INRS-Institut Armand-Frappier

Réle d’EGR-1 dans la croissance du lymphome

Par Frédéric Bouchard

Mémoire
Présenté pour I’obtention du grade de

Maitre &s sciences (M.Sc.) en virologie-immunologie

Président du Jury et examinateur interne : Dr. Claude Daniel
Examinateur externe : Dr. Benoit Barbeau

Directeur de recherche : Dr. Yves St-Pierre



Remerciements

Je tiens d’abord a remercier mon directeur de recherche le Dr. Yves St-Pierre pour son
expertise, sa générosité et surtout sa patience. Ce projet de maitrise n’aurait pas pu étre ce qu’il
est sans son support et sa bonne humeur lors de moments plus ardus.

Merci également a toutes les filles du laboratoire, Andrée-Anne, Carole, Geneviéve,
Katherine et Nathalie pour I’ambiance et les discussions amicales. Un merci tout spécial & Julie
qui m’a épaulée durant la mise au point et I’optimisation des protocoles et lors de mes
nombreuses interrogations personnelles. J’aimerais aussi remercier le Dr. Benoit Ochietti pour
ses conseils fort précieux.

Je souhaite aussi souligner la générosité de Diane Tremblay pour son expertise dans la
culture cellulaire et dans la manipulation animale. Merci a la Fondation Armand-Frappier et au
Conseil de recherches en sciences naturelles et en génie du Canada pour le soutien financier.

Finalement, je tiens a4 remercier ma famille et mon entourage immédiat, mais tout
particuliérement Janik Thibodeau, pour son écoute en temps de lassitude et surtout pour la belle

amitié qui nous lie.



Table des matiéres

REMERCIEMENTS.......cocuimiiiiiinceiteicectst st eses st s es s se e e eseseees s s ses s ssessseessss s sesssse s )|
TABLE DES MATIERES vc..cusiiscussessusitness ismscsiissonsshiosssuisbriibiere s sis e igoibisiis sidbse iioesenifborssesiiorssasssnsrosns 1
LISTE DES FIGURES .........ouutimimieueriientnenssieises s sassesessassessssssasssesesassossssessesssesesssssassessssessssssssseens \Y%
LISTES DES TABLEAUX ..........iiscitsssisriasissssssisinsisssenssisessasesiasesserssssiiiorsreioresonsessssessassersesstsessssores \%!
LISTE DES ABREVIATIONS.......cocueiieininctririunintniesisssesssessesssessssessesesenseseesssssssssesessssesessesssesssssons vil
SOMMAIRE .....couiimimiieieniienintneeeientisesasaetese e sa it eeese e e seesseeesseaeseesesasesssessesesessseses s ssee e e eoeas X
INTRODUCTION o3 s s ses sstsoso s ssnosis iensoaiibasbos s asos 628 s ifenmmciBpecioeonlifinsores rwsfs s B 5 s X1
CHAPITRE 1
REVUE DE LITTERATURE ...........immmmmmmmmmmniroeommoosieooemeeeeseneesesesssenessesessssssssssesssenesseesnes I
1. Interactions des cellules tumorales : molécules d’adhésion et microenvironnement .....2
1.1. Lymphomes : mod@les d’études...........ccouvriueureeiiiiceiretceeeeecee oo ss oo 2
1.1.1. Lymphomes non hodgKinien ............coeeeueuovoiuieiveeeeieiiieeec e eeceesee oo 2
1.1.2. Stade A €VOIULION......c.c..iieuieiiieeceictecee et e e e s e e 3
L 1.3, TrAItEMENES ...ttt ettt st s et ee e e e eseee e s esen s senssseeas 4
1.2. Modeéle murin de lymphome T.........cooouimimiueieeieeiceiececeee et e 5
1.3. Molécules d’adhéSion..........c.ccveeueurueiniuiieieiiicreseei et ee e e s 5
1.3.1. Interaction lymphocyte-endothelium ................oovevmeueeeeiicmieeeeeeeeeeeeeeere s, 6
1.3.2. Molécules d’adhésion et dissémination du lymphome ..............ccoooovevviveiereerersrnn, 7
1.4. Concept du microenvironnement tUMOTal................c.ecuivveiereeieseeeeesseseseesesersseeessenans 8
1.4.1. Implication du microenvironnement tUmOTal...............c.o.oveeeeueeeeerreeresserereserersrnns 9
1.4.2. Cible th€rapeutique .............cccuciieueirininiieeceececees e reee s res s 10
2. EGR-1 : facteur de transcription a réponse précoce pour les signaux extracellulaires. 14
2.1. Génes a réponse précoce/IMMEAIALte .............cceuvvivereceeeeeeneeeeeesesseeeeesseesseeeesessonn. 14
2.1.1. Facteurs de transcriptions a réponse précoce/immédiate ...............cooevrvreerrvernn. 14
2.2, Famille EGRu..ui . visssiss oo 0065itit cene io s ioods S5t ii0sst o 8 5ies sS85 B b eorenesansnesameso 15
2.2.1. EGR-1: le prototype de la famille EGR .............cccoveiveveiveeineseeseeeses oo 15
2,22 STUCLUTE oot 655655550 5 5 o 850 5 55 G B e eo pammts sass e90e stme gt g+ npte cassmsmvamensons 15
2.2.3. Inducteurs A’EGR-T ...t 16
2.2.4. Cascades de tranSAUCLION .........c.c.eevvueereveverieniecieeee s eeee e seseseseses s e se s s 17
2.2.5. Eléments transcriptionnels impliqués dans I’expression d’Egr-1 ............c.coevun...... 18
2.2.6. Régulation d’EGR=1....c.ccoooiimiminiieiiieteecceescesteee e seeess s ene e ses e ses e ssssans 19
2.2.7. Adhésion cellulaire et contrdle transcriptionnel d’EGR-1 .......ccoovevrvererveeerrenn 20
2.3. Fonctions d’EGR-T ...ttt eeeeseses e s e s 21
2.3, 1 PLONTEIALION. c.ocu . vssseesinsesinsssoisins iostasensstisissnionabisotsstensemncsnmosnstossesssasssssnsesosssmsressemses 21
2.3.2. DIffEreNCIAtION ......c.cveviuiveirieirereiite et eesee e eestesss s e e e see e ses oo 22
23034 APOPLOSC sz ... it i 550 Gere e s§ikie oo doaibinssssss ik ens eenrmmesnensammesassecsssonsssssssssseess sopocs 22
2.3.4. REpONSE IMMUINILAITE.........ccoruevererierereiseierecseecee e cveeeeseseeeeeseseseesesesesssesssess s 23



2. 4. EGR-T €L CANCET .....veeiieeerceeee ettt tee e ee e eseesssesees e sese e e e e et et e e e 24

2.4.1. EGR-1 : facteur pro-tumorigénique ............cccccveeeieiiiiiniieeceeeeceeeseesaeesesesseeseeens 24
2.4.2. Egr-1 : géne suppresseur de tUMEUT ...............cceevverreeeeeveriiseecseeseeeeeeeesssesse s eeesenns 25
2.4.3. Inhibition de la croissance et de la survie des cellules tumorales............................. 25
2.4.4. Inhibition de 1’angiogenese tUMOTALE ............c.coeveueeeeiuieiecrireeereeeeeeeeeeeeseesesre e e 26
2.5. EGR-1 dans les tumeurs hématopoiétiques..............o.ooovvieeieeeceeirieceeeeeceereeeeerennns .27
2.6. EGR-1 et le microenvironnement tUMOTal ............c.e.ccovevveiiieeeiceceseseceereee e eeseennns 28
CHAPITRE 11
EGR-1 ACTIVATION BY EGF INHIBITS MMP-9 EXPRESSION AND LYMPHOMA
GROWTH ...ttt et et ettt eeeese st aeses e sasenesessraes 30
CONTRIBUTION DES AUTEURS .....oviviurueenietnsiucioaesisesississesesesstsssessssssssssesessessssssssssssssssssssesesssnsens 31
SOMMAIRE DU TRAVAIL EXPERIMENTAL ..c.covvveierirarnreresscessissesscssssesiesesessesesesessessesensesssnssenas 32
ACCEPTATION DE L’ARTICLE POUR PUBLICATION .....ccucovevivirirenitetieseseseieteseeneeeseneeesesesssesssenns 33
L ADSEITACE 1.ttt ettt ettt et et ettt e et et et e et e s earans 35
2. INEFOAUCTION ...ttt ettt sttt e n vt e e s s enasnas 36
3. Materials and MEthOdS ..........c.o.ooeeiivreiniiiiieiee ettt sera s 38
B RESUILS ..ottt ettt bt e e e et es e s enn e s e aenaen 44
5. DISCUSSION c.cvvviiiviiiiiciireret sttt s v s et s et et st e s st sese s e st e s s ee e anee e e sesseeseas 48
6. RETEIENCES ...ttt ettt et ee e sen 52
7. FIGUIE LEZENAS ...ttt ettt neeeesnsenns 57
8. Supplementary Materials .........cccccvueieerirrriiiieiirceete et e st st sees s 59

CHAPITRE 111

DISCUSSION GENERALLE .............coooeoiotimsiconisossessssssssoeseseomosessooseessessoseesssssessssssesssessesenee 71
1. Rappel des objectifs de reCherche ...........cccovuvieeerecuieiiciieee e e, 72

2. Identification de I’induction de I’expression d’EGR-1 dans les cellules stromales.......72

3. Role d’EGF dans I’induction de ’expression A’EGR-1..........ccoveceeereivvereererererererernns 73

4. Inhibition de la croissance du lymphome thymique : implication d’EGR-1.................. 74

5. Souris déficiente en EGR-1 et lymphome...........c.ccooovevuiuivieieieeeieirerceeeeeeeeeeee e, 75

6. Relation fonctionnelle entre EGR-1 et MMP-9 ..............c.cocoiiimmieeenieieeeeeeeeeeeerenns 76

7. Utilisation d’un modéle in vivo de bioluminescence .............cccc.eeeeueevevvvrercsressrerennn, 77

8. Mécanisme d’action d’EGR-1 dans I’inhibition de la croissance du lymphome........... 78

9. Avenue th€rapeUtIQUE...........ceeeueuriririeieinieisteteie e tes et eetesessee e se s sssessas 79

0. CONCIUSION.......coiiiitiiiititcicicete ettt et et seteeste oo sesesasesenanas 80
BIBLIOGRAPHIE .....coovenisienninssessnsisessscsessiosscnsssassssnssisasmsesnssssessisssessassesassssesasnssesssssesnsssnssasasnssstoras 82



Liste des figures

CHAPITRE 1 .

REVUE DE LITTERATURE

Figure 1.1: Interaction du lymphocyte avec I’endothélium ..........o.oeveeveeeeeeeeeeeeeeeereere e, 7
Figure 1.2: Le microenvironnement tUmOTal ..............coevevevieeieiiiieeiereeeee e ee e ee s seeereseseses v 12
Figure 1.3: Structure du facteur de transcription EGR-1 ........c.c.cocoiuiuimiieieeeeeeeeeeeeeeeeseeeereesnennn 16
Figure 1.4: Région régulatrice du promoteur humain d’EGR-1 ...........cocoovvvvereevereeerererisrenn. 19
CHAPITRE 11

EGR-1 ACTIVATION BY EGF INHIBITS MMP-9 EXPRESSION AND LYMPHOMA
GROWTH

Figure 1: Identification of differentially expressed genes in bEnd.3 endothelial cell line following

contact with 164T2 T IympROMAQ .............covueecueeereieerceeeeerieeesiceeeseeeeveesie et es e eeas 61
Figure 2: EGR-1-induced expression in endothelial cell lines following contact with T lymphoma

COUIS ..ottt ettt et sttt ettt et e e et et erans 62
Figure 3: EGF activates transcription of EGR-1 expression in endothelial cell lines.................. 63
Figure 4: EGR-I-induced expression in epithelial cell lines following contact with EGF

IPANSTECIANLS ... s s ees e e s st se st st st eeeseeeseeerasasssenans 64
Figure 5: EGF expression decrease thymic lymphoma growth ...................oeeeeeeeveeeeerererereersrnnn 65
Figure 6: Inhibition of MMP-9 mRNA expression by EGR-1 ..........eeeoeecseereerereeersesrerenns 66
Figure 7: EGF expression decrease MMP-9 promoter activity in Vivo ..................coeeeervvecmerernn.. 66
Supplementary Figure 1: EGF expression in T lymphoma ....................coeeeveeeereeeerererererererernn. 68
Supplementary Figure 2: EGF activates transcription of EGR-1 expression..................o..... 69
Supplementary Figure 3: Expression of EGF transfectanls..............ovoveeeeeeveseeereressssnssenes 70
CHAPITREIl
DISCUSSION GENERALE
Figure 3.1: Modele d’tude...........c.oeuemrrreriuiieccecccce et es s e es s es s e nns 81



Listes des tableaux

CHAPITRE 1 .

REVUE DE LITTERATURE

Tableau I: Classification WHO/EORTC des néoplasies de phénotype T ...........c.cooreveeeceruruennnn. 3
Tableau II: Quelques cibles thérapeutiques du microenvironnement tumoral............................ 13
Tableau III: Inducteurs de I'expression A’EGR-1.........cccuovvuiuiuiveiieeeeeeeeeeeeeeereeseses e e res e 17
Tableau IV: Interactions de quelques facteurs de transcription avec EGR-1 ........ccoovvivevrnnnnnn. 20
Tableau V: Régulation de génes suppresseurs/modulateurs de la croissance par EGR-1 ........... 27
CHAPITRE 11

EGR-1 ACTIVATION BY EGF INHIBITS MMP-9 EXPRESSION AND LYMPHOMA
GROWTH

Table 1: Genes differentially expressed in endothelial cells following contact with thymocytes or
T Iymphoma Cells...................c.ccoueovimnmarneeeseseeeee et eeeeeeees e ee e eses et ree s 56

vi



Liste des abréviations

ADN : acide désoxyribonucléique

ADNCc : acide désoxyribonucléique complémentaire

AGC1 : aggrecan 1

AP1 : activator protein-1

ARNmMm : acide ribonucléique messager

ATP : Adénosine triphosphate

Bax : BCL2-associated X protein

Bcl-2 : B-cell lymphoma/leukemia-2

BCR : B-cell Receptor

CBP : CREB binding protein

CD : cluster of differenciation

CDDO : 2-Cyano-3,12-dioxooleana-1,9(1 1)-dien-28-oylimidazole
COL2AL1 : collagen, type II, alpha 1

c¢pm : compte par minute

CRE : cyclic AMP response element

CREB : cAMP responsive element binding protein 1

CTRL : control

DEDD?2 : death effector domain containing 2

DMSO : diméthylsulfoxyde

DUSP2 : dual specificity phosphatase 2

E2F-1: E2F transcription factor 1

EBS : EGR-1 binding site

EBYV : Epstein Barr Virus

ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay

ELK : Eph-like kinase

EC : endothelial cell

EGF : epidermal growth factor

EGFR : epidermal growth factor receptor

EGR-1 : early growth response-1

ENU : N-nitroso-N-éthylurée

ERK : extracellular signal-regulated kinases

Ets-1 : v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 1
FAK : focal adhesion kinase

