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RESUME

Caractérisation des mécanismes moléculaires liés a p53 régulant ’expression du géne
P2RY6.

Par
Caroline Molle
Programme de Biologie Cellulaire.

M¢émoire présenté a la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de 1’obtention
du diplome de maitre ¢s sciences (M.Sc.) en Biologie Cellulaire, Facult¢ de médecine et
des sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, JIH 5N4

Le récepteur P2Ys est un récepteur couplé a une protéine G responsable de
I’activation de nombreuses voies de signalisation. Dans 1’épithélium du colon, il participe
au maintien de 1’équilibre hydrique, mais il a ét¢ montré que le récepteur P2Y participait a
I’aggravation des symptdmes inflammatoires dans la maladie de Crohn ou dans la colite
ulcéreuse. Les maladies inflammatoires de I’intestin sont des facteurs pouvant mener au
cancer colorectal. En effet, il existe deux types de cancers colorectaux : le cancer
sporadique et le cancer associé a la colite qui se différencient notamment par la séquence
d’apparition de mutations génétiques. Par exemple, le géne TP53 est muté de fagon tardive
dans le cancer colorectal sporadique et muté de fagon précoce dans le cancer associé¢ a
I’inflammation. Puisque le récepteur P2Ys est impliqué dans la création d’un
environnement pro-inflammatoire, nous nous sommes intéressés au role de p53 sur
I’expression du géne P2RY6 et avons formulé I’hypothése suivante : la présence de 7P53
mutant va réguler de facon différentielle I’expression du gene P2RY6 dans le cancer
colorectal. L’objectif général des travaux est le suivant: caractériser les mécanismes
moléculaires liés a TP53 régulant ’expression du gene P2RY6 dans le cancer colorectal.
Les objectifs spécifiques pour ce projet de recherche sont donc: (1) déterminer et
caractériser les régions promotrices du géne P2RY6 dans les cellules épithéliales
intestinales cancéreuses et (2) ¢tudier I’effet de la protéine p53 de type sauvage ou mutée
sur ’expression du récepteur P2Ys. Le géne P2RY6 code pour 8 variants d’ARN
messagers. Les variants 1, 2, 3, 5, 6, 7 et 8 codent pour I’isoforme 1 du récepteur P2Ys,
forme connue du récepteur. Le variant 9 code pour I’isoforme 2, non caractérisée. Nos
travaux ont permis de mettre en évidence 1’existence de quatre régions promotrices
potentielles du gene P2RY6 et la présence du variant 9, codant pour I’isoforme 2 du
récepteur P2Ys dans la lignée cellulaire Caco-2. Nous avons également montré que les
formes normale et mutée de p53 régulent de fagon différentielle I’expression du récepteur
P2Ys. Enfin, le role de I’isoforme 2 reste a étudier, mais les tests effectués suggerent
qu’elle est activable par I’UDP.

Mots clés : [Récepteur purinergique, récepteur P2Y, transcription, p53, mutation]
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INTRODUCTION

Le systéme digestif

Le tractus digestif (Figure 1) s’étend de la bouche a 1’anus et comprend la bouche, le
pharynx, I’
du caecum, du célon, du rectum et du canal anal (Drake ef al. 2010). Chaque organe remplit
une fonction particuliére. La bouche sert a la séparation mécanique de la nourriture et a
I’initiation de la digestion via la salive sécrétée par les glandes salivaires. Le pharynx est
I’organe de déglutition et I’cesophage conduit les aliments jusqu’a 1’estomac ou la digestion

se poursuit grace a un pH acide et aux sucs digestifs sécrétés. Les nutriments issus de la

nourriture

déverse ensuite dans le caecum. Enfin, 1’eau résiduelle est absorbée au niveau du cdlon afin

de constituer la mati¢re fécale qui passera par le rectum et le canal anal pour étre expulsée

cesophage, I’estomac, I’intestin gréle et le gros intestin. Ce dernier est composé

sont absorbés au niveau de l’intestin gréle. Le bol alimentaire, ou chyme se

(Seidel 20006).

Figure 1 :

Glandes salivaires
Pharynx /

F— Bouche

Foie

\‘___—/___— (Esophage

Vésicule biliaire Estomac

Intestin gréle

Pancréas

Gros intestin

Anus

Le systéme digestif humain (adapté de Blausen 2014).



Le colon

Avant que le chyme n'atteigne le colon, presque tous les nutriments et environ 90 % de
I'eau auront déja été absorbés par 1'organisme. Le colon absorbe I’eau résiduelle et le reste
des éléments nutritifs. L’échange d’ions est donc trés important au niveau du colon, car

I’équilibre hydrique doit y étre maintenu (Seidel 2006).

Structure macroscopique

Le colon est la plus longue partie du gros intestin et est divisé en 4 parties (Figure 2) :
-le colon ascendant se trouve du co6té droit de 1’abdomen et monte jusqu’a une courbure
appelée angle droit du cdlon ;
-le colon transverse traverse la partie supérieure de 'abdomen et se termine par 1’angle
gauche du colon ;
-le colon descendant se trouve du c6té gauche de 1’abdomen ;
-enfin, le colon sigmoide est la derniére partie du colon reliée au rectum.
Il est composé de plusieurs couches concentriques : une muqueuse, une sous-mugqueuse,
une couche musculaire lisse longitudinale et le péritoine, membrane séreuse tapissant

I’abdomen (Drake et al. 2010).

Colon
transverse

siz:g!ant : /s _ - Célon
) e i= AW descendant
Appendice
R Rectum

Figure 2 : Composition anatomique du c6lon humain (www.health.allrefer.com).



Le chyme se mélange au mucus et aux bactéries formant la microflore et devient alors
la matiére fécale. Les bactéries cassent certaines fibres pour se nourrir, produisant ainsi des
déchets, qui sont a leur tour utilisés comme nutriments par les cellules du célon. C'est un
exemple de relation symbiotique qui fournit une centaine de calories par jour a l'organisme

(Hooper & Gordon 2001).

Structure microscopique

Le colon est formé par un épithélium simple qui repose sur le mésenchyme (Figure 3).
Contrairement aux cellules épithéliales intestinales qui sont organisées selon un axe
cryptes-villosités, 1’épithélium du célon est uniquement composé de cryptes, appelées les
cryptes de Lieberkiihn (Seidel 2006). Au fond des cryptes, nous retrouvons les cellules
pluripotentes a l’origine des cellules progénitrices du tiers inférieur des cryptes. Ces
derniéres vont migrer progressivement vers la lumiére tout en se différenciant (van de
Wetering et al. 2002). Ainsi, a la surface de 1’épithélium se trouvent les différents types de
cellules différenciées : les cellules absorbantes (les colonocytes) et les cellules sécrétoires
qui regroupent les cellules caliciformes qui sécrétent le mucus ainsi que les cellules
entéroendocrines responsables de la sécrétion d’hormones régulatrices des fonctions
digestives (Sarmento 2015). Etant en contact avec le milieu extérieur, I’épithélium joue un
role de barriere protectrice physique. La barriére physique est assurée par la structure elle-
méme de 1’épithélium, les cellules étant reliées entre elles par des jonctions serrées et par le
mucus qui forme une couche protectrice sur D’épithélium. Tel que mentionné
précédemment, les cellules caliciformes sécretent des mucines (la mucine 2 est la plus
abondante) qui sont les principales composantes du mucus (Kim & Ho 2010).
Contrairement a 1’épithélium intestinal, celui du célon ne comprend pas de cellules de

Paneth, en conditions normales.
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Figure 3 : Représentation de la structure microscopique de I’épithélium colique,
montrant les différents types de cellules différenciées, les cellules associées a
I’épithélium et les sécrétions des cellules épithéliales. Les cellules pluripotentes a
I’origine des cellules progénitrices qui migrent progressivement en se différenciant pour
donner les cellules absorbantes (les colonocytes) et les cellules sécrétoires (cellules
caliciformes et cellules entéroendocrines) (adapté de Peterson & Artis 2014).

La différenciation des cellules des cryptes coloniques est finement régulée par
plusieurs voies de signalisation. La voie des BMP inhibe I’activation des cellules souches et
promeut la différenciation (He er al. 2005) et la voie Notch est impliquée dans la
différenciation des cellules sécrétrices spécifiquement (van Es & Clevers 2005). La voie
canonique Wnt-B-caténine (Figure 4), quant a elle, est responsable du maintien des cellules
souches et de la prolifération des cellules progénitrices (Clevers 2006). Ces trois voies de
signalisation assurent le renouvellement normal de 1’épithélium, en 3 a 5 jours (Potten &
Loeffler 1990). Dans I’intestin gréle, les cellules de Paneth sont les principales sources de
protéines Wnt, mais, comme mentionné précédemment, elles sont absentes de 1’épithélium
du codlon. Elles peuvent alors étre sécrétées par les colonocytes, les cellules entéro-
endocrines et les cellules du mésenchyme (Gregorieff et al. 2005). En absence de protéines
Wnt, la B-caténine est phosphorylée par la CKI et la GSK3f, toutes deux des

sérines/thréonines kinases. Leur interaction est facilitée par deux protéines d’échafaudage :



I’axine et APC. La [-caténine est ensuite ubiquitinylée puis dégradée par le protéasome.
Ainsi, la CK1, GSK3p, I’axine et APC font partie du complexe de dégradation de la B-
caténine. Lorsqu’une protéine Wnt se lie au domaine riche en cystéines d’un récepteur
Frizzled, la P-caténine n’est plus phosphorylée, s’accumule dans le cytoplasme et
transloque au noyau. Son association a des facteurs de transcription de la famille TCF/LEF
entraine la transcription des genes cibles. En temps normal, les facteurs de transcription
TCF/LEF agissent comme répresseur de la transcription, mais deviennent activateurs quand

ils s’associent a la B-caténine (Nusse 2005).

g Proteasome

I

r\) s
Muclear
membrane o= &= e
o & _op O TN0
5/ Nucleus 0 \B
( N q &L f
v TCEL -'/ 9 i7 Cu.\er@ U
Y o e 4
N T N RAnns
- _ o ¢ _J

Figure 4 : Voie canonique de la signalisation Wnt/B-caténine. a) Lorsque la voie n’est
pas activée, la B-caténine est phosphorylée par les kinases CK1 et GSK3 afin d’étre
ubiquitinylée et dégradée par le protéasome. b) Lorsque la voie est activée par la fixation
d’une protéine Wnt sur un récepteur Frizzled, la B-caténine s’accumule dans le cytoplasme
puis transloque au noyau ou elle s’associe aux facteurs de transcription de la famille
TCF/LEF et entraine la transcription des genes cibles (adapté de Staal & Clevers 2005).

Une suractivation de cette voie entraine une hyperprolifération des cellules et peut
mener au cancer colorectal.

Le cancer colorectal



Selon la société canadienne du cancer, le cancer colorectal est la deuxiéme cause de
mortalité liée au cancer chez les hommes et troisiéme chez les femmes. Il existe 2 types de
cancer colorectal : le cancer sporadique et le cancer associ¢ a la colite (Figure 5). Dans ce
dernier cas, des symptomes inflammatoires chroniques et séveéres comme ceux de la colite
ulcéreuse peuvent conduire a la tumorigenése colorectale. Dans les deux cas, le cancer est
da a des mutations génétiques et des dérégulations épigénétiques, telles que la méthylation
aberrante du promoteur de 7P53 (Chmelarova et al. 2013). Les mutations les plus
fréquentes se retrouvent dans les génes APC, KRAS et TP53. Comme décrit précédemment,
la protéine APC fait partie du complexe de dégradation de la B-caténine. Les mutations
dans le géne APC entrainent la formation d’une protéine tronquée non fonctionnelle. La -
caténine n’est alors plus dégradée et la voie Wnt-B-caténine est constitutivement active,
menant a une prolifération cellulaire anormale et a la formation de polypes, comme c’est le
cas dans la polypose adénomateuse familiale (Voloshanenko et al. 2013). Pour cette raison,
les modeles murins APC™" qui développent spontanément de nombreux polypes, sont
utilisés afin d’étudier les maladies inflammatoires de 1’intestin ou le cancer colorectal. A
noter qu’il s’agit de modeles hétérozygotes, car la double mutation d’4APC est non viable
(Ishikawa et al. 2003). Ensuite, la protéine KRAS est une GTPase responsable de
transmettre les signaux de certains facteurs de croissance comme ceux induits par I’EGF.
Dans le cancer colorectal, la protéine mutée est constitutivement active entrainant une
croissance cellulaire anormale. Enfin, la protéine p53 est un suppresseur bien connu
provoquant I’arrét du cycle cellulaire en cas de dommages a I’ADN par exemple. Ainsi, une
mutation dans 7P53 entraine €galement une prolifération anormale des cellules. Selon le

type de cancer, la séquence d’apparition des mutations est différente.
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Figure 5 : Les différents stades de développement du cancer colorectal selon de le type
de cancer et la séquence chronologique des mutations associée (adapté de West et al.
2015).

Les récepteurs nucléotidiques

Les nucléotides

Un nucléotide est formé d’une base (adénine, guanine, cytosine, thymine ou uracile),
d’un ose et d’un ou plusieurs phosphates. Connus pour composer I’ADN et ’ARN, ils sont
impliqués dans une multitude de processus biologiques tels que la glycolyse ou le cycle de
Krebs pour ’ATP. En réponse a un stress, ils peuvent étre sécrétés dans le milieu
extracellulaire de plusieurs manicres : par exocytose (constitutive ou régulée par le
calcium) ou par un phénomene de diffusion facilitée (Akopova et al. 2012; Bodin &
Burnstock 2001; Coco et al. 2003). Dans ce dernier cas, les nucléotides sont libérés par les

hémicanaux connexine-43 et pannexine-1. La connexine-43 est une protéine



transmembranaire impliquée dans les jonctions communicantes, mais aussi dans des
hémicanaux non-jonctionnels. Les connexines phosphorylées maintiennent les hémicanaux
fermés et c’est leur déphosphorylation suite a un stress qui permet 1’ouverture et la
libération de nucléotides entre autres (Idzko ez al. 2014). Les pannexines-1 sont des canaux
transmembranaires qui connectent I’espace extracellulaire au compartiment intracellulaire
permettant le passage d’ions et de petites molécules. Une fois dans le milieu extracellulaire,
les nucléotides sont rapidement dégradés par les ectonucléotidases. Leur action est donc
paracrine et autocrine, c’est-a-dire qu’ils activent les récepteurs a proximité du lieu de

sécrétion.

L’équipe de Pellegatti a montré que les nucléotides sont retrouvés en grand nombre

dans le microenvironnement tumoral.
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Figure 6 : Imagerie de souris nues porteuses de tumeurs ovariennes, dans lesquelles
ont été injectées des cellules HEK-293-pmeLUC, senseurs de ’ATP. A) Souris nues
saines dans lesquelles ont été injectées en intra-péritonéale, 2x10° cellules HEK-293-
pmeLUC. Les animaux ont été¢ monitorés pendant trois mois, seulement quatre mesures
sont présentées. B) Souris nues dans lesquelles ont été injectées en intra-péritonéale, des
cellules cancéreuses ovariennes humaines OVCAR-3 (1.5x10°). 20 jours apres
I’implantation, ont été injectées 2x10° cellules HEK-293-pmeLUC en intra-péritonéale puis
de la D-luciférine. Les souris porteuses des cellules OVCAR-3 ont été monitorées pendant
16 jours puis euthanasiées (adapté de Pellegatti et al. 2008).

Les nucléotides extracellulaires sont des molécules de signalisation endogenes qui
produisent leurs effets par l’activation sélective des récepteurs nucléotidiques. Nous

retrouvons deux grandes familles de récepteurs soient les récepteurs P1 et P2.
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Figure 7 : Les différents récepteurs nucléotidiques et nucléosidiques activés par les
nucléotides extracellulaires. Seul I’ATP est indiqué sur la figure, mais d’autres
nucléotides comme I’ADP, I'UTP ou I’'UDP peuvent étre sécrétés dans le milieu
extracellulaire et activer les récepteurs a proximité. La 5’-nucléotidase ou CD73 est
I’ectonucléotidase qui hydrolyse I’AMP en adénosine (Lu & Insel 2014).

Les récepteurs P1

Les récepteurs P1 sont activés par les nucléosides (adénosine et uridine) et les
nucléotides mono-phosphate. Les plus connus sont les récepteurs Al, A2A, A2B et A3 qui
sont activés par 1’adénosine. Ce sont des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG)
possédant sept domaines transmembranaires avec le domaine N-terminal extracellulaire et
le domaine C-terminal intracellulaire. Les récepteurs A2A et A2B sont couplés a la protéine
Gas. L’activation de la protéine Gas provoque une augmentation de la production d’AMPc
et une activation de la PKA. Il s’en suit la phosphorylation du facteur de transcription
CREB et enfin la transcription de genes cibles responsables, entre autres, de la prolifération
cellulaire. Les récepteurs Al et A3 quant a eux, sont couplés a une protéine

Gai/o provoquant I’effet inverse : une diminution de production d’AMPc.

Les récepteurs P2
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La deuxiéme grande classe de récepteurs nucléotidiques est formée par les récepteurs
P2 ayant pour substrats des nucléotides di- et triphosphates. Ils sont divisés en deux sous-

types : P2X et P2Y.

Les récepteurs P2X

Les récepteurs P2X sont des récepteurs ionotropiques, possédant deux domaines
transmembranaires, qui s’ouvrent apres s’étre liés a ’ATP et permettent le passage d’ions
(canaux ligand-dépendants). Chez les vertébrés sept génes codent pour sept sous-unités qui
vont s’associer entre elles de fagon a former des homo- ou hétéro-oligomeres (Roberts et al.
20006). Ils sont exprimés dans de nombreux types cellulaires comme, par exemple, dans le
muscle lisse ou ils répondent a la sécrétion d’ATP par les nerfs moteurs sympathiques, ou
dans les nerfs sensitifs des visceres ou ils jouent un role de senseurs de dommages

tissulaires (Chen et al. 2002).

Les réecepteurs P2Y

Les récepteurs P2Y sont des RCPG a sept passages transmembranaires. Tout
comme les récepteurs a I’adénosine mentionnés plus tot, ils déclenchent une cascade de
signalisation intracellulaire via leur protéine G. La protéine G est constituée de trois sous-
unités : a, B et y. Les sous-unités P et y participent a signalisation, mais c’est la sous-unité o
qui assure la spécificité du récepteur. Lorsqu’un agoniste se lie a un RCPG, cette derniére
est activée et les sous-unités B et y se dissocient de la sous-unité a. Selon la spécificité de

celle-ci s’en suivent différents effets.

La protéine Gas active 1’adénylcyclase entrainant I’augmentation de la production
d’AMPc. L’AMPc est ensuite responsable de I’activation des protéines EPAC et de
I’ouverture des canaux CNG (Baumann et al. 1994; de Rooij et al. 1998). De plus, comme
décrit précédemment, I’AMPc va activer la PKA qui a plusieurs cibles telles que le facteur

de transcription CREB (Delghandi et al. 2005).

10



11

La protéine Gai a ’effet inverse, car elle inhibe 1’adénylcyclase, diminuant ainsi la

production d’AMPc (Taussig et al. 1993).

La protéine Gaq est responsable de 1’activation de la PLC qui va cliver le PIP; en
IP; et DAG. L’IP; se fixe alors sur ses récepteurs du réticulum endoplasmique et entraine le
relargage du calcium du réticulum dans le cytoplasme. Le DAG participe a 1’activation des
PKC classiques et nouvelles résultant a son tour a la stimulation de nombreuses voies de

signalisation, dont les voies Raf/MEK/ERK et Wnt/B-caténine.

Enfin, la protéine Go12/13 active les petites protéines G Rho participant ainsi a la
signalisation dépendante des contacts cellules-cellules et cellules-matrice. Ces interactions
sont médiées par les cadhérines (Kimura et al. 2011). Elles peuvent donc étre impliquées
dans la migration cellulaire, progression tumorale, 1’invasion et la formation de métastases

(Gurzu et al. 2016).

Comme les récepteurs PI, le domaine N-terminal des récepteurs P2Y est
extracellulaire et le domaine C-terminal, intracellulaire. Huit récepteurs P2Y ont été
identifiés chez les mammiferes : P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Ys, P2Y 11, P2Y 12, P2Y 13 et P2Y (4.
Le récepteur P2Ys, auquel nous allons nous intéresser dans cette étude, est
préférentiellement couplé a une protéine Gaq et est le seul a avoir ’UDP pour agoniste

naturel (Cox et al. 2005).

