée sur les images acquises par le microscope confocale et
compilée dans le tableau 7. Chez les souris témoins, I’intensité relative moyenne de
I’'immunofluorescence de la protéine Hoxb-3 est de 63.7 £ 4.7 (n = 12) au niveau des
cellules de Clara et de 58.1 = 9.4 (n = 7) au niveau des pneumocytes de type II (tableau
7). Chez les souris transgéniques des lignées 422, 426 et 432, ’intensité relative
moyenne de I’'immunofluorescence de la protéine Hoxb-3 est, dans 1’ordre respectif, de
882+94(n=9),de 79+ 19 (n=9) et de 74.2 + 8.0 (n = 10) dans les cellules de Clara,

de 86.5 £ 6.0 (n = 3), de 77.2 £ 92 (n = 5) et de 57.7 = 8.6 (n = 8) dans les
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Figure 17: Signal d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-3 au niveau
pulmonaire chez des souris témoins ou transgéniques AS-RAR[2.

L’anticorps anti-Hoxb-3 permet d’évaluer I’intensité du signal d’immunofluorescence
entre les souris témoins (A et E) et transgéniques des lignées 422 (B, F et I), 426 (C, G et
), 432 (D, H et K) au niveau des pneumocytes de type II (A, B, C et D), des cellules de
Clara (E, F, G et H) et des tumeurs pulmonaires (I, J et K). L’échelle de pseudo-couleure
située a droite de la figure indique 1’intensité du signal de fluorescence de Hoxb-2. Cette
échelle va de 0 & 255. L’échelle de taille dans le panneau A correspond & 10 pm. Les

pneumocytes de type II sont indiqués par des fléches.
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Tableau 7: Statistique sur la moyenne de DPintensité du signal
d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-3 au niveau des pneumocytes de type
II, des cellules de Clara et des cellules tumorales dans les poumons de souris
portant le transgéne AS-RARJ?2 et les souris témoins.

Chaque valeurs de moyenne d’intensit¢ de fluorescence de la protéine Hoxb-3
obtenues au niveau des tissus chez les souris transgéniques 422, 426 et 432 ont été
comparées a la moyenne de I’intensité d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-3
obtenue au niveau des cellules de Clara chez les souris témoins (colonne cellules de
Clara) ou encore & la moyenne de 1’intensité d’immunofluorescence de la protéine
Hoxb-3 obtenue au niveau des pneumocytes de type II chez les souris témoins
(colonne pneumocytes de type II). 7 représente le nombre d’échantillons analysés,
intensité moyenne représente la moyenne de ’intensité d’immunofluorescence de la
protéine Hoxb-3 au niveau des cellules étudiées, A/ représente la différence entre
I’intensité moyenne d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-3 de la souris témoins
et celui de la souris transgénique alors que les valeurs g ont été obtenues suite a la
comparaison de la distributions des données obtenues par le test de Tukey-Kramer.
Une valeur 47 positive indique une diminution du signal d’immunofluorescence alors
qu’une valeur négative indique une augmentation du signal. Si la valeur g est
supérieure a 4.652, alors la valeur P sera inférieure a 0.05. La derniére colonne
(différence) indique si A7 est significatif ou non. NA indique que la donnée est non

applicable.



Cellules de [Pneumocytes de] Différence
Clara type
n 12
cellules de Claraj moyenne d'intensité 63,7 NA NA
. . Ecart 3 la moyenne 4.7
Souris témoin
Pneumocytes de - 7
type IT Intensité moyenne NA 58,1 NA
Ecart i la moyenne 9.4
n 9
moyenne d'intensité 88,2
cellules de Clara] Ecart a la moyenne 9,4 NA significatif
Al -24,52
q 9,043
n 3
Souris moyenne d'intensité 86,5
transgénique Pneumocytes de Ecart i la moyenne NA 6,0 significatif
422 type II ar -28,45
q 6,705
n 26 26
moyenne d'intensité 31,4 314
Tumeurs Ecart & la moyenne 7,9 7.9 significatif
Ar 32,28 26,62
q 15,04 10,17
n 9
moyenne d'intensité 79
cellules de Clara] Ecart & 1a moyenne 19 NA significatif
A1 -14,83
q 5,469
n 5
Souris moyenne d'intensité 77,2
transgénique Poeumocytes de Ecart 4 la moyenne NA 9,2 significatif
426 type Il Y] 119,15
q 5,319
n 19 19
moyenne d'intensité 64,5 64,5
Tumeurs Ecartala moyenne 6,9 6,9 non-significatif
ar -0,7533 -6,416
q 0,3323 2,36
n 10
moyenne d'intensité 74,2
cellules de Clara] Ecart a 1a moyenne 8,0 NA non-significatif
Al -10,44
q 3,965
n 8
Souris moyenne d'intensité 57,7
transgénique Poeumocytes de Ecart 2 la moyenne NA 8,6 non-significatif
432 type IT Ar 0,3262
q 0,1025
n 16 16
moyenne d'intensité 57,0 57,0
Tumeurs Ecart i la moyenne 2,9 2,9 nen-significatif
Al 6,678 1,016
q 2,844 0,3645
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pneumocytes de type II et finalement de 31.4 £ 7.9 (n = 26), de 64.5+ 6.9 (n=19) et de
57.0 £ 2.9 (n = 16) dans les cellules tumorales (tableau 7). Des calculs statistiques ont
été faits sur ces donnés en comparant les valeurs d’intensités relatives moyennes
d’immunofluorescences de la protéine Hoxb-3 obtenues chez les souris trangéniques
avec celles obtenues chez les .souris témoins et les résultats sont présentés dans le
tableau 7. Ceci nous a permis de détecter une augmentation significative (p<0.01) du
signal relatif d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-3 chez les souris transgéniques
des lignées 422 et 426, dans ’ordre respectif, de 24.52 et de 14.83 au niveau des
cellules de Clara en comparant avec le signal relatif d’immunofluorescence de la
protéine Hoxb-3 obtenu au niveau des cellules de Clara chez les souris témoins (tableau
7). Une augmentation significative (p<0.05) de 28.45 et de 19.15 au niveau des
pneumocytes de type II chez les souris transgéniques 422 et 426 respectivement est
aussi remarquée en comparant avec le signal relatif d’immunofluorescence de la
protéine Hoxb-3 obtenu au niveau des pneumocytes de type II chez les souris témoins
(tableau 7). Aucune différence significative du signal d’immunofluorescence de la
protéine Hoxb-3 dans les cellules de Clara et les pneumocytes de type II chez les souris
transgéniques de la lignée 432 avec les cellules correspondantes chez les souris témoins
n’est remarquée (tableau 7). Au niveau des cellules tumorales, une diminution
significative (p<0.001) du signal d’immunofluoresncence de la protéine Hoxb-3 de
32.28, contre celui retrouvé au niveau des cellules de Clara chez les souris témoins, et
de 26.62, contre celui retrouvé au niveau des pneumocytes de type II chez les souris
témoins, est remarquée uniquement chez les souris de la lignée transgénique 422

(tableau 7).
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Chez les souris transgéniques 422, 426 et 432 le signal d’immunofluorescence
de la protéine Hoxb-3 semble également se concentrer en une seule région au niveau des
pneumocytes de type II et des cellules de Clara, suggérant qu’il y a probablement une
relocalisation du signal d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-3 au niveau
nucléaire chez ces cellules. En utilisant les mémes démarches utilisées avec Hoxb-3
chez les souris transgéniques 1002 et 1003 avec la sonde Bobo-3 expliqué
précédemment, nous avons déterminé le ratio nucléo-cytoplasmique du signal
d’immunofluorescence chez les cellules de Clara et les pneumocytes de type 11 chez les
souris transgéniques 422, 426 et 432 et témoins. Les statistiques sur le ratio nucléo-
cytoplasmique sont exposées dans le tableau 8. Chez les souris témoins, nous avons
observé un ratio nucléo-cytoplasmique moyen de —0.117 + 0.007 (n = 55) au niveau des
pneumocytes de type II et un ratio nucléo-cytoplasmique moyen de —0.187 + 0.008 (n =
53) au niveau des cellules de Clara (tableau 8). La valeur négative du ratio nucléo-
cytoplasmique indique que le signal d’immunofluorescence est majoritairement
cytoplasmique. Chez les souris transgéniques, nous avons observé au niveau des
pneumocytes de type II un ratio nucléo-cytoplasmique de 0.276 + 0.009 (n = 63), de
0.352 £ 0.011 (n = 60) et de 0.342 £ 0.011 (n = 66) alors qu’au niveau des cellules de
Clara, nous avons observé un ratio nucléocytoplasmique de 0.256 + 0.012 (n = 44), de
0.285 + 0.008 (n = 64) et de 0.244 + 0.010 (n = 48) chez les souris des lignées 422, 426
et 432 respectivement (tableau 8). La valeur positive du signal nucléo-cytoplasmique
indique que le signal d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-3 chez ces cellules est
majoritairement nucléaire. Une augmentation significative (p<0.001) du rapport du

signal nucléo-cytoplasmique de la protéine Hoxb-3 au niveau des pneumocytes de type
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Tableau 8 : Statistique sur la distribution du signal nucléo-cytoplasmique au
niveau des pneumocytes de type II et des cellules de Clara dans les poumons de
souris portant le transgéne AS-RARp2 et les souris controles.

Les statistiques sur la moyenne de la distribution du signal nucléo-cytoplasmique au
niveau des pneumocytes de type Il et des cellules de Clara dans les souris non-
transgéniques, et les souris transgéniques des lignées 422, 426 et 432 sont présentées
dans ce tableau. n représente le nombre d’échantillons analysés, R représente le ratio
du signal nucléo-cytoplasmique, 4R représente la différence entre le ratio du
signal nucléo-cytoplasmique de la souris non-transgéniques et celui de la souris
transgéniques, alors que les valeurs ¢ ont été obtenues suite 4 la comparaison de la
distributions des données obtenues par le test de Bonferroni. Si la valeur ¢ est
supérieure 4 2.425, alors la valeur P sera inférieure & 0.05. Une valeur 4R positive
indique que le signal d’immunofluorescence est principalement nucléaire alors qu’une
valeur négative indique que le signal est principalement cytoplasmique. Pour toutes
les comparaisons de la distribution des données faites par le test de Bonferroni, la

valeur P est inférieure 2 0.001.