FBS : Fetal bovine serum

Fe*: ion de fer

FGF : fibroblast growth factor

FRA-2 : fos-related antigen-2

FRET : transfert d'énergie par résonance de type Forster
GADDA45B : growth arrest and DNA-damage-inducible, beta
GAPDH : glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
GMCSF : granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
HB-EGF : heparin-binding epidermal growth factor-like growth factor
HGF : hepatocyte growth factor

vii



HIF1a : hypoxia-inducible factor 1, alpha subunit inhibitor
HSPG : protéoglycane héparane sulfate

HTLV-1 : human T-cell lymphotropic virus-1

HUVEC : human umbilical vein endothelial cell
ICAM-1 : intercellular adhesion molecule-1

IL : interleukine

i.p. : intra-péritonéale

IRM : imagerie par résonance magnétique nucléaire

i.t. : intra-thymique

i.v. : intra-veineux

JAK : Janus kinases

JNK : JUN NH;>-terminal kinase

kDa : kilodalton

Kg : kilogramme

Krox24 : EGR-1

LFA-1 : lymphocyte function-associated antigen-1

LNH : lymphome non hodgkinien

LPS : lipopolysaccharide

mADb : monoclonal antibody

MadCAM-1 : mucosal addressin cell adhesion molecule-1
MAPK : mitogen-activated protein kinases

MAPKK : mitogen-activated protein kinase kinases

mg : milligramme

ml : millilitre

mM : millimolaire

MMP : métalloprotéase de la matrice (matrix metalloproteinase)
Mn?*: jon de manganése

MT-MMP : métalloprotéase de la matrice de type membranaire
mYV : millivolt

NAB : NGFI-A binding protein

NFAT : Nuclear factor of activated T-cells

NF-xB : nuclear factor-xB

ng : nanogramme

NGFI-A : nerve growth factor-induced gene (EGR-1)
NK : natural killer

p.b. : paire de base

PBS : Phosphate buffered saline

PCR : polymerase chain reaction

PDGEF : platelet-derived growth factor

PDGFR : platelet-derived growth factor receptor
PECAM-1 : platelet/endothelial cell adhesion molecule-1
PI3K : phosphoinositide-3kinase

PKC : protéine kinase C

PMA : phorbol 12-myristate 13-acetate

PNMT : phenylethanolamine N-methyltransferase

PTEN : phosphatase and tensin homolog

Rb : retinoblastoma protein

viii



RT-PCR : reverse transcriptase polymerase chain reaction
SAPK : stress-activated protein kinase-2

SDS : dodécylsulfate de sodium

SF-1: splicing factor-1

SP1 : stimulatory protein-1

SRE : serum response element

SRF : serum response factor

TEMP : tomographie d'émission monophotonique

STAT : signal-transducer and activator of transcription protein
TEP : tomographie par émission de positons

TCR : T-cell receptor

TR : transferin receptor

TGFB1 : transforming growth factor, beta-1

TIMP : tissue inhibitor of metalloproteinase

TIS8 : EGR-1

TNFa. : tumor necrosis factor alpha

pg: microgramme

pL: microlitre

pM: micromolaire

UV : ultraviolet

VCAM-1 : vascular cell adhesion molecule-1

VEGF : vascular endothelial growth factor

VEGFR : vascular endothelial growth factor receptor

WK : week

WHO/EORTC : World Health Organization/European Organization for Research and
Treatment of Cancer

WT1 : Wilms tumor 1

YAP-1: Yes-associated protein 1

Zif268 : zinc finger-268 (EGR-1)

Zn** : ion de zinc



Sommaire

Le lymphome non hodgkinien représente le 5™ type de cancer le plus fréquemment
rencontré chez les Canadiens. Le principal obstacle au diagnostic et au traitement du lymphome
non hodgkinien est reli¢ a la dissémination des cellules cancéreuses vers les organes
periphériques et 4 la formation de métastases. La métastasie est un processus séquentiel se
déroulant en plusieurs étapes ol les interactions cellulaires entre les cellules tumorales et
stromales jouent un rdle important. Ces interactions influencent la modulation de I’expression de
certains geénes pouvant étre impliqués dans la migration, la prolifération cellulaire, les
interactions cellule-cellule ou cellule-matrice extracellulaire, ’angiogénése ou encore dans les
meécanismes d’évasion permettant d’échapper au systéme immunitaire.

Afin d’identifier les génes ainsi modulés, notre laboratoire a utilisé une approche
génomique pour déterminer des génes induits lors des contacts lympho-stromaux entre les
cellules de lymphome et les cellules endothéliales. Cette approche a permis de démontrer que
Iexpression du géne Egr-1 (Early growth response-1 ) est induite dans les cellules endothéliales
en contact avec les cellules de lymphome. EGR-1 est un facteur de transcription connu pour
contrdler l'expression d’un éventail de génes. Bien que la modulation de I’expression d’EGR-1
était plus importante lors d’un contact direct, la sécrétion de molécules solubles par les cellules
de lymphome pouvait étre suffisante pour amener cette modulation. A partir de ces résultats, le
but premier de notre étude était de déterminer les signaux responsables de I’induction
d’EGR-1 lors des contacts lympho—stromaux dans la croissance du lymphome de méme que
les conséquences sur le processus tumoral.

Ces travaux ont permis d’établir que le facteur de croissance épidermique (EGF), exprimé
de fagon constitutive par les cellules de lymphome, représente un des facteurs pour I’induction de
I’expression d’EGR-1 lors des contacts intercellulaires. A 1’aide d’un modéle murin, nous avons
observé que la surexpression d’EGF par les cellules de lymphome inhibe de fagon significative la
croissance du lymphome thymique. Afin de déterminer le mécanisme impliqué dans cette
inhibition, nous avons étudié la relation entre EGF, EGR-1, et MMP-9, ce dernier étant impliqué
dans la croissance tumorale, dont le lymphome thymique. Les expériences subséquentes
entreprises pour identifier le mécanisme, nous ont en effet permis de démontrer qu’EGR-1
module négativement la croissance du lymphome thymique en contrélant I’expression de MMP-
9.

En résumé, nos résultats mettent en évidence un role de gene suppresseur de tumeur pour
Egr-1 et ce, via possiblement un contrdle sur I’activité transcriptionnelle du promoteur MMP-9.

Signature du directeur de recherche :

Signature de I’étudiant :




Introduction

Je vous présente ici mon projet de maitrise qui a vu le jour en septembre 2007 dans le
laboratoire du Dr. Yves St-Pierre. Ce projet mis sur pied dans le laboratoire lors des études
doctorales de Simon Bélanger avait montré que lors d’un contact entre les cellules de lymphome
et les cellules stromales, ’expression du géne Egr-1 était induite dans les cellules stromales. Mon
projet de maitrise visait 4 déterminer la nature de cette induction et le role d’EGR-1 dans le
lymphome. Ce projet a été rendu possible grice a I"utilisation d’un modéle murin et de lignées de
cellules de lymphome T ou le role d’EGR-1 a été évalué au niveau de la croissance du lymphome
thymique.

Ce mémoire est constitué en trois chapitres, dont le premier est consacré a la revue de
littérature retragant les grands concepts et les connaissances actuelles liés & ce projet: le
lymphome, les interactions intercellulaires, le microenvironnement tumoral, les fonctions d’EGR-
1 et son rdle dans le cancer. Le chapitre I présente les résultats obtenus dans le cadre de mes
analyses en laboratoire. Ce dernier est rédigé sous la forme d'un article scientifique publié¢ dans la
revue Blood, dont je suis co-auteur principal. Le troisiéme chapitre fait état d’une discussion sur

les principales conclusions tirées de ces recherches.
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Chapitre I

Revue de littérature



L. Interactions des cellules tumorales : molécules d’adhésion et microenvironnement
1.1. Lymphomes : modéles d’études

Les lymphomes sont des cancers provenant du systéme lymphatique. Ils résultent de la
transformation maligne des lymphocytes. Son développement débute généralement dans les
neeuds lymphatiques ou autres parties du systéme immunitaire et peut se propager d’un organe a
Pautre. Plusieurs types de cellules leucocytaires peuvent donner naissance aux lymphomes. En
fait, les lymphomes sont divisés en deux catégories majeures soit les lymphomes hodgkiniens et
les lymphomes non hodgkiniens (LNH).

Les lymphomes hodgkiniens sont caractérisés par la présence de cellules Reed-Sternberg,
des cellules B immatures néoplasiques possédant une morphologie particuliére qui facilite le
diagnostic. Actuellement, les chances de rémission et de survie suite aux traitements sont
excellentes. Au contraire, les LNH sont caractérisés par une croissance anarchique et démesurée
provoquant une dissémination systémique précoce aux organes lymphoides, tels que les
ganglions et la rate, de méme que vers les organes non lymphoides. L’apparition du lymphome
peut étre attribuable & plusieurs causes distinctes. L’infection par certains virus spécifiques
comme 'EBV (Epstein Barr Virus) et le HTLV-1 (human T-cell lymphotropic virus-I) (1, 2),
exposition & divers agents (dioxines, radiation) (3, 4), ainsi que les immunodéficiences
héréditaires et acquises, tout comme les maladies auto-immunes (5-7) peuvent étre impliquées
dans Dapparition du lymphome. Les LNH représentent environ 12% de I’ensemble des
lymphomes et leur fréquence varie de fagon importante dans le monde, passant de 18,3% a Hong
Kong a 1,5% & Vancouver. Cette variation est principalement due a I’exposition des

communautés asiatiques 4 certains facteurs pathogéniques comme le HTLV-1 et ’EBV (8).

1.1.1. Lymphomes non hodgkinien

Le LNH représente le 5°™ type de cancer le plus fréquemment rencontré chez les
Canadiens. 11 a été estimé qu’environ 7200 cas de LNH ont été diagnostiqués et 3200 individus
en sont décédés en 2009. Il est notamment responsable de 8% des décés reliés au cancer chez les
jeunes adultes (Société Canadienne du Cancer: www.cancer.ca). Le principal obstacle au
diagnostic et au traitement du LNH est relié a la dissémination des cellules cancéreuses vers les
organes périphériques et la formation de métastases. Les LNH regroupent plusieurs entités

distinctes de maladies provenant de différents types cellulaires. Les analyses



immunophénotypiques, cytogénétiques et moléculaires ont amélioré le diagnostic et permis une
meilleure classification des LNH (9). Aujourd’hui, la classification la plus récente pour les
néoplasies de phénotype T est celle de la World Health Organization/European Organization for
Research and Treatment of Cancer (WHO/EORTC) (Tableau I) (10). Ces néoplasies présentent
des caractéristiques particuliéres, notamment au point de vue de leur épidémiologie, étiologie,

leurs particularités cliniques, réponses aux traitements et valeurs pronostiques (9).

Tableau 1
Classification WHO/EORTC des néoplasies de phénotype T

Leucémique/disséminé

Leucémie/lymphome des cellules T matures
Nodal

Lymphome T périphérique, non spécifié

Lymphome T angioimmunoblastique
Lymphome a large cellule anaplasique/cellule anergique, type systémique primaire

Extranodal

Lymphome T sous-cutané a panniculite

Lymphome T y6 cutané

Lymphome T y3 hépato-plénique

Lymphome T/NK extraganglionnaire nasal et type nasal
Lymphome T type entéropathique

Adapté de Rizvi er al. 2006 (9)

1.1.2. Stade d’évolution

Selon le stade de progression de la maladie, les patients présenteront différentes atteintes
telles que présentées selon la classification d’Ann Arbor (11). Le stade I implique Patteinte d’une
seule région ganglionnaire; le stade I se référe a I’atteinte de plus d’une région ganglionnaire du
méme c6té du diaphragme; le stade I1I est caractérisé par I’atteinte de régions ganglionnaires des
deux cbtés du diaphragme alors que le stade IV représente une dissémination & des sites extra-
ganglionnaires, incluant toutes atteintes du foie, de la moelle osseuse et des ganglions

pulmonaires (11).



1.1.3. Traitements

Les LNH peuvent étre divisés en deux groupes pronostics. D’une part, on retrouve les
lymphomes indolents, avec un pronostic relativement bon, qui peuvent étre traités avec la
radiothérapie. D’autre part, pour les lymphomes de type agressif, I’administration d’agents
chimiothérapeutiques est fréquemment employée. Le traitement le plus utilisé comprend quatre
agents chimiothérapeutiques, soit la cyclophosphamide, la doxorubicine, la vincristine et la
prednisone (9). En général, avec les traitements actuels, la survie moyenne des patients avec un
LNH aprés 5 ans est approximativement de 50 a 60 %. La vaste majorité des rechutes se
produisent dans les deux premiéres années suivant la thérapie (12). De nouveaux traitements
alternatifs sont présentement 4 I’étude ou dans certains cas déja disponibles aux patients afin de
pallier au probléme des cellules néoplasiques résistantes a la radiothérapie et 4 la chimiothérapie
(13). Par exemple, les proto-oncogénes et les génes suppresseurs de tumeurs impliqués dans la
pathogenese des LNH représentent des candidats potentiels pour ces nouvelles thérapies. Le
transfert d’'un géne p53 sauvage par vecteur adénoviral est présentement & I’étude et pourrait
trouver application dans le traitement du LNH (14). Plus récemment, la production d’un anticorps
monoclonal anti-CD30 couplé a une forme mutante de I’exotoxine de Pseudomonas pourrait étre
utilis¢ dans le traitement des LNH (15). Un anticorps monoclonal dirigé contre TfR (transferin
receptor) des cellules infectées par HTLV-1 (mAb A24) est actuellement en développement et
pourrait s’avérer efficace contre le lymphome T de I’adulte (16). Des agents induisant une
différenciation, une réduction de la prolifération et la mort cellulaire, tels qu’un modulateur de
protéine kinase C (PKC) (enzastaurin) (17) et un inhibiteur de I’histone déacétylase
(depsipeptide) (18) sont présentement utilisés chez des patients atteints d’un LNH. Des
oligonucléotides anti-sens pouvant bloquer I’expression de différents génes, comme des anti-bcl2
(B-cell lymphoma/leukemia-2) sont maintenant en études cliniques et pourraient se révéler un
moyen efficace pour induire I’apoptose des cellules cancéreuses (13). La combinaison de ces
différentes thérapies avec la radiothérapie et la chimiothérapie peut s’avérer trés efficace (9). Par
exemple, I’utilisation d’un anti-CD20 contre les cellules du lymphome B (rituximab) en
combinaison avec la chimiothérapie standard a amélioré de fagon significative la survie des
patients (19). Les études en cours sont donc une source de thérapies nouvelles et

complémentaires aux traitements conventionnels.