Le récepteur P2Ys

Le geéne P2RY6 est situé sur le bras long du chromosome 11 (locus 11q13.5) dans
une zone d’instabilité chromosomique. Le récepteur P2Y est préférentiellement couplé a
une protéine Goq entrainant les effets décrits précédemment. L’activation de phospholipase
CB entraine le clivage du PIP> en IP3 et DAG (Figure 8). L’IP3 provoque le relargage du
calcium du réticulum endoplasmique dans le cytoplasme et le DAG active la PKC. La PKC

active a son tour plusieurs voies de signalisation dont la voie Raf/MEK/ERK. Cette cascade

11
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de phosphorylation est responsable de 1’activation de plusieurs facteurs de transcription.
CREB a d¢ja été mentionné, mais les facteurs de transcription de la famille FOS sont
également des messagers importants. Ces derniers dimérisent avec les facteurs de
transcription de la famille JUN et entrainent la transcription de plusieurs genes cibles,
impliqués dans la prolifération cellulaire, la différenciation, la survie, associés a I’hypoxie

ou a I’angiogenése (Vleugel et al. 20006).
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Figure 8 : Voie de signalisation déclenchée par I’UDP.

Le récepteur P2Y est exprimé de fagon relativement ubiquitaire dans 1’organisme.
Comme le montre la Figure 9, il est surtout exprim¢ dans le rein, la rate et le placenta, mais

il est également bien présent dans les poumons et I’intestin (Moore et al. 2001).
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Figure 9 : Analyses de PCR quantitative présentant la quantité de transcrits du géne
P2RY6 dans différents tissus. Les génes de la L-actine, de GAPDH et de la cyclophiline
ont été utilisés comme controles. Le niveau d’expression d’ARNm a été mesuré dans 20
tissus périphériques humains distincts. Les résultats sont présentés comme étant la
moyenne (£ SEM) du nombre de copies d’ARNm détectées dans quatre individus sains,
pour chaque tissu (adapté de Moore et al. 2001).

Sa distribution dans de nombreux tissus entraine une grande variété d’effets.
L’équipe de Bar a montré un réle du récepteur P2Y¢ dans la contraction du muscle lisse
d’aorte de souris (Bar et al. 2008). Apres avoir isolé un segment d’aorte, la réponse
contractile en réponse différents nucléotides a été mesurée. En comparant des souris de type
sauvage et des souris invalidées pour P2Ys, ils ont observé que I’ATP et I’ADP
n’entrainaient aucune réponse. Cependant, ’'UDP provoque une contraction musculaire,
non observée chez les souris invalidées pour P2Y¢ (Figure 10). Le muscle lisse semble
aussi répondre a I’UTP, mais de mani¢re plus tardive. Ceci peut étre expliqué par
I’hydrolyse de I’'UTP en UDP par les ectonucléotidases, qui va ensuite activer le récepteur

P2Ys (Bar et al. 2008).
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Figure 10 : Réponses contractiles induites par ATP, ADP, UTP et UDP d’un segment
d’aorte de souris de type sauvage ou invalidées pour P2Ys. L’aorte isolée a été placée
dans un bain avec une solution de Krebs-Ringer et la tension mesurée avec un capteur de
force relié a un systéme d’acquisition des données (adapté de Bar et al. 2008).

Dans I’intestin, le récepteur P2Ys dans le systéme nerveux entérique controle la
motilité intestinale (Burnstock 2008) et module la sécrétion de chlorure de sodium par les

cellules épithéliales (Figure 11; Kottgen et al. 2003).
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Figure 11: Le récepteur P2Y¢ participe au transport ionique dans la muqueuse
colorectale de rat, placée en chambre Ussing. Le 293B (10 uM) réduit I’effet de I’'UDP sur
I’intensité du courant. Avec con : contrdle (adapté de Kottgen et al. 2003).

Kottgen et ses collaborateurs ont isolé la muqueuse colorectale de rat en chambre de

Ussing et mesuré la variation d’intensité du courant, correspondant au transport ionique en
9
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réponse a différents nucléotides. L’UDP entraine 1’activation du transport ionique comme
le montrent les variations de courant (Figure 11). L’effet est inhibé par la molécule 293B,
un inhibiteur spécifique des canaux potassium nécessaires a I’absorption des ions K+ qui

permet aux canaux CFTR de sécréter les ions chlore.

Un ancien membre de notre laboratoire a démontré que ’activation du récepteur
P2Ys aggrave les symptomes des maladies inflammatoires de 1’intestin en participant a la
création d’un environnement pro-inflammatoire. Des souris ont été traitées au DSS de
facon chronique pendant neuf semaines afin de générer chez les animaux une inflammation
de I’épithélium intestinal. Lors de la dixiéme semaine, les souris sont traitées a I’'UDP. Le
score histologique est alors calculé et comparé entre les souris de type sauvage et celles
invalidées pour P2Ys. Le score histologique est calculé selon plusieurs critéres : la longueur
du cdlon, la consistance des feces et la présence ou non de sang, la variation de poids de
I’animal et Dl’apparition ou non d’un saignement rectal. La Figure 12 montre une
augmentation du score histologique chez les souris traitées a ’'UDP comparativement aux
souris controles traitées au PBS. De plus, lorsque les souris sont traitées avec le MRS2578,
un antagoniste pharmacologique du récepteur P2Y, le score histologique diminue de fagon
significative, suggérant que le récepteur P2Y¢ est bien a 1’origine de 1‘aggravation des

symptomes.
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Figure 12 : Score histologique de souris traitées au DSS ou au PBS (souris controles)
pendant neuf semaines. Les animaux ont été traités a 'UDP ou au PBS pendant la
dixiéme semaine avec sans MRS2578, un antagoniste pharmacologique spécifique a P2Ys.
On observe une augmentation du score histologique chez les souris traitées a ’UDP
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comparativement aux souris contrdles et pas d’augmentation chez les souris traitées avec
I’antagoniste de P2Y¢ (Grbic et al., non publié).

La quantité de transcrits de P2RY6 a également ét¢ mesurée dans des tissus humains
(Figure 13). Les résultats obtenus semblent en accord avec ceux observés chez les souris
puisqu’on observe une augmentation de transcrits chez les patients atteints de maladies

inflammatoires de 1’intestin.
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Figure 13 : L’inflammation intestinale provoque une augmentation de I’expression de
’ARNm du récepteur P2Ye. L’expression de I’ARNm du récepteur P2Y¢ est augmentée
dans les tissus de patients atteints de la maladie de Crohn et de colite ulcéreuse,
comparativement aux tissus non inflammés (controles). Les barres horizontales
représentent la moyenne de 1’expression de ’ARNm normalisée par rapport a I’expression
de l’actine. La signification statistique a été déterminée a 1’aide d’un test ¢ non pairé ou * :
p<0,05;**:p<0,01;***:p<0,001 (adapté de Grbic et al. 2008).

Le récepteur P2Ys serait donc capable d’aggraver les symptomes de 1’inflammation.
Comme c’est le cas dans le cancer colorectal associé a la colite, un épithélium inflammé
peut devenir cancéreux. Dans ce type de cancer, le gene TP53 est muté de fagon précoce et

régule I’expression de nombreux genes.

PS3

Le facteur de transcription p53 est surnommé « gardien du génome », car c’est I'un des

principaux suppresseurs de tumeur dans les cellules. Situé sur le chromosome 17, le gene

16



17

TP53 est muté dans plus de 50% des cancers humains (Coffill et al. 2012). Dans des
conditions normales, pS3 est maintenue a de faibles niveaux dans la cellule. La protéine
MDM?2, une ubiquitine ligase, bloque le domaine N-terminal de transactivation et
ubiquitine les résidus lysine du domaine C-terminal. P53 et MDM2 sont alors exclues du
noyau et ciblées pour la dégradation par le protéasome (O’Brate & Giannakakou 2003).
Suite & un signal, comme un dommage a I’ADN, p53 est stabilisée via de nombreuses
modifications post-traductionnelles catalysées par plusieurs enzymes telles que des kinases,
phosphatases, acétyltransferases, etc. Par exemple, Gu et Roeder ont montré que p300 était
capable d’acétyler p53 sur un site situé dans son domaine C-terminal. L’acétylation de p53
stimulerait sa liaison a I’ADN, probablement en entrainant un changement de conformation
de la protéine (Gu & Roeder 1997). Lorsque les facteurs de transcription p53 transloquent
au noyau, ils s’associent en tétraméres. Cette structure particuliére permet des cacher le
signal NES afin que les protéines restent dans le noyau (Stommel ez al. 1999). Le tétramére
se lie alors a ’ADN et entraine la transcription des genes cibles responsables de I’arrét du
cycle cellulaire (Giono & Manfredi 2006). La cellule va réparer les dommages a I’ADN ou
entrer en apoptose si les dommages sont trop importants (Fridman & Lowe 2003). Le géne
codant pour la protéine MDM?2 est également transcrit, il y a donc un phénoméne de
rétrocontrdle négatif (Kubbutat et al. 1997). P53 possede plusieurs domaines fonctionnels
(Freed-pastor & Prives 2012), représentés plus tard sur la Figure 14 :

-le domaine de transactivation N-terminal, bloqué par MDM?2 ;

-un domaine riche en proline nécessaire pour I’entrée en apoptose (Zhu et al. 2000) ;

-le domaine de liaison a I’ADN ;

-un domaine de tétramérisation ;

-le domaine C-terminal de régulation négative, car les résidus lysine sont ubiquitinilés par
MDM2 ;

-le signal NES se trouve dans la région N-terminale ;

-le signal NLS se situe entre le domaine de liaison a I’ADN et la région C-terminale.

Dans les cancers, la majorité des mutations se retrouvent dans le domaine de liaison

a I’ADN (Freed-pastor & Prives 2012) comme le montre la Figure 14. Les acides aminés
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les plus souvent touchés sont les arginines 175, 248, 249, 273 et 282, ainsi que la glycine
245.
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Figure 14 : Les différents domaines fonctionnels de la protéine p53 et la fréquence des
mutations associées. La majorit¢ des mutations dans le cancer, se retrouvent dans le
domaine de liaison a ’ADN. Avec R : arginine, G : glycine (adapté de Freed-Pastor &
Prives 2012).

Les mutations entrainent divers effets amenant la déstabilisation de la protéine, une
perte de capacité de liaison a I’ADN ou son exclusion du noyau. Les mutants auxquels nous
nous intéressons ici sont les mutants gain-de-fonction qui peuvent également agir de

différentes manieres comme le montre la Figure 15.
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Figure 15 : Différents mécanismes d’action des mutant gain-de-fonction de p53. A)
Interaction avec des membres de la famille p53 : p63 et p73 pour éviter la transactivation de
leurs geénes cibles. B) Interaction ou recrutement par d’autres facteurs de transcription
menant a une activation de leurs génes cibles. C) Liaison a des motifs structuraux
spécifiques et activation de la transcription. D) Liaison a des séquences d’ADN spécifiques
aux protéines mutées. E) Interaction avec d’autres protéines (adapté de Freed-Pastor &
Prives 2012).

Dans certains cas, les mutants gain-de-fonction interagissent avec des membres de
la famille de p53, comme p63 et p73 et empéchent la transactivation de leurs génes cibles,
comme c’est le cas avec le mutant R282W (Gaiddon ef al. 2001). Des interactions avec
d’autres facteurs de transcription ont également été observées, menant cette fois a
’activation de leurs génes cibles. Par exemple, le mutant R273H est capable d’interagir
avec le facteur de transcription Ets-1, impliqué dans la différenciation, le contrdle du cycle
cellulaire, la migration et I’apoptose. Par la suite, il a été suggéré que les protéines mutées
pouvaient se lier a des motifs structuraux particuliers. Ce serait le cas pour les régions
MAR qui sont I’équivalent du cytosquelette dans le noyau et donc joue un rdle dans la
structure plus ou moins compactée de la chromatine. Les protéines mutées seraient aussi
capables de se lier a des séquences spécifiques d’ADN différentes de celles sur lesquelles
se lie la protéine de type sauvage. Cependant, il est difficile d’affirmer s’il s’agit de liaison
directe ou par I'intermédiaire d’autres facteurs de transcription par exemple. Enfin, les

mutants gain-de-fonction seraient capables d’interagir avec d’autres protéines. Plusieurs
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mutants ont la capacité d’interagir avec la protéine TopBP1, une enzyme qui agit entre
autres pendant la réplication et qui sert de protéine d’échafaudage entre la protéine p53
mutée et NF-Y. Cette derniére est un facteur de transcription ciblant des geénes codant pour
des protéines liées au cycle cellulaire comme la cycline A, la cycline B ou cdkl (Liu et al.

2011).

Ainsi, non seulement les protéines mutées peuvent avoir des effets différents de la
protéine sauvage, mais 1’équipe de Chan en 2004 a démontré que les mutants entraient en
compétition avec les protéines de type sauvage lors de la formation du tétramere qui se lie a
I’ADN. Ainsi, si un mutant gain-de-fonction a perdu sa capacité de liaison a I’ADN et qu’il
s’associe aux protéines normales, celles-ci perdent également leur capacité de liaison a
I’ADN. C’est le cas du mutant R249S qui entraine un changement dans la structure de la
protéine. Cependant, ils ont démontré que le mutant R273H conservait sa capacité de
liaison a ’ADN et qu’il pouvait également se lier a d’autres séquences cibles, sur

lesquelles, la protéine p53 normale ne se lie pas (Zhu et al. 2015).

La transcription

L’ARN polymeérase et les facteurs de transcription

L’enzyme responsable de la transcription des genes est ’ARN polymeérase. Il en existe
trois types chez les vertébrés :
- ’ARN polymérase I, responsable de la transcription des ARN 5,88S, 18S et 28S ;
-I’ARN polymérase 11, responsable de la transcription des tous les genes codant pour des
protéines ;

-’ ARN polymérase III, responsable de la transcription des ARN de transfert, des ARN 5S.
L’ARN polymérase se fixe sur les promoteurs. Ceux-ci sont des régions d’ADN

contenant les éléments nécessaires a ’initiation de la transcription tels que les sites de

reconnaissance de I’ARN polymérase, la boite TATA par exemple, et plusieurs séquences
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consensus permettant la liaison de différents facteurs de transcription. Une fois associée au
promoteur, I’ARN polymérase recrute les facteurs généraux de transcription. Comme
mentionné juste avant, ces facteurs reconnaissent des séquences particulieres d’ADN. A
chacun d’eux est associée une séquence consensus, c’est-a-dire un motif particulier reconnu
spécifiquement par un facteur de transcription. Cependant, ces séquences ne sont pas

identiques d’un promoteur a I’autre, mais partagent une forte homologie.

f

— . ——

tryptophane

&/ Répresseur actif

Les geénes ne sont pas
transcrits.

Protéine RNA polymérase
activatrice /

[

— — e —

Site de liaison pour I ARNmM
la protéine
activatrice 5

protéine

Figure 16 : La transcription est médiée par PARN polymérase II. Le panel du haut
montre un répresseur qui inhibe la transcription. A la suite d’un signal, ici la liaison d’une
protéine activatrice (un facteur de transcription par exemple), I’ARN polymérase se fixe sur
le promoteur d’un géne comme le montre le schéma du bas. La transcription démarre alors
au site d’initiation de la transcription et un ARNm est synthétisé. Il sera traduit plus tard en
protéine (adapté de Alberts ez al. 2008).

Les facteurs de transcription sont caractérisés par la présence de deux domaines
intrinséques : le domaine de liaison a ’ADN et le domaine de transactivation. Le domaine
de liaison a ’ADN reconnait les séquences consensus mentionnées plus haut, mais
également d’autres éléments régulateurs comme des éléments enhancer provoquant
I’activation de la transcription, ou des €léments silencer responsables de 1’inhibition de la
transcription. Le domaine de transactivation est une région qui permet I’interaction locale

avec d’autres protéines liées a ’ADN ou impliquées dans le recrutement du complexe
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d’initiation de la transcription. Une fois la machinerie transcriptionnelle en place, la
transcription commence au site d’initiation de la transcription ou +1 et un ARN messager
va ¢€tre généré (Kornblihtt er al. 2013). Cependant, pour permettre le recrutement des
protéines nécessaires a la transcription, la chromatine doit étre dans un état décompacté.
L’épigénétique représente les modifications d’état subies par la chromatine, régulant

I’expression des génes (Tollefsbol 2010).

L’épigénétique

L’épigénétique définit les modifications de I’ADN transmissibles et réversibles
influengant 1’expression des geénes sans affecter leur séquence nucléotidique. C’est le fait
que certains génes s’expriment ou non en fonction du développement, du type cellulaire ou
de I’environnement (Peter A Jones 2012). La chromatine peut se trouver dans un état
compacté ou décompacté, rendant I’ADN accessible ou non a la machinerie
transcriptionnelle. Le nucléosome est I'unité de base de la chromatine. Il est formé de huit
histones autour desquels s’enroule I’ADN. Les histones H2A et H2B s’organisent en deux
dimeres et deux histones H3 ainsi que deux histones H4 forment un tétrameére (Tollefsbol
2010). L’histone H1 se fixe autour du nucléosome et a I’ADN de liaison (linker DNA) et
participe ainsi a la stabilisation du nucléosome (Berezney & Jeon 1995). Ce dernier
représente le premier niveau de compaction de la chromatine. La région N-terminale des
histones peut subir différentes modifications post-traductionnelles influencant ainsi la
compaction de la chromatine. Les plus connues sont les suivantes (Figure 17 ; Maddox et
al.2013) :

-’acétylation est médiée par les protéines HAT (Histone acetylransferase) et déstabilise les
histones ;

-la désacétylation est médiée par les protéines HDAC (Histone deacetylase) et compacte la
chromatine ;

-la méthylation est médiée par les protéines HMT (Histone Methyltransferase) ;

-enfin, les protéines HDM (Histone Demethylase) sont responsables de la déméthylation

des histones.
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Figure 17 : Représentation des principales modifications post-traductionnelles subies
par les histones et de la méthylation de ’ADN ainsi que les enzymes catalysant les
différentes réactions (Maddox ez al. 2013).

Les effets engendrés par ces différentes modifications varient avec le contexte.
Selon les combinaisons, ces changements peuvent entrainer 1’activation ou I’inhibition de
la transcription (Kouzarides 2007). Contrairement a la méthylation de I’ADN, via les
DNMT, associée plutot a la répression transcriptionnelle (Peter A. Jones 2012). Notons que
st le gene méthylé code pour un répresseur, 1’effet biologique entrainé par I’inhibition de sa

transcription peut étre activateur.