Pneumocytes Cellules de
de type 11 Clara
Souris non- L 23 23
transgénique ] ratio moyen R -0.117 -0.187
Ecart a la moyenne 0.007 0.008
n 63 44
Souris ratio moyen R 0.276 0.256
transgénique || Ecart a la moyenne 0.009 0.012
422 AR +0.393 +0.443
t 27.7 32.8
n 60 64
Souris ratio moyen R 0.352 0.285
transgénique || Ecart i 1a moyenne 0.011 0.008
426 AR +0.468 +0.472
t 32.7 38.4
n 66 48
Souris ratio moyen R 0.342 0.244
transgénique ||| Ecart a 1a moyenne 0.011 0.010
432 AR +0.458 +0.431
32.7 32.7

t




119

IT de 0.393, de 0.468 et de 0.458 ainsi qu’au niveau des cellules de Clara de 0.443, de
0.472 et de 0.431 chez les souris 422, 426 et 432 respectivement indique qu’il y a une
important relocalisation du signal d’immunofluorescence de Hoxb-3 chez les souris
portant le transgéne AS-RAR[2 (tableau 8). Nous devrons aussi vérifier ou se situe
principalement le signal d’immunofluorescence dans les cellules tumorales chez ces
souris. Nos résultats nous suggérent qu’il est probablement situé majoritairement au
niveau cytoplasmique (figure 17).

Les résultats obtenus par microscopie confocale afin de vérifier I’expression de
la protéine Hoxb-3 chez les souris transgéniques de la lignée RARP4-like sont exposés
a la figure 18. L’intensité moyenne du signal d’immunofluorescence de la protéine
Hoxb-3 au niveau des cellules de Clara, des pneumocytes de type II et des cellules
tumorales a été mesurée sur les images acquises avec le microscope confocale et
compilée dans le tableau 9. Chez les souris témoins, 1’intensité relative moyenne de
I’'immunofluorescence de la protéine Hoxb-3 est de 76.7 + 6.1 (n = 18) au niveau des
cellules de Clara et de 62.3 £+ 2.6 (n = 4) au niveau des pneumocytes de type II (tableau
9). Chez les souris transgéniques des lignées 32 et 5005, I’intensité relative moyenne de
I’'immunofluorescence de la protéine Hoxb-3 est, dans 1’ordre respectif, de 89 + 12 (n =
13) et de 59.0 £+ 3.8 (n = 17) pour les cellules de Clara, de 66.57 + 0.81 (n = 2) et de 58
+ 14 (n = 3) pour les pneumocytes de type II et finalement de 90.5 £ 8.0 (n = 15) et de
54.0 £ 6.0 (n = 14) pour les cellules tumorales (tableau 9). Des calculs statistiques ont
été faits sur ces donnés en comparant les valeurs d’intensités relatives moyennes
d’immunofluorescences de la protéine Hoxb-3 obtenues chez les souris trangéniques

avec celles obtenues chez les souris témoins et les résultats sont présentés dans le
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Figure 18: Signal d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-3 au niveau
pulmonaire chez des souris témoins ou transgéniques RAR[34-like.

L’anticorps anti-Hoxb-3 permet d’évaluer 1’intensité du signal d’immunofluorescence
entre les souris témoins (A et D) et transgéniques des lignées 32 (B, E et G) et 5005 (C, F
et H) au niveau des pneumocytes de type II (A, B, C et D), des cellules de Clara (E, F, G
et H) et des tumeurs pulmonaires (I, J et K). L’échelle de pseudo-couleure située a droite
de la figure indique I’intensité du signal de fluorescence de Hoxb-2. Cette échelle va de
0 2 255. L’¢échelle de taille dans le panneau A correspond a 10 um. Les pneumocytes de

type II sont indiqués par des fléches.
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Tableau 9: Statistique sur la moyenne de Dintensité du signal
d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-3 au niveau des pneumocytes de type
I1, des cellules de Clara et des cellules tumorales dans les poumons de souris
portant le transgéne RARp4-like et les souris témoins.

Chaque valeurs de moyenne d’intensit¢ de fluorescence de la protéine Hoxb-3
obtenues au niveau des tissus chez les souris transgéniques 32 et 5005 ont été
comparées & la moyenne de 1’intensité d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-3
obtenue au niveau des cellules de Clara chez les souris témoins (colonne cellules de
Clara) ou encore a la moyenne de 1’intensité d’immunofluorescence de la protéine
Hoxb-3 obtenue au niveau des pneumocytes de type II chez les souris témoins
(colonne pneumocytes de type II). » représente le nombre d’échantillons analysés,
intensité moyenne représente la moyenne de 1’intensité d’immunofluorescence de la
protéine Hoxb-3 au niveau des cellules étudiées, AI représente la différence entre
’intensité moyenne d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-3 de la souris témoins
et celui de la souris transgénique alors que les valeurs g ont été obtenues suite a la
comparaison de la distributions des données obtenues par le test de Tukey-Kramer.
Une valeur 41 positive indique une diminution du signal d’immunofluorescence alors
qu’une valeur négative indique une augmentation du signal. Si la valeur g est
supérieure a 4.418, alors la valeur P sera inférieure & 0.05. La derniére colonne
(différence) indique si A7 est significatif ou non. NA indique que la donnée est non

applicable.



Cellules de

Pneumocytes

Différence

Clara de type 11
n 18
cellules de Intensité moyenne 76,7 NA NA
Clara Ecart a 1a moyenne 6,1
Souris témoin| - ;)
Pneumocytes Intensité moyenne NA 65,3 NA
detype Il o moyennel 2,5
n 13
Intensité moyenne 89
cellules de Ecart 4 la moyennel 12 significatif
Clara X7 R
q 6487 |
n
Souris Intensité moyenne
transgénique Pl:leumocges Ecart a la moyenne} NA
32 e type .V}
q
n 15
Intensité moyenne 90,5
Tumeurs |Ecartala moyenne} 8,0 significatif
AT 13,33
q 1,427 8,425
n T
Intensité moyenne 59,0
cellules de Ecart 4 la moyenne} 3,8 significatif
Clara /. V] 768 |
n
Souris Intensité moyenne
transgénique Pneumocy};es deffcartala moyennel NA 14 . ni(;in- -
5005 type X7 393 significa
q 1,704
n 14 14
Intensité moyenne 54,0 54,0 significatif /
Tumeurs Ecart a la moyenne} 6,0 6,0 non-
AT ~22,69 11,28 significatif
q 11,96 3,735
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tableau 9. Ceci nous a permis, en comparant avec le signal d’immunofluorescence
obtenu au niveau des cellules de Clara chez les souris témoins, de détecter une
augmentation significative (p<0.001) du signal d’immunofluorescence de la protéine
Hoxb-3 de 12.57 au niveau des cellules de Clara et de 13.83 au niveau des cellules
tumorales chez les souris transgéniques de la lignée 32 ainsi qu’une diminution
significative (p<0.001) du signal d’immunofluorescence de 17.68 au niveau des cellules
de Clara et de 22.69 au niveau des cellules tumorales chez les souris transgéniques de la
lignée 5005 (tableau 9). Nous avons aussi détecté une augmentation significative
(p<0.001) du signal d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-3 de 25.25 au niveau
des cellules tumorales chez les souris transgéniques de la lignée 32 comparé au signal
d’immunofluorescence retrouvé au niveau des pneumocytes de type II chez les souris
témoins. Aucune différence significative du signal d’immunofuoresncence de la
protéine Hoxb-3 n’est remarquée entre les pneumocytes de type II chez les souris
témoins et les pneumocytes de type II chez les souris transgéniques 32 et 5005 ainsi que

les cellules tumorales chez les souris 5005 (tableau 9).

4.2.3 Expression de la protéine Hoxb-4 dans les poumons des souris
transgéniques et témoins.
La détermination de 1’expression relative de la protéine de Hoxb-4 a été faite
dans les poumons des lignées de souris transgéniques AS-RARB1/B3, AS-RARB2 et
RARp4-like par immunofluorescence et microscopie confocale. La protéine Hoxb-4

murine a une masse moléculare de 27.5 KDa et est exprimée chez la souris naissante et

adulte (Bogue et al., 1994; Kappen, 1996). Chez I’humain adulte, la protéine HOXB-4
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est exprimé au niveau des poumons (Kappen, 1995; Cillo, 1995). La protéine de Hoxb-
4 est détectée avec ’aide d’un anticorps polyclonal de lapin (BabCo, distribué par
CanlLab, Canada).

Les résultats obtenus par microscopie confocale afin de vérifier 1’expression de
la protéine Hoxb-4 chez les souris transgéniques de la lignée AS-RAR[P1/B3 sont
exposés & la figure 19. L’intensit¢é moyenne du signal d’immunofluorescence de la
protéine Hoxb-4 au niveau des cellules de Clara, des pneumocytes de type II et des
cellules tumorales a été mesurée sur les images acquises par le microscope confocale et
compilée dans le tableau 10. Chez les souris témoins, I’intensité relative moyenne de
I’'immunofluorescence de la protéine Hoxb-4 est de 93.6 + 4.6 (n = 11) au niveau des
cellules de Clara et de 87.5 = 4.6 (n = 5) au niveau des pneumocytes de type II (tableau
10). Chez les souris transgéniques des lignées 1002 et 1003, I’intensité relative
moyenne de I’immunofluorescence de la protéine Hoxb-4 est, dans 1’ordre respectif, de
58.3+6.3 (n=8)etde 68+ 11 (n=10) dans les cellules de Clara, de 53.7 = 1.3 (n=4)
et de 44.3 £+ 3.6 (n = 5) dans les pneumocytes de type II et finalement de 42.0 = 5.7 (n =
13) et de 64 £ 12 (n = 12) dans les cellules tumorales (tableau 10). Des calculs
statistiques ont été faits sur ces donnés en comparant les valeurs d’intensités relatives
moyennes d’immunofluorescences de la protéine Hoxb-4 obtenues chez les souris
trangéniques avec celles obtenues chez les souris témoins et les résultats sont présentés
dans le tableau 10. Ceci nous a permis de détecter une diminution significative
(p<0.001) du signal relatif d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-4 chez les souris
transgéniques des lignées 1002 et 1003, dans 1’ordre respectif, de 35.29 et de 25.93 au

niveau des cellules de Clara ainsi que de 51.59 et de 30 au niveau des cellules tumorales
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Figure 19: Signal d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-4 au niveau
pulmonaire chez des souris témoins ou transgéniques AS-RARB1/B3.