1.2. Modéle murin de lymphome T

Le développement de modéles expérimentaux reproduisant la progression tumorale en
contexte physiologique sont des outils trés efficaces pour élucider non seulement les mécanismes
moléculaires de la maladie, mais aussi I’identification de nouvelles cibles et marqueurs
thérapeutiques. La lymphomagenése des cellules T est un processus a plusieurs étapes débutant
par le développement des cellules prélymphomateuses dans la moelle osseuse et le thymus, et se
terminant avec la dissémination systémique des cellules de lymphome vers les organes comme le
foie, la rate, les reins, les ganglions lymphatiques et les ovaires. Expérimentalement, le
lymphome T peut étre induit en irradiant des souris avec de faibles doses de rayons X ou I’on
observe le développement d’un lymphome thymique en quelques semaines. Ce modéle de
lymphome thymique radio-induit chez la souris a été développé par Henry S. Kaplan dans les
années 1950 (20). Cette radiation ne permet que le développement des cellules
prélymphomateuses & partir de cellules souches hématopoiétiques précoces dans la moelle
osseuse. Pour compléter la transformation néoplasique, les cellules prélymphomateuses doivent
passer par le thymus ou le contact intercellulaire avec le stroma thymique et la présence des
cytokines locales induit la transformation en cellules de lymphome T (21, 22). Dans le but
d’établir des lignées cellulaires expérimentales, les cellules de lymphome peuvent étre récupérées
et maintenues en culture. Une fois réinjectées dans le thymus de souris syngéniques, ces cellules
donneront naissance a des lymphomes thymiques habituellement sans métastases en d’autres
organes, alors qu’injectées par voir intraveineuse, ces mémes cellules de lymphome vont mener
au développement de métastases au foie, 4 la rate et aux reins (23). Dans le laboratoire du Dr. St-
Pierre, les lignées cellulaires 164T2 et 267 ont ainsi été générées suite a la culture in vitro d’un
lymphome thymique induit par I’irradiation de souris C57BL/6 (24). Le modéle murin et les
lignées cellulaires de lymphome permettent d’étudier le rdle de diverses molécules, dont des
molécules d’adhésion, dans le développement du lymphome et lors des étapes successives

passant par la croissance localisée au thymus jusqu’a la formation de métastases.

1.3. Molécules d’adhésion

Les interactions entre les lymphocytes et I’endothélium jouent un réle crucial dans le
systtme immunitaire en contrdlant I’accés de sous-types spécialisés de lymphocytes dans les

tissus particuliers, influengant de cette fagcon la nature des réponses immunitaires et



inflammatoires locales. Au niveau moléculaire, ce processus d’interactions intercellulaires est
régule par les molécules d’adhésion a la surface des lymphocytes et leurs ligands 4 la surface des
cellules endothéliales en concert avec des chimiokines. Les lymphocytes tout comme les cellules
endothéliales programment spécifiquement 1’expression des molécules d’adhésion et des
chimiokines/récepteurs de chimiokines afin de permettre aux lymphocytes un tropisme sélectif
dans les tissus de l’organisme (25, 26). Les molécules d’adhésion impliquées dans la
dissémination du lymphocyte constituent un groupe structurellement varié de récepteurs
membranaires reposant sur plusieurs familles de molécules: les sélectines (27), les intégrines (28)
et la grande famille des immunoglobulines (29). Ces différentes familles de molécules d’adhésion
révelent des propriétés spécifiques de liaison aux ligands essentielles pour le processus de

dissémination lymphocytaire et pour la mise en place des réponses immunitaires adéquates (26).

1.3.1. Interaction lymphocyte-endothélium

Basée sur des observations in vitro et in vivo, Dinteraction du lymphocyte avec
I’endothélium peut étre décrit comme un processus séquentiel (Figure 1). L’étape initiale
consiste a 1’attachement transitoire et au roulement du lymphocyte sur ’endothélium vasculaire.
Ce roulement est modulé par les molécules d’adhésion de la famille des sélectines localisées a la
surface du lymphocyte et de I’endothélium (30). Cette étape est transitoire et réversible jusqu'a
Pactivation des intégrines induite par I’expression des chimiokines. Les protéoglycanes héparane
sulfates exprimées sur I’endothélium contribuent a [I’activation des intégrines via une
concentration et une présentation des chimiokines & leurs récepteurs. Par exemple, la liaison des
chimiokines CXCL12, CXCLI13, CCL21, CXL10 et CCL17 (31) aux récepteurs couplés aux
protéines G induit plusieurs voies de signalisations (32, 33) qui vont activer les intégrines LFA-1
(leukocyte function-associated antigen-1) (aLB2), adBl et a4p7 chez les lymphocytes. Les
intégrines vont permettre I’adhésion ferme des lymphocytes & la surface de I’endothélium, ol
elles reconnaitront leurs ligands spécifiques de la grande famille des immunoglobulines soit
ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1), VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1 ) et
MadCAM-1 (mucosal addressin cell adhesion molecule-1). Par la suite, 1’adhésion ferme et
expression de PECAM-1 (platelet/endothelial cell adhesion molecule-1) 3 la fois sur la surface
des lymphocytes et des cellules endothéliales méneront 2 la transmigration du lymphocyte (34).

Le tropisme lymphocytaire dans le modéle d’interaction lymphocyte-endothélium est donc



déterminé par la combinaison unique de molécules d’adhésion et de récepteurs de chimiokines

sur les membranes cellulaires.
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Figure 1.1: Interaction du lymphocyte avec I’endothélium. Les interactions des sélectines
avec leurs ligands présentant des groupements carbohydrates sialylés initient le roulement des
lymphocytes sur ’endotéhlium. Les chimiokines, présentées par les protéoglycanes héparanes-
sulfates (HSPG) exprimées sur I’endothélium, lient les récepteurs des chimiokines, des récepteurs
couplés aux protéines G, pour activer les intégrines a la surface des lymphocytes. L’interaction
des intégrines avec leurs ligands spécifiques de la grande famille des immunoglobulines méne a
’adhésion ferme des lymphocytes sur I’endothélium et a la transmigration qui implique
¢galement PECAM-1. Adapté de Pals er al. 2007 (26).

1.3.2. Molécules d’adhésion et dissémination du lymphome

Plusieurs études ont montré I’implication des molécules d’adhésion dans la dissémination
du lymphome (25, 35). Afin de vérifier si I’absence de molécules d’adhésion peut réduire la
dissémination des lymphomes, 1’équipe du Dr. St-Pierre combina I’utilisation de souris déficiente
en ICAM-1 et les lignées de cellules de lymphome générées par irradiation selon le modéle de
Kaplan décrit préalablement. Lorsque les cellules de lymphome 164T2 sont injectées a des souris
normales, on observe le développement de métastases au foie, a la rate et aux reins. Par contre,
lorsque injectées aux souris déficientes en ICAM-1, aucune tumeur ne se développe, démontrant
que les souris déficientes en ICAM-1 sont résistantes a la dissémination des cellules de
lymphome 164T2 (36). Puisque 1’on observe aucune métastase chez les souris déficientes en
ICAM-1, on vérifia par la suite la capacité des cellules de lymphome 4 se rendre dans les organes
cibles de ces souris. Pour ce faire, les cellules 164T2 furent marquées & I’indium et les cinétiques
de migration comparées chez les souris normales et déficientes en ICAM-1. Ils ont observé que

les cellules de lymphome migraient avec les mémes cinétiques dans les souris normales et



déficientes en ICAM-1 (36). Cette observation a également été observée avec des souris
déficientes en sélectines (37). Ces résultats démontrent ’importance des molécules d’adhésion
dans la dissémination du lymphome, mais & des étapes subséquentes a la migration vers les
organes cibles. Les molécules d’adhésion joueraient un réle dans la métastasie du lymphome
principalement en tant qu’inducteurs de signaux intracellulaires.

Les propriétés de signalisation des molécules d’adhésion en font de bons candidats pour la
propagation d’une cascade de signalisation menant 4 la production de génes impliqués dans la
migration, la prolifération, la survie, les interactions cellule-cellule ou cellule-matrice
extracellulaire, ’angiogenése ou encore dans les mécanismes d’évasion du systeme immunitaire
(24, 38). En effet, lors de 1’adhésion des cellules de lymphome a I’endothélium, il a été démontré
que la liaison LFA-1/ICAM-1 participe & I’induction de I’expression de métalloprotéases de la
matrice (MMPs) dans les cellules de lymphome (24, 39, 40). La surexpression des MMPs dans
les tumeurs primaires et/ou les métastases est connue pour étre associée i des processus
tumorigéniques (41). Pour ce qui est des génes modulés dans les cellules endothéliales lors des
contacts entre les cellules de lymphome et endothéliales, ils demeurent encore peu connus. En
plus de I’implication des molécules d’adhésion exprimées a la fois sur les cellules cancéreuses et
les cellules endothéliales et des propriétés intrinséques des cellules cancéreuses, le processus
tumoral est également influencé par [Pinteraction des cellules cancéreuses avec le

microenvironnement tumoral.

1.4. Concept du microenvironnement tumoral

Selon I’hypothése du Seed and soil, I’habileté d’une cellule tumorale a croitre en un
organe specifique est influencée par les facteurs environnementaux (42). Cependant, au cours des
derniéres décennies, la recherche s’est plutdt penchée dans I’identification d’oncogénes et de
génes suppresseurs de tumeurs dans les cellules tumorales. Récemment, des études ont démontré
I’importance du microenvironnement dans la croissance maligne et les mécanismes moléculaires
régissant la tumorigenése (43). Il est maintenant établi que les tumeurs sont composées de
plusieurs cellules stromales en plus des cellules cancéreuses. Parmi les cellules stromales
impliquées dans la promotion tumorale, on retrouve les cellules endothéliales qui composent les
systémes de vaisseaux sanguins et lymphatiques, des péricytes, des fibroblastes et une variété de

cellules dérivées de la moelle osseuse, incluant des macrophages, des neutrophiles, des



mastocytes, des cellules suppresseurs myéloides et des cellules souches mésenchymateuses
(Figure 2). Ces dernitres sont connues pour étre recrutées 4 la tumeur afin de favoriser la
meétastasie. Le microenvironnement tumoral est également composé de la matrice extracellulaire
et des molécules sécrétées par I’ensemble de ces cellules (44). La matrice extracellulaire est une
structure dynamique, en relation directe avec les cellules. Elle sert de support pour les tissus, de
substrat pour la migration cellulaire, mais aussi de ligand pour les facteurs de croissance et

cytokines (41).

1.4.1. Implication du microenvironnement tumoral

Plusieurs études supportent I’hypothése que le microenvironnement tumoral n’est pas
seulement un spectateur passif, mais plut6t un participant actif de la transformation cellulaire.
Premicrement, les altérations génétiques et épigénétiques dans les cellules cancéreuses ne
peuvent délimiter complétement leur phénotype tumoral et leur particularité clinique. Par
exemple, des analyses de matrices différentielles ’ADN complémentaire ont été employées pour
classer des sous-types de cancer du sein et prédire les résultats cliniques. Ces études de profils
génétiques pour comparer des carcinomes mammaires in situ, invasifs et métastatiques n’ont pas
réussi a identifier des signatures géniques spécifiques pour chacun des stades tumoraux (45-48).
Ainsi, au-dela des propriétés malignes intrinséques des cellules cancéreuses, d’autres facteurs
comme le microenvironnement tumoral peuvent réguler la progression, l’invasion et la
métastasie. Deuxi€émement, le microenvironnement cellulaire normal peut inhiber la prolifération
tumorale et la formation d’un cancer. En effet, des études ont démontré que des cellules
myoépithéliales et des fibroblastes normaux pouvaient supprimer la croissance, I’invasion, et
I’angiogenése dans plusieurs types de cancers du sein (49, 50). Troisiémement, le stroma tumoral
peut créer un environnement permissif pour la tumorigenése, notamment via les fibroblastes
associ€s a la tumeur connus pour favoriser ’angiogenése, la prolifération et I’invasion de cellules
cancéreuses (51). Une autre étude a démontré que des cellules dérivées de la moelle osseuse
colonisaient des sites spécifiques bien avant I’arrivée des cellules tumorales, établissant ainsi une
niche pré-métastatique qui facilite la croissance tumorale vers les organes périphériques (52).
Finalement, le microenvironnement tumoral est de plus en plus considéré comme une cible
thérapeutique potentielle. A I’inverse des cellules cancéreuses, les cellules stromales du

microenvironnement, génétiquement plus stables, n’acquiérent guére de résistance aux



traitements, et peuvent étre des cibles thérapeutiques. Par exemple, des traitements anti-
angiogéniques ont été développés pour cibler les cellules endothéliales (53). Dans des modeles
murins de cancer du sein, du célon et pulmonaire non a petites cellules, la suppression des
macrophages associés a la tumeur diminue I’angiogenése, la croissance et la métastasie (54). De
fagon similaire, une approche vaccinale ciblant les fibroblastes associés a la tumeur inhibe la
croissance tumorale d’un modéle murin du cancer du célon résistant 3 plusieurs traitements (55).
A ce jour, il existe une foule d’informations sur des cibles thérapeutiques potentiels du
microenvironnement tumoral passant des récepteurs cellulaires aux molécules solubles sécrétées

par I’ensemble de ces cellules (56).

1.4.2. Cible thérapeutique

Le tableau II présente une liste non exhaustive de molécules du microenvironnement
tumoral ciblées a des fins thérapeutiques et les agents spécifiques interagissant avec ces cibles.
Par exemple, ’agent anti-angiogénique neovastat est connu pour inhiber des composantes du
processus angiogénique, notamment des MMPs (MMP-2, MMP-9 et MMP-12) (57). Les MMPs
peuvent promouvoir la progression tumorale en agissant sur plusieurs processus inflammatoires
dans les néoplasies. Elles peuvent recruter les cellules inflammatoires en libérant des chimiokines
de la matrice extracellulaire ou en générant des facteurs de croissance et ainsi augmenter la
prolifération cellulaire. Les MMPs activent également I’angiogenése en plus de posséder des
fonctions anti-apoptotiques (58). Des études ont également souligné I’importance de la protéine
STATS3 (signal-transducer and activator of transcription protein) dans le cancer du poumon. Ce
facteur de transcription induit I’expression des génes de fibrinogénes connus pour stimuler la
croissance tumorale et la métastasie via le contréle de 1’adhésion cellulaire, de I’invasion et de
I’angiogenese (59). Certains composés comme un triterpénoide synthétique agissent au niveau de
la régulation de la phosphorylation de STAT3 afin de prévenir des adénocarcinomes pulmonaires
(60). Dans les cellules endothéliales, les effets anti-angiogéniques du sulphoraphane (61) ont été
reliés & I’inhibition de Pactivit¢ NF-xB (nuclear factor-xB) (62) et de VEGF (vascular
endothelial growth factor) (61). 1l a également été démontré que le sulphoraphane contrdle la
fonction du facteur de transcription HIFla (hypoxia-inducible factor 1, alpha subunit inhibitor)
dans les cellules endothéliales en inhibant I’expression de génes cibles d’HIF Lo (61). De plus, en

tant qu’inhibiteur de déacétylase d’histone, le sulphoraphane induit I’acétylation et la dégradation
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d’HIFla (63). L’interaction du tamoxiféne avec les récepteurs estrogéniques, quant a elle, inhibe
I’angiogenése par la suppression de la synthése de VEGF (64). L’altération de la principale voie
de transduction de TGFP (transforming growth factor, beta-1), la voie Smad, dans les
lymphocytes T stromaux méne au développement de cancers épithéliaux spontanés dans le
tractus gastro-intestinal de souris (65). De nouveaux composés synthétiques, comme le CDDO
(2-Cyano-3,12-dioxooleana-1,9(11)-dien-28-oylimidazole), dérivé de I’acide oléanolique et
I’imidazolide, ont été identifiés comme des activateurs de la voie de signalisation Smad et de
TGFB (66). L’utilisation d’anticorps neutralisants envers I’intégrine Bl du microenvironnement a
permis de sensibiliser les cellules cancéreuses a la chimiothérapie (67). On constate ainsi que la
plus grande percée thérapeutique viendra d’une meilleure compréhension du microenvironnement
tumoral. D’autant plus que des approches thérapeutiques ciblant les cellules cancéreuses et le
microenvironnement tumoral semblent de plus en plus prometteuses. Enfin, les facteurs de

transcription, par leur action pléiotropique sur plusieurs génes, demeurent des cibles indéniables.
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Figure 1.2: Le microenvironnement tumoral. Les cellules cancéreuses dans les tumeurs sont
entourées d’un microenvironnement complexe composé de nombreuses cellules incluant des
cellules endothéliales des vaisseaux sanguins et lymphatiques, des fibroblastes stromaux et d’une
variété de cellules dérivées de la moelle osseuse incluant des macrophages, des cellules
suppresseurs myéloides, des monocytes et des cellules souches mésenchymateuses. Adapté de
Joyce et Pollard. 2009 (44).
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Tableau 11