L’équipe de Zhu en 2016 a démontré que le mutant p53%27*! pouvait entrainer des

modifications épigénétiques (Figure 18 ; Zhu et al. 2015).
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Figure 18 : Le mutant pS3R273H cible directement des régulateurs de la chromatine.
Expériences de ChIP suivies de qPCR représentant 1’enrichissement obtenu avec p53 ou un
contrdle IgG, normalisé par rapport a I’input dans A) des cellules MDA-MB-468 exprimant
p53R273H et B) dans des cellules MDA-MB-175VII exprimant p53 normale. Avec BS : p53
binding site (site de liaison de p53) (adapté de Zhu et al. 2015)

Une immunoprécipitation de la chromatine suivie d’un séquengage a haut débit sur
tout le génome dans des lignées cellulaires cancéreuses de sein a permis d’identifier les
régions de liaison de la protéine p53 sur ’ADN. Parmi les résultats, des génes reliés a la
méthylation des histones (ml//1, mll2) et moz, codant pour une protéine HAT, ont été
identifiés. Par la suite, une seconde immunoprécipitation de la chromatine a été faite suivie
cette fois d’une expérience de qPCR, sur deux lignées cellulaires cancéreuses de sein :
MDA-MB-468 exprimant p53%*73" et les MDA-MB-175VII exprimant p53 normale. La
Figure 18 nous montre la quantification d’ADN des régions identifiées précédemment ainsi
que des régions en amont et en aval. Le promoteur de p21 sert ici de contrdle positif, car
c’est une cible bien connue de p53 (Kaeser & Iggo 2002). Nous pouvons voir sur la Figure
18A que les cellules exprimant le mutant p53**7*! sont enrichies pour les génes mil1, mli2
et moz comparativement au contrdle négatif IgG. Ce n’est pas le cas dans les cellules
exprimant la protéine p53 de type sauvage. Ces observations supportent le concept que le
mutant R273H a d’autres cibles dans ’ADN que celles identifiées pour la protéine p53 de
type sauvage et qu’il pourrait induire des modifications de structure de la chromatine

pouvant potentiellement modifier I’expression de plusieurs genes.
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En résumé, nous avons vu que I’expression des geénes et des protéines pouvait étre
régulée au niveau transcriptionnel par des facteurs de transcription ou par des modifications
épigénétiques. Il existe cependant plusieurs autres niveaux de régulation possibles, comme
montré sur la figure 19. Une fois synthétisés, les ARNm sont épissés, c’est-a-dire que les
introns sont excisés pour ne garder que les exons codants pour une protéine. Les ARN
messagers matures sont ensuite transportés au cytoplasme pour étre traduits en protéine.
Chaque étape représente un niveau de régulation. Enfin, méme si une protéine est
synthétisée, il est possible que celle-ci se trouve sous une forme inactive et nécessite un

signal afin de remplir sa fonction (Alberts_et al. 2008).

inactive mRNA
NUCLEUS CYTOSOL mRNA
degradation 5
control
RNA
N mRNA - mRNA ——————
1 2 M 3
transcriptional RNA RNA
control processing transport translation protein
control and control . activity ..
localization control mact:ye
control 6 protein
protein
_ active 2

protein &

Figure 19 : Représentation des différents niveaux de régulation de I’expression des
génes ou protéines (Alberts et al. 2008)

L’épissage alternatif

Ce qui nous intéresse maintenant, c’est 1’épissage, représentant un des nombreux
niveaux de régulation d’expression des genes. Un méme ARN peut donner différents
ARNm matures. En partant d’'un ARN nouvellement synthétis¢, les introns peuvent étre
excisés de différentes manicres et les combinaisons d’exons dans I’ARN messagers matures
peuvent varier : c’est 1’épissage alternatif (Figure 20). Les différents ARNm obtenus sont
appelés variants d’épissage. Ils peuvent coder pour une méme protéine ou non, ou encore

pour des isoformes différentes (Le et al. 2015).
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Figure 20 : Représentation de la synthése d’un brin d’ARN et son épissage alternatif
menant a trois protéines différentes (adapté de www.genome.gov).

Le géne humain P2RY6 code pour 8 variants d’ARNm : 1, 2,3, 5,6, 7, 8 et 9. Tous les
variants, excepté le 9, codent pour I’isoforme 1 du récepteur P2Ys, de 328 acides aminés,
forme connue et caractérisée du récepteur. Le variant 9 posseéde un site d’initiation de la
traduction (codon ATG) différent des autres variants. Ainsi, il code pour I’isoforme 2 du
récepteur P2Ys, de 429 acides aminés, possédant une région N-terminale plus longue que
I’isoforme 1. La fonction de I’isoforme 2 reste a caractériser. Selon la base de données
NCBI, les variants semblent étre associés a quatre régions promotrices potentielles de
P2RY6. En effet, les variants 1,3, 6 et 8 semblent étre transcrits a partir du méme site
d’initiation de la transcription. Ils représenteraient donc quatre variants d’épissage, différant
les uns des autres par la taille de leur région 5’UTR, région du brin d’ARN se trouvant en
amont du site d’initiation de la traduction. Le variant 1 est le plus court des huit variants
d’ARN. Le variant 7 semblerait étre transcrit a partir d’un +1 alternatif, tout comme le
variant 2 ainsi que les variant 5 et 9, associés a une quatrieme région promotrice potentielle.
Ces hypotheses restent a vérifier, mais si ces variants sont bien générés depuis des sites
d’initiation de la transcription différents, quels sont les parametres qui déterminent le profil

des variants d’une cellule ?

En résumé, nous avons vu que I'inflammation intestinale pouvait mener au cancer

colorectal et que le récepteur P2Ys serait capable d’aggraver les symptdmes
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inflammatoires. Enfin, dans le cancer associ¢ a I’inflammation, le géne 7P53 est muté de
facon précoce et les mutants générés peuvent avoir d’autres cibles dans ’ADN que la
protéine normale. Si le géne P2RY6 est associ¢ a plusieurs régions promotrices, le facteur
de transcription p53 peut-il se lier a une ou plusieurs de ces régions ? Tous ces ¢léments

nous menent a [’hypothése suivante :

La présence de 7P53 mutant va réguler de facon différentielle I’expression du géne

P2RY6 dans le cancer colorectal.

L’objectif général défini afin de vérifier cette hypothése est le suivant : caractériser
les mécanismes moléculaires liés a TP53 régulant 1’expression du gene P2RY6 dans le
cancer colorectal. Les objectifs spécifiques pour ce projet de recherche sont donc : (1)
déterminer et caractériser les régions promotrices du géne P2RY6 dans les cellules
épithéliales intestinales cancéreuses et (2) ¢tudier 1’effet de la protéine p53 de type sauvage

ou mutée sur I’expression du récepteur P2Y.
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MATERIEL ET METHODES

Culture cellulaire

Cellules Caco-2

La lignée cellulaire Caco-2 (ATCC, HTB-37) est une lignée cellulaire épithéliale
cancéreuse isolée d’un adénocarcinome de colon humain. A Datteinte de la confluence, les
cellules Caco-2 ont la particularité d’entamer un processus de différenciation les menant a
un phénotype mimant les entérocytes (Beaulieu & Quaroni 1991). Ces cellules sont
cultivées dans du milieu DMEM (Wisent, St-Bruno, Qc, Canada) contenant 10% de FBS
(Feetal Bovin Serum, Wisent), 2 mM de GlutaMax (Wisent), 0,01 M d’HEPES (Wisent) et
100 pg/mL de pénicilline/streptomycine (Wisent) a 37 °C dans une atmosphére de 95% air
et 5% COy. Les cellules ont été réensemencées a un ratio d’un pour cinq a 80% de
confluence. Leur origine et les mutations des principaux oncogenes retrouvés dans le

cancer colorectal sont présentées dans les Tableaux 1 et 2.

Cellules HCT 116

La lignée cellulaire HCT 116 (ATCC, CCL-247) est une lignée cellulaire épithéliale
cancéreuse issue de carcinome colorectal humain. Ces cellules sont cultivées dans du
milieu DMEM (Wisent) contenant 10% de FBS (Wisent), 2 mM de GlutaMax (Wisent),
0,01 M d’HEPES (Wisent) et 100 pg/mL de pénicilline/streptomycine (Wisent) a 37 °C
dans une atmosphere de 95% air et 5% COx. Les cellules ont été réensemencées a un ratio
d’un pour dix a I’atteinte de la confluence. Leur origine et les mutations des principaux

oncogenes retrouveés dans le cancer colorectal sont présentées dans les Tableaux 1 et 2.
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Cellules HT-29

La lignée cellulaire HT-29 (ATCC, HTB-38) est une lignée cellulaire épithéliale
cancéreuse issue d’un adénocarcinome colorectal humain. Ces cellules sont cultivées dans
du milieu DMEM (Wisent) contenant 10% de FBS (Wisent), 2 mM de GlutaMax (Wisent),
0,01 M d’HEPES (Wisent) et 100 ug/mL de pénicilline/streptomycine (Wisent) a 37 °C
dans une atmosphere de 95% air et 5% COaz. Les cellules ont été réensemencées a un ratio
d’un pour huit a I’atteinte de la confluence. Leur origine et les mutations des principaux

oncogénes retrouvés dans le cancer colorectal sont présentées dans les Tableaux 1 et 2.

Cellules HEK-293

La lignée cellulaire HEK-293 (ATCC, CRL-1573) est une lignée cellulaire
¢épithéliale embryonique de rein humain. Ces cellules sont cultivées dans du milieu DMEM
(Wisent) contenant 10% de FBS (Wisent), 2 mM de GlutaMax (Wisent), 0,01 M d’HEPES
(Wisent) et 100 pg/mL de pénicilline/streptomycine (Wisent) a 37 °C dans une atmosphere
de 95% air et 5% COa. Les cellules ont été réensemencées a un ratio d’un pour dix a
I’atteinte de la confluence. Leur origine et les mutations des principaux oncogenes

retrouvés dans le cancer colorectal sont présentées dans les Tableaux 1 et 2.
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Tableau 1: Lignées cellulaires cancéreuses colorectales utilisées
(adapté de Ahmed et al. 2013).

30

et leur origine

Lignée
Patient Organe Stade Dérivé de Référence
cellulaire
Adénocarcinome (Caro et al.
Caco-2 Colon
colorectal 1995)
(Brattain, Fine,
et al. 1981,
Brattain,
Homme, Célon Carcinome Tumeur Brattain, et al.
HCT 116 .
48 ans ascendant colorectal primaire 1981;
Eshleman et al.
1995)
Femme, Carcinome Tumeur (Fogh &
HT-29 Colon o
44 ans colorectal primaire Trempe 1975)

Tableau 2 : Lignées cellulaires cancéreuses colorectales

utilisées et leurs mutations
dans les principaux oncogénes retrouvés dans le cancer colorectal. Avec: WT : wild
type (type sauvage) ; E : Acide glutamique ; X : acide aminé non déterminé ; G : Glycine ;
D : Acide aspartique ; H : Histidine ; R : Arginine ; V : Valine ; P : Proline ; T : Thréonine
(adapté de Ahmed et al. 2013).

Lignées

KRAS BRAF PIK3CA PTEN TP53
cellulaires
Caco-2 WT WT WT WT E204X
HCT 116 G13D WT H1047R WT WT
HT-29 WT V600E P449T WT R273H

Détermination des sites d’initiation de la transcription par 5’-RACE

Les sites d’initiation de la transcription des différents variants d’ARNm du géne P2RY6

ont été déterminés en utilisant le kit 5°/3° RACE 2" Generation (ThermoFisher Scientific,

Ottawa, On, Canada) selon les instructions du fabricant. L’ARN total de cellules Caco-2

confluentes a été isolé en utilisant le kit GeneJET ARN Purification Kit (ThermoFisher
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Scientific), selon les instructions du fabricant. Une partie de I’ARN total obtenu a été
purifi¢ en utilisant le kit GenElute mRNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich, Oakville, On,
Canada), selon les instructions du fabricant, afin d’isoler I’ARNm. Ensuite, le protocole de
5" RACE, résumé sur la Figure 21, a été effectué¢. D’abord, un brin d’ADN complémentaire
a été synthétisé a partir de I’ARNm avec ’amorce suivante (Amorce 1), correspondant a
une région du promoteur de P2RY6 commune a tous les variants d’ARNm : 5°-
GGTAGACACAGGTGGTGGGTGGCAAG-3’. L’ADN obtenu a été purifié en utilisant le
kit GeneJET Purification Kit (ThermoFisher Scientific), selon les instructions du fabricant.
Une queue poly(A) est ajoutée a ’ADN purifi¢, a Pextrémité 3’ grace a une enzyme
Terminal Transferase recombinante et 1’ajout de dATP. Une premiére amplification par
PCR (PCR 1) a été réalisée avec le systtme T100 Thermal Cycler (BIO-RAD, Hercules,
CA, Etats-Unis). La premiére amorce utilisée (Amorce 2) correspond & une région du
promoteur de P2RY6, commune a tous les wvariants d’ARNm: 5’-
GCCTGTGCCATTGTCCCATTC-3’. La seconde amorce (nommée « Oligo(dT) et
adaptateur » sur la Figure 21) est complémentaire a la queue poly(A) précédemment
ajoutée sur le brin d’ADNc et contient une séquence supplémentaire qui servira
d’adaptateur pour une seconde amorce lors de la deuxiéme amplification: 5°-
GACCACGCGTATCGAATGTCGACTTTTTTTTTTTTTTTTV-3" (V: A, C ou G). Une
deuxieme réaction PCR (PCR II) est exécutée avec une deuxiéme paire d’amorces. Ainsi,
n’est sélectionné que ’ADN complémentaire aux deux paires d’amorces et I’amplification
non spécifique est diminuée de fagon importante. L’amorce sens est fournie par le kit et est
complémentaire a la séquence portée par la premiére amorce, comme mentionné plus tot :
5’-GACCACGCGTATCGATGTCGAC-3’, en combinaison avec les deux amorces
suivantes correspondant a deux régions du promoteur de P2RY6 interne a la zone
précédemment ciblée, spécifiques aux variants 5 et 9 respectivement :

- variant 5 : 5’-GCCTGAACTCCGCCTTCCAAA-3’

- variant 9 : 5’>-GTGGGTTTCCTATGTTCAGGGAGGCCA-3".
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5 (A)-3 Synthése de I'ADNc
€
Amorce 1
5’ (A)n-3" Purification de 'ADNc et dégradation de 'ARNm
3 5
3'-(A), AAAA 5’ Ajout d'une queue poly(A)
Oligo(dT) et adaptateur l
— (T)nT TTTV
3'-(A), AAAA 5’ Premiére amplification par PCR (PCR 1)
€
Amorce 2
Amorce complémentaire a
I'adaptateur
—_—
5 Deuxiéme amplification par PCR (PCR 1)
€

Amorce 3

.

Analyse des produits de PCR sur gel d’agarose
ou par séquengage.

Figure 21 : Récapitulatif du protocole de ’expérience S’RACE. Avec: V: A, Cou G
(adapté du protocole du kit 5°/3° RACE, 2™ Generation, version 13, 2014, ThermoFisher
Scientific).

Afin de valider les produits obtenus, une troisieme amplification par PCR (PCR III)

est effectuée avec des amorces chacune spécifique a un variant d’ARNm de P2RY6, soit :

- variant 5: 5’-GCTCTGTGCTGTGGCAAGTTACT-3’ ; 5°-
GCCTGAACTCCGCCTTCCAAA-3’
- variant 9: 5’-GCTCTGTGCTGTGGCAAGTTACT-3’ R 5’-

GTGGGTTTCCTATGTTCAGGGAGGCCA-3".
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Les produits obtenus sont chargés sur gel d’agarose 1,5% afin de visualiser la
présence ou non des variants d’ARNm V5 ou V9 de P2RY6 dans nos échantillons. Une fois
leur présence confirmée, les produits de PCR II ont été clonés a I’aide de la trousse Zero
Blunt® PCR Cloning kit (Invitrogen) selon les instructions du fabricant. Par la suite, les
bactéries ont été sélectionnées par kanamycine. L’ADN a été isolé a partir des clones
obtenus en utilisant la trousse GeneJET Plasmid Miniprep kit (ThermoFisher Scientific)
selon les instructions du fabricant, validés par PCR avec les mémes conditions que les PCR
ITI, puis séquencés. Enfin, les séquences obtenues ont été analysées et ont servi a
déterminer le site d’initiation de la transcription (+1). Les variants étudiés, leur taille et

région promotrice associée, sont listés dans le Tableau 3.

Tableau 3 : Variants d’ARNm V5 et V9 de P2RY6 étudiés dans I’expérience de
5’RACE, associés a la région promotrice 4 et leur taille.

Région promotrice

Variants d’ARNm Taille
associée

5 250 pb
R4

9 219 pb

Toutes les amplifications par PCR ont été réalisées avec 1’enzyme Phusion High-
Fidelity DNA Polymerase (New England BioLabs, Whitby, ON, Canada). Les produits de

la PCR 1II peuvent ensuite étre clonés et validés par séquencages.

Détermination du profil d’expression des variants d’ARNm de P2RY6 dans des lignées

cellulaires épithéliales intestinales cancéreuses.

L’ARN total des cellules HCT 116, HT-29 et Caco-2 a été isolé en utilisant le kit
GeneJET ARN Purification Kit (ThermoFisher Scientific), selon les instructions du
fabricant. L’ARN purifié a ensuite été envoy¢ a la plateforme de RNomique de I’Université

de Sherbooke (Sherbrooke, QC, Canada) afin de procéder a la quantification des variants 1,

2,3,5,6,7,8et9d’ARNm de P2RY6.
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Clonage des quatre régions promotrices potentielles de P2RY6.

Tout d’abord, nous avons sélectionn¢ les quatre sites d’initiation de la transcription
potentiels (+1) suggérés par la base de données NCBI. Nous avons ensuite ciblé des régions
allant d’environ -1500 a +200, pour chaque site, que nous avons nommé R1, R2, R3 et R4.
Cela nous a permis d’élaborer des amorces spécifiques. Les amorces utilisées pour le
clonage des régions 1 et 4 sont indiquées dans les Tableaux 4 et 5. Les régions 2 et 3 ont été

clonées avec les paires d’amorces suivantes :

- R2: 5’-ACTAGGTACCGGTGAGTCCCTGCATATG-3’ ; 5’-
ACTACTCGAGCAGCTTACCTCCAAGACTTGAG-3’
- R3: 5’-ACTAGGTACCCACTATGTAAGCTGGCTGGAAGTG-3’ ; 5’-

ACTACTCGAGGAAGGCACTTACATATCAGGAG-3’

L’ADN de cellules Caco-2 a été purifié en utilisant le kit QIAprep Spin Miniprep Kit
(Qiagen, Hilden, Allemagne) puis amplifié¢ par PCR avec les amorces précédemment citées.
Les produits obtenus ont été clonés dans le vecteur pGL4.10[/uc2] (Promega, Madison, W1,
Etats-Unis) exprimant le géne luc2 de la luciférase (Photinus pyralis). Des constructions
plus courtes des régions 1 et 4 ont €été obtenues par digestions avec des enzymes de
restriction ou par sous-clonage. Les stratégies de clonage utilisées ainsi que la taille des

constructions obtenues sont indiquées dans les Tableaux 4 et 5.
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Tableau 4 : Stratégies de clonage des différentes constructions obtenues a partir de la

région 1 du promoteur de P2RY6, dans le vecteur pGL4.10[/uc2].

Position Variants
Taille de
Stratégie de clonage utilisée dans le | d’ARNm
P’insert R1
génome correspondants
de
[Amorces utilisées : 73 262 843
1935 pb
5’-ACTAGGTACCAGAATAAGGAGAATGAGTGCC-3’ a
5’-ACTACTCGAGTACACACATATGCAGGGACTC-3’ 73264 778
pb
de 73 263
Enzymes de restriction 243
1535 pb
(Kpnl — Avrll) a 73 264
778 pb
de 73 2641(1,3,6,8
Enzymes de restriction 143
635 pb )
(Kpnl — Nsil) a 73 264
778 pb
o de 73 264
[Amorces utilisées : 601
177 pb 5’-ACTAGGTACCTAGCAGCGCCTGGGCGAGTG-3’ L 73 264
a
5’-ACTACTCGAGTACACACATATGCAGGGACTC-3’
778 pb
. de 73 264
[Amorces utilisées : 676
100 pb 5’-ACTAGGTACCGCAGGTAAGGGCGTGCG-3’ L 73 264
a
5’-ACTACTCGAGTACACACATATGCAGGGACTC-3’ 778 5
p
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Tableau 5 : Stratégies de clonage des différentes constructions obtenues a partir de la

région 4 du promoteur de P2RY6, dans le vecteur pGL4.10[/uc2].

Taille
d Position Variants
e
Stratégie de clonage utilisée dans le | ’ARNm
Pinsert
génome correspondants
R4
de
[Amorces utilisées :
73 270 147
2218 |5°-ACTAGGTACCCCTGATATGTAAGTGCCTTCACTTC-3’ .
a
pb 5’-ACTACTCGAGGTCGCGTGCAATGTTCTGGC-3’
73 272 365
pb
de 73 271
1180 185
Enzymes de restriction utilisées : Kpnl — Xmal
pb a 73 272
365 pb
de 73 271
447
918 pb |Enzymes de restriction utilisées : Kpnl — Pmll
a 73 272
365 pb 5,9
de 73 271
[Amorces utilisées : 920
445 pb [5’>-ACTAGGTACCGAGTGAGCAAACAGAGGGTG-3’ L 73 27
a
5’-ACTACTCGAGGTCGCGTGCAATGTTCTGGC-3’
365 pb
de 73 272
IAmorces utilisées : 03
333 pb |S’ACTAGGTACCCTGAGAAAACCAGGTTAATGG-3’ L 73 27
a
5’-ACTACTCGAGGTCGCGTGCAATGTTCTGGC-3’
365 pb
de 73 272
IAmorces utilisées : 0
223 pb |5-ACTAGGTACCAAACAGCCACCCAATGCGTG-3’ L 73 9
a
5’-ACTACTCGAGGTCGCGTGCAATGTTCTGGC-3’ 365 ob
p
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Essais luciférase

Les cellules HCT 116 ont été ensemencées dans des plaques de 24 puits, a une quantité
de 100 000 cellules par puits. Apres 24 h, le milieu de culture DMEM (Wisent) a été
remplacé par le milieu Extreme DMEM (Wisent). Les cellules ont été co-transfectées en
utilisant D’agent de transfection X-tremeGENE HP DNA Transfection Reagent
(ThermoFisher Scientific) a une concentration de 1 pL pour 1 pg d’ADN transfecté, avec :
-1 ng du vecteur exprimant le géne Renilla luciferase ;

-0,1 pg du vecteur pGL4.10 vide ou contenant le promoteur P2RY6 ;

-0,1 ng du vecteur pPCMV-Neo-Bam vide ou contenant TP53"7 ou TP53%273H,

Les différentes constructions du vecteur pGL4.10 contenant le promoteur P2RY6 sont
listées dans les Tableaux 4 et 5. Aprés cinq heures de transfection, le milieu Extreme
DMEM a été remplacé par du milieu DMEM complet. Les cellules sont lysées aprés 48h a
I’aide du tampon de lyse PLB (Promega). L’activité luciférase est mesurée grace aux
systtmes Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega) et Orion Microplate
Luminometer (Titertek-Berthold, Pforzheim, Allemagne). L'efficacité de transfection a été

normalisée par rapport a I'expression du gene Renilla luciferase.