L’anticorps anti-Hoxb-4 permet d’évaluer 1’intensité du signal d’immunofluorescence
entre les souris témoins (A et D) et transgéniques des lignées 1002 (B, E et G) et 1003 (C,
F et H) au niveau des pneumocytes de type II (A, B et C), des cellules de Clara (D, E et
F) et des tumeurs pulmonaires (G et H). L’échelle de pseudo-couleure située & droite de
la figure indique I’intensité du signal de fluorescence de Hoxb-2. Cette échelle va de 0 &
255, L’échelle de taille dans le panneau A correspond a 10 pm. Les pneumocytes de

type II sont indiqués par des fléches.
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Tableau 10: Statistique sur la moyenne de Dintensité du signal
d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-4 au niveau des pneumocytes de type
I1, des cellules de Clara et des cellules tumorales dans les poumons de souris
portant le transgéne AS-RARp1/B3 et les souris témoins.

Chaque valeurs de moyenne d’intensité de fluorescence de la protéine Hoxb-4
obtenues au niveau des tissus chez les souris transgéniques 1002 et 1003 ont été
comparées & la moyenne de I’intensité d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-4
obtenue au niveau des cellules de Clara chez les souris témoins (colonne cellules de
Clara) ou encore & la moyenne de I’intensité d’immunofluorescence de la protéine
Hoxb-4 obtenue au niveau des pneumocytes de type II chez les souris témoins
(colonne pneumocytes de type II). n représente le nombre d’échantillons analysés,
intensité moyenne représente la moyenne de I’intensité d’immunofluorescence de la
protéine Hoxb-4 au niveau des cellules étudiées, A7 représente la différence entre
I’intensité moyenne d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-4 de la souris témoins
et celui de la souris transgénique alors que les valeurs g ont été obtenues suite a la
comparaison de la distributions des données obtenues par le test de Tukey-Kramer.
Une valeur 41 positive indique une diminution du signal d’immunofluorescence alors
qu’une valeur négative indique une augmentation du signal. Si la valeur g est
supérieure a 4.445, alors la valeur P sera inférieure & 0.05. La dernicre colonne
(différence) indique si A7 est significatif ou non. NA indique que la donnée est non

applicable.



Cellules de |Pneumocytes Différence
Clara de type I1
n 11
cellules de Intensité moyenne 93,6 NA NA
Clara Ecart a ]a moyennej 4,6
Souris témoin| - ™
Pneumocytes Intensité moyenne NA 87,5 NA
de type II Ecart a la moyenne| 4,6
n 8
Intensité moyenne 58,3
cellules de Ecart 4 la moyenne} 6,3 NA significatif
Clara X7 L
q 13,58 |
n 4
Souris Intensité moyenne 53,7
transgénique Pl(liiutl;,l::ges Ecart a la moyennej NA 1,3 significatif
1002 or 33,77
q 9,001 |
n 13 &
Intensité moyenne 42,0 42,0
Tumeurs [Ecartala moyennej 5,7 5,7 significatif
AT 51,59 4547
q 22,51 15,45
n 10
Intensité moyenne 68
cellules de Ecart a la moyenne} 11 NA significatif
Clara X7 YL R
q 10,61
n 5
Souris Intensité moyenne 44,3
transgénique Pneutl;'l::ylies de Ecart a Ia moyenne] NA 3,6 significatif
1003 AT 43,2
q 1221
n 13 12
Intensité moyenne 64 64
Tumeurs Ecart & 1a moyenne} 12 12 significatif
AT 30 23,88 |
q 12,85 8,022 |
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en comparant avec le signal relatif d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-4 obtenu
au niveau des cellules de Clara chez les souris témoins (tableau 10). Une diminution
significative (p<0.001) de 33.77 et de 43.2 au niveau des pneumocytes de type II ainsi
qu’une diminution significative (p<0.001) de 45.47 et de 23.88 au niveau des cellules
tumorales chez les souris transgéniques 1002 et 1003 respectivement est aussi
remarquée en comparant avec le signal relatif d’immunofluorescence de la protéine
Hoxb-4 obtenu au niveau des pneumocytes de type II chez les souris témoins (tableau
10).

Les résultats obtenus par microscopie confocale afin de vérifier I’expression de
la protéine Hoxb-4 chez les souris transgéniques de la lignée AS-RAR[2 sont exposés 4
la figure 20. L’intensité moyenne du signal d’immunofluorescence de la protéine
Hoxb-4 au niveau des cellules de Clara, des pneumocytes de type II et des cellules
tumorales a ét€ mesurée sur les images acquises par le microscope confocale et
compilée dans le tableau 11. Chez les souris témoins, 1’intensité relative moyenne de
I’immunofluorescence de la protéine Hoxb-4 est de 107 + 17 (n = 17) au niveau des
cellules de Clara et de 84.2 £ 6.1 (n = 6) au niveau des pneumocytes de type II (tableau
11). Chez les souris transgéniques des lignées 422, 426 et 432, I’intensité relative
moyenne de I’immunofluorescence de la protéine Hoxb-4 est, dans 1’ordre respectif, de
96 =11 (n=15), de 107.0 £ 7.7 (n=17) et de 108.0 £ 9.2 (n = 23) dans les cellules de
Clara, de 73 £ 16 (n=7), de 88 + 14 (n = 9) et de 85 + 10 (n = 9) dans les pneumocytes
de type II et finalement de 117 +26 (n= 16),de 115+ 11 (n=33)etde 113+ 13 (n=
26) dans les cellules tumorales (tableau 11). Des calculs statistiques ont été faits sur ces

donnés en comparant les valeurs d’intensités relatives  moyennes
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Figure 20: Signal d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-4 au niveau
pulmonaire chez des souris témoins ou transgéniques AS-RARB2.

L’anticorps anti-Hoxb-4 permet d’évaluer ’intensité du signal d’immunofluorescence
entre les souris témoins (A et E) et transgéniques des lignées 422 (B, F et I), 426 (C, G et
1), 432 (D, H et K) au niveau des pneumocytes de type II (A, B, C et D), des cellules de
Clara (E, F, G et H) et des tumeurs pulmonaires (I, J et K). L’échelle de pseudo-couleure
située a droite de la figure indique 1’intensité du signal de fluorescence de Hoxb-2. Cette
échelle va de 0 a 255. L’échelle de taille dans le panneau A correspond a 10 um. Les

pneumocytes de type II sont indiqués par des fléches.
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Tableau 11: Statistique sur la moyenne de Dintensité du signal
d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-4 au niveau des pneumocytes de type
II, des cellules de Clara et des cellules tumorales dans les poumons de souris
portant le transgéne AS-RARP?2 et les souris témoins.

Chaque valeurs de moyenne d’intensit¢ de fluorescence de la protéine Hoxb-4
obtenues au niveau des tissus chez les souris transgéniques 422, 426 et 432 ont été
comparées a la moyenne de I’intensité d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-4
obtenue au niveau des cellules de Clara chez les souris témoins (colonne cellules de
Clara) ou encore a la moyenne de I’intensité d’immunofluorescence de la protéine
Hoxb-4 obtenue au niveau des pneumocytes de type II chez les souris témoins
(colonne pneumocytes de type II). n représente le nombre d’échantillons analysés,
intensité moyenne représente la moyenne de 1’intensité d’immunofluorescence de la
protéine Hoxb-4 au niveau des cellules étudiées, A représente la différence entre
I’intensité moyenne d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-4 de la souris témoins
et celui de la souris transgénique alors que les valeurs g ont été obtenues suite a la
comparaison de la distributions des données obtenues par le test de Tukey-Kramer.
Une valeur A7 positive indique une diminution du signal d’immunofluorescence alors
qu'une valeur négative indique une augmentation du signal. Si la valeur g est
supérieure a 4.630, alors la valeur P sera inférieure & 0.05. La derniére colonne
(différence) indique si A7 est significatif ou non. NA indique que la donnée est non

applicable.



Ceglll;(;: de Pneutr;:ec);es del Différence
n 17
cellules de Clara] moyenne d'intensité 107 NA NA
e ex s Ecart a la moyenne 17
Souris témoin
Pneumocytes de - §
type II Intensité moyenne NA 84,2 NA
Ecartila moyenne 6,1
n 15
moyenne d'intensité 96
cellules de Clara]  Ecart a 1a moyenne 11 NA non-significatif
A1 10,89
q 3,201
n 7
Souri.s Pneumocytes de moyenne d'intensité 73 .
transgénique Ecart 3 la moyenne NA 16 non-significatif
422 type It AT 1131
q 2,116
n 16 16
moyenne d'intensité 117 117 .
Tumeurs Ecart 4 la moyenne 26 26 non-slg.nlfica'atif/
X7 YT 3267 significatif
g 2,941 7,104
n 17
moyenne d'intensité 107,0
cellules de Clara] KEcart a la moyenne 1,7 NA non-significatif
Ar 0,07178
q 0,02178
n 9
Sou’ri-s Pneumocytes de moyenne d'intensité 88 .
transgenique Ecart i la moyenne NA 14 non-significatif
426 type II Al 3,388
q 0,669
n 33 33
moyenne d'intensité 115 115 L. .
Tumeurs Ecart 4 ]a moyenne 11 11 non-sngmﬁc?tlf/
Ar -8,046 -30,88 significatif
q 2,805 7,241
n 23
moyenne d'intensité 108,0
cellules de Clara] Ecart 3 1a moyenne 9,2 NA non-significatif
Al -0,9096
q 0,296
n 9
Souris Poeumocytes de frmotenne d'intensité 85
transgénique y Ecart i la moyenne NA 10 non-significatif
432 type IT Al 075
q 0,1481
n 26 26
moyenne d'intensité 113 113 A .
Tumeurs Ecart 4 la moyenne 13 13 non-significatif /
AT "5 45) 2829 significatif
q 1,822 6,501
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d’immunofluorescences de la protéine Hoxb-4 obtenues chez les souris trangéniques
avec celles obtenues chez les souris témoins et les résultats sont présentés dans le
tableau 11. Ceci nous a permis de détecter une augmentation significative (p<0.001) du
signal relatif d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-4 chez les souris transgéniques
des lignées 422, 426 et 432, dans 1’ordre respectif, de 32.67, de 30.88 et de 28.29 au
niveau des cellules tumorales en comparant avec le signal relatif d’immunofluorescence
de la protéine Hoxb-4 obtenu au niveau des pneumocytes de type II chez les souris
témoins (tableau 11). Aucune différence significative n’est perceptible entre le signal
relatif d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-4 retrouvé au niveau des cellules de
Clara chez les souris témoins et celui retrouvé au niveau des cellules de Clara ou des
cellules tumorales chez les souris portant le transgéne AS-RARP2. Finalement, la
comparaison entre les pneumocytes de type II retrouvé chez les souris témoins et ceux
retrouvés chez les souris portant le transgéne AS-RARPB2 ne montre aucune différences
significative.