Quelques cibles thérapeutiques du microenvironnement tumoral

Molécules ciblées Traitement Référence
Déacétylase d'histone Sulphoraphane (63)
HIFla Sulphoraphane (61)
Intégrine a5B1 Volociximab 67)
MMP-2 Neovastat 57)
MMP-9 Neovastat &¥))
MMP-12 Neovastat 57
Nf-xB Sulphoraphane (62)
PDGFR Imatinib Mesylate (68)
PKCp Enzastaurin (69)
Récepteurs aux estrogénes Tamoxifen (64)
STATs CDDO-Imidazolide (60)
TGFp1 CDDO-Imidazolide (66)
VEGF Sulphoraphane 61)
VEGFR Vatalanib (70)
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2. EGR-1 : facteur de transcription a réponse précoce pour les signaux extracellulaires
2.1. Génes a réponse précoce/immédiate

Les altérations phénotypiques se produisant dans les cellules sont déterminées par la
maniére qu’une cellule répond aux signaux extracellulaires. Ces signaux peuvent prendre la
forme de facteurs de croissance, d’hormones, de neurotransmetteurs, et de protéines de la matrice
extracellulaire. Pour relier ces signaux se déroulant a la surface cellulaire & des modifications
long terme dans P’expression génique, des mécanismes doivent exister pour dicter les
changements physiologiques nécessaires a la cellule (71). Les génes a réponse précoce/immédiate
(immediate early response genes) sont les premiers génes ciblés par les divers systémes de
messagers intracellulaires reliant les événements membranaires aux noyaux. Ces génes sont
definis par une induction transcriptionnelle rapide et transitoire indépendamment de la synthése

protéique de novo.

2.1.1. Facteurs de transcriptions 2 réponse précoce/immédiate

Une classe de génes a réponse précoce/immédiate code pour des facteurs de transcription
inductibles (72). L’importance de ces facteurs de transcription repose sur le fait qu’ils modulent
I’expression des génes & réponse retardée/tardive qui nécessite une synthése de facteurs de
transcription pour leur expression. De cette fagon, les facteurs de transcription a réponse
précoce/immédiate initient une cascade d’interaction géne-protéine qui, ultimement, méne 4 un
changement physiologique dépendant de 1’état de différenciation de la cellule stimulée et de la
nature du stimulus initial. En plus d’étre induit par des facteurs de croissance dans un contexte de
prolifération cellulaire, les génes des facteurs de croissance précoces/immédiats sont également
induits par une variété de signaux qui vont générer une multitude de réponses biologiques pour la
cellule. Les facteurs de transcription les mieux caractérisés dans le groupe des
précoces/immédiats sont AP-1 (activator protein-1), qui se compose des membres des familles
fos et jun, et EGR (early growth response) (73). AP-1 et EGR possedent toutefois des propriétés
structurales différentes et sont sujets & des mécanismes de régulation distincts sans compter,
qu’ils sont impliqués dans différents programmes d’expression des génes A réponse

retardée/tardive.
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2.2. Famille EGR

Les facteurs de transcription de la famille EGR sont définis par deux critéres : ils
reconnaissent une séquence d’ADN riche en GC (la séquence consensus EGR) et se lient a cette
séquence via trois motifs & doigt de zinc trés conservés de la classe Cys;His; (74), ou chacun des
doigts chevauche 3 nucléotides (75). Le motif tire son nom de la boucle d’acides aminés qui
dépasse du site de liaison de I’ion zinc. Les doigts sont généralement organisés comme une série
de repétitions en tandem de 28-30 acides aminés comprenant deux cystéines et deux histidines &
des positions invariables avec la séquence consensus CX;4CX3FXsLX>HX,4H ou X représente
des acides aminés moins conservés. Les résidus invariants de cystéines et d’histidines dirigent le
repliement autour de I’ion de zinc qui stabilise le motif a doigt de zinc (76). La famille EGR, trés
conservée parmi les espéces (77), est constituée des membres EGR-1 (78), EGR-2 (79), EGR-3
(80), EGR-4 (81) et du produit du géne de la tumeur de Wilm, WTI (Wilms tumor 1) (82). EGR-
I est exprimé ubiquitairement par plusieurs types cellulaires alors que les autres membres sont

plutdt restreints dans leur expression (73).

2.2.1. EGR-1: le prototype de la famille EGR

Le facteur de transcription a doigt de zinc EGR-1, aussi connu sous le nom de zif268 (zinc
finger-268) (83), NGFI-A (nerve growth factor-induced gene) (84), Krox24 (85), et TIS8 (86), a
été découvert indépendamment par plusieurs laboratoires recherchant des génes essentiels pour la
croissance, la prolifération ou la différenciation cellulaire. Suivant une stimulation avec divers
signaux, EGR-1 est rapidement induit afin d’initier la transmission d’information dans les

fibroblastes, les cellules épithéliales et endothéliales (87).

2.2.2. Structure

Le gene Egr-1, localisé sur le chromosome 5q23-q31 codant pour deux exons (78),
produit une protéine nucléaire de 533 acides aminés avec une masse moléculaire de 82 kDa
composée de trois motifs a doigt de zinc de la classe Cys,His; (88) (Figure 3). Le domaine de
liaison 2 ’ADN d’EGR-1 est constitué des motifs a doigt de zinc, alors qu’aux extrémités N- et
C-terminale, on retrouve des domaines d’activation (89, 90). Dépendamment du type cellulaire,
EGR-1 peut se comporter comme un régulateur positif ou négatif de la transcription (91, 92) en

reconnaissant préférentiellement les séquences consensus spécifiques, 5’-GCGT/GGGGCG-3’ ou
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5’-TCCT/ACCTCCTCC-3’ (93-97). Entre les domaines d’activation en N-terminale et le
domaine de liaison 2 ’ADN, un domaine de répression a été identifié (98). Ce domaine de
répression sert de site de liaison pour deux co-répresseurs, NABI et NAB2 (NGFI-A binding
protein), qui inhibent I’activité biologique d’EGR-1 (98-100). EGR-1 étant connu pour induire
I’expression du géne Nab2 (101), ce dernier peut contréler son activité biologique via un

feedback négatif passant par la synthése de NAB2.

Domaine d’activation Domaine de répression

Doigts de zinc
Cys2His2

Figure 1.3: Structure du facteur de transcription EGR-1. Les différents membres de la
famille EGR possédent une structure similairea EGR-1: des domaines d’activation aux
extrémités N- et C-terminale, un domaine de liaison 2 I’ADN composé de trois motifs 4 doigt de

zinc et un domaine de répression qui est un site de liaison pour les co-répresseurs NAB1 et
NAB2.

2.2.3. Inducteurs d’EGR-1

L’expression d’EGR-1 est rapidement et transitoirement induite par une panoplie
d’inducteurs pour les différents types cellulaires (Tableau III), montrant ainsi le nombre
impressionnant de modulateurs pour ce facteur de transcription. Les principaux inducteurs
d’EGR-1 sont les facteurs de croissance EGF (epidermal growth Jactor) (102), PDGF (platelet-
derived growth factor) (103), FGF (fibroblast growth factor) (104), HGF (hepatocyte growth
Jactor) (105), VEGF (vascular endothelial growth Jacror) (106) et GMCSF (granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor) (107), les cytokines IL-1 (108), IL-3 (107) et TNFa
(tumor necrosis factor alpha) (109) et les esters de phorbol, comme la PMA (phorbol 12-
myristate 13-acetate) (110). Egr-1 peut également étre induit suivant une exposition a la
thrombine (111), aux LPS (lipopolysaccharide) (112) ou durant I’hypoxie (113). Enfin,
I’expression d’EGR-1 a aussi été rapportée pour étre induite par les UV (ultraviolet) (114), la

radiation ionisante (115) et par I’insuline (116).
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2.2.4. Cascades de transduction

Bien qu’EGR-1 comprend une multitude d’inducteurs différents, son induction passe
principalement par la voie de transduction des MAPK (mitogen-activated protein kinases). Les
MAPK sont activées par des cytokines, des facteurs de croissance, des agents mitogenes, des
hormones, le stress ou encore I’inflammation. Elles contribuent au contrdle de la croissance, de la
différenciation et de la survie cellulaire (117). L’activation des MAPK requiert la
phosphorylation de résidus tyrosine et thréonine par les MAPK kinases (MAPKK) spécifiques,
permettant leur translocation au noyau ou elles activent les facteurs de transcription par

phosphorylation. Il existe trois voies distinctes pour les MAPK qui peuvent activer EGR-1.

Tableau 111
Inducteurs de I'expression d’EGR-1

Inducteurs Type de cellules Références
EGF Endothéliale (102)
PDGF Gliale (103)
FGF Gliale (104)
HGF Mélanocyte (105)
VEGF Endothéliale (106)
GMCSF Fibroblaste (107)
IL-1 Epithéliale (108)
IL-3 Fibroblaste (107)
TNFa Fibroblaste (109)
PMA Monocyte (110)
Thrombine Kératinocyte (111)
LPS Monocyte (112)
Hypoxie Ostéoblaste (113)

La voie classique est régulée par les signaux extracellulaires et passe par ERK1/2
(extracellular signal-regulated kinases). Cette voie est fortement activée par les stimulations
provenant de facteurs de croissance et des esters de phorbol et de fagon plus modérée par divers
mecanismes cellulaires tels la différenciation et la migration. Il a été démontré qu’une expression
constitutive de MAKK, la kinase responsable de la phosphorylation et de I’activation d’ERK,
mene 4 la stimulation de I’activité transcriptionnelle du promoteur EGR-1 (103). Cette synthése

d’EGR-1 passant par la voie Ras-Raf-MEK-ERK1/2 est supportée par de nombreuses études
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(112, 118, 119). La voie INK (JUN NH-terminal kinase) est plutdt induite par le stress
métabolique et fait intervenir la protéine SAPK (stress-activated protein kinase-2). Les cytokines
pro-inflammatoires, comme IL-1, et les facteurs de croissance, comme FGF , ont la particularité
d’induire de fagon importante EGR-1 par la voie JNK (104, 108). Finalement, la troisiéme voie
des MAPK est nommeée la voie p38. L’anisomycine induit EGR-1 via p38, menant 4 la liaison du
facteur de transcription CREB (cAMP responsive element binding protein) (120). Les différentes
voies des MAPKSs convergent ainsi vers I’induction de 1’expression d’EGR-1.

Parallélement, certaines études ont démontré que la voie de transduction JAK/STAT agit
sur ’induction d’EGR-1. Cette voie joue un réle proéminent dans les processus inflammatoires,
incluant la prolifération cellulaire, I’apoptose, et la différenciation (121). L’induction d’EGR-1
par GMCSF chez les granulocytes passerait principalement par I’activation de la voie STATS
(122). STAT6 jouerait plutét un rdle clé dans I’induction d’EGR-1 par IL-13 dans des

fibroblastes pulmonaires, alors que STAT1 exercerait le réle opposé (1 23).

2.2.5. Eléments transcriptionnels impliqués dans P’expression d’Egr-1

La séquence régulatrice du promoteur Egr-1 comprend un éventail de sites de liaison pour
les facteurs de transcription, principalement situés dans les 600 p-b. en amont du site d’initiation
de la transcription (Figure 4). Cette séquence inclut cing sites de reconnaissance pour les
éléments SRE (serum response element), un site de reconnaissance pour les éléments CRE (cyclic
AMP response element), deux sites SP-1, un site NF-kB, ainsi qu’un site de liaison EBS (EGR-1
binding site) (119, 124). Au cours des derniéres années, plusieurs études ont précisé le role de ces
différents sites de liaison de facteurs de transcription dans 1’expression d’EGR-1 par la cellule.

Les sites SREs représentent les principaux sites responsables de I’induction
transcriptionnelle d’EGR-1 par les facteurs de croissance et les cytokines, une délétion de ces
sites inhibant I’induction d’EGR-1 (119). Dans plusieurs types cellulaires, I’activation des
MAPKs ERK, JNK ou p38 méne & une augmentation de I’activation d’Elkl (Eph-like kinase)
(125). Ce demnier est un membre de la famille des facteurs de transcription Ets et joue un réole
crucial dans I’induction d’EGR-1 par les facteurs de croissance (126). La phosphorylation et
I’activation d’Elkl permet la formation d’un complexe avec le facteur SRF (serum response
Jactor) et les protéines accessoires de SRF (Sap) sur les sites SREs pour activer la transcription

(127). Le site CRE du promoteur Egr-I ne fonctionnerait pas comme un élément d’induction
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(128, 129) car un activateur de 1’adénylate cyclase, la forskoline, ne stimule pas I’activité du
promoteur (130). Toutefois, une étude récente a démontré que CRE serait nécessaire pour
I’expression d’EGR-1 induit par I’acide lysophosphatidique (131). Pour les sites AP-1 et NF-kB,
aucune fonction majeure a été identifiée au niveau de la régulation du promoteur EGR-1. Le site
EBS est quant a lui associé & une régulation transcriptionnelle 2 la baisse par la liaison d’EGR-1

(95). Ce mode de régulation constitue un autre mécanisme de régulation négatif.
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Figure 1.4: Région régulatrice du prometeur humain d’EGR-1. Le site d’initiation de la
transcription est indiqué par une fléche. La région régulatrice 5’ contient une boite TATA,
plusieurs sites de reconnaissance pour les éléments SRE, un site de reconnaissance pour les
éléments CRE et des sites de liaison pour les facteurs de transcription SP-1 et NF-kB. EGR-1
peut également lier son propre promoteur via le site EBS (132).

2.2.6. Régulation d’EGR-1

L’expression et la fonction d’EGR-1 dans les cellules est régulée a plusieurs niveaux
différents. Le géne Egr-I posséde dans la région 3’ une séquence de dégradation de ’ARN
contr6lant la demie-vie de ’ARNm d’EGR-1 (133). Au niveau protéique, EGR-1 contient un site
consensus de phosphorylation (84), plus spécifiquement un résidu sérine (133), et cette
phosphorylation d’EGR-1 accentue I’activité de liaison a I’ADN (134, 135). Parallélement, la
phosphorylation peut perturber I’interaction d’EGR-1 avec un facteur inhibiteur cellulaire connu
pour diminuer I’habilité de transactivation d’EGR-1 (90). Plusieurs sites potentiels de N-
glycosylation sont présents dans la protéine EGR-1, notamment dans le second motif a doigt de
zinc. La glycosylation d’EGR-1 pourrait avoir comme principal effet la régulation de I’activité de
liaison a I’ADN (136). Cette activité de liaison est également dépendante de la présence de Zn*",
de Fe?* ou de Mn?* (88).