Immunobuvardage.

L’expression de p53 a été analysée 48h apres la co-transfection des cellules HCT 116.
Les cellules ont été lysées a 1’aide d’un tampon Laemli et 20 pg de protéines ont été
chargées sur un gel d’acrylamide 10% puis transférées sur une membrane PVDF
(polyvinylidene difluoride). L’ immunobuvardage a été effectué¢ avec un anticorps anti-p53
(1C12, Cell Signaling Technology) dilué¢ 1/10 000 et un anticorps monoclonal anti-GAPDH
de lapin (14C10, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, Etats-Unis) dilué 1/100 000.

Les expressions de p42/44, P-p42/44 et pCREB ont ét¢ analysées a partir de lysats de
cellules HEK-293 surexprimant les constructions pIRESpuro-P2RY6-1, pIRESpuro-
P2RY6-2 ou le vecteur vide (contrdle). La lyse et I’immunobuvardage sont réalisés de la

méme facon avec les anticorps suivants :
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- p44/42 MAPK (ERK1/2) Rabbit Ab (Cell Signaling Technology), dilu¢ 1/2000, pour la
détection de p42/44 ;

- Monoclonal Anti-MAP Kinase, Activated (Diphosphorylated ERK-1&2) (Sigma-
Aldrich), dilu¢ 1/3000 pour la détection de P-p42/44 ;

- Phospho-CREB (Ser133) (87G3) Rabbit mAb (Cell Signaling Technology), dilu¢ 1/1 000
pour pCREB.

Les anticorps primaires sont reconnus par des anticorps secondaires couplés HRP (ECL
anti-mouse ou anti-rabbit IgG Horseradish, GE Healthcare Bio-Sciences, Pittsburgh, PA,
Etats-Unis) dilué¢ 1/10 000 ou couplé a la phosphatase alcaline (anti-mouse ou anti-rabbit
IgG AP Conjugate, Promega) dilué¢ 1/10 000.

Les bandes de protéines ont été visualisées sur des films autoradiographiques HyBlot
ES (Denville Scientific Inc., Holliston, MA, Etats-Unis). Les signaux ont été normalisés par

des analyses de densitométrie.

Immunoprécipitation de la chromatine (ChIP).

Les cellules HCT 116 et HT-29 confluentes ont été fixées avec une solution de
formaldéhyde 1,1%, pendant 10 minutes a température picce. La réaction est arrétée par
une solution de glycine a une concentration finale de 125 mM, pendant cinq minutes a
température piece. La chromatine est ensuite soniquée 15 fois, pendant dix secondes avec
une pause de trois minutes sur glace entre chaque sonication. La chromatine est
immunoprécipitée avec 4 pg d’anticorps anti-ARN polymérase II (CTD4HS, EMD
Milipore, Darmstadt, Germany), 4 pg d’anticorps anti-p53 (1C12, Cell Signaling
Technology) ou 4 pg du controle IgG (G3Al, Cell Signaling Technology). L’ADN
immunoprécipité a été amplifié par PCR quantitative en utilisant le réactif Brilliant III
Ultra-Fast SYBR Green QPCR Master Mix (Agilent Technologies Santa Clara, CA, Etats-
Unis) et le Rotor-Gene 6000 Series (Invitrogen, Carlsbad, CA, Etats-Unis). Les amorces
utilisées sont listées ci-dessous :

- promoteur de p21: 5’-CTGTCCTCCCCGAGGTCA-3’; 5’-
ACATCTCAGGCTGCTCAGAGTCT-3’

38



39

- promoteur de GAPDH : 5’-GTCACTACCGCAGAGCCTC-3’; 5’-
GGACCCTTACACGCTTGGAT-3’

- région promotrice 1 de P2RY6 : 5~ ACTAGGTACCGCAGGTAAGGGCGTGCG-3’; 5°-
ACTACTCGAGTACACACATATGCAGGGACTC-3’

- région promotrice 4 de P2RY6 : 5’-ACTAGGTACCAAACAGCCACCCAATGCGTG-3’;
5’-ACTACTCGAGGTCGCGTGCAATGTTCTGGC-3’

La capacité de la liaison des facteurs de transcription au promoteur de P2RY6 a été

calculée selon les formules mathématiques 224 (Livak & Schmittgen 2001).

Essais AlphaScreen SureFire

Les deux isoformes de P2Ys ont été¢ préalablement clonées dans le vecteur pLenti
Adaptator avec les amorces suivantes, ¢laborées a partir de la position de I’ATG afin d’étre
chacune spécifique a une isoforme :

- isoforme 1 : 5~ ACTAGATATCGCCACCATGAGTCAGCATTGGTGTAAAGG-3’ ; 5’-
ACTACTCGAGTCAGCGACCCTGCCTCTG-3°
- isoforme 2: 5-ACTAGATATCGCCACCATGGAATGGGACAATG-3* ; 5’-
ACTACTCGAGTCAGCGACCCTGCCTCTG-3’

Le vecteur pLenti Adaptator contenant les inserts d’intérét a ensuite été digéré via
I’enzyme de restriction Xbal (New England BioLabs). Le vecteur pIRESpuro a été ouvert
avec I’enzyme Nhel (New England BioLabs). Il s’en suit la ligation de I’insert dans le
vecteur pIRESpuro. L’orientation de ’insert a été vérifiée et validée par séquengage.

Les cellules HEK-293 surexprimant les constructions pIRES-P2RY6-1, pIRES-
P2RY6-2 ou le vecteur vide (controle) sont ensemencées a une quantité de 40 000 cellules
par puits dans une plaque a 96 puits dans 100 pL milieu de culture DMEN (Wisent). 24h
apres le milieu de culture complet est retiré, les cellules sont rincées au PBS 1X et 72 uL de
milieu DMEN (Wisent) sans serum ni rouge de phénol est ajouté. Les cellules sont
incubées 18h a 37°C. Le jour suivant, les cellules sont stimulées avec 8 pL d’UDP a
différentes concentrations, pendant 10 minutes a 37°C. 20 pL de tampon de lyse sont

ajoutés et les cellules sont congelées pour au moins 16h avant de procéder a 1’essai
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AlphaScreen SureFire. L’essai est réalisé en utilisant le kit AlphaScreen SureFire p-
ERK1/2 (Thr202/Tyr204) (PerkinElmer, Waltham, MA, Etats-Unis) selon les instructions
du fabricant. Deux anticorps sont utilisés. L’un va étre reconnu par des billes donneuses
recouvertes de streptavidine et ’autre va €tre capturé par des billes accepteuses émettant un
signal lumineux et recouvertes de protéine A. En présence d'une protéine phosphorylée, les
deux anticorps rapprochent les billes donneuses et accepteuses. Les billes de streptavidine
vont exciter les billes de protéine A, émettant alors un signal lumineux a une longueur
d’onde différente du signal émis initialement. La quantit¢ d'émission de lumiére est

directement proportionnelle a la quantité de phosphoprotéine présente dans 1'échantillon.
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RESULATS

L’objectif principal des travaux est de caractériser les mécanismes moléculaires liés a
p53 régulant I’expression du géne P2RY6 dans le cancer colorectal. Pour cela, il est
nécessaire dans un premier temps de déterminer et caractériser les régions promotrices du
gene P2RY6 dans les cellules épithéliales intestinales cancéreuses et dans un second temps,

d’étudier I’effet de p53 (mutante versus forme sauvage) sur I’expression du récepteur P2Ys.

Déterminer et caractériser les régions promotrices du géne P2RY6 dans les cellules

épithéliales intestinales cancéreuses.

Comme mentionné dans I’introduction, le géne humain P2RY6 code pour 8 variants
d’ARNm: 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8 et 9. Tous les variants, excepté¢ le variant 9, codent pour
I’isoforme 1 du récepteur P2Y¢, forme connue et caractérisée du récepteur. Le variant 9,
avec un exon de moins, code pour ’isoforme 2 possédant une région N-terminale plus
longue que I’isoforme 1 et dont la fonction reste a déterminer. Selon la base de données
NCBI, les huit variants d’ARNm semblent étre associés a quatre sites d’initiation de la
transcription différents : les variants 1, 3, 6 et 8 seraient associés a une région que nous
nommerons région 1 (R1) ; le variant 7 a la région 2 (R2) ; le variant 2 a la région 3 (R3) et
enfin, les variants 5 et 9 correspondraient a la région 4 (R4). Une expérience de primer
extension 5’ RACE a été effectuée sur les variants d’ARNm V5 et V9 de P2RY6 afin de
déterminer les sites d’initiation de la transcription qui leur sont associés. En effet, la région
4 est la plus ¢éloignée de la région 1 qui contient le site d’initiation de la transcription connu
pour P2RY6. Ainsi, si I’expérience révele un site d’initiation différent, nous pourrons
supposer I’existence d’une autre région promotrice potentielle et ainsi différencier des
variants issus de différents sites d’initiation de la transcription de variants d’épissage. Apres
avoir synthétis¢ un ADN complémentaire aux brins d’ARN purifiés, une queue poly(A) y
est ajoutée, suivie d’une premicre amplification par PCR (PCR I). La premiere amorce
utilisée est complémentaire a la queue poly(A) et contient une séquence supplémentaire qui

servira d’adaptateur pour une seconde amorce lors de la deuxiéme amplification. La
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deuxieéme amorce correspond a une région de P2RY6 commune a tous les variants
d’ARNm. Une deuxieme réaction de PCR (PCR II) est exécutée avec une deuxieéme paire
d’amorces. Ainsi, n’est sélectionné que I’ADN complémentaire aux deux paires d’amorces
et I’amplification non spécifique est diminuée de facon importante. La premicre amorce
utilisée est complémentaire a 1’adaptateur ajouté lors de la premicére amplification. La
seconde amorce est spécifique au variant 5 ou au variant 9 d’ARNm de P2RY6. Le
protocole est résumé sur la Figure 21. Les produits des PCR I et II ont été chargés sur gel
d’agarose et sont présentés sur la Figure 22. Par la suite, afin de valider la présence des
différents variants d’ARNm de P2RY6 dans nos échantillons, une troisiéme amplification
PCR (PCR 1II) a été faite avec de nouvelles amorces complémentaires aux variants 5 et 9
respectivement. Ces produits finaux ont été chargés sur gel d’agarose, comme le montre la

Figure 22.

A o PCRII B ©
p v v E
_g PCR 1 V5 V9 ) V5 V9
- T ——
3 f -
3 T, % _ s S 3 g
= = £ 2 £ ] £
Sz z Z z z =z Sz 7 =z
r o o« X x &
= < <« < g < <« 24 < <
500 pb
000 LB -
_—w_

Figure 22 : Validation des produits de PCR lors de I’expérience 5’RACE. A) Les deux
réactions PCR I ont été effectuées a partir de ’ADN complémentaire obtenu de I’ARN total
ou de PARNm purifi¢ de cellules Caco-2 confluentes. Les réactions PCR II ont été
effectuées de fagon sélective pour le variant V5 ou V9. Les produits ont ensuite été clonés
afin de déterminer le site d’initiation de la transcription. B) A partir des produits de PCR II
présentés en A), la réaction de PCR III a été effectuée afin de valider la présence des
fragments V5 et V9 dans nos échantillons pour pouvoir procéder au clonage.

Le panneau A de la Figure 22 nous montre les produits des PCR I, effectuée a partir
de ’ADN complémentaire obtenu a partir de I’ARN total ou de I’ARNm purifié de cellules
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Caco-2 confluentes, ainsi que les produits de PCR 1I, effectuée a partir des produits de la
premiere réaction de PCR. Il est normal d’observer sur le gel des produits d’amplification
non spécifique suite a la réaction de PCR I car comme mentionné précédemment, la
deuxiéme amplification permet de diminuer le nombre de transcrits non spécifiques. C’est
bien ce que nous observons : la réaction de PCR II permet une meilleure sélection et de
visualiser des fragments pouvant correspondre aux variants 5 et 9. C’est donc pour valider
la présence de nos fragments d’intérét qu’une troisiéme amplification par PCR a été
effectuée, a partir des produits de la PCR II, comme présenté sur le panneau B de la Figure
22. Les deux photographies présentées sont deux images du méme gel, I’exposition étant
plus forte sur I'une d’elles afin de visualiser le marqueur de taille. Les bandes obtenues
correspondent au variant V5 de 250 pb et au variant V9 de 219 pb. Notons qu’il est normal
que les bandes soient situées plus haut dans le gel du panneau A, car les produits d’ADN
présentés ici contiennent une séquence ajoutée par les amorces utilisées lors de
I’expérience. Les amorces utilisées lors de la troisieme amplification ciblent une plus petite
région. La présence des variants d’ARNm V5 et V9 de P2RY6 ayant été confirmée, nous
pouvons maintenant procéder au clonage. L’ADN a été extrait des bactéries sélectionnées a
la kanamycine et une nouvelle réaction de PCR similaire a la PCR III a été effectuée afin de
ne conserver que les clones positifs pour les variants 5 ou 9. Sur 48 clones testés, 24 ont été
envoyés a séquencer et 13 ont donné des résultats analysables comme présentés sur la

Figure 23.
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Figure 23 : Détermination des sites d’initiation de la transcription des variants
d’ARNm VS5 et V9 de P2RY6 suite a I’expérience de S’RACE. La séquence d’ADN
génomique de P2RY6 est représentée en noir. En vert foncé est représentée la région
d’ADN correspondant au premier exon des variants d’ARNm V5 et V9 de P2RY6. L’ATG
en rouge correspond a I’ATG théorique du variant 9 permettant de coder pour 1’isoforme 2
du récepteur P2Ys. En orange sont représentés les sites d’initiation de la transcription (+1)
déterminés apres clonage et séquencage de la région 5’UTR du variant 5. Les sites
d’initiation de la transcription (+1) déterminés apres clonage et séquencage de la région
5’UTR du variant 9 sont en gris. Cependant, ils se retrouvent tous apres I’ATG. Le seul +1

du variant 9 se situant en amont de I’ATG est présenté en vert clair.
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L’expérience de 5S’RACE a permis de cloner la région 5’UTR des variants d’ARNm
V5 et V9 de P2RY6. Le séquengage a permis de déterminer le nucléotide +1. Plusieurs
résultats ont ¢ét¢ obtenus comme le montre la Figure 23. La figure permet d’aligner la
séquence d’ADN génomique de P2RY6 (en noir) avec la s€quence du premier exon de ses
variants d’ARNm V5 et V9 (en vert foncé). Rappelons que le variant 9 posséde un exon de
plus que le variant 5 et un ATG différent, représenté en rouge sur la Figure 23. L’ATG du
variant 5 n’est pas représenté ici, car se situe dans une région plus ¢loignée. Les +1 du
variant 5 déterminés aprés analyses des séquences obtenues sont représentés par les
rectangles oranges. Il est intéressant de noter qu’ils se situent tous dans une zone assez
restreinte, ce qui suggere qu’effectivement, la transcription peut démarrer dans cette région.
Les rectangles gris correspondent aux +1 obtenus avec le variant 9 se situant apres I’ATG,
mais un clone nous a permis d’identifier un nucléotide +1 situé en amont de I’ATG
supportant une traduction possible de 1’isoforme 2 du récepteur P2Ys. Il est possible que les
décalages entre les différents nucléotides identifiés soient dus a des erreurs de séquencage.
Cependant, la figure met en évidence une région d’ADN restreinte dans laquelle 1’initiation
de la transcription est possible. Ainsi, cela semble confirmer la présence de nucléotides +1
alternatifs, associés a une autre région promotrice de P2RY6.

En résumé, nous avons été capables d’identifier des sites d’initiation de la
transcription différents du +1 connu et ainsi I’existence d’une autre région promotrice
potentielle de P2RY6. Cela semble confirmer, que les variants d’ARNm V5 et V9 seraient
associés a la région promotrice R4 de P2RY6. Il est donc probable, comme mentionné
précédemment que les variants 1, 3, 6 et 8 soient associés a la R1 ; le variant 7 a la région
R2 et le variant 2 a la région R3. La présence de ces quatre régions a le potentiel de donner
un profil d’expression des variants différent d’une lignée cellulaire a I’autre. L’expérience
de 5’RACE ayant été effectuée a partir de I’ARN de cellules Caco-2, une quantification par
gPCR des différents variant d’ARNm de P2RY6 a été exécutée a partir de trois lignées

cellulaires différentes.
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Des qPCR ont été réalisées dans trois lignées cellulaires cancéreuses colorectales :
les HCT 116, les HT-29 et les Caco-2 (Figure 24). Rappelons que ces cellules expriment

des formes de p53 différentes, comme décrit dans le Tableau 2.
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Figure 24 : Quantification des variants 1 (V1), 3 (V3), 6 (V6), 7 (V7), 2 (V2),5(V5) et
9 (V9) d’ARNm de P2RY6, correspondant aux quatre régions promotrices potentielles
(R1, R2, R3 et R4) définies précédemment, dans les cellules A) HCT 116 ; B) HT-29 et
C) Caco-2. Analyse réalisées par qPCR. Les valeurs ont ¢été normalisées par rapport a la
quantité¢ de variant 6 présent, égale a 1. Les résultats sont présentés comme étant la
moyenne = SEM (n=1 en duplicatas). La significativité statistique fut déterminé par un test
one-way ANOVA, ou * : p<0,05.

La Figure 24 montre que les trois lignées cellulaires étudiées présentent des profils
d’expression de variants d’ARNm différents. Les variants 1, 3 et 6 semblent étre les plus
présents dans les cellules HCT 116. Le variant 6 serait le variant majoritaire dans les
cellules HT-29 tandis que les variants 5 et 9 sont présents de facon importante dans les
cellules Caco-2 confluentes. Les variants 1, 3 et 6 sont tous les deux associés a la région 1

du promoteur de P2RY6 et les variants 5 et 9 sont associés a la région 4. De fagon
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intéressante, dans les trois lignées, le variant 9 est présent en plus grande quantité que le
variant 5 et comme je I’ai préalablement fait remarquer, le variant 9 code pour une isoforme
méconnue du récepteur P2Ys. Notons que le variant 8 n’est pas présenté, car nous n’avons
pas été en mesure de le détecter. Des profils d’expression si différents selon les lignées
cellulaires suggerent que la transcription et la génération de certains variants est un
processus bien régulé. Nous nous sommes donc intéressés par la suite a la régulation de la
transcription du géne P2RY6, notamment par p53, muté dans plus de 50% des cancers et
muté¢ de fagon précoce dans le cancer colorectal associ¢ a la colite (Munro et al. 2005;

Soong et al. 2000; Naccarati et al. 2012).

C’est dans la région promotrice d’un gene que se trouvent les éléments nécessaires a
I’initiation de la transcription et les séquences consensus d’ADN permettant la liaison de
facteurs de transcription précis. Nous nous sommes assurés de la présence de sites de
liaison potentiels de p53 dans les quatre régions précédemment nommées R1, R2, R3 et R4,
grace a ’outil PROMO de Alggen (http://alggen.lsi.upc.es). Puis, nous avons cloné ces
quatre régions d’ADN génomique dans le vecteur pGL4.10[/uc2], en amont du gene /uc?2
(Photinus pyralis) afin de tester leur potentiel d’activation par essais luciférase. En
parallele, nous nous sommes procuré trois constructions de 7P53, clonées dans le vecteur
pCMV-Neo-Bam : TP53"7 codant pour la forme sauvage de p53 (p53W7), TP53"7#34 codant
pour la protéine mutante p53Y!44 et TP53%73H codant pour la protéine mutante p53R273H,
Ces différentes constructions ont alors été transfectées a 1’aide de 1’agent de transfection
XtremeGENE™, dans les cellules HCT 116 comme nous I’avons précédemment décrit
dans la section Matériel et Méthodes. Les combinaisons utilisées pour les co-transfections
sont illustrées a la Figure 25 qui nous présente les activités luciférase relatives des
différentes régions promotrices en réponse a I’expression ou non de p53™7T, p53VI4A et de

p53R2BH T expérience a été réalisée deux fois.