Les résultats obtenus par microscopie confocale afin de vérifier I’expression de
la protéine Hoxb-4 chez les souris transgéniques de la lignée RARPB4-like sont exposés
a la figure 21. L’intensit¢é moyenne du signal d’immunofluorescence de la protéine
Hoxb-4 au niveau des cellules de Clara, des pneumocytes de type II et des cellules
tumorales a ét€ mesurée sur les images acquises avec le microscope confocale et
compilée dans le tableau 12. Chez les souris témoins, 1’intensité relative moyenne de
I’immunofluorescence de la protéine Hoxb-4 est de 110.9 £ 9.8 (n = 12) au niveau des
cellules de Clara et de 91 + 11 (n = 10) au niveau des pneumocytes de type II (tableau

12). Chez les souris transgéniques des lignées 32 et 5005, ’intensité relative moyenne
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Figure 21: Signal d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-4 au niveau
pulmonaire chez des souris témoins ou transgéniques RARP4-like.

L’anticorps anti-Hoxb-4 permet d’évaluer 1’intensité du signal d’immunofluorescence
entre les souris témoins (A et D) et transgéniques des lignées 32 (B, E et G) et 5005 (C, F
et H) au niveau des pneumocytes de type II (A, B, C et D), des cellules de Clara (E, F, G
et H) et des tumeurs pulmonaires (I, J et K). L’échelle de pseudo-couleure située a droite
de la figure indique 1’intensité du signal de fluorescence de Hoxb-2. Cette échelle va de
0 a4 255. L’échelle de taille dans le panneau A correspond a 10 um. Les pneumocytes de

type II sont indiqués par des fléches.
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Tableau 12: Statistique sur la moyenne de Pintensité du signal
d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-4 au niveau des pneumocytes de type
II, des cellules de Clara et des cellules tumorales dans les poumons de souris
portant le transgéne RARp4-like et les souris témoins.

Chaque valeurs de moyenne d’intensit¢ de fluorescence de la protéine Hoxb-4
obtenues au niveau des tissus chez les souris transgéniques 32 et 5005 ont été
comparées a la moyenne de I’intensité d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-4
obtenue au niveau des cellules de Clara chez les souris témoins (colonne cellules de
Clara) ou encore & la moyenne de I’intensité d’immunofluorescence de la protéine
Hoxb-4 obtenue au niveau des pneumocytes de type II chez les souris témoins
(colonne pneumocytes de type II). n représente le nombre d’échantillons analysés,
intensité moyenne représente la moyenne de 1’intensité d’immunofluorescence de la
protéine Hoxb-4 au niveau des cellules étudiées, 41 représente la différence entre
’intensité moyenne d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-4 de la souris témoins
et celui de la souris transgénique alors que les valeurs g ont été obtenues suite a la
comparaison de la distributions des données obtenues par le test de Tukey-Kramer.
Une valeur 47 positive indique une diminution du signal d’immunofluorescence alors
qu’une valeur négative indique une augmentation du signal. Si la valeur g est
supérieure a 4.412, alors la valeur P sera inférieure a4 0.05. La demiére colonne
(différence) indique si 47 est significatif ou non. NA indique que la donnée est non

applicable.



n
Cellules de | Pneumocytes Différence
Clara de type II
n 12
cellules de Intensité moyenne 110,9 NA NA
) . Clara Ecart a la moyenne| 9,8
Souris témoin| - U
Pneumocytes Intensité moyenne NA 91 NA
detypell [romsm moyennel 11
n 13
Mules d Intensité moyenne 103
cellules de Hcartala moyennel] 12 NA | mon-
Clara X7 —T significatif
q 3,128
n 4
Souris p Intensité moyenne 90
transgénique l(lieumOC)I';es Ecart 2 la moyenne} NA 11 sig:i‘;‘:atif
32 P AT ,
q 0,2107
n 21 21
Intensité moyenne 61,3 61,3
Tumeurs [Ecartala moyenne} 8,9 8,9 significatif
Ar 49,59 29,43
q 20,79 11,63
n 10
lules d Intensité moyenne 110,0
cellules d¢ Ircartala moyennel 4,2 NA ) ni‘;':l ) i
Clara AT 1 e significa
q 03376
n 4
Souris P 4 Intensité moyenne 85,7
;. neumocytes de f7. non-
Ecartal NA 58
transgenique type II ca ZI moyenne significatif
5005 5,032
q 1,29
n 11 11
Intensité moyenne 98,7 98,7 significatif /
Tumeurs Ecart a la moyenne} 6,0 6,0 non-
Ji¥] 12,2 1,047 significatif
q 4,436 2,750
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de I’immunofluorescence de la protéine Hoxb-4 est, dans I’ordre respectif, de 103 + 12
(n=18) et de 110.0 = 4.2 (n = 10) pour les cellules de Clara, de 90 = 11 (n = 4) et de
85.7 £ 5.8 (n = 4) pour les pneumocytes de type II et finalement de 61.3 = 8.9 (n = 21)
et de 98.7 £ 6.0 (n = 11) pour les cellules tumorales (tableau 12). Des calculs
statistiques ont été faits sur ces donnés en comparant les valeurs d’intensités relatives
moyennes d’immunofluorescences de la protéine Hoxb-4 obtenues chez les souris
trangéniques avec celles obtenues chez les souris témoins et les résultats sont présentés
dans le tableau 12. Ceci nous a permis, en comparant avec le signal relatif moyen
d’immunofluorescence obtenu au niveau des cellules de Clara chez les souris témoins,
de détecter une diminution significative (p<0.05) de 49.59 et de 12.2 du signal relatif
moyen d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-4 au niveau des cellules tumorales
chez les souris transgéniques des lignées 32 et 5005 respectivement. Nous avons aussi
détect¢ une diminution significative (p<0.001) du signal relatif moyen
d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-4 de 29.44 au niveau des cellules tumorales
chez les souris transgéniques de la lignée 32 en comparant avec le signal retrouvé au
niveau des pneumocytes chez les souris témoins.  Aucune différence significative
visible du signal relatif moyen d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-4 n’est
remarquée entre les cellules de Clara retrouvées chez les souris témoins et les cellules
de Clara retrouvées chez les souris transgéniques 32 et 5005 (tableau 12). Finalement,
la comparaison du signal relatif moyen d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-4 au
niveau des pneumocytes de type II chez les souris témoins avec le signal
d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-4 retrouvé au niveau des cellules tumorales

chez les souris transgéniques 5005 et celui retrouvé au niveau des pneumocytes de type
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IT chez les souris transgéniques 32 et 5005 ne montre aucune différence significative

(tableau 12).

4.3  Analyse de ’homogénéité de pneumocytes de type II purifié a partir des
poumons de souris.

Afin de vérifier I’homogénéité des pneumocytes de type II isolés et purifiés a
partir des poumons de souris témoins ou transgéniques, nous avons vérifié la présence
de la protéine du surfactant B (SP-B), un marqueur cellulaire spécifique aux cellules de
Clara et aux pneumocytes de type II (SP-B) ainsi que le marqueur cellulaire spécifique
aux cellules de Clara (CC10). Nous avons évalué la présence de ces marqueurs par
cytofluorimétrie dans un échantillon d’une culture primaire de pneumocytes de type II
purifiés a partir d’une souris témoin (figure 22A). Selon cette technique, nous avons pu
évaluer que les pneumocytes de type II représentent environ 70% (82.66% - 11.53% =
71.13%; tableau 13) des cellules purifi¢es alors que les cellules de Clara, considérées
comme étant le contaminant principal de cette technique, représentent environ 12%
(11.53%) de I’extrait cellulaire (Figure 22B et tableau 13). Cela laisse 15 a 20 % (100%

-11.53% - 71.13% = 17.34%); tableau 13) de cellules non marquées ou contaminantes.

44  Analyse de la distribution des pneumocytes de type II dans le cycle
cellulaire.
En sachant que I’expression des génes Hox est altérée dans les modéles de souris
transgéniques AS-RARPI/B3, AS-RARP2 et RARp4-like, et que des signes

d’hyperplasie évidents apparaissent rapidement vers 1’dge de 8 & 12 mois chez ces
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Figure 22 : Analyse de I’homogénéité des pnenmocytes de type II extraits et purifiés
de poumons d’une souris témoin.