Au niveau de I’activité transcriptionnelle d’EGR-1, de plus en plus de facteurs de
transcription et de régulation sont connus pour co-opérer positivement ou négativement avec
EGR-1 (Tableau 1V). Par la spécificité du site de liaison sur I’ADN ou par des interactions

physiques avec d’autres facteurs de transcription, EGR-1 peut induire ou inhiber la transcription
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geénique. Par exemple, comme les sites consensus de SP-1 et d’EGR-1 se chevauchent
fréquemment (91, 137), il a été démontré que la liaison d’EGR-1 peut étre en compétition avec
celle de SP-1 (138) ou encore, EGR-1 peut s’associer avec SP-1 afin de réguler ’expression de

certains génes (139-142).

Tableau IV
Interactions de quelques facteurs de transcription avec EGR-1
Facteur de
transcription Mécanisme Effet Références
NFAT Interaction physique 1 expression IL-2 et TNFa (143)
. : 1 expression hormone
SF-1 Synergie transcriptionnelle [utéinisante (144)
AP2 Synergie transcriptionnelle 1 expression PNMT (145)
. . 1 expression hormone
p300 Coordonne la synergie lutéinisante (144)
. . Séquestre NF-kB des
p65 Interaction physique promoteurs ciblés (140)
pS3 Interaction physique nd (146)
SP1 Interaction physique | expression GMCSF (142)
NABI Interaction physique co-répresseur d'EGR-1 (98)

2.2.7. Adhésion cellulaire et contréle transcriptionnel d’EGR-1

Les mécanismes qui régulent les génes a réponse précoce/immédiate lors de ’adhésion
cellulaire demeurent encore trés peu connus. Nous savons que c-fos est régulé lors de I’adhésion
cellulaire dans les cellules endothéliales et les fibroblastes (147). Récemment, il a été rapporté
qQu’EGR-1 est induit lors d’une adhésion dépendante des intégrines par une activation du
récepteur EGF (EGFR) en absence d’un ligand (148). Plus spécifiquement, lors de 1’adhésion
cellule-matrice extracellulaire, I’association entre I’intégrine I et EGFR 4 la surface cellulaire
résulte en P’activation de la voie PI3K/Akt qui abolie la répression transcriptionnelle exercée par

le facteur de transcription FoxO1 sur le promoteur Egr-1. Dans ’ensemble, I’adhésion n’est pas
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seulement suffisante pour induire I’expression d’EGR-1, mais elle est nécessaire lors d’une
stimulation EGF. En effet, EGF n’est pas en mesure d’induire EGR-1 en absence de ’adhésion
cellulaire avec la matrice extracellulaire (102), indiquant que les voies de signalisation activées

par les intégrines sont essentielles pour la régulation transcriptionnelle d’EGR-1.

2.3. Fonctions d’EGR-1

EGR-1 est un régulateur transcriptionnel trés influent puisqu’il contréle ’expression
d’une grande variété de génes. Des analyses de matrices différentielles d’ADN complémentaire
ont donné un apercu du spectre de génes dépendant d’EGR-1. L’expression de plus de 300 génes
était altérée aprés I’infection des cellules HUVEC (human umbilical vein endothelial cell) avec
un adénovirus exprimant une forme d’EGR-1 résistante 3 la répression transcriptionnelle de
Iinhibiteur NABI et par la transfection de fibroblastes humains avec un vecteur d’expression
EGR-1 (149, 150). Les résultats obtenus permettent de réaliser qu’EGR-1 régule presque toutes
les catégories de génes. On peut grouper les génes ou Pexpression est altérée par EGR-1 en
facteurs de transcription et de signalisation, en cytokines et facteurs de croissance, en régulateurs
du cycle cellulaire et des canaux ioniques. Il n’est donc pas surprenant qu’EGR-1 est reconnu
pour exercer un rdle dans plusieurs processus cellulaires dont la prolifération, la différenciation,

’apoptose et le systéme immunitaire.

2.3.1.Prolifération

Un facteur de transcription a réponse précoce comme EGR-1, induit par des stimuli
mitogéniques en absence d’une synthése protéique de novo, constitue la premicre étape dans
I’expression des protéines régulatrices de la croissance cellulaire. Depuis la découverte du géne
Egr-1, considérablement de recherches ont été dirigées envers la fonction d’EGR-1 dans la
croissance et la prolifération. En effet, I’induction d’EGR-1 a été suivie dans plusieurs types
cellulaires en réponse aux mitogénes (132) et un réle direct dans le contrdle de la prolifération a
¢té identifié pour les cellules T, les astrocytes, les cellules gliales et les kératinocytes (103, 111,
151, 152).
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2.3.2. Différenciation

L’étude la plus compréhensive sur le role d’EGR-1 dans la différenciation a été réalisée
par le groupe de Leibermann et Hofmann (153, 154), en utilisant la lignée cellulaire leucémique
myéloblastiques humaine HL-60, qui peut se différencier en macrophage ou en granulocyte par
un traitement avec la PMA ou le DMSO (diméthylsulfoxyde) respectivement. Les auteurs ont
démontré que I’inhibition d’EGR-1 lors du traitement avec la PMA bloquait la différenciation des
HL-60 en macrophages, tandis qu’une surexpression d’EGR-1 inhibait la différenciation en
granulocytes induite par le DMSO. Ensemble, ces donnés mentionnent qu’Egr-1 est un géne a
réponse précoce pour la différenciation en macrophage qui restreint la différention de la voie
granulocytaire. In vivo, la différenciation des macrophages n’est pas affectée chez la souris
déficientes en EGR-1, suggérant qw’EGR-1 n’est pas requis pour cette différenciation (155).
Comme les différents membres de la famille EGR partagent de haut degré d’homologie stucturale
et fonctionnelle (156), ces derniers peuvent compenser la perte d’EGR-1 pour le contrdle de la
différenciation des macrophages. Ce phénoméne de compensation est également observé au
niveau de la prolifération cellulaire ou des astrocytres dérivés d’une souris déficiente en EGR-1
proliférent toujours aprés une stimulation EGF, mais en présence d’un dominant négatif
interférant avec la liaison 4 PADN pour toutes les protéines EGR, la prolifération est inhibée
(157).

2.3.3. Apoptose

EGR-1 est reconnu pour déployer des activités pro-apoptotiques en modulant différents
¢léments de la cascade de signalisation apoptotique. Le géne suppresseur de tumeur p53 est un
médiateur central de la régulation du cycle cellulaire et de I’apoptose (158). EGR-1 est connu
pour réguler p53 via une transactivation de son promoteur (159) ou par une interaction physique
entre EGR-1 et p53 (146). Par exemple, dans le mélanome, EGR-1 induit directement 1’activité
transcriptionnelle de p53 et I’apoptose (160). Une autre étude a démontré que des fibroblastes de
souris déficientes en EGR-1 étaient résistants a I’apoptose induite par des radiations en
comparaison avec des fibroblastes de souris normales ou la fonction pro-apoptotique d’EGR-1
etait reliée a la modulation du géne p53 (159). Dans le neuroblastome, la synthése rapide d’EGR-
I et de p53 est associée & 1’apoptose induite par 1’oxyde nitrique (161, 162). Par contre, dans les

fibrosarcomes HT1080, EGR-1 a un réle anti-apoptotique en neutralisant I’apoptose dépendante
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de p53 par la coordination de I’activation de TGFp1, de la fibronectine, de p21 et de la focal
adhesion kinase (FAK) menant & I’augmentation de I’attachement cellulaire et & la diminution de
I"activité caspase (163). Enfin, la nature des modifications post-transcriptionnelles peut
déterminer un rdle pro- ou anti-apoptotique pour EGR-1 (164). Par exemple, I’induction d’EGR-
I par le sérum meéne & I’expression de p300/CBP, a I’acétylation d’EGR-1, et a I’induction de
génes de survie et de croissance, alors que les UV induisent la phosphorylation d’EGR-1 et une

réponse pro-apoptotique dans des cellules du cancer de la prostate (164).

2.3.4. Réponse immunitaire

EGR-1 est un facteur de transcription impliqué dans la modulation de la réponse
immunitaire par I’activation des cellules T et B. Les études ont démontré qu’EGR-1 fonctionne
comme un régulateur positif en modulant I’expression de cytokines et de molécules co-
stimulatrices (165), et en interagissant avec le facteur NFAT (Nuclear factor of activated T-cells)
(143). Dans les cellules B, I’expression d’EGR- 1 est induite par une stimulation du BCR (B-cell
Receptor) et implique les voies des protéines kinases C et de la calcineurine. Tout dépendant de
I’état cellulaire, EGR-1 va activer les cellules B matures ou induire I’apoptose des cellules B
immatures (166). De plus, dans les lymphocytes B, des sites de liaison pour EGR-1 ont été
identifiés dans les régions régulatrices des génes JCAM-1 (167) et CD44 (168), des génes connus
pour réguler le patron de migration lymphocytaire et les contacts intracellulaires. Ces sites sont
liés par EGR-1 suivant la liaison de I’antigéne au BCR.

L’activation et les fonctions effectrices des lymphocytes T sont également contrdlées par
EGR-1 connu pour réguler la transcription d’IL-2 et de TNFa apres une stimulation du TCR (T-
cell receptor). Une région de liaison pour les protéines a doigt de zinc (ZIP) sur le promoteur de
PIL-2 a été déterminée comme un élément clé de la régulation transcriptionnelle. Ainsi, lorsque
la cellule T est & I’état de repos, SP-1 exprimé de fagon constitutive est 1i¢ a la région ZIP du
promoteur de I’'[L-2, et lors d’une stimulation, le facteur inductible EGR-1 va se lier a cette
région pour induire I’expression de I'IL-2 (169). Il a également ét¢ démontré que des
hétérodimeres formés par les facteurs de transcription EGR-1 et NFAT, de méme que SP-1, sont
responsables de I’expression de I'IL-2 et de TNFa (143, 170). La surexpression d’EGR-1 et
Putilisation d’ARN interférant ont démontré qu’EGR-1 est requis pour la transcription de la

molécule co-stimulatrice CD40 ligand dans les cellules T CD4" (171). Enfin, les souris
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déficientes en EGR-1 présentent un défaut dans la sélection positive résultant en une réduction du

pourcentage de cellules T CD4" et CD8" dans le thymus (172).

2.4. EGR-1 et cancer

Les fonctions associées 4 EGR-1 lui conférent des réles qui peuvent étre avantageux pour
la cellule, mais aussi défavorables. EGR-1 est connu pour contréler la prolifération, mais peut
aussi entrdiner la mort cellulaire en induisant 1’apoptose. Dans le cas du cancer, le méme
phénomene est observé. Pour certains types de tumeurs, EGR-1 semble avoir un rdle anti-tumoral

alors que dans d’autres types elle semble favoriser le développement du cancer.

2.4.1. EGR-1 : facteur pro-tumorigénique

Il est bien connu que la croissance des tumeurs primaires, mais également des métastases,
est dépendante de 1’angiogenése (173). Pour étudier le role d’EGR-1 dans I’angiogenese, Fahmy
et al. (174) ont utilisé¢ des DNAzymes pour en inhiber I’expression. Les DNAzymes sont des
enzymes dépendantes de cations composées entiérement d’ADN et construites pour cliver ’ARN
messager de genes spécifiques. Ces DNAzymes ont permis d’inhiber I’expression protéique
d’EGR-1, la réplication et la migration de cellules endothéliales vasculaires et la formation de
microtubules dans des matrices formées de membrane basale. De plus, I'utilisation de ces
DNAzymes a permis de supprimer la croissance in vivo de carcinome mammaire humain MCF-7
chez des souris nues. Ces agents ont également permis d’observer une diminution de ’expression
de FGF-2, un facteur proangiogénique en aval d’EGR-1. Une autre étude a démontré
Pimplication de HGF & réguler I’expression des facteurs angiogéniques PDGF et VEGF en
induisant I’expression d’EGR-1 (175).

Dans le cancer de la prostate, plusieurs évidences supportent la notion qu’EGR-1 favorise
la progression tumorale. Le croisement des souris déficientes en EGR-1 avec un modéle
transgénique qui développe de fagon spontanée une néoplasie invasive de la prostate a retardé la
tumorigenése (176). L’utilisation d’antisens EGR-1 a renversé le phénotype transformé in vitro
(177) et a retardé le développement tumoral in vivo (177, 178). Une surexpression d’EGR-1 a
€galement été observée dans un adénocarcinome de la prostate humaine en comparaison avec des
tissus normaux (179, 180). Derniérement, il a été démontré que, dans différentes lignées

cellulaires du cancer de la prostate, p53 mutant induit P’expression d’EGR-1. En retour, EGR-1
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régule ’expression et la sécrétion de cytokines qui induisent une boucle d’activation constitutive
du récepteur EGF et de la voie de transduction ERK, qui méne éventuellement 4 la progression

tumorale (181).

2.4.2. Egr-1 : géne suppresseur de tumeur

Les diverses fonctions associées @ EGR-1 lui conférent un certain potentiel dans
Paltération du développement tumoral en contribuant 2 la suppression tumorale par plusieurs
mécanismes. Les recherches effectuées jusqu’a maintenant indiquent qu’EGR-1 est impliqué
dans I’inhibition de la croissance, de la survie de la cellule tumorale et de I’angiogenése. De plus,
de faibles niveaux d’expression d’EGR-1 ont été associés & plusieurs types de cellules tumorales
humaines en comparaison avec leur contrepartie normale (182). En somme, un nombre croissant

de publications suggerent un réle pour EGR-1 dans la suppression tumorale.

2.4.3. Inhibition de la croissance et de la survie des cellules tumorales

L’initiation du développement du cancer se produit lorsqu’une cellule normale subit une
transformation néoplasique, résultat d’une altération dans les mécanismes de régulation du cycle
cellulaire et d’apoptose. Des études ont démontré I’implication d’EGR-1 dans 1’inhibition de ce
phénoméne ou EGR-1 régule directement plusieurs génes suppresseurs de tumeurs incluant
TGFPI (transforming growth factor, beta-1), la fibronectine, PTEN (phosphatase and tensin
homolog) et p53 (183) (Tableau V). Par exemple, I’expression d’EGR-1 dans les fibrosarcomes
HT1080 a été associée a la synthése et & la sécrétion de TGFB1 qui agit de maniére autocrine
pour supprimer la croissance (184). D’autres études ont également démontré une corrélation entre
I’expression de TGFBl et d’EGR-1 (185, 186). Dans plusieurs lignées cellulaires de
glioblastome, I’expression d’EGR-1 induit I’expression de la fibronectine. Une fois sécrétée dans
le milieu extracellulaire, la fibronectine augmente I’attachement cellulaire et diminue la
croissance (187). Dans les cellules HT1080, EGR-1 coordonne P’expression de TGFB1 et de la
fibronectine pour restaurer un phénotype normal dans ces cellules (188). Il a aussi été rapporté
que la transcription du géne pro-apoptotique PTEN est régulée par EGR-1 apres irradiation des
souris sauvages et non dans les souris déficientes en EGR-1, ce demier étant un des premiers
facteur de transcription identifié pour réguler directement I’expression de PTEN via un site de

liaison fonctionnel (189). En ce qui concerne le contréle de I’expression du géne p53, Krones-
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Herzig et al. ont démontré & ’aide d’un modéle murin qu’EGR-1 agit en tant que gatekeeper en
aval de la voie p53 afin d’induire I’arrét du cycle cellulaire et I’apoptose (190).