47



48

1507 * [ pCMV-Neo-Bam

o El 7p53"7
E 100- : TP53V143A
° B rps53ti7?"
) $
2] *
o
R 50 A * -
: i |
E]
o L ™
> 8
o 6
< 4

2

0

pGL4.10 R1 R2 R3 R4

Figure 25 : Activité transcriptionnelle des quatre régions d’activation potentielle du
géne humain P2RY6. Des cellules HCT 116, a 80% de confluence, ont été co-transfectées
avec 0,1pg d’une des constructions du promoteur de P2RY6 ou du vecteur pGL4.10[/uc?2]
vide (contrdle) ; 0,1pg d’une des constructions de 7P53 ou du vecteur vide pPCMV-Neo-
Bam (contrdle) et 1 ng de la construction Renilla luciferase. L’intensité lumineuse produite
par ’expression du gene /uc2 a été¢ mesurée 48h apres la transfection et 1’efficacité de la
transfection a été normalisée en fonction de I’expression de Renilla luciferase. L activité
luciférase relative est exprimée en unités lumineuses relatives a pGL4.10[/uc2]. Les
résultats sont présentés comme étant la moyenne = SEM (n = 2 en dupliqua). La
signification statistique a été¢ déterminée a I’aide d’un test two-way ANOVA, ou *: p <
0,05.

La transcription de la région 1 semble étre activée par la protéine p53W7,
comparativement aux controles vecteurs vides : pCMV-Neo-Bam et pGL4.10[/uc2]. Ce
résultat correspond a ce que nous attendions, car s’il y a activation de la transcription, la
région la plus susceptible d’étre activée est bien la région 1, région promotrice connue du

géne P2RY6. La région 3 présente un profil similaire. Pour ce qui est de la région 4, elle

3 WT 3R273H

semble étre activée a la fois par p5 et p5 , comparativement aux controles.
Cependant, pour une méme quantit¢ d’ADN transfecté, ’activation transcriptionnelle
induite par p53%?7*! est moins importante que celle due a p5S3™T. Finalement, la région 2 et
présente une transactivation moins importante. A la lumiére de ces résultats, nous avons
donc concentré nos efforts de caractérisation sur la région 1, car elle est associée a quatre
variants ’ARNm (V1, V3, V6 et V8) et la région 4 puisqu’elle semble étre activée par la
forme mutante p53%?73", Malgré une légére activité luciférase observée avec la région 3,

nous ne 1’avons pas sélectionnée, car selon les profils d’expression de variants présentés a
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la Figure 24, le variant 2 associé est tres peu exprimé dans les lignées cellulaires étudiées.

Enfin, la protéine mutante p53V!44

ne présente qu’une faible activité transcriptionnelle. Ce
faible potentiel de transactivation pourrait étre associé au fait que p53V'*** est un mutant
instable de p53 (Joerger et Fersht, 2007). Il est rapidement dégradé ce qui I’empéche de
jouer son role de facteur de transcription. Nous avons donc poursuivi nos travaux de
caractérisation avec les protéines pS3WT et p53R?7*H, Cependant, nous désirions valider que
I’activation de la transcription observée était bien due aux constructions transfectées. Nous
avons réalis¢ une courbe dose-réponse, de I’activité transcriptionnelle de P2RY6 en réponse
a ’expression de p53 normale ou mutée. Pour ce faire, des cellules HCT 116 ont été co-
transfectées avec la construction R1 de 1935 pb ou la construction R4 de 2218 pb ; une

quantité croissante de TP53"7, TP53"1434 ou TP53%?73! et la construction Renilla luciferase.

La Figure 26 présente les résultats combinés de trois expériences indépendantes.
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Figure 26 : L’activité transcriptionnelle des régions 1 et 4 augmente lorsque 1’on
augmente la quantité de TP53"7T ou TP53%73H, A) Des cellules HCT 116, a 80% de
confluence, ont été co-transfectées avec des quantités croissantes des constructions de
TP53"T TP53"1%34 et TP53R%731 ; 1 ng du plasmide exprimant le géne Renilla luciferase et
A) 0,1pg de la construction R1 de 1935 pb ou du vecteur pGL4.10[/uc2] (contréle, non
montré) ; B) 0,1 ng de la construction R4 de 2218 pb ou du vecteur pGL4.10[/uc?2]
(contrdle, non montré). L’intensité lumineuse produite par I’expression du géne /uc2 a été
mesurée 48h apres la transfection et I’efficacité de la transfection a été normalisée en
fonction de I’expression de Renilla luciferase L’activité luciférase relative est exprimée en
unités lumineuses relatives a pGL4.10[/uc?2]. Les résultats sont présentés comme étant la
moyenne = SEM (n = 3 en duplicatas). La signification statistique a été déterminée a 1’aide
d’un test two-way ANOVA, ou * : p <0,05.

Les résultats obtenus sont cohérents avec les résultats présentés a la Figure 25. Le

panneau A de la Figure 26 représente I’activité transcriptionnelle de la région 1. Encore une
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fois, seul TP53"7 semble activer la transcription. Une augmentation d’activité est observée
deés que l’on transfecte 0,01 pg du plasmide exprimant la forme sauvage de 7P53.
L’activité transcriptionnelle de la région 4 est présentée a la Figure 26B. La forme sauvage
de p53 semble activer la transcription de la région R4 méme lorsque de faibles quantités
d’ADN (0.01 pg) est co-transfecté avec la construction luciférase R4. Contrairement a
TP53"T une quantité plus importante de TP53%?73" est nécessaire afin d’observer un effet
transcriptionnel significatif. En effet, il faut transfecter 0,10 pg du plasmide exprimant
TP53%73H pour obtenir une induction significative de la transcription de la région

promotrice 4 (R4). Encore une fois, le mutant V143 A ne montre pas ou peu d’effet.

Afin de cibler plus précisément le site liaison de p53, nous avons généré des
constructions des régions 1 et 4 de tailles différentes (Tableaux 4 et 5). Ces différentes
constructions ont été générées par des digestions enzymatiques ou par sous-clonages de la
région promotrice enticre comme décrit a la section Matériels et Méthodes. Des essais
luciférase ont été effectués avec des cellules HCT 116 cotransfectées avec les différentes
constructions du promoteur de P2RY6 générées et la forme sauvage ou mutante R273H de
TP53, ou les vecteurs vides comme contrdles. La Figure 27 présente les résultats

représentatifs d’une expérience répétée quatre fois.
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Figure 27 : Activité transcriptionnelle des régions 1 et 4 du promoteur de P2RY6 en
réponse a I’expression de p53 normale ou de sa forme mutante p53R?73H, Des cellules
HCT 116, a 80% de confluence, ont été cotransfectées avec 0,1pug d’une des constructions
de TP53 ou du vecteur vide pPCMV-Neo-Bam (contrdle) ; 1 ng de la construction Renilla
luciferase et A) 0,1ng des différentes constructions R1-pGL4.10[/uc?2] (tailles indiquées)
ou du vecteur pGL4.10 vide (contrdle) ; B) 0,1ug des différentes constructions R4-
pGL4.10[/uc2] (tailles indiquées) ou du vecteur pGL4.10[/uc2] vide (contrdle).
L’intensité lumineuse produite par I’expression du géne /uc2 a été mesurée 48h apres la
transfection et I’efficacité de la transfection a été normalisée en fonction de 1’expression
de Renilla luciferase L’activité luciférase relative est exprimée en unités lumineuses
relatives a pGL4.10[/uc?]. Les résultats sont présentés comme ¢tant la moyenne = SEM (n
=4 en dupliqua). La signification statistique a été déterminée a 1’aide d’un test two-way
ANOVA, ou * : p <0,05.

Ces résultats sont cohérents avec ceux précédemment obtenus. En effet, la
transcription des constructions R1 n’est induite que par p53WVT et la transcription des
constructions R4 est induite par les deux formes de p53 : p53WT et p53R?7H. La Figure 27A
semble montrer une activation plus importante des constructions de 1535 pb et 635 pb,
comparativement aux constructions plus longues et plus courtes. La Figure 27B montre que
I’induction de la transcription de la région 4 par p53"T est plus importante que celle de

3RBH - comme I’avaient suggéré les résultats précédents. On observe les mémes

pS
tendances que dans le graphique de la Figure 27A : les constructions de 1180 et 918 pb
semblent présenter une activation légerement plus importante que la construction plus

longue ou les constructions plus courtes.

Dans tous les essais réalisés, 1’effet de p53%?7*" sur la transcription est moins
marqué que celui de p53WVT. Des immunobuvardages ont donc été réalisés afin de vérifier si
les cellules exprimaient p53 de fagon €quivalente ou si les différences d’effets observées
¢taient dues a des différences de niveaux d’expression de p53. Des cellules HCT 116 ont

été co-transfectées de la méme manicre que précédemment, mais 48h apres la transfection,
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la lyse des cellules a été effectuée a I’aide d’une solution de Laemmli afin de procéder a

I’immunobuvardage, présenté a la Figure 28.
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Figure 28 : Niveaux d’expression des protéines p53 exogénes dans des cellules
HCT116 transfectées. Des cellules HCT 116 a 80% de confluence, ont été transfectées
avec 0,1 pg de la construction R1-pGL4.10[/uc2] de 1 935 pb ou R4-pGL4.10[luc2] de
2 218 pb ou le vecteur pGL4.10[/uc?] vide et 0,1png d’une des constructions de 7P53 ou du
vecteur vide pCMV-Neo-Bam (contréle). 48h apres la transfection, les cellules ont été
lysées au Laemmli. Les protéines dosées ont été analysées par immunobuvardage de type
Western. A) Immunobuvardage de type Western réalisé a partir de lysats de HCT 116
cotransfectée avec différentes constructions. B) Analyse densitométrique des résultats
présentés dans le panneau A. L’expression de la GAPDH fut utilisée comme marqueur
d’intégrité et de controle de chargement.
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La Figure 28 nous montre que pour une méme quantité d’ADN transfecté la

3R273H est exprimée de fagon plus importante que la forme sauvage.

protéine mutante p5
Pour ces expériences, nous n’avons pas été en mesure de détecter la forme endogene de p53
dans les cellules transfectées avec le vecteur vide. Cependant, en allongeant les temps
d’exposition, la protéine p53 endogene peut étre détectée (non montré). Nous avons validé
nos observations par une analyse densitométrique. Nous observons une expression
importante de p53"?7*" comparativement a p53™T et au vecteur vide. Ainsi, les différences
de transactivation mesurées lors des essais luciférase ne sont pas dues a une expression plus

3R2BH 56it modifiée a cause de

faible la protéine mutante. Il est possible que I’affinité de p5
sa mutation dans son domaine de liaison a I’ADN ou que la forme mutante se lie & d’autres

cibles dans I’ADN que p53™T.
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Il a ét¢ montré que, malgré sa mutation dans son domaine de liaison a ’ADN,

3R273H gardait sa capacité de liaison a I’ADN et qu’il est capable d’activer des génes non

pS
régulés par la protéine normale comme, entre autres, c-Myc (Frazier et al. 1998), le
récepteur a I’EGF (Ludes-Meyers et al. 1996) ou encore I’lGF2 (Lee et al. 2000). Il y a bien
une activation différentielle des deux formes de p53 étudiées. De plus, les séquences
consensus dans les promoteurs auxquelles se lient les facteurs de transcription afin de
réguler ’expression des genes cibles peut varier légérement d’un promoteur a 1’autre
(Nikulenkov et al. 2012). Ainsi, le mutant R273H, qui présente une mutation dans son
domaine de liaison a I’ADN, est toujours capable de lier I’ADN, mais il est possible que
son affinité pour certaines séquences soit réduite. Nous avons effectué des essais luciférase
supplémentaires afin de vérifier si le mutant R273H n’avait donc pas une influence
négative sur I’expression de P2RY6. Comme mentionné précédemment, la protéine p53 se
lie a ’ADN sous forme d’un tétramére. Dans le cas d’une cellule ou p53 est mutée, le
tétramere va étre formé a la fois de la protéine de type sauvage et de la protéine mutante
(Chan et al. 2004). Nous avons donc réalisé un nouvel essai luciférase afin de vérifier si les

deux formes de p53 étudiées entraient en compétition pour se lier au promoteur de P2RY6.

Etudier Deffet de p53 (mutante versus forme sauvage) sur I’expression du récepteur

P2Ys.
Des cellules HCT 116 ont été cotransfectées avec une quantité constante de la

construction TP53"7 et une quantité croissante de TP53%*73H La Figure 29 présente les

résultats combinés de trois expériences indépendantes.
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Figure 29 : Compétition des formes pS3WT et pS3R?73H pour se lier au promoteur de
P2RY6. Des cellules HCT 116, a 80% de confluence, ont été transfectées avec 0,1 pug de
TP53"T ; une quantité croissante de TP53%*73 (de 0 a4 0,2 pg) ; 1 ng de la construction
Renilla luciferase et A) 0,1 pg de la construction R1-pGL4.10 de 1535 pb ou B) 0,1ug de la
construction R4-pGL4.10 de 918 pb. Les quantités d’ADN transfectées ont toutes été
ajustées a 0,3 pg, en ajoutant du vecteur pPCMV-Neo-Bam lorsque nécessaire. L’intensité
lumineuse produite par I’expression du gene /uc2 a été mesurée 48h apres la transfection et
I’efficacité de la transfection a été normalisée en fonction de 1’expression de Renilla
luciferase. L’activité luciférase relative est exprimée en unités lumineuses relatives a
pGL4.10[/uc?]. Les résultats sont présentés comme étant la moyenne = SEM (n = 3 en
dupliqua). La signification statistique a ¢été¢ déterminée a I’aide d’un test one-way ANOVA,
ou *:p<0,05.

Le panneau A de la Figure 29 montre que p53™T

seul active la transcription de la
région 1 du promoteur de P2RY6, en accord avec ce qui a été vu précédemment. Lorsque
’on augmente la quantité de p53%?”*!, on perd progressivement I’activation. Cela suggére
qu’il pourrait bien y avoir une compétition entre les différentes formes de p53 pour former
un tétramere et réguler I’expression des geénes. Ainsi, le mutant R273H, qui ne se lie pas a
la région 1 du promoteur de P2RY6 est capable de diminuer I’induction de sa transcription.
Au contraire, le panneau B nous montre que I’activation de la région 4 est maintenue.

Comme nous I’avions vu précédemment, 1’activation par p53R273H

est moins importante que
celle induite par p53WT. Cependant, lorsque la quantité de p53%*7*M est augmentée,
I’activation induite par p53™T perd en intensité, mais est tout de méme conservée. Ces
résultats suggerent une régulation différentielle de P2RY6 selon la forme de p53 exprimée.
La forme mutante, ne liant pas la région 1 du promoteur, est susceptible de diminuer
’activation transcriptionnelle du gene ou, au contraire, de la conserver en régulant la région

4. Rappelons que la région 4 est associée aux variants d’ARN messagers 5 et 9 et que le

variant 9 code pour I’isoforme 2 non caractérisée du récepteur P2Ys. Une activation de
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cette région promotrice plutdét qu’une autre pourrait entrainer un changement de profil

d’expression des isoformes du récepteur P2Ys dans les cellules.

Ces différents essais ont été¢ réalisés dans des cellules surexprimant différentes
constructions exogenes du promoteur de P2RY6 et de TP53. Ainsi, ils ne prennent pas en
compte les marques épigénétiques affectant la chromatine. Des immunoprécipitations de la
chromatine (ChIP) ont été réalisées afin de vérifier I’effet de p53 endogeéne sur I’expression
de P2RY6. Les expériences ont été¢ réalisées avec des cellules HCT 116 exprimant la
protéine p53 de type sauvage et avec des cellules HT-29 exprimant le mutant d’intérét
p53R27BH de facon endogéne. Les cellules ont été portées a une densité d’environ 10
millions de cellules par pétris de 10 cm puis fixées avec une solution de formaldéhyde
1,1%. Une fois les cellules lysées, la chromatine est réduite en fragments de moins de 500
pb par sonications. Les fragments de chromatine liés a p53 sont ensuite immunoprécipités
puis amplifiés et quantifiés par une réaction de qPCR. Un anticorps anti-ARN polymérase
II et un contrdle IgG sont utilisés respectivement comme contrdles positif et négatif d’IP.
Des amorces complémentaires a une région du promoteur de la protéine p21 sont utilisées
comme contrdles positifs d’amplification. En effet, p21 est une cible bien connue de p53
(Kaeser et Iggo, 2001). Des amorces complémentaires a une région du promoteur de la
protéine GAPDH est utilisée comme contrdle négatif d’amplification (Kaeser et Iggo,
2001). La protéine ARN polymeérase II devrait étre liée au promoteur, mais pas p53. Enfin,
les dernieres amorces utilisées correspondent aux deux régions promotrices potentielles de
P2RY6 : R1 (100 pb) et R4 (223 pb). La Figure 30 présente les résultats représentatifs d’une

expérience répétée quatre fois.
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Figure 30 : Les ChIP permettent d’identifier les facteurs de transcription liés a une
région d’ADN précise. Les cellules portées a une densité d’environ 10 millions de cellules
par pétris de 10 cm sont fixées avec une solution de formaldéhyde 1,1%. Apres lyse, la
chromatine est réduite en fragments de moins de 500 pb. Trois IP sont réalisées : le controle
positif ARN polymérase II, le contréle négatif IgG et p53. L’ADN immunoprécipité est
quantifié¢ par qPCR. Les amorces utilisées correspondent aux promoteurs de p21, GAPDH
et aux régions 1 et 4 de P2RY6. Les résultats sont exprimés en enrichissement par rapport
au controle négatif IgG, égal a 1. A) Résultats obtenus avec les cellules HCT 116,
exprimant la protéine p53 de type sauvage. B) Résultats obtenus avec les cellules HT-29,
exprimant la protéine p53R?73H,

Dans les HCT 116 (Figure 30A), le promoteur de GAPDH est présent dans I’IP de
I’ARN polymérase II, comparativement au contrdle IgG, mais pas dans I’échantillon p53,
comme attendu. Le promoteur de p2l est enrichi dans I’'I[P de I’ARN polymérase II
seulement. Cependant, nous supposons qu’un enrichissement plus important aurait pu étre
observé en stimulant préalablement I’expression de p53, en causant des dommages a
I’ADN par des radiations ionisantes ou en les exposant a de hautes doses d’ultraviolets par
exemple (Kaeser & Iggo 2002). La région 1 présente un enrichissement important dans I’IP
de I’ARN polymérase II ainsi que dans celle de p53. Cela correspond aux résultats
attendus. D’une part, il est normal que I’enrichissement soit plus important avec I’ARN
polymérase II, car elle se fixe sur tous les promoteurs de genes transcrits. Elle est alors
présente sur la région 1 de P2RY6 a chaque fois qu’il est transcrit méme lorsqu’il n’est pas
régulé par p53. L’enrichissement dans I'IP de p53 représente seulement la portion de
promoteur ou se fixe p53. D’autre part, nous avons montré par nos essais luciférase que
p53WT était capable de se lier a la région 1, ce qui semble étre confirmé ici. La région 4 est
enrichie dans '[P de I’ARN polymérase II, mais pas dans I'IP de p53, ce qui suggere
qu’elle est transcrite, mais non régulée par p53. Cela concorde également avec nos résultats

précédents qui montraient que p5S3™T ne se liait pas sur la région 4 de P2RY6. Le panneau B

présente les résultats obtenus avec les cellules HT-29. Un enrichissement du promoteur de
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p21 est observé dans les IP de ’ARN polymérase II ainsi que dans p53, comme attendu.
Cependant, une quantité importante d’ADN correspondant au promoteur de GAPDH est
également observée dans les deux IP. Or, cette région constitue un contréle négatif de
liaison de p53. Un résultat similaire a été décrit dans la littérature et s’expliquerait par la
liaison non spécifique du groupement caboxyle en C-terminale de la protéine p53 sur le
promoteur de GAPDH (Pavletich et al. 1993). De facon intéressante, la région 1 est peu
enrichie alors que la région 4 est retrouvée en quantité plus importante. Ces résultats sont
cohérents avec les résultats des essais luciférase puisque le mutant R273H, exprimés dans
les HT-29, était capable d’induire la transcription de la région 4, mais pas de la région 1 du
promoteur de P2RY6. Mis ensemble, les résultats suggerent bien une régulation
différentielle de P2RY6 suivant la forme de p53 exprimée et les résultats obtenus au niveau

endogéne corroborent les résultats obtenus avec des constructions exogenes.