L’échantillon témoin marqué uniquement avec 1’anticorps secondaire nous a permis de
déterminer le bruit de fond & partir duquel nous avons fixé la limite de fluorescence
minimale (A3). L’échantillon marqué par I’anticorps anti-SP-B détermine la proportion
des cellules qui sont soient des cellules de Clara, soient des pneumocytes de type II (B3).
L’échantillon marqué par 1’anticorps anti-CC10 détermine la proportion des cellules qui
sont des cellules de Clara (C3). Les deux pics visibles dans C3 indiquent les cellules
marquées non spécifiquement par 1’anticorps (premier pic) et les cellules de Clara
marquée spécifiquement par 1’anticorps (deuxiéme pic). Le cadre de lecture Ml
représente la population totale de cellules dépassant la limite d’intensité de fluorescence
minimale définie selon la figure A3 alors que le cadre de lecture M2 représente la
population cellulaire marquée spécifiquement par 1’anticorps anti-CC10 (figure C3). Les
figures A2, B2 et C2 représentent 1’intensité de fluorescente de chaque échantillon
analysé sclon le cadre de lecture R1 délimité en Al, Bl et Cl1 selon les paramétres

« foward scatter » (FSC) et « side scatter » (SSC).
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Tableau 13 : Analyse de ’homogénéité des pneumocytes de type II purifiés des
poumons d’une souris témoin.

Dans le tableau A, nous voyons les résultats obtenus pour I’analyse de 1’homogénéité
des pneumocytes de type II purifiés de poumons d’une souris témoin. Les cadres de
lecture M1 et M2 correspondent aux cadres de lectures définis dans la figure 19. La
colonne « événements comptés » correspond au nombre de cellules comptées dans
chaque cadre de lecture alors que la colonne « événements totaux » correspond au
nombre total de cellules comptées lors du test. Les résultats présentés dans la colonne
« % cellules selon les cadres de lecture » ont été obtenus en divisant les résultats dans
la colonne « éveénements comptés » par ceux présentés dans la colonne « événements
totaux » selon la ligne correspondante et en multipliant par 100. Les résultats
indiqués dans la ligne « contréle » correspondent aux résultats obtenus pour le
marquage témoin alors que les résultats obtenus pour la ligne « SP-B » et « CC10 »
correspondent aux résultats obtenus pour les cellules marquées avec 1’anticorps anti-
SP-B et I’anticorps anti-CC10 respectivement. Les résultats exposés dans le tableau B
representent la proportion des pneumocytes de type II (pourcentage des cellules
marquées par SP-B — pourcentage cellules marquées par CC10), des cellules de Clara
et des cellules contaminantes autre que les cellules de Clara (100% - pourcentage
pneumocytes de type II — pourcentage cellules de Clara) dans ’extrait purifié des

pneumocytes de type II.



A Cadre de | Evenements | Evenements % cellules selon

lecture compté totaux les cadres de lectures
R M1 148 8223 1,80%
Contrdle | 1) 3 8223 0.04%
SP-B Ml 6369 7705 82.66%
M2 6 7705 0.08%
M1 7750 8029 96,53%
CC10 M2 926 8029 11.53%

Pneumocytes .
B Cellules Clara | Cellules contaminantes
type I

Pourcentages cellules
(%)

71.13

11.53

17.34
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souris, nous avons décidé de vérifier s’il y a déja une augmentation de la prolifération
cellulaire chez de jeunes souris agées de moins de huit mois. Pour ce faire, nous avons
analysé la distribution de pneumocytes de type II au niveau du cycle cellulaire selon
leurs contenus en ADN nucléaire (Figure 23). L’analyse a été faites sur des
pneumocytes de type II extraient d’une souris transgénique de la lignée 422 agée de six
mois (figure 23-A) ou d’une souris témoin agée de six mois (figure 23-B). En analysant
le contenu en ADN de chaques cellules, nous avons pu déterminer la proportion des
cellules en phase Go/G; (représenté par le premier pic), en phase Go/M (représenté par le
deuxiéme pic) et en phase S (zone entre les deux pics). Le tableau 14 montre la
distribution exprimée en pourcentage des cellules dans le cycle cellulaire. Dans ce
tableau, nous pouvons remarquer que chez la jeune souris transgénique, 85% des
pneumocytes de type II sont en phase Go/Gi, 7% en phases S et 8% en phase G,/M.
Chez la souris témoin, 83% des pneumocytes de type II sont en phase Go/G;, 11% en
phase S et 6% en phase G/M. A noter que ces résultats ont été obtenus au cours d’une
seule expérience, et représentent uniquement des résultats préliminaires. Des
expériences devront aussi étre effectuées avec des souris de plus de 12 mois afin de

vérifier si le pourcentage de cellules en prolifération change avec 1’4ge de la souris.
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Figure 23 : Distribution des pneumocytes de type II provenant de souris
transgéniques ou témoins dans le cycle cellulaire.

Voici la distribution des pneumocytes de type II dans le cycle cellulaire chez une souris
transgénique de la lignée 422 agée de 6 mois (A) et chez une souris témoins gée de 6
mois (B). Dans chacune de ces figures, le premier pic (correspondant au cadre d’analyse
D1) représente les cellules en phase Gy et G; du cycle cellulaire (2n ADN), le deuxiéme
pic (correspondant au cadre d’analyse D2) représente les cellules en phase G, et M (4n
ADN) du cycle cellulaire alors que la zone entre ces deux pics représente les cellules en

phase S du cycle cellulaire (transition 2n vers 4n ADN).
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A (transgénique) | B (souris témoin)
Phases o 0
GJ/G, 85,20% 82,74%
Phases S 6,72% 11,08%
Phases o o
G, /M 8,09% 6,18%

Tableau 14 : Analyse de la distribution des pneumocytes de type II provenant de

souris transgéniques ou témoins dans le cycle cellulaire.

Voici la distribution des pneumocytes de type II dans chaque étape du cycle cellulaire
(Go/Gi, S et G2/M) chez la souris transgénique de la lignée 422 (colonne A) ou

témoin (colonne B). Ces données ont été obtenues suite & 1’analyse des graphiques

exposés a la figure 23.
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5. Discussion
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La premiére hypothése de mon projet de recherche était de montrer que
I’expression des génes Hox est déréglée lors du processus de tumorigenése pulmonaire
induit suite a une altération de 1’expression des différentes isoformes du récepteur a
I’acide rétinoique RARPB. Ceci, dans le but de démontrer qu’il existe une étroite
corrélation entre la perte d’expression du géne RARP et le déréglement de 1’expression
des génes Hox. Par ailleurs, nous voulions déterminer si les génes Hox étaient
impliqués dans le processus de la tumorigenése pulmonaire. Le deuxiéme but de ce
projet de recherche était de mettre au point une technique de purification et de mise en
culture de pneumocytes de type II de poumons de souris. Nous pourrons utiliser ces
cellules comme modéle cellulaire afin d’étudier les mécanismes moléculaires impliqués
dans le déréglement de I’expression des génes Hox.

Afin de vérifier I’hypothése d’un déréglement de I’expression des génes Hox
dans la tumorigeneése pulmonaire lorsque I’expression de RAR[P est réduite ou
aberrante, nous avons utilis¢ différents modeles de souris transgéniques. Parmis ces
modeles de souris transgéniques, certaines lignées sous-expriment différentes isoformes
de RARP grice a ’expression de construction antisens dirigés spécifiquement contre
ces isoformes (les souris transgéniques portant le transgéne AS-RARB1/B3 et les souris
portant le transgéne AS-RARP2). Ces souris reproduisent in vivo la perte d’expression
de RARP observée chez la plupart des tumeurs pulmonaires humaines. Nous avons
aussi utilisé des lignées de souris transgéniques surexprimant 1’isoforme RARB4 (souris
transgéniques portant le transgéne RAR[34-like) reproduisant in vivo la surexpression de
’isoforme naturellement tronquée RAR[B4 observée dans les tumeurs pulmonaires de

type adénocarcinome chez ’humain (Bérard et al., 1994). Ces différents modéles de



152

souris transgéniques sont excellents pour étudier et démontrer 1’implication possible des
génes Hox dans la tumorigénése pulmonaire lorsque 1’expression de RARP est affectée.

Les transgénes antisens (AS-RARB1/B3 et AS-RARfB2) diminuent la présence
au niveau protéique des récepteurs nucléaires ciblés (Bérard et al., 1996) sauf chez les
souris portant le transgéne AS-RARPB1/B3 qui surexpriment fortement I’isoforme
RARP2 endogéne tout en réduisant de moiti¢ I’expression de 1’isoforme RARp4
(Bellehumeur et al., en préparation). Ces changements important de I’expression des
autres isoformes de RARp chez les souris AS-RARPB1/B3 pourraient expliquer le retard
dans I’apparition des tumeurs pulmonaires par rapport aux autres types de souris
transgéniques. Lorsque les souris portent le transgéne RARP4-like, les souris sont aussi
fortement susceptibles au développement de tumeurs pulmonaires (voir tableau 1B;
souris 32 et 5005). Rappelons que cela est dii au fait que le récepteur RARB4 pourrait
étre une isoforme dominante négative (Sommer ef al., 1999) et nuirait a la liaison des
isoformes RARB1, RARPB2, RARP3 et des autres isoformes RAR (RARa et RARY) sur
leurs éléments de réponse et empécherait ainsi ceux-ci d’agir de fagon adéquate.

Les raisons qui nous ont poussé & étudier I’implication des génes Hox dans le
processus de tumorigénése pulmonaire sont diverses. En premier lieu, nous savons que
les récepteurs nucléaires a ’acide rétinoique sont impliqués dans le développement de
tumeurs au niveau pulmonaire (Bérard et al., 1996; Bérard et al., 1994). Tel qu’indiqué
dans I’introduction, nous savons aussi que les récepteurs a 1’acide rétinoique ont la
capacité de contrfler directement ou indirectement 1’expression des génes Hox. En
effet, certains génes Hox possédent un élément de réponse a I’acide rétinoique dans leur

promoteur comme par exemple les génes Hoxa-1, Hoxa-4, Hoxa-9, Hoxb-1, Hoxb-4 et
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Hoxd-4 (Langston et Gudas, 1992; Langston et al., 1997; Packer et al., 1998; Kim et al.,
1998; Morrison et al., 1996; Popperl et Featherstone, 1993; Ogura et Evans, 1995;
Gould et al., 1998). De plus, les génes Hox, une fois activés, ont la capacité¢ de
s’autostimuler et d’activer d’autres génes Hox sur le méme complexe de fagon
séquentielle en 3’ vers 5° (figure 6; Flagiello ef al., 1997). Ensuite, les génes Hox sont
reconnus pour participer a la régulation de plusieurs aspects de I’homéostasie cellulaire
pouvant éventuellement étre impliqués dans des processus de tumorigenése comme le
contrdle de la prolifération et de la différenciation cellulaires (Bromleigh et Freedman,
2000), I’apoptose (Izon ef al., 1998) et I’angiogenese (Boudreau ef al., 1997). Ensuite,
dans plusieurs cas de tumeurs humaines, une expression aberrante de plusieurs génes
Hox a été remarquée (De Vita et al., 1993; Tiberio et al., 1994; Cillo, 1995; Flagiello et
al., 1997; Cillo et al., 1999; Raman et al., 2000; Vider et al., 2000). Certains de ces
genes Hox possédent un caractére oncogénique étant donné qu’ils ont la capacité de
transformer des lignées cellulaires suite a leur surexpression (Thorsteinsdottir et al.,
2001; Krosl et al., 1998; Krosl et Sauvageau, 2000; Perkins et Cory, 1993; Aberdam et
al., 1991; Perkins et al., 1990; Maulbecker et Gruss, 1993).