Egr-1 est également un géne clé induit lors des radiation ionisantes pour induire I’arrét de
la croissance ou la mort cellulaire des cellules tumorales. Les génes ciblés par EGR-1 en réponse
au radiation ionisante, incluent TNFa, p53, Rb (retinoblastoma protein) et Bax (BCL2-associated
X protein), ces derniers étant connus pour induire ’apoptose (191). Une étude a montré que
Pinhibition de la fonction de transactivation d’EGR-1 par un dominant négatif lors d’une
radiation ionisante inhibait I'induction de TNFo et de I’apoptose (192). Le méme groupe
démontra aussi qu’EGR-1 était responsable de I’activation transcriptionnelle du promoteur TNFa
via un site consensus EGR-1 (192). Dans le cas de p53, I’expression d’EGR-1 lors de I’apoptose
induite par les radiations ionisantes accroit I’expression et régule la stabilité de p53 via la
transactivation de Rb. En absence d’EGR-1, Rb n’est pas transactivé et ne peut se lier sur MDM2
(Mdm2 p53 binding protein homolog) pour empécher la dégradation de p53 par MDM2 (191).
Finalement, dans une lignée cellulaire du cancer de la prostate déficiente en p33, I’apoptose était
directement régulée par une interaction du co-activateur YAP-1 (Yes-associated protein 1) avec
EGR-1 ou ce complexe induit ’expression de Bax, et par le fait méme, altére le ratio Bcl-2/Bax
(193).

2.4.4. Inhibition de ’angiogenése tumorale

Lors de Pinduction transitoire d’EGR-1, ce dernier joue un réle central dans la réponse
transcriptionnelle des cellules endothéliales pour I’expression de facteurs de croissance
angiogéniques VEGF et bFGF, produits dans plusieurs tumeurs (174). Une étude utilisant la
surexpression d’EGR-1 par transfection d’adénovirus exprimant EGR-1 a plutét démontré une
inhibition de I’angiogenése (194). C’est ainsi que Lucerna ef al. ont démontré que I’expression
soutenue d’EGR-1 dans les cellules endothéliales HUVEC menait a un état anti-angiogénique
caractérisé par une réponse altérée en VEGF et bFGF, et par une inhibition de la fonction des
microtubules in vitro. L’ utilisation d’adénovirus exprimant EGR-1 inhibait également I’invasion
cellulaire et la formation de vaisseaux dans un modele de Matrigel murin. Ils démontrérent aussi
qu’EGR-1 interfére avec des processus spécifiques essentiels a I’angiogenése. BRAK/CXCL14,
un ligand de chémokine connu pour bloquer la chémotaxie endothéliale et I’angiogénése, de

méme que TIMP-3, connu pour bloquer la liaison de VEGF a VEGFR-2, étaient régulés a la
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hausse par une expression soutenue d’EGR-1 (194). Ainsi, le réle d’EGR-1 dans I’angiogenése
semble, du moins en partie, relié 4 la nature de I’induction : pro-angiogénique apres une

expression transitoire et anti-angiogénique aprés une expression constitutive.

Tableau V
Régulation de genes suppresseurs/modulateurs de la croissance par EGR-1
Genes Types cellulaires Mécanisme Références
Fibrosarcome Direct (186, 188)
TGFp1 . .
Carcinome pulmonaire non a petites Indirect (185)
cellules
Fibrosarcome Direct/indirect (163, 188)
Fibronectine
Glioblastome Direct/indirect (187, 195)
Fibroblaste Direct (189)
PTEN Carcinome squameux Indirect (196)
Carcinome de la prostate Indirect (197)
Fibroblaste Direct/indirect (190, 198)
p53 Lymphome B Indirect (199)
Mélanome Directe (200)

Meécanisme direct : évidence qu’EGR-1 se lie au promoteur en question pour réguler la
transcription; indirect : rdle de régulation pour EGR-1 sans démonstration d’un mécanisme
spécifique.

2.5. EGR-1 dans les tumeurs hématopoiétiques

L’implication d’EGR-1 dans les cancers hématopoiétiques a d’abord été mise en évidence
dans la lignée cellulaire leucémique myéloblastique M1 ot ’expression ectopique d’EGR-1
retarde la leucémogénése in vivo (201). Pour définir le mécanisme par lequel Egr-1 agit comme
un geéne suppresseur de tumeur dans les cellules myéloides, le groupe de Liebermann et Hoffman
ont ¢évalué P'impact d’EGR-1 sur Pinhibition du programme de différenciation induit par
Iexpression dérégulée des oncogénes c-Myc et E2F-1. Ils démontrérent que D’expression
constitutive du régulateur positif de la différenciation EGR-1 abolie I’inhibition de la

différenciation myéloide induite par 1’expression dérégulée de c-Myc et d’E2F-1 et diminue
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I’agressivité de ces lignées leucémiques dans des souris nues (202, 203). Consistent avec un role
de suppresseur de tumeur, une délétion du géne Egr-/ sur le chromosome 5 a été associde a la
leucémie aigué myéloide (204) et au lymphome du Syndrome de Bloom (205). Dans des essais in
vitro, I’inhibition de I’expression d’EGR-1, par ARN interférence dans les cellules leucémiques
myéloblastiques HL-60, supprime les effets inhibitoires des traitements avec I’inhibiteur
pharmacologique LY29 et avec la thalidomide (206, 207). A ce jour, le role d’EGR-1 dans le
lymphome demeure trés peu connu. Avec des modéles murins, Joslin et al. (208) ont démontré
qu’en réponse a I’agent mutagéne N-nitroso-N-éthylurée (ENU), les souris déficientes en EGR-1
développent des lymphomes T immatures ou des désordres myéloprolifératifs 4 des taux et
fréquences plus élevés en comparaison avec les souris sauvages. Cette étude a d’ailleurs permis
détablir que la perte d’une seule alléle d’Egr-/ est suffisante pour la progression néoplasique en
coopération avec des mutations secondaires (208). Par contre, dans le lymphome B, I’expression
consitutive d’EGR-1 dépendante des voies ERK et JNK est nécessaire pour la survie et la

croissance tumorale (166, 209).

2.6. EGR-1 et le microenvironnement tumoral

Moins de données sont disponibles quant a la relation entre le microenvironnement
tumoral et EGR-1, mais une étude récente démontre que ce microenvironnement peut moduler
I’expression d’EGR-1 (210). En effet, une co-culture entre des cellules de myélomes multiples et
des ostéoclastes induit une diminution des niveaux d’expression de JUN et d’EGR-1 dans les
cellules cancéreuses contribuant  la survie et  la prolifération des myélomes multiples, de méme
qu’a la résistance au traitement avec le bortezomib. L’inhibition de ’expression d’EGRI1 dans les
myélomes multiples abroge I’inhibition de la croissance et I’apoptose induite par la surexpression
de JUN. En fait, EGR-1 agit en aval de JUN pour induire I’apoptose via ’inhibition de la
survivine et Pactivation de la voie des caspases (210). Il est cependant évident que les
mécanismes précis par lesquels EGR-1 peut engendrer des effets anti-tumoraux par le biais du
microenvironnement tumoral sont encore mal connus et pourraient varier selon le type de

tumeurs.
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On constate, & la lumiére de ces différents travaux de recherche qu’Egr-1 joue
principalement un réle de géne suppresseur de tumeur et ce, dans plusieurs types de cancer. De
plus, comme le site de liaison d’EGR-1 est présent dans les promoteurs d’une panoplie de génes,
un rdle original au niveau du microenvironnement tumoral pourrait lui étre attribué lors de
Pinteraction des cellules de lymphome avec I’endothélium via la modulation de geénes connus

pour inhiber le processus tumoral.
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Chapitre 11

EGR-1 activation by EGF inhibits MMP-9 expression and
lymphoma growth
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Sommaire du travail expérimental

La progression de plusieurs types de cancers d’origine hématopoiétique, incluant les
lymphomes non hodgkinien, est dépendante de I’interaction avec les cellules stromales du
microenvironnement tumoral, notamment des cellules endothéliales et des fibroblastes. Bien que
le laboratoire a démontré que les cellules stromales peuvent activer les cellules de lymphome,
I’inverse, soit I’habileté des cellules de lymphome a activer les cellules stromales est trés peu
connu. Une approche génomique a permis d’identifier que I’expression du géne Egr-1 est induite
dans les cellules stromales lors des contacts avec les cellules de lymphome. EGR-1 est un facteur
de transcription connu pour son implication dans la régulation transcriptionnelle de nombreux
genes dont certains sont reliés au processus tumoral.

L’objectif principal du travail présenté dans I’article était de déterminer le réle du facteur
de transcription EGR-1, exprimé par les cellules stromales du microenvironnement, dans la
croissance du lymphome thymique. Les études in vitro effectuées ont démontré que lors du
contact intercellulaire, le facteur de croissance EGF sécrété de fagon constitutive par les cellules
de lymphome est le facteur responsable de I’induction de P’expression d’EGR-1 dans les cellules
stromales. In vivo, ’injection de cellules de lymphome surexprimant EGF par voie intrathymique
mene a I’inhibition significative de la croissance du lymphome thymique. Comme MMP-9 joue
divers rles dans le développement des lymphomes non hodgkiniens, la relation entre EGF, EGR-
1 et MMP-9 a été étudiée. A I’aide d’un modele de souris transgénique qui permet de détecter
I’activation de MMP-9 dans les cellules de I’héte, I’activité transcriptionnelle du promoteur
MMP-9 dans les thymus est diminuée par les cellules de lymphome surexprimant EGF. L’ajout
d’EGF recombinant a induit ’expression d’EGR-1 et a diminué celle de MMP-9 dans les cellules
stromales, et I’expression ectopique d’EGR-1 dans des cellules stromales inhibe PPexpression
constitutive et induite de MMP-9. Il semble donc que, lors de la croissance du lymphome
thymique, Egr-/ a un réle de géne suppresseur de tumeur puisque le développement tumoral est

inhibé et ce, via possiblement un contrdle sur Iactivité transcriptionnelle du promoteur MMP-9.
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1. Abstract

Progression of hematological malignancies is strongly dependent on bi-directional interactions
between tumor cells and stromal cells. Expression of members of the matrix metalloproteinase
(MMP) family by stromal cells is a central event during these interactions. However, although
several studies have focused on the mechanisms responsible for induction of MMP in stromal
cells, the signals that negatively regulate their secretion in these cells remain largely unknown.
Here, we provide evidence that MMP-9 production by stromal cells is suppressed through
activation of EGR-1, thereby inhibiting the growth of thymic lymphoma. We found that EGR-1
expression is induced in stromal cells following contact with lymphoma cells via EGF. Moreover,
development of thymic lymphoma was inhibited when induced by lymphoma cells
overexpressing EGF compared to control lymphoma cells. Using transgenic mice containing
MMP-9 promoter-driven luciferase transgene in its genome, we further demonstrated that
EGF/EGR-1 repressed transcriptional activation of the MMP-9 gene by stromal cells. De novo
expression of EGR-I alone by gene transfer or exposure to recombinant human EGF also
inhibited MMP-9 expression. Taken together, these results indicate that EGR-1 could be a source
of novel targets for therapeutic intervention in lymphoid tumors in which MMP-9 plays a critical

role.
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2. Introduction

Recent evidence has reinforced the notion that the tumor microenvironment plays a key role in
the growth and survival of hematological malignancies.'” In this tumor microenvironment,
cancer cells are surrounded by numerous cell types including endothelial cells (EC) of the blood
and lymphatic circulation, stromal fibroblasts and a variety of bone marrow-derived cells.®
Stromal cells express a wide variety of chemokine and growth factor receptors, rendering them
responsive to the local production of soluble mediators, most notably during close contact with
lymphoma cells. Interactions of tumor cells with these stromal elements are believed to be critical
in the initiation and progression of the oncologic process.® For example, we have previously
shown that close contact between lymphoma cells and EC leads to the expression of several
matrix metalloproteinases (MMP’s), including MMP-9.”* Proteolytic remodeling of extracellular
matrix in tumor progression by host-derived MMP-9 has also been observed both in vivo and in
vitro in human and experimental models of cancers.'®'* While absence of MMP-9 does not
prevent development of thymic lymphoma,'’ abnormally high levels of MMP-9 has been shown
to accelerate the growth of thymic lymphoma.'* However, while a large number of studies have
focused on the molecular mechanisms that control the induction of MMP in stromal cells,m'20 the
nature of the signals which suppress MMP-9 secretion in peritumoral cells remains largely

unknown.

The early growth response protein 1 (EGR-1) is a member of the immediate early gene family of
transcription factors containing a DNA-binding domain consisting of three zinc fingers which
regulates transcription through GC-rich, cis-acting promoter elements.?'** EGR-1 controls the
expression of a wide variety of genes, many of which play a pivotal role in the regulation of cell

growth, differentiation, and apoptosis.> However, although several studies have shown that
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EGR-1 promotes cancer progression, 2>

there is increasing evidence that EGR-1 may also exert
tumor suppression.’**® In leukemia, for instance, EGR-1 has been implicated in the apoptosis of
myeloma cells via its interaction with c-JUN while it behaves as a tumor suppressor against the

oncogenes E2F-1 and ¢-MYC.3'"

In the present study, we found that EGR-1 gene expression is induced in stromal cells upon close
contact with lymphoma cells, an effect which is mediated by the epidermal growth factor (EGF).
Using in vivo and in vitro experimental models, we further found that de novo expression of
EGR-1 induced by EGF inhibits the expression of MMP-9 and decreases the growth of thymic

lymphoma.
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3. Materials and methods

Mice. Breeder pairs for the C57BL/6 mouse colony were purchased from Jackson Laboratory
(Bar Harbor, ME). The proMMP9-Luc transgenic mice containing MMP-9 promoter-driven
luciferase transgene in its genome were generated in the 129 background by standard
microinjection techniques. Transgenic founders were identified by PCR detection of luciferase
gene from tail-clip DNA. The proMMP9-Luc transgenic lines were screened for constitutive
luciferase expression following response to lipopolysaccharides (LPS). All transgenic lines
showed inducible luciferase activity in multiple organs after LPS treatment while injection with
saline did not induce luciferase expression. The founder which had the highest LPS-induced
luciferase expression was selected for further studies and backcrossed to the C57BL/6 strain for
at least five generations to generate progeny for further experiments. All animals were housed in
a specific pathogen-free environment in accoraance with institutional guidelines for animal care.
Experiments were performed in accordance with institutional guidelines and approved by the

local institutional animal care and use committee.