Le mutant R273H ne semble pas activer la région 1 du promoteur de P2RY6.
Cependant, il a ét¢ montré qu’il pouvait réguler des génes qui ne sont pas ciblés par la
protéine normale. L’équipe de Frazier, en 1998, a identifi¢ le géne MYC, codant pour le
facteur de transcription c-Myc, comme un géne activé par le mutant p5S3R%?7*H (Frazier et al.
1998). Nous nous sommes donc intéressés a l’expression de c-Myc dans les lignées
cellulaires HCT 116 invalidées pour p53 puis HCT 116 et HT-29 exprimant respectivement

3WT et p53R?73H, 1 expression de c-Fos, qui est aussi une cible transcriptionnelle de p53 a

pS
également été mesurée. Les résultats de I'immunobuvardage sont présentés sur la Figure

31A.
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Figure 31 : La présence du mutant 7P53%%73H jnduit une augmentation de I’expression
des facteurs de transcription c-Fos et c-Myc ce qui pourrait contribuer a la régulation
de I’expression de P2Ys. A) Par des analyses d’immunobuvardages, nous avons montré
que la présence du mutant 7P53%?7* exprimé par les cellules HT-29 favorise 1’expression
de c-Fos et c-Myc. L’expression de la B-tubuline fut utilisée comme marqueur d’intégrité et
de controle de chargement. B) L’expression d’une c-Fos dans les cellules HCT 116 induit
I’activité luciférase associée a la stimulation de la région promotrice du géne P2RY6. Les
résultats sont présentés comme la moyenne £ SEM (n = 3) et exprimés comme étant la
variation en comparaison du contréle (pcDNA3.1 + pGL4.10). La significativité statistique
fut déterminée par un test  non-pair¢.

Le facteur de transcription c-Myc semble étre plus exprimé dans les cellules
invalidées pour p53 et dans les HT-29 que dans les HCT 116 exprimant p53V'. Cela

correspond aux résultats attendus, car p53R*73H

est capable d’activer le gene MYC.
L’accumulation de p53%*7°" dans les cellules HT-29 semble également augmenter
I’expression du facteur de transcription c-Fos, moins exprimé dans les cellules HCT 116
exprimant p53 normale et quasiment absent dans les cellules invalidées pour p53. Puisque

p53 semble avoir une influence sur I’expression de c-Fos et que nos résultats suggeérent que

3WT 3R273H

pS et pS régulent différemment la transcription de P2RY6, nous avons réalisé un
essai luciférase afin de savoir si c-Fos pouvait lui aussi influencer la transcription. La
transfection de la construction exogene c-Fos est effectuée de la méme manicre que les
transfections précédentes. Les résultats sont présentés sur la Figure 31B et montrent que

I’expression de c-Fos semble stimuler la transcription de P2RY6 dans les HCT 116.
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Ainsi, des essais luciférase ont permis de caractériser la liaison de p53 et c-Fos sur
le promoteur de P2RY6, en condition de surexpression. Des expériences de ChIP semblent
confirmer ces résultats. Cependant, la transcription d’un géne ne garantit pas I’expression
de la ou des protéine(s) associée(s). Ainsi, en 1’absence d’anticorps valables dirigés contre
le récepteur P2Ys, des essais fonctionnels ont été réalisés afin de mesurer son activité. Les
deux isoformes de P2Ys ont été clonées dans le vecteur pIRESpuro, comme décrit dans la
section Matériels et Méthodes. Le vecteur pIRESpuro est un vecteur bicistronique
permettant la traduction du géne d’intérét et du géne de résistance a un antibiotique (ici, la
puromycine) a partir d’'un seul ARNm et ’expression de la protéine d’intérét en grande
quantité. Les cellules HEK-293 surexprimant une des deux isoformes du récepteur P2Ys
ont été stimulées avec différentes doses d’UDP. Vingt-quatre heures apres, la
phosphorylation de la protéine p42/44 ou ERK a été mesurée par un essai AlphaScreen
SureFire. Les résultats sont présentés dans la Figure 32A. Afin de faire corréler I’activité et
I’expression de ERK, des immunobuvardages ont été réalisés. Tel que présenté a la Figure
32B, nous avons détecté I’expression de p42/44, de sa forme phosphorylée P-p42/44 et de
la forme phosphorylée de CREB suite des stimulations a différentes doses d’UDP. La
phosphorylation de la protéine ERK témoigne de I’activation de la voie de signalisation
Raf/MEK/ERK par la PKC a la suite de la liaison de I’'UDP a P2Y et la phosphorylation de

CREB montre son activation suite a I’augmentation du calcium intracellulaire.
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Figure 32 : La phosphorylation de ERK et CREB traduit ’activation de voies de
signalisation suite a la liaison de ’UDP sur le récepteur P2Ys. A) Quantité de P-p42/44
suite a une stimulation a I’'UDP de 10 min dans des cellules HEK-293 surexprimant la
construction pIRESpuro-P2RY6-1 (isoforme 1), pIRESpuro-P2RY6-2 (isoforme 2) ou le
vecteur pIRESpuro vide (contrdle). B) Détection des protéines p42/44, P-p42/44 et pPCREB
par immunobuvardage réalis¢ a partir de lysats de cellules HEK-293 surexprimant le
vecteur pIRESpuro vide (contrdle), la construction pIRESpuro-P2RY6-1 (isoforme 1) ou
pIRESpuro-P2RY6-2 (isoforme 2), en réponse a différentes doses d’UDP.
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La quantit¢ de ERK phosphorylée augmente nettement aprés stimulation de
I’isoforme 1 avec ’UDP et de fagon moins importante apres 1’activation de I’isoforme 2.
Cependant, cela suggeére que I’isoforme 2 est activable a I’UDP. Ces résultats sont
confirmés par ’immunobuvardage présenté sur la Figure 32B. Les niveaux de ERK sont
constants dans les trois conditions, mais sa phosphorylation augmente dans les cellules
surexprimant 1’isoforme 1 du récepteur de P2Ys. Comme attendu, elle n’est pas activée a 0
pug d’UDP, mais la forme phosphorylée est détectée des 0,1 pg d’UDP. 1l en est de méme
dans les cellules surexprimant 1’isoforme 2 de P2Ys. pERK n’est pas détectée a 0 pg
d’UDP, mais seulement a partir de 0,1 pg d’UDP et son niveau d’expression est
visiblement moins ¢levé que dans les cellules surexprimant 1’isoforme 1. L’expression de
pCREB est comparable a celle P-p42/44 : son expression augmente des 0,1 pg d’UDP a la
fois dans les cellules surexprimant 1’isoforme 1 et dans celles surexprimant 1’isoforme 2.
Cependant, son activation est plus marquée dans les HEK-293 surexprimant 1’isoforme 1.
Cela vient appuyer I’hypothése que I’isoforme 2 de P2Y¢ est activable par I’UDP, mais
d’autres ¢tudes sont a mener afin de déterminer la signalisation et le role précis de cette

isoforme.
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DISCUSSION

Il est important d’¢lucider le controle de I’initiation de la transcription, car il
constitue un composant majeur du réseau de régulation des geénes qui meéne au
développement et a la diversité animale (Levine & Davidson 2005 ; Levine & Tjian 2003).
Le modele le plus simple consiste a dire que les facteurs de transcription interagissent avec
les promoteurs des geénes afin d’influencer la transcription et que cette interaction est
régulée par les ¢léments cis régulateurs. Dans ce cas, la fonction des promoteurs est assez
simple, mais plusieurs études montrent que les promoteurs ont une structure complexe et
possédent plusieurs sites d’initiation de la transcription (nucléotide +1) a des positions
précises (Carninci et al. 2006; Smale & Kadonaga 2003). Dans cette étude, nous avons
utilisé des expériences de primer extension 5° RACE pour nous permettre d’identifier un
site d’initiation de la transcription alternatif de différents variants d’ARNm du géne P2RY6.
Plusieurs nucléotides +1 ont ét¢ déterminés apres clonage de la région 5S’UTR des variants
d’ARNm VS5 et V9 de P2RY6. Notons que la plupart des nucléotides identifiés se situent
dans la méme région étroite d’ADN suggérant I’initiation de la transcription a cet endroit.
Le décalage de quelques nucléotides entre les différents clones peut étre expliqué de
plusieurs fagons. D’abord, méme si théoriquement, le +1 est un nucléotide bien précis,
puisqu’il se trouve dans la région 5’UTR non traduite du brin d’ARNm, une différence de
quelques nucléotides n’empéche pas la synthése d’une protéine fonctionnelle. En effet, la
traduction du variant 5 est initiée au niveau d’une ATG situé plus loin en aval. Tout comme
la région promotrice d’un géne n’est pas définie d’un nucléotide précis a un autre, le +1
peut éventuellement varier d’'un ARNm a [’autre. Cependant, il est possible que ces
décalages soient dus a I’ajout de la séquence poly(T) durant I’expérience. La présence
d’une séquence répétitive pourrait engendrer des erreurs lors du séquencage. Aussi, pour
procéder au clonage, il est nécessaire de purifier ’ADN préalablement chargé sur gel
d’agarose. Pour permettre une meilleure purification, mais également pour ne conserver
que ’ADN d’intérét, la quantité de gel isolé doit €tre la plus petite possible pouvant exclure
certains transcrits, ce qui pourrait expliquer la différence de quelques nucléotides entre les
différents clones. Un clonage direct des produits de PCR II pourrait alors étre envisagé.

Enfin, augmenter le nombre de clones permettrait d’identifier d’autres sites d’initiation de
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la transcription situés avant ’ATG, pour le variant d’ARNm V9 de P2RY6. De plus, cela
permettrait de confirmer que la région d’ADN génomique ciblée dans cette expérience
constitue bien une autre région promotrice potentielle du géne P2RY6. Alors, pourquoi
avoir besoin de sites d’initiation de la transcription différents alors que plusieurs d’entre
eux codent pour la méme isoforme de protéine possédant le méme ATG nécessaire a
I’initiation de la traduction ? L’explication la plus simple est que les sites soient
sélectionnés différemment selon le tissu, le type cellulaire ou le stade de développement. Il
a aussi été proposé que certains sites d’initiation soient actifs afin d’assurer une expression
basale de la protéine et que les autres soient utilisés lorsque son expression doit étre
augmentée. En effet, c’est I’équipe de Schroeder qui propose cette hypothése apres leur
étude portant sur la protéine FOXP2 (Schroeder & Myers 2008). Le géne encodant pour
cette protéine serait associé a au moins quatre sites d’initiation de la transcription. Deux
d’entre eux semblent spécifiques a des types cellulaires particuliers tandis que les deux
autres, situés dans un ilot CpG, sembleraient étre exprimés de fagon plus ubiquitaire
(Schroeder & Myers 2008). Ces résultats suggerent que la sélection du site d’initiation de la
transcription est un processus finement régulé. Nous avons établi le profil d’expression de
différents variants d’ARNm de P2RY6 (1, 3, 6, 7, 2, 5 et 9) dans trois lignées cellulaires
cancéreuses colorectales humaines (HCT 116, HT-29 et Caco-2) afin de déterminer si les
sites d’initiation de transcription variaient selon le type cellulaire. Les résultats sont
présentés dans la Figure 22. Les variants les plus présents dans les HCT 116 sont les
variants 1, 3 et 6, tous les trois associés a la région 1 du promoteur de P2RY6. Le variant 6
est majoritaire dans les HT-29. Les Caco-2 présentent une quantité importante des variants
5 et 9, associés a la région 4 du promoteur de P2RY6. De facon intéressante, dans les trois
lignées, le variant 9 codant pour I’isoforme 2 du récepteur P2Ys, est retrouvé en quantité
plus importante que le variant 5. Cela suggere que la transcription de la région 4 favorise la
syntheése de ce variant en particulier et donc peut-Etre I’expression de la seconde isoforme.
Cependant, tous les autres variants étant associés a I’isoforme 1 connue du récepteur, il est
probable qu’elle reste la forme majoritairement exprimée dans la cellule. L’obtention de
profils d’expression différents selon les lignées cellulaires vient appuyer 1’hypothése que la
sélection du site d’initiation de la transcription est un processus finement régulé. Nous nous

sommes donc intéressés par la suite a la régulation de la transcription du gene P2RY6,
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notamment par p53, muté dans plus de 50% des cancers et muté de fagon précoce dans le
cancer colorectal associé¢ a la colite. Rappelons également que les trois lignées cellulaires

¢tudiées expriment différentes formes de p53 comme indiqué dans le Tableau 2.

Apres avoir vérifié la présence de séquences consensus reconnues par le facteur de
transcription p53 (via I’outil PROMO de Alggen), nous avons réalisé des essais luciférase.
Cependant, la présence de ses séquences comsensus ne signifie pas qu’un facteur de
transcription va forcément s’y lier. In vivo, la liaison de p53, ainsi que d’autres facteurs de
transcription, a ADN est régulée par divers éléments, tels que la structure de la
chromatine. De plus, il a déja été observé qu’un facteur de transcription pouvait se lier a des
régions d’ADN ne correspondant pas a la séquence consensus (Wells & Farnham 2002).
L’équipe de Nikulenkov a analysé les séquences de 500 sites de liaison de p53 sélectionnés
de maniére aléatoire afin de définir la séquence consensus reconnue par p53. Leurs résultats
concordent avec la séquence précédemment définie dans la littérature (Smeenk et al. 2008).
Cependant, la séquence peut varier légérement d’un promoteur a 1’autre. Certains
nucléotides sont retrouvés dans tous les promoteurs étudiés, a la méme position dans la
séquence consensus alors que d’autres varient d’un promoteur a 1’autre (Nikulenkov et al.
2012). Cela suggere que certains sont plus essentiels que d’autres a la liaison du facteur de
transcription correspondant. Ces différences peuvent influencer I’affinité de la protéine
pour ’ADN. Les séquences qui correspondent le mieux a la séquence consensus vont étre
reconnues plus facilement par le facteur de transcription méme si celui-ci est présent a de
faibles niveaux dans la cellule alors que les s€quences qui divergent vont présenter une plus
faible affinité. Ainsi, la présence de ces séquences particulieres n’est qu’un outil prédictif.
C’est pourquoi, les essais luciférase permettent de faire une premiere étude de la liaison du

facteur de transcription p53 sur le promoteur de P2RY6.

Ces expériences ont été réalisées dans des cellules HCT 116, surexprimant les genes
TP53"T et TP53%273 clonés dans le vecteur pPCMV-Neo-Bam et le promoteur de P2RY6,
cloné en amont du geéne de la luciférase /uc2? dans le vecteur pGL4.10[/uc?2]. Les premiers
résultats présentés sur la Figure 25 suggerent une liaison de p53 sur les régions promotrices

1 et 4. La région 1 est activée seulement par TP53"7 et 1a région 4 est activée a la fois par
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TP53"T et par le mutant TP53%°73 Cela nous a permis de faire une premiére sélection,
parmi les quatre régions testées. En effet, nous avons donc décidé de continuer les travaux
uniquement avec la région 1, associée a quatre variants ’ARNm (V1, V3, V6 et V8) et la
région 4 puisqu’elle semble étre activée a la fois par la forme sauvage de p53 et par la
forme mutante p53%?7*!, La région 2, quant a elle, ne présente qu’une activité trés faible.
Enfin, malgré une légere activité luciférase observée avec la région 3, nous ne 1’avons pas
sélectionnée, car selon les profils d’expression de variants présentés a la Figure 24, le
variant 2 associ¢ n’est que peu exprimé dans les lignées cellulaires étudiées. Enfin, la

protéine mutante p53V!#4A

ne présente qu’une faible activité transcriptionnelle. Ce faible
potentiel de transactivation pourrait étre associé au fait que p53Y!**A est un mutant instable
de p53 (A. C. Joerger & Fersht 2007). Il est rapidement dégradé ce qui I’empéche de jouer
son role de facteur de transcription. A la lumiére de ces résultats, nous avons poursuivi nos

3WT et p53R273H, Une courbe dose-réponse a

travaux de caractérisation avec les protéines p5
ensuite été effectuée (Figure 26) afin de s’assurer que les effets d’activation étaient bien dus
aux vecteurs transfectés. Nous avons observé, pour la région 1, que I’activité luciférase
augmentait en méme temps que la quantité de TP53"7 transfectée. Cela corréle avec les
résultats obtenus précédemment qui suggéraient déja que la région 1 répondait a p53WV'. La
région 4 répond aussi a la forme normale de p53, mais également a sa forme mutante
R273H, comme le laissaient penser les premiers essais réalisés. De plus, comme attendu, le
mutant V143A ne semble pas montré d’activation. Cette forme de p53 est rapidement
dégradée dans la cellule, ce qui ’empéche de jouer son role de facteur de transcription
(Joerger & Fersht 2007). Afin de localiser avec plus de précision le site de liaison exact de
p53 sur les régions 1 et 4 du promoteur de P2RY6, nous avons généré des constructions
tronquées du promoteur original par digestions enzymatiques en utilisant différentes
enzymes de restriction. Les résultats sont présentés sur la Figure 27. En ce qui concerne la
région 1, la protéine de type sauvage provoque une activation plus importante sur 1’insert
de 1535 pb, comparativement aux plus petits fragments. Il est possible que le ou les sites de

forte affinité pour p53WT

soient présents dans la partie proximale de I’insert. Cependant,
puisque I’insert est de plus grande taille, nous pourrions supposer que les sites de liaison
soient plus nombreux. En effet, nos prédictions informatiques ont montré la présence de

plusieurs séquences consensus tout le long des différentes régions promotrices de P2RY6.
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Ainsi, si on considere que p53 peut se lier a différents endroits sur le promoteur, on peut
imaginer qu’en réduisant la taille de la séquence d’ADN ¢étudiée, nous avons excisé¢ des
sites de liaison. Ainsi, la quantité de facteurs de transcription liée a I’ADN est moins grande
et ’activation transcriptionnelle est moins importante. Les différents fragments générés a
partir de la région 4 semblent répondre de la méme facon, quelle que soit leur taille.
Cependant, comme précédemment, la forme sauvage de p53 provoque une activation plus

3R273H est

marquée. Notons ici qu’il a été montré plusieurs fois dans la littérature que p5
capable d’activer la transcription de génes cibles : MYC (Frazier et al. 1998), milil, mli2,

moz (Zhu et al. 2015), NRD1 (Coffill et al. 2012).

Comme mentionné dans I’introduction, la protéine p53 s’organise en tétramére pour
se lier a I’ADN et la proportion de protéine normale et de protéine mutée peut influencer
I’affinité apparente de p53 a lier une séquence promotrice donnée (Chan et al. 2004). Nous
avons donc voulu étudier ’effet de compétition entre les deux formes de p53 étudiées sur
leur capacité a lier le promoteur de P2RY6. Les résultats sont présentés sur la Figure 29.
L’activation transcriptionnelle de la région 1 diminue lorsque la quantité de p53R*73H
transfectée augmente. Ce résultat est conforme a celui attendu, car ce mutant n’activait pas
la région 1 dans les essais précédents. Donc, en augmentant la quantité de p53%?73H, celle-ci
va s’associer a la protéine de type sauvage pour former un tétramere. Alors, si celui-ci est
formé majoritairement de la forme mutante, il ne se liera pas a la région 1 qui n’est pas un
site de liaison pour p53R*7H. A D’opposé, I’activation de la région 4 ne diminue que
légérement lorsque 1’on augmente la quantité de p53%?73! transfectée. Encore une fois, ces
résultats sont conformes avec le résultat attendu, car nous avions déja observé que la région
4 était activée par les deux formes de p53 étudiées. La légere diminution observée peut
venir du fait que ’activation causée par la forme mutante est moins importante que celle
observée avec la forme sauvage. Donc si la forme mutante est prédominante, il est logique
que ’activation observée soit moins forte.