Les différents modéles de souris transgéniques que nous utilisons sont trés
particuliers. Entre autres, un phénoméne d’évolution dans la tumorigenése pulmonaire
est remarqué au niveau des souris transgéniques tel que montré dans la figure 11.
Lorsque les souris sont dgées de moins de six mois, les coupes histologiques des
poumons des souris transgéniques sont semblables aux coupes histologiques des
poumons provenant de souris témoins et présentent toutes un épithélium alvéolaire

constitué¢ d’une fine dentelle de cellules en monocouche. Cependant, chez les souris
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transgéniques dgées de plus de 8 mois, des signes évidents d’hyperplasie sont visibles.
Ce phénoméne n’est cependant pas présent chez les souris témoins. Une forte
augmentation de 1’incidence d’apparition de tumeurs pulmonaires est aussi remarquée
chez les souris transgéniques agées de plus de 10 mois (tableaux 1A et 1B). A partir de
cet age, des tumeurs situées a la surface des poumons des souris transgéniques sont
visibles (figure 10D). Chez les souris transgéniques AS-RARB1/B3, AS-RARPB2 et
RARp4-like, les tumeurs pulmonaires se développent tardivement comme c’est le cas
chez les grands fumeurs qui ne les développent que 15 a 25 ans aprés le début du
tabagisme. Il est intéressant de noter que chez les fumeurs, le géne RARJ serait
inactivé et/ou délété dés le stade prénéoplasique. (Wang et al., 1999).

Dans le tableau 1, nous pouvons remarquer que l’incidence d’apparition de
tumeurs pulmonaires différe largement entre les diverses lignées de souris transgéniques
portant le méme transgeéne. Cela s’explique par le fait que les souris des différentes
lignées ne portent pas le méme nombre de copies du transgeéne dans leur génome. Dans
cet ordre d’idée, les souris transgéniques de la lignée 1003 portent 2 copies du transgéne
AS-RARPB1/B3 dans leur génome alors que les souris transgéniques de la lignée 1002 en
portent une seule copie (Bérard et al., 1996). Dans les lignées de souris transgéniques
porteuses de la construction AS-RARP2, la lignée 422 est celle qui a le plus de copie du
transgene, suivie de la lignée 426 et 432 (Bérard et al., 1996). Pour la construction
RARP4-like, la lignée 32 porte environ 10 copies du transgéne comparativement a une
seule copie pour la lignée 5005 (Bérard et al., 1994). La lignée 32 est donc celle qui

exprime le plus le transgéne. Il est intéressant de constater qu’il y’a une corrélation
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entre le niveau d’expression du transgeéne et 1’incidence d’apparition des cancers
pulmonaires.

Des modéles animaux pour RARP ont aussi ét€¢ générés dans d’autres
laboratoires par invalidation de génes (Chambon, 1994; Massaro et al., 2000; Zhou et
al., 2001; Luo et al., 1995; Mendelson et al., 1994). Ces modéles donnent des résultats
qui différent largement de ceux obtenus avec les modéles d’animaux transgéniques que
nous utilisons. Par exemple, les souris transgéniques subissant une invalidation ciblant
le géne complet de RARP (Luo et al., 1995) ou uniquement !’isoforme RAR[2
(Mendelson et al., 1994) ne développent pas de cancers pulmonaires. Dans ces souris,
il y a perte compléte de 1’expression de 1'une ou de toutes les isoformes de RARp.
L’hypothése pouvant expliquer ce phénoméne a été discuté par Bérard et al. (1996).
Ainsi, lorsque le taux d’expression des protéines ciblées (RARP) atteint un certain seuil
critique, des mécanismes de compensation, encore mal identifiés, s’enclenchent et
compensent 1’effet de la perte de ’expression des isoformes de ce récepteur nucléaire.
Chez les trois modéles de souris transgéniques que nous utilisons, ces mécanismes de
compensation sont absents ou insuffisants pour remédier a la perte de 1’expression des
différentes isoformes de RAR, expliquant I’augmentation de ’incidence des cancers
pulmonaires chez ces souris.

11 est reconnu, comme mentionné auparavant, que les isoformes de RARP ont un
grand spectre d’action (Le Moigne, 1997; Raz et Kelley, 1997; Rogers, 1997; Liaudet-
Coopman et al., 1997; Oikawa et al., 1989; Bérard et al., 1997; Pfitzner et al., 1998).
Ainsi, lorsque I’expression de ces isoformes est déréglée, des effets importants au

niveau de chaque cellule affectée sont remarqués. Entre autres, le patron d’expression
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des génes Hox est fortement modifié tel que nous le voyons par les résultats que nous
avons obtenus & ce sujet.

En effet, au cours de mon projet de maitrise nous avons vérifié si les génes Hox
du groupe B sont déréglés dans leur expression lorsque nous altérons les niveaux
d’expression des isoformes de RARP comme c’est le cas dans les cancers pulmonaires
chez ’humain. Nous avons vérifié cette hypothése a 1’aide des modéles de souris
transgéniques AS-RARP1/B3, AS-RARP2 et RARf4-like. Ce faisant, nous avons
déterminé par immunofluorescence et microscopie confocale, le niveau d’expression
des protéines Hoxb-2, Hoxb-3 et Hoxb-4 au niveau des tumeurs pulmonaires ainsi qu’au
niveau des cellules de Clara et des pneumocytes de type II. Chez I’humain, les cellules
de Clara et les pneumocytes de type 1I sont soupgonnés d’étre & I’origine de la majorité
des cancers pulmonaires (Thaete et Malkinson, 1991; Gazdar et al., 1990). Au niveau
de chaque type cellulaire, nous avons mesuré 1’intensité moyenne des pixels et compilé
les résultats afin de faire des calculs statistiques. Dans certains cas, nous avons aussi
vérifié si la localisation intracellulaire de ces protéines était modifiée.

Nos résultats montrent que 1’expression de la protéine Hoxb-2 diminue dans la
majorité des tissus pulmonaires provenant des souris transgéniques comparée aux
résultats obtenus chez les souris témoins. En effet, nous observons une diminution du
signal d’immunofluorescence de Hoxb-2 au niveau des cellules de Clara, des
pneumocytes de type II et des cellules tumorales chez les souris transgéniques AS-
RARPB1/B3 (lignées 1002 et 1003), AS-RARP2 (422, 426 et 432) face au signal
d’immunofluorescence remarqué chez les souris témoins. Chez les souris transgéniques

RARP4-like (lignées 32 et 5005), nous voyons une diminution du signal
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d’immunofluorescence au niveau des cellules de Clara et des cellules tumorales
comparativement & celui retrouvé chez les souris témoins au niveau des cellules de
Clara. Ces résultats nous portent a croire que si I’expression des isoformes de RARf est
affectée chez nos souris transgéniques, 1’expression de Hoxb-2 est également diminuée.

Nos résultats montrent aussi que de fagon générale, ’expression de la protéine
Hoxb-3 augmente dans les tissus pulmonaires chez les souris transgéniques que nous
utilisons face a ’expression remarquée chez les souris témoins. Effectivement, le signal
d’immunofluorescence de la protéine Hoxb-3 augmente au niveau des pneumocytes de
type II, des cellules de Clara et des cellules tumorales chez les souris des lignées
transgéniques 1002, 1003 et 422. Chez les souris de la lignée 426, le signal augmente
au niveau des cellules de Clara et des pneumocytes de type II alors que chez les souris
de la lignée 32, nous détectons une augmentation du signal d’immunofluorescence au
niveau des cellules de Clara et des cellules tumorales comparativement au signal
retrouvé au niveau des pneumocytes de type II ou des cellules de Clara du tissu témoin.
Chez les souris de la lignée 5005, nous détectons une augmentation du signal
d’immunofluorescence uniquement au niveau des cellules de Clara et des cellules
tumorales comparées au signal obtenue au niveau des cellules de Clara chez les souris
témoins. Chez les souris portant le transgéne AS-RARB1/B3 et AS-RARP2, nous
détectons aussi une importante relocalisation du signal d’immunofluorescence de la
protéine Hoxb-3 dans les cellules de Clara et les pneumocytes de type II au niveau
nucléaire. Nos résultats nous portent & croire qu’il y a perte de localisation nucléaire de
Hoxb-3 au niveau des tumeurs pulmonaires chez ces souris, cependant, nous devrons

confirmer ces résultats par une coloration des noyaux. Nous devrons aussi vérifier si ce
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phénoméne de relocalisation nucléaire de la protéine Hoxb-3 est aussi remarqué chez les
souris portant le transgéne RAR[B4-like. Nos résultats indiquent de fagon générale que
lorsque I’expression des isoformes RARf1, RARP2 et RARPB3 est affectée a la baisse
ou que ’expression de RARPB4 est augmentée, 1’expression de la protéine Hoxb-3 est
augmentée dans les cellules de Clara, les pneumocytes de type II et les cellules
tumorales.