Cell lines and reagents. The origin of the 267, 164T2 and 164T2S11 T lymphoma cell lines has
previously been described.** As a model to study lymphoma-EC interaction, we used the
endothelioma cell line bEnd.3. In addition to expressing the von Willebrand factor, cells of this
line express the same repertoire of adhesion molecules as those found on normal EC, including
ICAM-1, VCAM-1, E-and P-selectins, CD31, and ICAM-2. The bEnd.3 cells upregulate the
expression of cell adhesion molecules after stimulation with inflammatory cytokines such as IL-1
and TNF , with kinetics similar to those reported for primary ECs. The human Burkitt Raji B
lymphoma, the human MDA-MB-231 breast carcinoma and the HEK 293 cell line was obtained

from the American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA). The MDA-MB-231 and
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293 cell lines were maintained in culture in DMEM supplemented with 10% (v/v) FBS, 2 mM L-
glutamine, 10 mM HEPES buffer. The B lymphoma and HT1080 cell lines were maintained in
culture in RPMI 1640 and in DMEM, respectively, containing 2 mM L-glutamine, 10 mM
HEPES buffer, 1 mM sodium pyruvate, 0.075% (w/v) sodium bicarbonate and supplemented
with 10% (v/v) FBS. The T lymphoma and bEnd.3 cell lines were maintained in RPMI 1640
supplemented with 10% (v/v) FBS, 2 mM L-glutamine, 10 mM HEPES buffer and 55 uM B-
mercaptoethanol. All products were purchased from Life technologies (Burlington, Ontario,
Canada). Cell cultures were incubated at 37°C in a humidified 5% CO, atmosphere. The mAb
directed against human EGF receptor (EGF) (clone LA 1) was purchased from Millipore (Jaffrey,
NH). Recombinant human EGF and tumor necrosis factor o (TNFa) were purchased from

Prospec TechnoGene (Rehovot, Israel) and Genzyme (Cambridge, MA), respectively.

In vitro lymphoma-endothelial cells interactions. The bEnd.3 cells were seeded in 6- or 12-
well plates (Corning, Acton, MA) and incubated overnight at 37°C in a humidified 5% CO;
atmosphere until they reached approximately 80% confluence. Aliquots of 10’ lymphoma cells
re-suspended in complete RPMI 1640 medium were then added to the layer of endothelial cells
and the co-cultures incubated for 12 hours at 37°C. Controls included EC incubated without
lymphoma cells. Lymphoma cells were removed from adherent cells using a warm solution of
0.004% trypsin-EDTA (Life technologies). The remaining adherent cells were then harvested
using 0.05% trypsin-EDTA and sorted on the Epics elite system (Beckman Coulter, Miami, FL)
based on size and granularity to discard the remaining lymphoma cells. The resulting bEnd.3 cell
suspensions were immediately centrifuged and processed for RNA extraction and analysis by

cDNA array.
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Gene expression array. Total cellular RNA was extracted from bEnd.3 cells using a Qiagen
RNeasy minikit (Qiagen, Chatsworth, CA). The Atlas cDNA Expression Array (Atlas Mouse 1.2,
Clontech Laboratories, Palo Alto, CA) was performed according to the manufacturer’s
instructions. Briefly, using 50 pg of DNase-digested total RNA, Poly(A)'RNA was transcribed
with Moloney murine leukemia virus transcriptase in the presence of [a-33P]dATP and purified
by column chromatography (NucleoSpin Extraction Spin column; Clontech Laboratories).
Prehybridization was carried out in ExpressHyb solution (Clontech Laboratories) containing 0.5
mg/ml sheared salmon testes DNA (Sigma-Aldrich) in hybridization bottles. The membranes
were then hybridized with [a-33P]-labeled first-strand cDNA probes (10’ cpm of each probe
sample) overnight at 68°C in a hybridization oven. The membranes were then washed extensively
(three 20-min washes in 2x SCC at 68°C, 1% SDS, followed by two 20-min washes in 0.1x
SSC/0.5% SDS at 68°C and room temperature) and exposed to a Phosphorlmager screen
(Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA). The resulting hybridization signals were measured using
a Phosphorlmager SI (Molecular Dynamics). Arrays were analyszd using the ImageQuant 5.0
software (Molecular Dynamics). The gene expression in bEnd.3 cells following contact with
thymocytes or lymphoma cells was compared with the corresponding bEnd.3 control population

after normalization with housekeeping genes.

RNA isolation and semiquantitative RT-PCR. Total RNA was isolated from cells using Trizol
reagent according to the manufacturer’s instructions (Invitrogen Canada, Inc., Burlington,
Ontario, Canada). Two micrograms of total RNA were reverse-transcribed using the Omniscript
reverse transcriptase (Qiagen, Mississauga, ON, Canada) and PCR-amplified using the following
conditions: 94°C for 1 minute, 60°C for 1 minute, and 72°C for 1 minute, followed by a final

extension step at 72°C for 10 minutes. The primers used for PCR amplification are (5’-TAA TAG
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CAG CAG CAG CAG CAG C-3’) for sense murine EGR-/ and (5’-GTC GTT TGG CTG GGA
TAA CTC G-3’) for antisense, (5’-GGT CAG TGG CCT AGT GAG C-3’) for sense human
EGR-1 and (5°-TGC TGT CGT TGG ATG GCA C-3’) for antisense, (5’~AAG GTA CTC TCG
CAG GGA AAT GG-3’) for sense human egf and (5’- ACA TAC TCT CTC TTG CCT TGA
CC-3’) for antisense, (5’-CAA CAT CAC CTA TTG GAT CC-3’) for sense human mmp-9 and
(5’-CGG GTG TAG AGT CTC TCG CT-3°) for antisense, (5’-GAT AAA CCC AAA AAC CCC
ACC TA-3’) for sense human mtI-mmp and (5’-CCC TCC TCG TCC ACC TCA ATG-3’) for
antisense, (5°-CGG AGT CAA CGG ATT TGG TCG TAT-3’) for sense gapdh and (5’°-AGC
CTT CTC CAT GGT GGT GAA GAC-3’) for antisense and (5’-CAT GGA TGA CGA TAT
CGC TGC GC-3’) for sense B-actin and (5’-GCT GTC GCC ACG CTC GGT CAG GAT-3’) for
antisense. Thirty-five cycles of amplification (twenty-five cycles for gapdh and B-actin, RNA
loading controls) were done in a thermal cycler (model PTC-100, MJ Research, Watertown,
MA). The amplification for each gene was in the linear part of the curve. Amplified products
were analyzed by electrophoresis on 1.5% agarose gels using Sybrsafe DNA staining (Invitrogen)
and UV transillumination. Quantitative analysis was conducted using a computerized

densitometric imager to obtain EGR-1 or mmp-9/gapdh ratios.

Cloning of EGR-1 promoter. A 1222-bp DNA fragment of the mouse EGR-I promoter was
isolated by PCR from the genomic DNA purified from bEnd.3 using the forward primer (5°-
ACG GAG GGA ATA GCC TTT CG-3) and the reverse primer (5’-CAT CCC GGA CCA GCG
AGC TGG-3’). The amplicon was ligated into pCR®4-TOPO® vector (Invitrogen, Carlsbad,
CA) and subcloned into the promoter-less firefly luciferase reporter vector pGL3- Basic to create
pGL3-promoter-EGR-1-luciferase (Promega, Madison, WI). For transduction analyses, the

promoter-less pGL3-Basic vector was used as a negative control.
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Transient transfections and luciferase assays. Transfections in 293 cells were performed using
DNAfectine (ABM, Richmond, BC, Canada) according to the manufacturer’s instructions.
Briefly, 7.5 x 10* cells/well (Corning 12-well plate) were seeded and cultured for 12 hours. At
80% confluency, cells were incubated with DNAfectine: DNA complexes containing 5 pl of
DNAfectine, 0.1 pg of pGL3-EGR-1 promoter luciferase plasmid and 0.5 pg of a control
plasmid, the pRL-TK Renilla luciferase (Promega), in DMEM. Five hours later, the transfection
mixture was replaced by regular growth medium. The co-culture assays were performed 24 hours
post-transfection. In some cases, adherent cells were preincubated with blockings mAbs (10
ug/ml) or isotypic control for 1 hour at 37°C and then washed with PBS to remove excess mAbs.
For co-cultures assays, the stable transfectants (3 x 10° cells/well), the murine 267 T lymphoma
cells (3 x 10° cells/well), the human Burkitt RAJI B lymphoma cells (3 x 10° cells/well), or the
human MDA-MB-231 breast carcinoma cells (5 x 10° cells/well) were added to the epithelial
layers. Cells lysis and luciferase assays were performed after 16 hours of co-cultures using the
Dual-Luciferase Assay System (Promega) in a luminometer (Berthold Lumat LB 9507) and
luciferase activity was normalized to the activity of the Renilla luciferase reporter gene to correct
for transfection efficiency and the relative amount of luciferase activity in the untreated cells
(ctrl) was designated as 1. In some experiments, 2 pug of pCMV6-XL5-EGR-1 (Origene) or of an
empty control vector were transfected in HT1080 cells using DNAfectin according to the

manufacturer’s instructions.

Induction of primary thymic lymphoma. Five- to 6-wk-old C57BL/6 mice (5-10 mice per
group) were injected intrathymically (i.t.) in each thymic lobes with 5 X 10° EGF-expressing or
control lymphoma cells. Mice were then regularly observed for clinical signs of thymic

lymphoma (runting, swelling of the thorax, and dyspnea), which only appear at the end stage of
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the disease and reveal imminent death owing to pulmonary compression by the oversized thymic
tumor. When moribund, mice were sacrificed, and the presence of thymic lymphoma was

confirmed and the tumor collected at necropsy.

Ex vivo promoter MMP-9 activity analysis. Five- to 6-wk-old C57BL/6/proMMP9-Luc
transgenic mice (5-10 mice per group) were injected i.t. in each thymic lobes with 5 X 10° EGF-
expressing or control lymphoma cells. At 7 days post-injection, 150 mg/kg D-luciferin potassium
salt (Regis Technologies, Morton Grove, IL) were injected i.p and 15 min later, mice were
sacrificed. Thymuses were collected and imaged using the Xenogen IVIS imaging system.
Thereafter, thymuses were crushed in Cell Culture Lysis Reagent (Promega) and luciferase

assays were performed using the Luciferase Assay System (Promega).

Statistical analysis. Statistical significance was measured using a log rank test, and the level of

significance was established at p < 0.05.
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4. Results

Identification of differentially expressed genes in bEnd.3 EC following contact with 164T2
T lymphoma cells. To screen for genes induced after contact between stromal cells and T
lymphoma cells, we used an in vitro model in which the T lymphoma cells were co- cultured with
the bEnd.3 endothelial cell line. This endothelioma cell line has been used by many investigators
as an in vitro model to study the ability of normal and transformed cells to interact with vascular
endothelium.*>?® Qur previously published data and preliminary experiments using this model
had established that a 12 h period of time was optimal to obtain a maximal induction of gene
expression in EC following contact with lymphoma cells.”® After contact, the lymphoma cells
were removed, the EC purified and an expression system was used to identify genes whose
expression was modulated upon contact with lymphoma cells. Our results showed that while the
percentage of genes that showed a relatively high change in their expression was rather limited
(Table I), contact between T lymphoma cells and EC induced a strong upregulation of EGR-1
(Fig. 1A and 1B), a gene encoding a transcription factor implicated in the transcription of
multiple genes within the endothelium.”® The induction of EGR-1 in EC upon contact with T
lymphoma cells was confirmed in independent experiments by RT-PCR analysis (Fig. 2A).
Expression of EGR-1 was also induced upon co-culture with thymocytes, 164T2 and aggressive
T lymphoma cells 164T2S11. The upregulation of EGR-1 was not due to the presence of
contaminating T lymphoma cells following endothelial cell isolation after contact since RT-PCR

analysis failed to detect expression of L-selectin, a gene specifically expressed in T cells but not

in EC (Fig. 2B).

EGF induces EGR-1 expression at the transcriptional level in EC. EGR-1 has been known to

be highly inducible in several cell lines stimulated by a wide variety of cytokines and growth
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factors, most notably EGF.***! We thus examined mouse and human lymphoma cells array for
EGF expression and found that this growth factor was expressed constitutively in the human Raji
B lymphoma cells (Fig. 3A) and in murine T lymphoma lines, including 164T2 T lymphoma
cells (See supplementary materials). Our experiments also showed that EGR-1 expression was
upregulated by EGF in bEnd.3 cells (Fig. 3B). This ability of EGF to upregulate EGR-1 was
confirmed in 293 cells transfected with a reporter vector containing the EGR-1 promoter and
treated with increasing doses of EGF (See supplementary materials). Most importantly, co-
cultures between lymphoma and 293 cells conducted in presence or absence of blocking
antibodies to EGFR confirmed the essential role of EGF secretion in inducing EGR-1 functional
activity in stromal cells (Fig. 3C). Similar results were obtained using the MDA-MB-231 cells,
which also constitutively express EGF. The functional relationship between EGFR and EGR-1
expression was specific, as demonstrated by the inability of control mouse IgG to block EGR-1

expression.

Overexpression of EGF in T lymphoma cells induces EGR-1 expression in stromal cells. We
next transfected the 267 T lymphoma cells with the cDNA encoding EGF. The 267 cells are
routinely used to generate stable transfectants or for transient transfection purposes in our
experimental model system.'***4*4243 Eyrthermore, these cells have a low metastatic phenotype
resembling to that of 164T2.% Following selection with puromycin, multiple clones were
obtained and characterized for EGF overexpression at the mRNA and protein levels by RT-PCR
and by ELISA (See supplementary materials). To confirm the functional reconstitution of EGF
activity in these clones, EGF transfectants (267Egf) were co-cultured with 293 cells and the
levels of EGR-I transcript examined after 16 h of contact. Our results showed that EGF

transfectants induced de novo expression of EGR-1 in epithelial cells (Fig. 4A and 4B). No such
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induction was observed upon contact of control transfectants (267Sra). Additional co-culture
experiments using 293 cells transfected with EGR-1 reporter vectors confirmed the ability of
lymphoma cells transfected with EGF to increase EGR-1-mediated transcriptional activity (Fig.
4C). Moreover, addition of anti-EGFR blocking antibodies inhibited the ability of EGF
transfectants to induce EGR-I promoter activity. The ability of EGFR blocking antibodies to
reduce EGR-1 in presence of the control 267Sra cells was likely due to low levels of EGF and

other EGFR ligands by 267 cells.

EGF expression modulates T lymphoma growth in vivo. We next compared the growth of
thymic lymphoma induced by intrathymic injection of EGF transfectants with that of control
lymphoma cells transfected with a control vector. Frequency and mean survival time were
determined for several clones of each group. Our results showed that expression of EGF in
lymphoma cells significantly (p = 0.0138) decreased lymphoma growth rate as the mean survival
time of mice injected with EGF transfectants was 72 + 8 days compared to 57 15 days for
control mice (Fig. SA and 5B). No differences were detected between EGF- transduced cells and
control cells in terms of in vitro growth when cells were grown in either 10% FCS or under
conditions of lowered serum concentration (data not shown), consistent with the observations that
lymphoma cells do not express EGFR. Taken together, these data show that overexpression of

EGF causes a decreased malignant growth of lymphoma cells in vivo.