La transfection transitoire, telle qu’effectuée dans ces essais luciférase est une
technique rapide et simple, mais présente quelques inconvénients. Il est difficile de
contrdler le nombre de copies insérées dans les cellules et la taille des vecteurs a transfecter

est limitée (Wells & Farnham 2002). Ainsi, selon I’efficacité de la transfection, les cellules
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transfectées vont exprimer des quantités différentes de p53. Lors d’un essai luciférase, la
présence du gene Renilla luciferase permet de normaliser les résultats et de pouvoir les
comparer d’une expérience a 1’autre. Par contre, a cause des différents taux de p53 présents
dans les cellules, selon la transfection effectuée, il est difficile de comparer leurs niveaux
d’expression afin de faire le faire corréler avec la capacité de p53 a activer la transcription
du promoteur de P2RY6. Cependant, I’immunobuvardage présenté sur la Figure 28 suggere
que la forme R273H est plus exprimée par les cellules que la forme sauvage, alors qu’elle
active de facon moins importante la transcription. Ce n’est donc pas le niveau de protéine
exprimée qui détermine I’activation du promoteur de P2RY6. Comme mentionné plus tot, la
liaison d’un facteur de transcription a I’ADN dépend de son affinité pour le site de liaison
en question. Aussi, la liaison a ADN elle-méme n’est pas toujours suffisante pour
engendrer I’activation de la transcription. L’équipe de Kaeser a montré qu’apres avoir
soumis les cellules a des rayons ultraviolets, la protéine p53 est présente au promoteur de
MDM?2, mais sa transcription est inhibée via le recrutement d’un co-répresseur (Kaeser &
Iggo 2002). Les transfections transitoires ne tiennent pas compte non plus des marques
épigénétiques portées par I’ADN ni de 1’état de la chromatine, qui est un important
régulateur de ’expression des geénes in vivo. En effet, I’état de condensation de Ia
chromatine et le positionnement des nucléosome pourraient rendre inaccessible un site de
liaison de p53 sur une des régions promotrices de P2RY6. C’est pourquoi nous souhaitions
générer des lignées cellulaires stables surexprimant une des formes de p53 étudiées. Un
sous-clonage des génes TP53"7 et TP53%73H 3 été effectué dans le vecteur viral pLenti
Adaptator. Il a été cependant trés difficile de générer des cellules HCT 116 surexprimant

3WT étant un

p53WVT. Trés peu de cellules ont survécu a la sélection a I’ampicilline. P5
suppresseur de tumeur important, ciblant des genes responsables de l’arrét du cycle
cellulaire et de I’apoptose en réponse aux dommages a I’ADN (Ludwig et al. 1996), il n’est
pas anormal que les cellules meurent lorsqu’elles la surexpriment. A I’opposé, I’infection et

la sélection des cellules avec la forme mutante p53R273H

n’a pas posé de probleme. Nous
avons tenté de faire de nouveaux essais luciférase sur les cellules sélectionnées, mais nous
n’avons observé aucune activation de la transcription du promoteur de P2RY6. Comme la
sélection a été longue et nocive pour la plupart des cellules, nous supposons que les cellules

ayant survécu soient celles qui exprimaient un faible taux de p53 et le signal obtenu était
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trop faible pour étre détecté. Aussi, lorsqu’une protéine est surexprimée de fagon stable, il
est possible que les cellules mettent en place des mécanismes de compensation pour pallier
aux éventuels dommages que peut causer la surexpression. De plus, comme la
surexpression d’une protéine n’est pas représentative des conditions physiologiques, le
facteur de transcription surexprimé peut alors se lier a des sites sur I’ADN normalement
non régulés dans des conditions physiologiques (Weinmann & Farnham 2002). Cependant,
si la liaison a lieu dans de telles conditions, des expériences subséquentes peuvent étre
effectuées afin d’étudier I’effet de la protéine endogéne. Si les résultats sont négatifs avec
la protéine endogene, il est possible d’affirmer que ce n’est pas parce que le facteur de
transcription ne peut pas se lier a I’ADN, mais que d’autres facteurs régulent cette liaison,
tels que la compétition des différentes formes de p53, observée précédemment. /n vivo, la
liaison d’un facteur de transcription a I’ADN dépend aussi de I’état de compaction de la
chromatine. En effet, les essais luciférase ne tiennent pas compte des marques
épigénétiques. C’est pourquoi une immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) a été

réalisée.

Les expériences de ChIP permettent d’identifier les sites de liaison directs d’un
facteur de transcription ou ceux sur lesquels il agit comme co-activateur ou corépresseur, en
tenant compte des marques épigénétiques portées par ’ADN. Cela élimine les cibles
indirectes activées par une cascade de phosphorylation subséquente par exemple
(Weinmann & Farnham 2002). La fixation au formaldéhyde permet de stabiliser les
protéines liées a I’ADN ainsi que les complexes protéiques. L’ADN fix¢é est ensuite
soniqué afin d’obtenir des fragments de la taille désirée. La résolution de 1’expérience
dépend en grande partie de la taille des fragments d’ADN obtenus, mais il est difficile de
générer des fragments plus petits que quelques centaines de paires de bases (Wells &
Farnham 2002). Ensuite, ’ADN et les complexes protéiques sont immunoprécipités avec
un anticorps dirigé contre la protéine d’intérét, ici pS3. L’ADN est amplifi¢ par PCR
quantitative avec les amorces sélectionnées. Plusieurs controles doivent étre effectués afin
de s’assurer que le protocole a fonctionné (Weinmann & Farnham 2002). D’abord, la taille
des fragments d’ADN obtenus apres sonication est a vérifier en visualisant I’ADN sur un

gel d’agarose. Pour nos expériences, nous nous sommes assurés d’avoir des fragments
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d’ADN entre 200 et 400 pb. Il est important d’adapter le nombre de sonications. En effet,
de meilleurs résultats ont été obtenus apres seulement 15 sonications, par rapport a 20
sonications comme nous le faisions au départ. Nous avons supposé qu’un nombre de
sonications trop important pourrait fragiliser les liaisons des protéines a I’ADN. Apr¢s, I’IP
peut étre exécutée. Les anticorps ne fonctionnent pas tous en IP et plusieurs d’entre eux
peuvent étre a tester. Il est donc recommandé d’effectuer un immunobuvardage apres 1’IP
afin de tester I’efficacité des anticorps utilisés. En plus des anticorps dirigés contre la
protéine d’intérét, un controle positif dirigé contre ’ARN polymérase II et un contrdle
négatif IgG sont a utiliser. L’ARN polymérase II étant présente sur les promoteurs des
geénes transcrits, un enrichissement important devrait étre observé aprés amplification de
I’ADN. Les IgG constituant un controle négatif, aucune amplification d’ADN ne devrait
avoir lieu. L’enrichissement présent dans le contrdle IgG doit étre considéré comme non
spécifique et sert a normaliser les résultats obtenus avec les anticorps anti-ARN polymérase
IT et anti-p53. Pour diminuer le signal non spécifique, les lysats cellulaires sont pré-incubés
avec les billes magnétiques utilisées pour ’¢lution et une solution de BSA, avant 1’ajout des
anticorps. Ainsi, une partie de ce qui est susceptible de se fixer aux billes de fagon non
spécifique est ¢liminée. Les billes sont ensuite remplacées par les anticorps pour I’IP. Puis,
de nouvelles billes magnétiques sont ajoutées afin que les anticorps s’y fixent et lavées
avec différents tampons, toujours dans le but d’¢liminer le signal non spécifique. La
stringence des tampons est a surveiller. Nous avons réalis¢ des immunobuvardages apres
chaque étape de lavage afin de vérifier que p53 était toujours présente dans nos
¢échantillons. Enfin vient I’étape d’¢lution puis la PCR quantitative peut étre effectuée avec
les différentes amorces sélectionnées. La encore, les amorces utilisées doivent étre
préalablement testées afin de vérifier leur efficacité et de s’assurer de I’absence de la
formation de dimeéres. Nous avons utilis¢é deux paires d’amorces complémentaires au
promoteur de P2RY6, spécifiques a la région 1 et 4 respectivement. Une paire d’amorces
complémentaires au promoteur de p21 a été également utilisée. P21 étant une cible bien
connue de p53 constitue un contrdle positif (Kaeser & Iggo 2002). Si aucun enrichissement
n’est observé avec I’ARN polymérase II ou p53, I’IP ou la PCR quantitative est a remettre
en question. De la méme fagon, une paire d’amorces correspondant au promoteur de

GAPDH a été¢ employée. Ce promoteur ne faisant pas partie des cibles de p53 (Kaeser &
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Iggo 2002), un enrichissement devrait étre observé seulement aprés I'IP de I’ARN
polymérase II. Nos résultats présentent les différents enrichissements observés en PCR
quantitative selon I'IP effectuée (controle ADN polymérase II, p53 ou contrdle IgG) et la
paire d’amorces utilisée. La quantité d’ADN amplifi¢ avec le contrdle IgG étant normalisée
al.

Dans les HCT 116 (Figure 30A) le promoteur de GAPDH est présent dans I’IP de
I’ARN polymérase II, mais pas dans 1’échantillon p53, comme attendu. Le promoteur de
p21 est enrichi dans I’IP de I’ARN polymérase II seulement. Cependant, nous supposons
qu’un enrichissement plus important aurait pu étre observé en stimulant préalablement
I’expression de p53. La région 1 présente un enrichissement plus important dans 1’IP de
I’ARN polymérase II que dans celle de p53. En effet, I’ARN polymérase II est présente sur
tous les promoteurs de genes transcrits. Elle peut donc se fixer sur la région 1 de P2RY6 a
chaque fois qu’il est transcrit méme lorsqu’il n’est pas régulé par p53. L’enrichissement
dans I’IP de p53 représente seulement la portion de promoteur ou se fixe p53. La région 4
est enrichie dans I’IP de I’ARN polymérae II, mais pas dans I’IP de p53, ce qui suggere
qu’elle est transcrite, mais non régulée par p53. Cela concorde également avec nos résultats
précédents qui montraient que p53VT ne se liait par sur la région 4 de P2RY6. Avec les
cellules HT-29 (Figure 30B), un enrichissement du promoteur de p21 est observé dans les
IP de I’ARN polymérase II ainsi que dans p53, comme attendu. Cependant, une quantité
importante d’ADN correspondant au promoteur de GAPDH est également observée dans
les deux IP. Or, cette région constitue un contréle négatif de liaison de p53. Une équipe
observe un résultat similaire et explique que la liaison sur le promoteur de GAPDH serait
une liaison non spécifique du groupement caboxyle en C-terminale de la protéine p53
(Pavletich et al. 1993). De facon intéressante, la région 1 est peu ou pas présente alors que
la région 4 est retrouvée dans les deux IP, ce qui suggere bien une liaison de p53 a cette
région d’ADN. Ces résultats sont cohérents avec les résultats des essais luciférase puisque
le mutant R273H, exprimé dans les HT-29, était capable d’induire la transcription de la
région 4 du promoteur de P2RY6. Les HCT 116 expriment une protéine p53 normale alors
que les HT-29 expriment sa forme mutante p53%?7*", Comme nos précédents essais 1’ont

montré, les deux formes de p53 n’entrainent pas les mémes réponses transcriptionnelles et
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c’est ce que semblent confirmer les résultats des expériences de ChIP. Cependant, plusieurs
autres facteurs sont a prendre en compte afin d’interpréter les résultats.

Comme signalé précédemment, il est possible qu'un facteur de transcription se lie
sur le promoteur d’un géne cible, mais cela ne signifie pas nécessairement que ce géne est
régulé par la protéine en question (Kaeser & Iggo 2002). La liaison de p53 avec I’ADN
peut étre modulée par plusieurs éléments. Son affinité n’est pas la méme pour tous les
promoteurs. Il semblerait que p5S3WT lie avec une plus forte affinité les promoteurs associés
a I’arrét du cycle cellulaire que ceux associés a I’apoptose. De plus, les sites de liaison de
haute affinité, comme celui retrouvé dans le promoteur de p21, correspondent mieux a la
séquence consensus reconnue par pS3WT que les sites des promoteurs associés a I’apoptose
(Ludwig ef al. 1996; Chen et al. 1996). Aussi, selon le stress subi par les cellules, les génes
activés par p53 ne sont pas les mémes (Kaeser & Iggo 2002). Les sites occupés par p53
sont les mémes, indépendamment du mécanisme d’activation de p53 ou du destin
cellulaire, car son affinité pour I’ADN ne varie pas. Ce patron de liaison est alors défini
comme le programme transcriptionnel de p53 «par défaut » (Shaked et al. 2008).
Cependant, une étude suggere que la phosphorylation de p53 sur ses sérines 15 et 46 affecte
son programme transcriptionnel (Smeenk et al. 2008), via le recrutement d’autres facteurs
de transcription. Ce qui confirme la encore que la liaison elle-méme, de p53 a un
promoteur, n’est pas suffisante pour I’expression du gene associé. Aussi, d’autres
mécanismes de régulation entrent en compte in vivo. En effet, en absence de stress, p53 est
régulée négativement via son interaction avec MDM2, une ubiquitine ligase, et va étre
dégradée par le protéasome. Pour étre activée, pS3 subit de nombreuses modifications post-
traductionnelles. Sans cette régulation allostérique, p53 ne se lie pas a ses genes cibles alors
que, in vitro, la liaison semble avoir lieu quand méme (Meek 1999). Cependant, le but de
nos expériences est d’observer la régulation de I’expression de P2RY6 par p53 dans le
cancer colorectal. Or, la transformation oncogénique représente un stress pour la cellule.
Nous considérons que p53 est activée dans les deux cas, in vivo et in vitro et donc que notre
modele cellulaire est adapté.

Les expériences de ChIP prennent en compte I’état de la chromatine. Comme
souligné dans I’introduction, p53 est capable d’induire des modifications épigénétiques. De

plus, les changements induits peuvent varier selon la forme de p53 exprimée. P53WT
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interagit avec de nombreux régulateurs épigénétiques comme p300, une histone
acétyltransférase, CARMI1, une méthyltransférase (An et al. 2004) ou le complexe
SWI/SNF (Lee et al. 2002). Une étude a montré qu’apres la liaison de p53™T a ses éléments
de réponse dans le génome, le complexe SWI/SNF est recruté¢ au promoteur. La chromatine

3WTsont transcrits (Lee

est alors accessible a I’ARN polymérase II et les génes cibles de p5
et al. 2002). Les mutants gain-de-fonction de p53 peuvent avoir d’autres cibles dans ’ADN
que la protéine normale et sont aussi capables de recruter des enzymes entrainant le
remodelage de la chromatine. Par exemple, 1’équipe de Pfister s’est intéressée a
I’expression du récepteur a activité tyrosine kinase VEGFR2 codé par le géne KDR. P53
mutée stimule 1’expression de VEGFR2 et donc la croissance oncogénique et maligne.
L’augmentation de la transcription résulte de I’association de p53 avec les complexes de
remodelage de la chromatine SWI/SNF au promoteur de KDR. Dans le cas de la perte de
p53 mutée ou de la déplétion du complexe SWI/SNF, le promoteur de KDR est occupé par
des nucléosomes et sa transcription diminue (Pfister ef al. 2015). 1l est intéressant de noter
que trés peu de choses sont connues sur la répression transcriptionnelle par p53. Nous
avons tout de méme mentionné plus tot et montrer avec nos expériences que la présence de
formes mutées dans le tétrameére de p53 pouvait inactiver la transcription (Chan et al.
2004).

3WT

Les essais luciférase effectués montrent d’abord que p5 est capable de se lier a

3R273H est capable d’activer la transcription de

deux régions promotrices de P2RY6 et que p5
la région 4. Cependant, les expériences de ChIP exécutées dans les HCT116 ne permettent
pas de dire que p53™T se lie plus sur la région 1 ou la région 4. Au contraire, dans les HT-
29 exprimant la p53%273H, Ia région 4 semble étre enrichie, comparativement a la région 1,
ce qui correle avec les résultats obtenus en essais luciférase. Il est possible que I’effet de
pS3 soit indirect et passe par son interaction avec d’autres facteurs de transcription. En
effet, la fixation au formaldéhyde permet également de stabiliser les complexes protéiques.
Donc méme si de I’ADN est amplifi¢ grace a la réaction de PCR quantitative, une
vérification supplémentaire est nécessaire afin d’affirmer que p53 se lie directement a
I’ADN. Les essais luciférase nous suggerent que oui, mais des immunobuvardages

pourraient étre effectués afin de confirmer les résultats. Nous avons observé que

I’accumulation de la forme mutée p53%?7H dans les HT-29 augmentait 1’expression de c-
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Fos et c-Myc. D’autre part, I’expression forcée de c-Fos, dans les HCT 116 activait la
transcription de P2RY6. 1l serait possible d’immunoprécipiter p53 et de réaliser un
immunobuvardage avec un anticorps dirigé contre c-Fos ou c-Myc afin de vérifier leurs
interactions potentielles. C-Fos est un facteur de transcription qui dimérise avec ceux de la
famille Jun afin de former le complexe AP-1, impliqué dans la prolifération, différenciation
et survie cellulaire (Angel & Karin 1991). C-Myc est lui aussi un facteur de transcription
impliqué dans la prolifération et la transformation oncogénique. Si on considére que le

mutant gain-de-fonction p53R?73H

stimule la prolifération cellulaire, il est possible que son
effet passe par son ou ses interactions avec ces protéines. Il est intéressant de noter que
I’immunoprécipitation de la chromatine permet également d’identifier de nouveaux génes
cibles ou ses sites de liaison a ’ADN ne correspondant pas a la séquence consensus
reconnue par le facteur de transcription étudié. Pour cela, I’ADN obtenu apres
immunoprécipitation doit étre séquencé. Si les séquences obtenues ne correspondent pas a
la séquence consensus, il est probable que la liaison a I’ADN de la protéine étudiée ne soit
pas directe et que son action passe par un autre facteur de transcription. Enfin, méme si les
expériences de ChIP permettent d’étudier les marques épigénétiques portées par I’ADN et
diminuent les désavantages apportés par la surexpression, il est difficile de recréer in vitro
les conditions physiologiques. Par exemple, certaines protéines se lient a des structures
secondaires d’ADN, permettant de rapprocher deux séquences nucléotidiques éloignées sur
I’ADN linéaire (Wells & Farnham 2002). Mais afin de se rapprocher le plus possible des
conditions rencontrées in vivo, 1’équipe de Wells et Farnham a réalis€ en 2002 une
immunoprécipitation de la chromatine sur des cultures primaires de tissus sains et de cancer
colorectal. Ils ont observé une liaison plus importante du facteur de transcription TCF4,
associée a la PB-caténine sur le promoteur de c-Myc dans les tumeurs colorectales en
comparaison avec les tissus sains. La voie Wnt/B-caténine est connue pour étre
constitutivement active dans le cancer colorectal et c-Myc est également connu pour étre
impliqué dans la transformation oncogénique. Il n’est donc pas anormal qu’il y ait un lien
entre les deux voies de signalisation. C’est pourquoi il serait intéressant de vérifier si c-Myc
est régulé, directement ou non, par p53%273H,

En résumé, nous avons montré que p53 pouvait se lier au promoteur de P2RY6,

mais que les formes sauvage et mutante ne possédaient pas la méme capacité de liaison a
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3R273H pe semble pas se lier a la

I’ADN. En effet, d’apres nos essais d’activité luciférase p5
région 1 du promoteur de P2RY6. Ces résultats furent confirmés par nos expériences de
ChIP. Cependant, plusieurs facteurs sont a considérer avant d’affirmer que p53 active la
transcription de P2RY6 in vivo. Aussi, il est possible que 1’action de p53 normale ou mutée,
soit indirecte et passe par son interaction avec d’autres facteurs de transcription tels que c-
Fos ou c-Myc. Aprés I’expression génique, il est important d’aller vérifier 1’expression
protéique. Comme je 1’ai rapporté dans I’introduction, de multiples étapes apres la
transcription sont contrdlées afin de réguler I’expression d’une protéine. Etudier le controle
de la transcription n’est donc pas suffisant afin d’affirmer si une protéine est exprimée ou
non. A cause de 1’absence d’anticorps valables dirigés contre le récepteur P2Ys, des tests
fonctionnels ont été effectués afin de mesurer son activité. Les tests ont été réalisés avec les
deux isoformes de P2Ys. L’isoforme 2 semble avoir une activité moins importante que
I’isoforme 1, ce qui est confirmé par les immunobuvardages effectués contre les formes
phosphorylées de ERK et CREB. En effet, ces deux protéines sont des témoins de
I’activation de P2Ys par I’'UDP. La protéine ERK est phosphorylée lorsque la voie de
signalisation Raf/MEK/ERK est activée par la PKC et la phosphorylation de CREB montre
son activation suite a 1’augmentation du calcium intracellulaire. Le réle de 1’isoforme 2 de
P2Ys n’ayant pas été encore caractérise, il est possible qu’il ait d’autres effets dans la
cellule. Cependant, si I’activation de voies de signalisation telle que Raf/MEK/ERK varie
d’une isoforme a l’autre, il serait intéressant de mesurer les quantités relatives des
1soformes présentes dans la cellule. Sept des huit variants d’ARNm du gene P2RY6 codent
pour ’isoforme 1 du récepteur. Il est donc normal que cette isoforme soit la plus abondante.