Pour la protéine Hoxb-4, nos résultats montrent que son expression est variable
selon la lignée de souris transgénique étudiée. Le signal d’immunofluorescence de la
protéine Hoxb-4 diminue chez les souris portant le transgéne AS-RAR[B1/B3 au niveau
des cellules de Clara, des pneumocytes de type II et des cellules tumorales
(comparativement au signal obtenu au niveau des cellules de Clara ou des pneumocytes
de type II chez les souris témoins), alors qu’il augmente au niveau des cellules
tumorales chez les souris portant le transgéne AS-RARP2 (comparativement au signal
obtenu au niveau des cellules de Clara chez les souris témoins). Chez les souris portant
le RARB4-like, une diminution au niveau des cellules tumorales chez les souris des
lignées 32 et 5005 est remarquée comparativement au signal observé au niveau des
cellules de Clara ou des pneumocytes de type II chez les souris témoins.

Par ailleurs, des collégues ont aussi étudi¢ 1’expression des genes Hoxa-1, Hoxa-
2, Hoxa-4, Hoxa-5, Hoxa-7 et Hoxb-1 tévéle une dérégulation importante dans
P’expression de ces génes au niveau des cellules de Clara, des pneumocytes de type II et
au niveau des tumeurs pulmonaires. Par exemple, le géne de Hoxb-1, qui n’est

normalement pas exprimé au niveau pulmonaire chez les souris adultes, est exprimé de
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fagon ectopique dans les poumons et dans les tumeurs pulmonaires analysées des
modeéles de souris transgéniques AS-RARB1/B3, AS-RARP2 et RARB4-like.

Ainsi, comme nous pouvons le remarquer, ’expression des génes Hox est
fortement affectée chez nos modéles de souris transgéniques au cours du processus de
tumorigenése pulmonaire induit par un déréglement de I’expression de RARP. Dans
certains cas, nous remarquons une perte d’expression dans les tissus provenant de souris
transgéniques (par exemple Hoxb-2 et Hoxb-4 chez les souris AS-RARf1/B83). Nous
remarquons aussi un gain d’expression de certains génes Hox (par exemple Hoxb-3 et
Hoxb-4 chez les souris AS-RAR[2) et méme un cas d’expression aberrante d’un géne
Hox (Hoxb-1). Un phénomeéne particulier est aussi remarqué : le patron d’activation et
d’expression des geénes Hox est affect¢. Normalement, les génes Hox d’un méme
complexe s’autoactivent de fagon séquentielle tel que remarqué dans une lignée de
cellules embryonnaires (Flagiello et al., 1997). Ainsi, en ayant une activation aberrante
de I’expression de la protéine Hoxb-1, une augmentation dans I’expression de plusieurs
génes Hox devrait étre remarquée alors qu’en fait ce n’est pas le cas. Par exemple, le
géne de Hoxb-2, étant sur le méme complexe que Hoxb-1, devrait étre directement
activé par ce dernier mais il est inhibé au niveau des poumons des souris transgéniques.
Les raisons de cette dérégulation du patron d’activation des génes Hox restent obscures,
mais d’autres facteurs protéiques doivent étre impliqués.

Bien que les résultats que nous avons présentement sur la dérégulation des génes
Hox ne nous permettent pas de tirer des conclusions quand a leurs rdles dans le
processus de tumorigenése pulmonaire, nous pouvons cependant émettre deux

hypothéses soit : la dérégulation des genes Hox pourrait 1- participer activement au
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processus de tumorigenése pulmonaire, ou encore 2- pourraient jouer un réle protecteur
en ralentissant ce processus.

Premiérement, plusieurs raisons nous suggérent que les génes Hox participent
activement dans le processus du développement des tumeurs pulmonaires. Nous savons
que les protéines Hox ont la capacité d’influencer plusieurs processus cellulaires comme
la prolifération et la différenciation cellulaires (Bromleigh et Freedman, 2000),
I’apoptose (Izon et al., 1998) et I’angiogenése (Boudreau et al., 1997), tous ces
processus étant reconnus pour étre impliqués dans la tumorigenése (Salgia et Skarin,
1998). De plus, plusieurs équipes de recherches ont démontré le caractére oncogénique
de la dérégulation de plusieurs génes Hox comme Hoxa-9 (Thorsteinsdottir et al.,
2001), Hoxb-3 (Thorsteinsdottir et al., 2001; Krosl et al., 1998), Hoxb-4 (Krosl et
Sauvageau, 2000; Krosl et al., 1998), Hoxb-8 (Perkins et Cory, 1993; Aberdam et al.,
1991; Perkins et al., 1990), ainsi que pour Hoxa-1, Hoxa-5, Hoxa-7, Hoxb-7 et Hoxc-8
(Maulbecker et Gruss, 1993). Ces génes ont en effet la capacité de transformer des
cellules en culture.

Parmi les génes Hox que nous avons étudiés, le géne Hoxb-1 serait un candidat
important parmis ceux pouvant manifester des propriétés oncogéniques. En effet, dans
les poumons de souris normales, le géne Hoxb-1 n’est pas exprimé alors que dans tous
nos modeles de souris transgéniques, le géne Hoxb-I est exprimé de fagon ectopique.
En effet, ’ARNm et la protéine de Hoxb-1 sont détectés dans les poumons de tous nos
modeles de souris transgéniques (résultats antérieurs, article en préparation). Chez
I’humain, une expression ectopique de la protéine HOXB-1 a aussi été observée au

niveau protéique dans 70% des adénocarcinomes pulmonaires étudiés de méme que
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dans des lignées cellulaires dérivées de carcinomes pulmonaires (Delabre ef al., en
préparation). De plus, certaines évidences suggérent que le géne Hoxb-I contréle
directement ou indirectement ’expression de différents génes reconnus pour étre
impliqués dans les cancers. Entre autres, Hoxb-1 a la capacité de contrdler 1’expression
du géne sonic hedgehog (Shh), via les protéines Pax-6 (Mikkola et al., 2001) et/ou Otx2
(Guazzi et al., 1998). Le géne Shh est reconnu pour avoir un effet important dans la
prolifération cellulaire (Fan et Khavari, 1999). L’expression de la protéine du
rétinoblastome (pRB), reconnue comme suppresseur de tumeurs (Paggi et al., 1996), est
aussi contrélée par Pax-6 (Cvekl ef al., 1999) qui est elle méme, comme spécifié ci-
haut, contr6lée par Hoxb-1. Ensuite, I’expression du géne EphA2, ayant la capacité
d’affecter I’angiogenése (Ogawa et al., 2000), est aussi contr61é directement par Hoxb-1
(Chen et Ruley, 1998). Finalement, la protéine Hoxb-1 a la capacité de contrdler
I’expression des facteurs de transcription GATA (GATA-1, GATA-2 et GATA-3; Pata
et al., 1999). Ces facteurs de transcription sont reconnus pour affecter la prolifération
cellulaire (Tsai et Orkin, 1997) et ont possiblement la capacité de contrdler 1I’expression
de la protéine p53 (Tsai et Orkin, 1997) et de la cycline D3 (Wang et al., 1996).

La protéine Hoxb-2, via sa surexpression chez nos différents modéles de souris
transgéniques, pourrait promouvoir le développement de cancers pulmonaires.
Cependant, les genes cibles contrdlés par Hoxb-2 nous sont encore inconnus. D’autres
études devront étre conduites afin de déterminer si la surexpression de Hoxb-2 revét un
caractére oncogénique et, si c’est le cas, déterminer quels sont les différents génes cibles
contr6lés par ce facteur de transcription qui sont susceptible de favoriser le processus de

tumorigenése pulmonaire. Ces études pourront étre effectuées grace a la transfection
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d’un vecteur d’expression contenant la séquence de I’ADNc de Hoxb-2 dans des
cellules pulmonaires en culture.

Finalement, la surexpression du geéne Hoxb-4 chez les souris transgéniques
portant le transgéne AS-RARP2 pourrait aussi favoriser le développement des cancers
pulmonaires. En effet, les souris portant le transgéne AS-RARP2 sont de fagon générale
plus susceptible au développement de cancers pulmonaires que les autres lignées de
souris transgéniques ou le géne de Hoxb-4 n’est pas surexprimé. Cette caractéristique
pourrait étre expliquée par le fait que Hoxb-4 a la capacité de contrdler 1’expression de
la cycline D1 via le complexe AP-1 (Krosl et Sauvageau, 2000). La cycline D1 est une
protéine exprimée en début de la phase G1 au cours du cycle cellulaire et qui permet a
la cellule d’entamer le processus de division cellulaire lorsqu’elle est associée a la
protéine kinase CDK 4/6, (Rodriguez-Puebla et al., 1999). la protéine Hoxb-4
favoriserait donc la prolifération cellulaire lorsqu’elle est surexprimée. Enfin, il est
aussi reconnu que le géne de Hoxb-4 a la capacité de transformer les cellules Rat-1 en
culture (Krosl et Sauvageau, 2000), démontrant ainsi le caractére oncogénique de sa
surexpression.

Deuxiémement, la dérégulation de I’expression de certains génes Hox peut aussi
avoir un réle protecteur en ralentissant le processus de tumorigenése pulmonaire induit
suite au déréglement de la voie de signalisation des rétinoides. D’ailleurs a ce sujet,
Cillo (1995) suggeére que 1’organisation du patron d’expression des génes Hox dans les
poumons jouerait un réle semblable a celui des génes onco-suppresseurs (Tiberio et al.,
1994; Cillo, 1995). D’autant plus que le géne onco-supresseur mgl-1 a été identifié

comme une des cibles de Hoxc-8 (Tomotsune et al., 1993), suggérant que certains genes
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Hox peuvent affecter 1’expression de génes onco-suppresseurs. De ce fait, 1’expression
du géne onco-suppresseur p53, tel que suggéré par Raman et al. (2000), serait affectée
par la protéine HOXA-5 chez ’humain.