3R273H semble activer la transcription de la région 4, qui code pour les

Toutefois, la forme p5
variants 5 et 9 d’ARNm, eux-mémes codant pour les isoformes 1 et 2 du récepteur P2Ys
respectivement. Dans ce cas, il est probable que 1’isoforme 2 soit retrouvée en plus grande
quantit¢ dans la cellule. Nous ne savons pas ce qui détermine la quantité relative des
isoformes dans la cellule, mais deux phénomeénes peuvent en étre a 1’origine : la sélection
du site d’initiation de la transcription et I’épissage alternatif. Nous avons déja mentionné en
début de section qu'un geéne pouvait €tre associ¢ a plusieurs sites d’initiation de la

transcription ou +1. L’équipe de Kawaji s’est intéressée a la distribution des sites

d’initiation de la transcription, au sein d’un méme promoteur et quatre motifs en sont
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ressortis : un pic dominant, une distribution uniforme le long du promoteur, une distribution
uniforme avec néanmoins un pic dominant et enfin, une distribution bi ou multimodale
(Kawaji et al. 2006). 11 a été suggéré que cette derniére pourrait correspondre a plusieurs
promoteurs qui se chevauchent, ce qui peut avoir lieu si les promoteurs en question sont
rarement utilisés. La présence d’un pic dominant est souvent associée a une expression
spécifique a un tissu alors qu’une distribution uniforme est souvent liée aux ilots CpG et a
une expression plus ubiquitaire (Carninci et al. 2006; Carninci et al. 2005). Puisque les
motifs de distributions observés sont souvent similaires entre les souris et les humains, nous
supposons que la sélection du site d’initiation de la transcription est finement régulée et
qu’elle a une importance fonctionnelle. La sélection peut étre régulée par le niveau de
facteurs de transcription exprimés (Hochheimer & Tjian 2003) ou par 1’épigénétique
(Wolffe & Matzke 1999). Ce mode de régulation est un moyen pour les cellules de
sélectionner un ou plusieurs +1 selon le tissu. Si la sélection ne dépendait que des
propriétés de la séquence d’ADN, des variations entre les différents tissus n’auraient pas été
observées. Outre le type cellulaire, les marques épigénétiques peuvent étre définies selon
I’empreinte génomique, c’est-a-dire selon 1’origine parentale du chromosome (Wilkins
2005). Les chromosomes hérités de la meére ou du pére présentent des patrons de
méthylation différents et donc différents mécanismes de répression transcriptionnelle
(Ferguson-Smith & Reik 2003; Mager et al. 2003). La compréhension de la sélection des
sites d’initiation de la transcription, selon les tissus ou le contexte cellulaire, requiert une
connaissance compléte de la régulation de la transcription et de des mécanismes de
recrutement de facteurs de transcription spécifiques au sein d’un promoteur. Il s’agit d’un
processus hautement régulé et les promoteurs de doivent pas étre considérés comme des
¢léments servant seulement a intégrer les signaux régulateurs (Kawaji et al. 2006). Une fois
la transcription activée, un ARN primaire est synthétisé¢. Ce brin d’ARN va étre épissé, les
introns vont étre excisés afin de donner un ARNm mature. Cependant, un méme brin
d’ARN primaire peut donner plusieurs ARNm matures, via le processus d’épissage
alternatif. L’épissage est effectué par le spliceosome, qui s’assemble autour des sites
d’épissage (a chaque intron) et peut étre co-transcriptionnel. Chaque site d’épissage est
compos¢ d’une séquence comsensus reconnue par les composants du spliceosome.

L’extrémité 5° du transcrit est déterminée par le nucléotide +1 et son extrémité 3’ n’est pas
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déterminée par la fin de la transcription, mais par le site de polyadénylation (Kornblihtt et
al. 2013). Ainsi, pour le géne P2RY6, deux groupes de variants (1, 3 6 et 8 ; 5 et 9),
synthétisés a partir des mémes +1, sont considérés comme des variants d’épissage. Les sites
d’épissage peuvent avoir une forte ou faible activité selon leur divergence avec la séquence
consensus. Souvent, les sites correspondant a celle-ci ont une activité constitutive et
I’usage des sites de faible activité dépend du contexte cellulaire. L’étude de la structure des
exons et introns a permis d’identifier des séquences cis régulatrices et permet de savoir si
un exon est constitutif ou alternatif. Des combinaisons complexes d’éléments cis sont
requises pour le controle de I’épissage alternatif dans les différents tissus (Kornblihtt et al.
2013). Egalement, la chromatine joue un role clé dans 1’épissage alternatif a la fois via les
modifications post-traductionnelles des histones et par le positionnement du nucléosome
(All6 et al. 2010; Kornblihtt ef al. 2013). La triméthylation de la lysine 36 de I’histone H3
(H3K36me3) est généralement enrichie au niveau des exons constitutifs, mais moins
abondante aux exons alternatifs (Kolasinska-Zwierz et al. 2009). 1l a été montré qu’elle
régule 1’épissage alternatif via le recrutement de la protéine adaptatrice MRGIS.
L’association de cette derniére avec le facteur d’épissage PTB réduit ’inclusion de certains
exons alternatifs. Le positionnement des nucléosomes n’est pas hasardeux non plus. Les
nucléosomes sont souvent positionnés aux exons (Andersson et al. 2009). Méme si les
introns ne sont pas démunis de nucléosomes, la distribution des nucléosomes sur les introns
semble plus aléatoire. Aux exons, les nucléosomes semblent étre fixés a un ratio d’un
nucléosome par exon. La taille moyenne d’un exon correspond a la taille du fragment
d’ADN enroulé autour du nucléosome (environ 150 pb). Il a été proposé€ que la position des
nucléosomes aiderait la machinerie d’épissage a « trouver » les exons, car le nucléosome
crée une pause dans I’élongation médiée par I’ARN polymérase Il en marquant le début
d’un exon. De plus, le positionnement des nucléosomes aux exons alternatifs est plus fort
qu’aux exons constitutifs, ce qui suggere que les nucléosomes participent a la définition des
exons (Berget 1995). L’existence d’exons dont I’inclusion est régulée augmente la diversité
protéique. La question a se poser est: est-ce que les domaines protéiques codés par les
exons alternatifs donnent des fonctions ou structures particulieres distinctes que ceux codés
par les exons constitutifs ? Deux études indiquent que les exons alternatifs spécifiques a des

tissus codent souvent pour des régions protéiques présentant plus de sites de modifications
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post-traductionnelles ou enrichies en sites d’interaction protéiques, augmentant ainsi la
diversité fonctionnelle des protéines (Buljan et al. 2012; Gabut et al. 2011). Une fois
I’épissage alternatif effectué, plusieurs variants d’ARNm sont générés, différant les uns des
autres par leur région 5’UTR, en amont de ’ATG. Cette région n’est pas traduite, mais est
susceptible de moduler la traduction des transcrits de P2Y¢ puisqu’elle constitue un site de
liaison des ribosomes, mais aussi, car elle peut interagir avec la région 3’ du variant
d’ARNm afin d’inhiber la traduction. Dans ce cas, il est logique que la taille et la
composition de la région 5S’UTR jouent sur son interaction avec la région 3’ et ainsi sur la

traduction.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Il semblerait que les variants d’ARNm de P2RY6 soient synthétisés a partir de
plusieurs sites d’initiation de la transcription. En effet, les variants détectés dans des
cellules HCT 116 et Caco-2 suite a une expérience de 5’RACE correspondent aux
prédictions informatiques de la base de données NCBI. De plus, ces résultats semblent étre
confirmés par des analyses de qPCR, spécifiques a chacun des variants d’ARNm. Les
variants 1, 3, 6 et 8 seraient donc des variants d’épissage, ainsi que les variants 5 et 9. La
sélection du site d’initiation de la transcription (+1) est une premiere étape de régulation de
I’expression de P2RY6 puisqu’il a été montré que la sélection des +1 pouvait varier selon le
contexte cellulaire (Schroeder & Myers 2008). Plusieurs sites d’initiation de la transcription
peuvent étre présents au sein du méme promoteur, mais 1’éloignement des différents sites
identifiés dans mes travaux suggere qu’il s’agit de plusieurs promoteurs (Kawaji et al.
2006). De plus, tous les variants codent pour 1’isoforme 1 de la protéine, a I’exception du
variant 9 qui coderait pour I’isoforme 2. Ce dernier variant présente en effet un ATG
unique et localisé a la position 73 272 142 pb en comparaison a I’ATG de I’isoforme 1 qui
se trouve a 73 264 455 pb. Il est donc probable qu’il s’agisse en effet d’une région
promotrice différente. La sélection du +1 peut donc jouer sur le profil d’expression des
différentes isoformes du récepteur P2Y¢ présentes dans la cellule. On peut imaginer que si
la transcription de la région 4 est activée et que le variant 9 est synthétisé, une plus grande
quantité d’isoforme 2 du récepteur sera présente dans la cellule. Cependant, de nombreuses
étapes sont nécessaires afin de synthétiser une protéine a partir d’un brin d’ARNm et
chacune d’entre elles est finement régulée. Ainsi, le profil d’expression des isoformes du
récepteur P2Y¢ peut ne pas correspondre au profil de variants d’ARNm retrouvés dans la

cellule.

Nous avons montré que p53 pouvait se lier au promoteur de P2RY6. Plus
précisément, avec des constructions exogenes, nous avons vu que la forme sauvage de p53
pouvait se lier sur les régions 1 et 4 du promoteur de P2RY6 et que la forme mutante

p53R273H pouvait se lier a la région 4. L activation transcriptionnelle de p53%?7*! est moins
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importante que p53™'. Donc, les deux formes étudiées régulent différemment 1’expression
de récepteur P2Ys, comme semble le confirmer I’immunoprécipitation de la chromatine
réalisée sur deux lignées cellulaires exprimant la forme sauvage ou mutante de p53. De
nouvelles expériences de ChIP pourraient étre faites afin d’avoir plus d’informations sur le
promoteur de P2RY6. L’utilisation de fragments contenant des mutations permettrait
d’identifier les nucléotides requis pour la liaison de p53 sur le promoteur de P2RY6. Dans
ce cas, il serait important de réduire au maximum 1’expression des protéines endogenes en
travaillant avec des cellules invalidées pour p53 ou en utilisant des ARN interférents afin
de diminuer I’expression de P2Ys. Cela permettrait également de savoir si la liaison du
facteur de transcription a I’ADN est directe ou indirecte. Par exemple, si le domaine de
liaison a I’ADN de p53 est endommagé, mais qu’elle se fixe quand méme a I’ADN, nous
pourrions supposer que son interaction se fait via une autre protéine. Nous savons que

3R2BH garde sa capacité de liaison a I’ADN malgré sa mutation, mais qu’elle peut se lier

pS
a d’autres cibles dans I’ADN (Zhu ef al. 2015) ou a des protéines n’ayant pas d’interactions
avec la protéine normale (Liu ef al. 2011). De plus, comme nous le suggerent nos travaux,
ce mutant semble augmenter I’expression des facteurs de transcription c-FOS et ¢c-MYC.
L’étape suivante serait d’étudier les interactions de p53 normale ou mutée avec les

protéines du complexe transcriptionnel AP-1, par immunobuvardage faisant suite a une

immunoprécipitation de la chromatine par exemple.

Enfin, I’épigénétique joue des roles importants dans I’activation transcriptionnelle,
la sélection du site d’initiation de la transcription et dans 1’épissage alternatif. Dans un
premier temps, un séquengage au bisulfite du promoteur de P2RY6 permettrait d’identifier
les cytosines méthylées de I’ADN. La méthylation de I’ADN étant généralement associée
avec la répression transcriptionnelle, nous pourrions identifier avec plus de précision les
sites de liaison de p53 sur le promoteur en ne considérant pas les régions méthylées comme
des sites de liaison potentiels. Ces résultats pourraient €tre complétés avec d’autres
expériences de ChIP réalisées sur des cellules traitées préalablement avec des inhibiteurs de
méthylation tels que la zébularine (Zhou et al. 2002). En comparant les résultats obtenus
avec des cellules non traitées, nous pourrions différencier les sites non activés a cause de la

méthylation de I’ADN ou des histones, des sites qui ne sont jamais régulés par p53. En fait,
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nous avons déja effectué¢ des premiers tests avec la zébularine sur des cellules HCT 116

3WT ou p53R?73H. Cependant, comme je 1’ai mentionné

surexprimant de fagcon stable p5
précédemment, la sélection suite a I’infection a été particulierement toxique pour les
cellules. C’est pourquoi nous n’obtenions pas de résultats convaincants en essais luciférase
avec ces lignées. Nous avons tout de méme tenté de quantifier les différents variants
d’ARNm de P2RY6 dans les cellules infectées avec la forme normale ou mutée de p53,

mais nos résultats n’ont pas été concluants.

En résumé, les résultats obtenus avec les constructions exogénes auront été validés
par les effets des protéines endogenes, en tenant compte des marques épigénétiques portées
par ’ADN et la chromatine. Des tests fonctionnels suggerent que 1’isoforme 2 du récepteur
de P2Ys est capable d’étre activée par ’'UDP méme si son role reste a caractériser. Si la

forme mutante p53R?73H

est capable d’activer la transcription du variant 9, codant pour
I’isoforme 2, il est probable que cette isoforme soit plus exprimée dans les tissus cancéreux
et peut-étre y joue-t-elle un rdle notable. L’absence d’anticorps valides dirigés contre le
récepteur P2Ys rend la détection de 1’expression des protéines endogenes difficile. 11 est
toujours possible de cloner et marquer la protéine afin de la détecter par la suite en
immunobuvardage de type Western mais cela ne permet de ne détecter que la construction
exogene. Cependant, des études sont en cours, en collaboration avec [|’Institut de
Pharmacologie de Sherbrooke (Sherbrooke, QC, Canada) et Immune Biosolutions Inc.
(Sherbrooke, QC, Canada) afin de développer des anticorps valides. Cela permettrait de
comparer le profil d’expression de variants ’ARNm de P2RY6 avec le profil d’expression

des isoformes du récepteur P2Ys présentes dans la cellule ou dans les tissus. Enfin, cela

aiderait grandement a la caractérisation de 1’isoforme 2.
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the maximum rate allowed by applicable law. Unless otherwise specifically set forth in the Order Confirmation or in a
separate written agreement signed by CCC, invoices are due and payable on “net 30” terms. While User may exercise
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“Republished with permission of [Rightsholder’s name], from [Work's title, author, volume, edition humber and year of
copyright]; permission conveyed through Copyright Clearance Center, Inc. ” Such notice must be provided in a
reasonably legible font size and must be placed either immediately adjacent to the Work as used (for example, as
part of a by-line or footnote but not as a separate electronic link) or in the place where substantially all other credits
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copyright, privacy, publicity, or other tangible or intangible property), or is otherwise illegal, sexually explicit or
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employees and directors, against all claims, liability, damages, costs and expenses, including legal fees and expenses,
arising out of any use of a Work beyond the scope of the rights granted herein, or any use of a Work which has been
altered in any unauthorized way by User, including claims of defamation or infringement of rights of copyright,
publicity, privacy or other tangible or intangible property.

5. Limitation of Liability. UNDER NO CIRCUMSTANCES WILL CCC OR THE RIGHTSHOLDER BE LIABLE FOR ANY DIRECT,
INDIRECT, CONSEQUENTIAL OR INCIDENTAL DAMAGES (INCLUDING WITHOUT LIMITATION DAMAGES FOR LOSS OF
BUSINESS PROFITS OR INFORMATION, OR FOR BUSINESS INTERRUPTION) ARISING OUT OF THE USE OR INABILITY
TO USE A WORK, EVEN IF ONE OF THEM HAS BEEN ADVISED OF THE POSSIBILITY OF SUCH DAMAGES. In any event,
the total liability of the Rightsholder and CCC (including their respective employees and directors) shall not exceed the
total amount actually paid by User for this license. User assumes full liability for the actions and omissions of its
principals, employees, agents, affiliates, successors and assigns.

6. Limited Warranties. THE WORK(S) AND RIGHT(S) ARE PROVIDED “AS IS”. CCC HAS THE RIGHT TO GRANT TO USER
THE RIGHTS GRANTED IN THE ORDER CONFIRMATION DOCUMENT. CCC AND THE RIGHTSHOLDER DISCLAIM ALL
OTHER WARRANTIES RELATING TO THE WORK(S) AND RIGHT(S), EITHER EXPRESS OR IMPLIED, INCLUDING
WITHOUT LIMITATION IMPLIED WARRANTIES OF MERCHANTABILITY OR FITNESS FOR A PARTICULAR PURPOSE.
ADDITIONAL RIGHTS MAY BE REQUIRED TO USE ILLUSTRATIONS, GRAPHS, PHOTOGRAPHS, ABSTRACTS, INSERTS
OR OTHER PORTIONS OF THE WORK (AS OPPOSED TO THE ENTIRE WORK) IN A MANNER CONTEMPLATED BY USER;
USER UNDERSTANDS AND AGREES THAT NEITHER CCC NOR THE RIGHTSHOLDER MAY HAVE SUCH ADDITIONAL
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7. Effect of Breach. Any failure by User to pay any amount when due, or any use by User of a Work beyond the scope
of the license set forth in the Order Confirmation and/or these terms and conditions, shall be a material breach of the
license created by the Order Confirmation and these terms and conditions. Any breach not cured within 30 days of
written notice thereof shall result in immediate termination of such license without further notice. Any unauthorized
(but licensable) use of a Work that is terminated immediately upon notice thereof may be liquidated by payment of
the Rightsholder's ordinary license price therefor; any unauthorized (and unlicensable) use that is not terminated
immediately for any reason (including, for example, because materials containing the Work cannot reasonably be
recalled) will be subject to all remedies available at law or in equity, but in no event to a payment of less than three
times the Rightsholder's ordinary license price for the most closely analogous licensable use plus Rightsholder's
and/or CCC's costs and expenses incurred in collecting such payment.

8. Miscellaneous.

8.1 User acknowledges that CCC may, from time to time, make changes or additions to the Service or to these terms
and conditions, and CCC reserves the right to send notice to the User by electronic mail or otherwise for the purposes
of notifying User of such changes or additions; provided that any such changes or additions shall not apply to
permissions already secured and paid for.

8.2 Use of User-related information collected through the Service is governed by CCC’s privacy policy, available online
here: http://www.copyright.com/content/cc3/en/tools/footer/privacypolicy.html.

8.3 The licensing transaction described in the Order Confirmation is personal to User. Therefore, User may not assign
or transfer to any other person (whether a natural person or an organization of any kind) the license created by the
Order Confirmation and these terms and conditions or any rights granted hereunder; provided, however, that User
may assign such license in its entirety on written notice to CCC in the event of a transfer of all or substantially all of
User’s rights in the new material which includes the Work(s) licensed under this Service.

8.4 No amendment or waiver of any terms is binding unless set forth in writing and signed by the parties. The
Rightsholder and CCC hereby object to any terms contained in any writing prepared by the User or its principals,
employees, agents or affiliates and purporting to govern or otherwise relate to the licensing transaction described in
the Order Confirmation, which terms are in any way inconsistent with any terms set forth in the Order Confirmation
and/or in these terms and conditions or CCC's standard operating procedures, whether such writing is prepared prior
to, simultaneously with or subsequent to the Order Confirmation, and whether such writing appears on a copy of the
Order Confirmation or in a separate instrument.

8.5 The licensing transaction described in the Order Confirmation document shall be governed by and construed under
the law of the State of New York, USA, without regard to the principles thereof of conflicts of law. Any case,
controversy, suit, action, or proceeding arising out of, in connection with, or related to such licensing transaction shall
be brought, at CCC's sole discretion, in any federal or state court located in the County of New York, State of New
York, USA, or in any federal or state court whose geographical jurisdiction covers the location of the Rightsholder set
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