Parmi les génes Hox que nous avons étudiés, la surexpression du géne Hoxb-3
lors du processus de tumorigenése pulmonaire pourrait jouer un réle antitumoral. En
effet, la protéine Hoxb-3 est augmentée dans son expression en plus d’étre relocalisée
au niveau nucléaire dans les cellules de Clara et les pneumocytes de type II chez la
majorité des souris transgéniques que nous utilisons. Cependant, la protéine Hoxb-3
semble étre relocalisée au niveau cytoplasmique dans les cellules tumorales chez ces
souris et la protéine sera ainsi incapable de remplir son réle dans ces cellules. II est
donc possible de poser ’hypothése suivante : tant que Hoxb-3 est fortement exprimée,
les cellules affectées par une diminution de 1’expression des récepteurs RARP sont en
partie protégées contre certains déréglements cellulaires sévéres pouvant conduire a une
transformation cellulaire. Nous pensons que ces cellules sont en partie protégées car
elles sont tout de méme hyperplasiques. Lorsque 1’expression de Hoxb-3 est perdue (ou
relocalisée dans le cytoplasme), cela pourrait signifier la perte de ce systéme de
protection permettant ainsi aux cellules de progresser dans le processus de tumorigenése
pulmonaire. De plus, Hoxb-3 est impliqué dans la régulation de I’expression des
protéines du surfactant pulmonaire (Gagné et al., article en préparation). Les protéines
du surfactant sont souvent utilisées comme un marqueur de différenciation des
pneumocytes de type II et des cellules de Clara (Chang et Szabo, 2000). Lorsqu’il y a
perte de 1’expression de Hoxb-3, nous avons perte de 1’expression des protéines du

surfactant et perte de 1’identité cellulaire. La perte de 1’identité cellulaire est souvent
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associé avec le stade d’évolution des cancers et leur degré de différenciation chez
I’humain (Hertel et al., 2002; Stremmel et al., 2002).

La perte de I’expression de la protéine Hoxb-4 chez les souris transgéniques des
lignées 1002 et 1003 pourrait aussi avoir un réle protecteur contre le développement des
tumeurs pulmonaires chez ces souris. Tel que spécifié ci-haut, Hoxb-4 a la capacité de
contrdler I’expression de la cycline D1 et de transformer des cellules surexprimant cette
protéine Hox. Ainsi, en diminuant 1’expression de Hoxb-4, nous diminuons
possiblement 1’expression de la cycline D1, et la prolifération cellulaire est ainsi
ralentie. Ceci pourrait expliquer en partie pourquoi les souris des lignées 1002 et 1003
prennent plus de temps avant de développer des tumeurs pulmonaires que les autres
lignées de souris transgéniques ou 1’expression de Hoxb-4 est peu affectée (lignées 32 et
5005) ou qu’elle est fortement augmentée (lignées 422, 426 et 432). Afin de vérifier le
caractére protecteur des génes Hoxb-3 et Hoxb-4, nous devrons diminuer 1’expression
de Hoxb-4 ou augmenter 1’expression de Hoxb-3 dans des cellules de poumons
provenant de nos modéles de souris transgéniques (pneumocytes de type II en culture)
et vérifier s’il y a diminution de la prolifération cellulaire lorsque nous modulons

I’expression de ces génes.

Le r6le anti-tumoral joué par certains génes Hox clés pourrait expliquer pourquoi
nos différents modéles de souris transgéniques ne démontrent pas de symptomes
d’hyperplasie avant ’age de 8 mois et ne développent pas de tumeurs pulmonaires avant
I’4ge de 10 mois méme si 1’expression des différentes isoformes de RARP est déja
fortement affectée. Nous avons commencé d’ailleurs & vérifier cette hypothése en

analysant le cycle cellulaire des pneumocytes de type II extrait des poumons de jeunes
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souris transgéniques et témoins agées de moins de 8 mois. Les résultats préliminaires
semblent effectivement indiquer que le cycle cellulaire des cellules extraites de souris
transgéniques est ralentit comparativement au cycle cellulaire des pneumocytes de type
II extraits de souris témoins. Cependant, d’autres études devront étre faites afin de
confirmer statistiquement ces résultats. Nous devrons aussi vérifier si le cycle cellulaire
est modifié lorsque les souris vieillissent. Chez les souris plus dgées, le cycle cellulaire
des cellules provenant de souris transgéniques serait grandement accéléré au fur et &
mesure que les mécanismes de protection contrélés par certains geénes Hox seront
perdus, expliquant ainsi les symptomes d’hyperplasie rencontrés chez les souris agées
de plus de 8 mois. Finalement, nous devrons vérifier si les changements de niveau
d’expression de certains genes Hox peuvent ralentir la vitesse de prolifération cellulaire
chez les jeunes souris transgéniques.

Afin de pouvoir déterminer le réle que joue les génes Hox dans le processus de
la tumorigenése pulmonaire, nous voulons modifier I’expression des génes Hox dans
des cellules. Afin de pouvoir faire ces études dans des modeles cellulaires appropriés et
avoir un effet ressemblant le plus preés a la réalité rencontrée au niveau pulmonaire, nous
avons décidé de faire ces analyses au niveau de pneumocytes de type II fraichement
prélevés de souris témoins ou transgéniques. De cette fagon, nous pourrons vérifier
entre autre, au niveau de cellules provenant de souris normales, ce qui se passe lorsque
nous déréglons ’expression des génes Hox par des vecteurs portant une séquence
antisens contre un géne Hox cible ou en induisant une surexpression d’un gene Hox par

un vecteur d’expression portant la séquence sens du géne. Nous pourrons aussi vérifier
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I’effet du rétablissement des niveaux d’expression des génes Hox dans les pneumocytes
provenant de souris transgéniques.

J’ai dii mettre au point une technique de purification des pneumocytes de type II.
A cette fin, nous nous sommes inspiré de la technique de purification des pneumocytes
de type II mise au point par I’équipe de Myriam Corti (Corti ef al., 1996). Les cellules
du systtme immunitaire contaminantes ont été ciblées a partir d’un seul anticorps
couplé avec des particules magnétique (anti cd-45) au lieu de deux (anti cd-45 couplé a
la biotine et anti cd-32 couplé a la biotine). Les cellules marquées ont alors été passées
sur une colonne de fer en présence d’un aimant (systtme MACS). Les cellules
contaminantes sont ainsi retenues par la colonne et les pneumocytes de type II sont
récupérés a la sortie de la colonne. Cette méthode semblait mieux adaptée que celle
suggérée par 1’équipe de Myriam Corti. Lorsque nous avons vérifié¢ la pureté des
pneumocytes de type 1I purifiés par la technique que nous avons mis au point, nous
avons obtenue une pureté des pneumocytes d’environ 70%, ce qui correspond & ce qui
est obtenue par 1’équipe de Myriam Corti.

Pour la mise en culture des pneumocytes de type II, nous avons utilisé un milieu
de culture différent. L’équipe de Myriam Corti (Corti et al., 1996) a utilisé un simple
milieu de DMEM supplémenté par du sérum de veau foetal. Cependant, les
pneumocytes de type II dans ce milieu de culture perdent rapidement leurs
caractéristiques morphologiques et se transforment de fagon terminale en pneumocytes
de type I. Tel que suggéré Kumar et al., 1995, 'utilisation du milieu de culture MCDB-
201 modifié palie a ce probléme en assurant une meilleure survie des cellules, et retarde

la différenciation des pneumoytes de type II en pneumocytes de type I (Kumar et al.,
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1995). Selon cette équipe de recherche, la présence de sérum de veau foetal induit la
différenciation des pneumocytes de type II en type I. Le sérum de veau foetal a donc
été enlevé du milieu de culture. Le milieu de culture MCDB-201 a aussi été
complémenté en acides gras libres afin de palier & la demande importante en acides gras
des pneumocytes de type II nécessaire a la production du surfactant pulmonaire.

Comme spécifié¢ auparavant, nous voulons utiliser ces cellules afin de vérifier
I’effet de 1’age des souris transgéniques et le niveau d’expression de certains génes Hox
sur la prolifération cellulaire. Nous voulons aussi vérifier par la technique de
I’'immunobuvardage (western blot) le niveau d’expression des protéines Hox dans les
pneumocytes de type 1I purifiés et confirmer, entres autres, les résultats que nous avons
obtenus par la technique d’immunofluorescence et de ’analyse d’images par
microscopie confocale. Nous pourrons vérifier par le fait méme si il y a des

modifications faites sur les protéines Hox (phosphorylation et autres).
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6. Conclusion
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En conclusion, nous pouvons affirmer que le déréglement de 1’expression des
isoformes des récepteurs a 1’acide rétinoique RARJ est responsable de 1’augmentation
de I’incidence d’apparition de tumeurs pulmonaires chez nos souris transgéniques.
Chez ces souris, nous remarquons aussi un déréglement de 1’expression de plusieurs
génes Hox au niveau des pneumocytes de type II, des cellules de Clara et au niveau des
cellules cancéreuses dans les poumons de nos souris transgéniques lorsque nous
comparons avec des souris témoins. L’effet de la dérégulation de ces génes dans le
processus de tumorigenése pulmonaire reste encore inconnu, mais nous soupgonnons
que certains de ces génes auront un effet pro-tumoral alors que d’autres génes auront un
effet anti-tumoral. La balance entre I’expression de ces différents génes pourrait
expliquer pourquoi les souris de moins de 6 mois semblent parfaitement normales, alors
que les souris de plus de 8 mois démontrent des symptomes d’hyperplasie et
développent des tumeurs pulmonaires lorsqu’il y a perte de ’effet anti-tumoral éxercé
par certains génes Hox. Nous avons aussi mis au point une technique de purification de
pneumocytes de type II extraits des poumons de souris transgéniques ou témoins. Ceci
permettra d’utiliser ces cellules afin de vérifier ’effet de 1’dge sur la prolifération
cellulaire des pneumocytes de type II chez les souris transgéniques et chez les souris
témoins. Ceci nous permettra aussi de déterminer le réle des génes Hox sur la
prolifération cellulaire des pneumocytes de type II par des essais de transfections
transitoires avec des vecteurs antisens ou sens contre certains génes Hox. Enfin, ceci
permettra de mettre au point des lignées de pneumocytes de type II conditionnellement

immortalisées identifier les génes cibles contr6lés par ces génes Hox et d’étudier les
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mécanismes moléculaires du contrdle de I’expression de certains promoteurs comme par

exemple celui de Hoxb-1.
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