EGR-1 represses MMP-9 expression at the transcriptional level in vitro and ex vivo. We next
investigated the mechanism by which EGF inhibits lymphoma growth in vivo. Previous studies
have shown that contact between lymphoma and stromal cells leads to the induction of several
members of the MMP family, such as MMP-10, MMP-3, and MMP-9.”° These genes, most

notably MMP-9, play a primary role in the progression and invasiveness of many cancer types,
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including leukemias.®** We thus examined the possibility that activation of EGR-1 by EGF
modulated MMP-9 gene expression. For this purpose, we used the human HT1080 cells, a
classical model used to characterize in vitro the transcriptional mechanism regulating MMP- 9
gene expression. Our results showed that recombinant EGF, in a dose-dependent manner, induced
EGR-1 expression while inhibiting MMP-9 expression (Fig. 6A and 6B). Constitutive and
induced MMP-9 expressions were also both inhibited following de novo expression of EGR-1 in
HT1080 cells by gene transfer (Fig. 6C). To determine whether expression of EGF could repress
the transcriptional activation of MMP-9 in vivo, we used a transgenic mouse model harboring the
MMP-9 promoter fused to a luciferase reporter gene and showed that intrathymic injection of
EGF (267Egf) or control (267Sra) transfectants in transgenic mice inhibited the transcriptional
activation of the transgenic promoter (Fig. 7A). To confirm the in vivo activity data observed by
live imaging, luciferase activity was measured ex vivo in dissected organs of transgenic mice after
injection of lymphoma cells overexpressing EGF. As compared with the control transfectants,
transgenic mice injected with EGF lymphoma cells expressed significantly lower levels of
luciferase activity in the thymus than mice injected with control transfectants (Fig. 7B), thereby
supporting our in vitro data indicating that EGF/EGR-1 repress MMP-9 expression by stromal

cells.
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S. Discussion

Although it is well established that tumor-stromal cell interaction plays a significant role in tumor
growth, the molecular mechanisms underlying these interactions are still unclear. In the present
work, we provide evidence that MMP-9 production by stromal cells can be suppressed through
activation of the EGF/EGR-1 pathway, thereby inhibiting the growth of thymic lymphoma. More
specifically, we showed that: 1) EGR-1 expression is induced in EC and other stromal cell types
following contact with lymphoma cells; 2) exposure of EGF is sufficient to induce the expression
of EGR-1; 3) EGR-1 expression inhibits constitutive and induced MMP-9 expression; and 4) the
development of thymic lymphoma is inhibited when induced by lymphoma cells overexpressing
EGF compared to control lymphoma cells. We therefore propose that the suppressive effect of
EGR-1 is mediated by the ability of EGF/EGR-1 to repress MMP-9 expression in stromal cells
since: (a) in transgenic mice harboring the MMP-9 promoter fused to a luciferase reporter gene,
lymphoma cells transfected with the EGF cDNA, but not control cells, inhibited the
transcriptional activation of MMP-9 gene in stromal cells; (b) addition of EGF induced EGR-1
expression and inhibited MMP-9 expression in stromal cells, and; (c) MMP-9 expression was
inhibited following de novo expression of EGR-1 by gene transfer. Taken together, these data
indicate that EGR-1 signaling pathways could be a source of novel targets for therapeutic

intervention in tumors in which MMP-9 plays a critical role.

In previous investigations, we had used in vitro experimental models to investigate the molecular
changes that occur as a result of the bi-directional ‘cross-talk’ between tumor cells and EC.”° We
had found that several genes, including those encoding MMP’s were significantly upregulated
during the interactions between tumor and EC. Here, we found that contact between T lymphoma

and EC induced the upregulation of several members of the immediate-early gene family that
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include c-fos, c-jun, and EGR-1. We found that the most prominent change, however, was the
upregulation of EGR-1, a broadly expressed member of the zinc-finger family of transcription
factors induced in many cell types by a variety of cytokines and growth factors. 2 Based on their
fast kinetic of induction, immediate-early genes are normally induced within minutes in cells,
triggering diverse signals that control cell growth and differentiation.*” We also found that EGF is
a potent inducer of EGR-1, which is consistent with previous studies indicating that EGF

stimulates EGR-1 in many cells types.*'

and with the idea that EGR-1 has significant tumor
suppressing properties. Previous studies have indeed shown that EGR-1 inhibits tumor
progression via its ability to induce TGF expression.*® Others have shown that EGR-1 can also
act as gatekeeper of the p53 tumor suppressor, thereby promoting apoptosis of tumor cells.*”*® To
our knowledge, however, the ability of EGF/EGR-1 to specifically inhibit MMP-9 gene
activation has yet to be reported. Whether this inhibition is observed in specific or thymic stromal
cell types remains, however, unclear. The ability of EGR-1 to modulate MMP-9 expression by
stromal cells is critical in the context of lymphoma progression since several studies have shown

that in humans, MMP- 9 is associated with high grade non-Hodgkin’s lymphoma, while in pre-

clinical models, its expression promotes lymphoma growth.**-

Our data showing a suppressive activity of EGF/EGR-1 on MMP-9 gene expression are also
consistent with those recently reported by Rockel er al.’' who showed that COL241 and AGCI
genes, which encode Type II collagen and aggrecan matrix proteins and play a central role in
extracellular matrix remodeling, are inhibited by EGR-1 DNA binding activity. The authors
showed that COL241 and AGCI transcription was most likely due to the inhibitory effects of
EGR-1 on Sp1 binding sites that overlap with EGR-1 binding sites in the promoters. Although no

such classical EGR-1 binding site is present within the MMP-9 proximal promoter, we believe
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that such competition between EGR-1 and Spl could impact on the MMP-9 promoter since
previous studies have shown that EGR-1 can compete with Spl in absence of such classical
binding sites.>> Moreover, the inhibitory effect of EGF/EGR-1 could be observed using a reporter
vector encoding several Spl binding sites. Alternatively, it is also possible that MMP-9
transcriptional activity, which is dependent on NF-xB,> is linked to the ability of EGR-1 to
suppress the NF-xB pathway.>* EGR-1 is indeed known to repress NF-kB transcriptional activity
in a regulatory way by preventing its interaction with promoter targets element.”> As discussed
above, it is also possible that EGF/EGR-1 induces the expression of transcriptional suppressors,
such as TGFBI, a gene which is often associated with the repressive activity of EGR-1.*® This
hypothesis, however, is unlikely since TGFB1 positively regulates MMP-9 in most cell types
studied.'® A likely scenario is that EGF/EGR-1 induces the expression of a suppressive gene like
PTEN,’® which negatively regulates MMP-9 expression.”” These possibilities deserve further

investigation.

On the basis of the importance of the EGFR in human cancer, considerable efforts have been
devoted to the development of targeted therapeutics. The current successful approaches include
antibodies that bind the extracellular domain of EGFR, as well as small molecule tyrosine kinase
inhibitors that inhibit their intracellular kinase activity.*® Erlotinib (Tarceva) is an orally available
EGFR tyrosine kinase inhibitor advancing through clinical trials for the treatment of a range of
human malignancies, in particular for the advanced non-small cell lung carcinoma.” Clinical
trials have incorporated EGFR inhibitors in combination with radiation for a variety of cancer
types in which radiation plays a central role. Interestingly, Erlotinib has been shown to attenuate
EGR-1 expression following exposure to radiation in humans.®° It would then be important to test

whether the use of such inhibitors interferes with the ability of EGR-1 to reduce MMP-9
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expression and tumor growth.

In conclusion, our study has uncovered the existence of a previously undescribed role for EGR-1
in thymic lymphoma, namely the repression of cancer cell growth. In addition, we showed that
the ability of EGR-1 to suppress tumors is related to its capacity to reduce MMP-9 expression in
stromal cells. Our findings are likely to impact on the interpretation of intercellular contact

between tumor cells and stromal cells.
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Table 1. Genes differentially expressed in endothelial cells following contact with thymocytes or

T lymphoma cells.

Genes
Up-regulated genes

Basic fibroblast growth factor
receptor 1 (BFGFR1)

Ezrin

Dystroglycan (DAG1)

Tyrosine kinase c-abl

Early growth response protein 1
(EGR-1)

c-jun

c-fos

fos-related antigen-2

Src homology 2 domain-containing
transforming protein C1 (Shcl)
E47 interaction protein 1 (EIP1)

Down-regulated genes

Calcyclin binding protein
WSBI1 protein

WSB2 protein

Proteasome alpha7/C8 subunit

Eph-related receptor tyrosine kinase

Accessio

Gene expression in bEnd.3

nnumber  Control 1YY eury ] o412
M28998 1 9 030 11519 14307
X60671 24152 32914 35856 51538
U43512 12499 17499 23768 28253
L10656 7678 13220 22052 25333
M20157 20839 223565 212240 85021
J04115 13749 59087 42905 26 318
V00727 1 26 197 19 031 8334
X83971 11672 19 457 10339 33 390
U784 15514 14 466 16510 31240
Y07836 11071 13766 27965 35 795
U97327 29 845 16 105 21630 9408
2FO3318 10111 I 3 476 5731
‘;\F‘B“g 12 751 5825 3 605 4785
‘;‘F°5598 20 360 6 095 7108 5256
M68513 8 100 4915 2280 1 689
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7. Figure legends

Figure 1. Identification of differentially expressed genes in bEnd.3 endothelial cell line
following contact with 164T2 T lymphoma cells. (A) Gene expression profiling was performed
using RNA isolated from bEnd.3 EC cultured alone (control, left panel) and bEnd.3 cells after
contact with 164T2 T lymphoma cell line (right panel). (B) Scatter plot analysis of densitometric
quantification of expression data. Each point represents one of the 1176 genes on the array and
the location of each point on the scatter plot is determined by the gene expression level in bEnd.3
cells, represented on the x-axis, and the gene expression level in bEnd.3 cells after contact with
lymphoma cells, represented in the y-axis. EGR-1 is indicated by the arrow.

Figure 2. EGR-1-induced expression in endothelial cell lines following contact with T
lymphoma cells. (A) Following in vitro contact with freshly isolated murine thymocytes, 164T2
or 164T2S11 T lymphoma cell lines, bEnd.3 cells were harvested and total RNA was extracted
and then subjected to RT-PCR to quantify EGR-/ expression. (B) Expression of L- selectin in
bEnd.3 cells following contact with 164T2 T lymphoma cells as a control of bEnd.3 purity
following sorting. No expression of L-selectin was detected in bEnd.3 or after purification
following co-culture with T lymphoma cells. The 164T2 cells were used as a positive control for
L-selectin expression. In both the above experiments, the control included bEnd.3 cells incubated
without lymphoid cells in the same culture conditions and GAPDH expression was used as
internal control. Bars, SD. *, p <0.05.

Figure 3. EGF activates transcription of EGR-1 expression in endothelial cell lines. (A)
Constitutive expression of EGF in the human Burkitt Raji B lymphoma cells and the human
MDA-MB-231 breast carcinoma cells, as shown by RT-PCR analysis. (B) bEnd.3 cells were
treated with vehicle alone or 10 ng/ml of EGF for 1 h. Positive control consisted of bEnd.3 cells
incubated with 50 ng/ml of PMA for 1 h. Total RNA was extracted and subjected to RT- PCR to
quantify EGR-1 expression. (C) 293 cells were co-transfected with the pGL3-EGR-1 promoter
construct and the pRL-TK Renilla luciferase as described in Materials and Methods.. After 24 h,
the 293 cells were preincubated for 1 h with blocking mAbs specific for EGFR or control mouse
1gG. Thereafter, the murine 267 T lymphoma cells (3 x 10° cells/well), the human Burkitt Raji B
lymphoma cells (3 x 10° cells/well), and the human MDA-MB-231 breast carcinoma cells (5x
10° cells/well) were added to adherent cells for 16 h. Cells were collected, and luciferase activity
was measured. Controls included 293 cells without tumor cells. The firefly luciferase was
normalized to Renilla luciferase activity. Results are representative of three independent
experiments performed in triplicata. Bars, SD. *, p < 0.05, significantly different from the control
mouse IgG treatment.

Figure 4. EGR-1-induced expression in epithelial cell lines following contact with EGF
transfectants. (A) Following a 16 h in vitro contact with stable transfectants (3 x 10° cells/well),
293 cells were harvested, total RNA was extracted and subjected to RT-PCR to quantify EGR-I
expression. 293 cells stimulated with EGF (50 ng/ml) for 1 h were used as a positive control. (B)
Quantitative analysis of the induction of EGR-I expression was performed by imaging
densitometry. The results are presented normalized relative to GAPDH expression. Results are
representative of three independent experiments with several clones expressing EGF and
controls. (C) pGL3-EGR-1 promoter construct (0.1pg) was transiently co-transfected with pRL-
TK Renilla luciferase (0.5pg) into 293 cells as described in Materials and Methods. After 24 h,
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the 293 cells were preincubated for 1 h with blocking mAbs specific for EGFR or control mouse
IgG. Thereafter, the stable transfectants (3 x 10° cells/well) were added to adherent cells for 16 h.
Cells were collected, and luciferase activity was measured. Controls included 293 cells without
tumor cells. The firefly luciferase was normalised to Renilla luciferase activity. Results are
representative of three independent experiments performed in triplicata. Bars, SD. *, p < 0.05.

Figure 5. EGF expression decrease thymic lymphoma growth. (A) Survival analysis of 5- to
6-week-old syngeneic C57BL/6 mice injected intrathymically with 5 x 10 per lobe of lymphoma
cell transfectants (o) or controls (w). Lymphoma growth is restricted to the thymus following
intrathymic injection and does not metastasize to peripheral organ. When clinical signs of thymic
lymphoma became evident (runting, swelling of the thorax, and dyspnea), mice were sacrificed,
and thymic lymphoma was confirmed and collected at necropsy. (B) Histogram showing the
mean survival times (MST) of mice following intrathymic injection of lymphoma cell
transfectants or controls. Data are representative of two independent experiments with several
different clones expressing EGF and controls. Bars, SD. *, p <0.05.

Figure 6. Inhibition of MMP-9 mRNA expression by EGR-1. (A) The HT1080 fibrosarcoma
cells were treated with different doses of EGF for (A) 0.5 h or (B) 18 h. Total RNA was extracted
and the subjected to RT-PCR to quantify EGR-1 and MMP-9 expression respectively. (C)
pCMV6-XL5-EGR-1 (2 pg) or empty vector pCDNA3.1 (2 pg) was transiently transfected as
described in Materials and Methods. Cells were either not stimulated or stimulated with
recombinant human TNF (50 ng/ml) for 18 h. HT1080 cells were collected, total RNA was
extracted and then subjected to RT-PCR to quantify MMP-9 expression. Densitometry was
conducted for MMP-9 and the results are presented normalized relative to GAPDH expression.
(D) Levels of MT1-MMP transcripts are shown as a specificity control. Results are representative
of three independent experiments. Bars, SD. *, p <0.05.

Figure 7. EGF expression decreases MMP-9 promoter activity ex vivo. (A) The
C57BL/6/proMMP9-Luc Tg mice were injected intrathymically with 5 x 10’ per lobe of
lymphoma cell transfectants (267Egf) or controls (267Sra). At 7 days post-injection, thymuses
were collected and imaged using the Xenogen 1VIS imaging system. Shown are representative
images of thymus injected with lymphoma cells. (B) Thymuses were crushed and luciferase
activity in tissue extracts was determined and normalized to the protein content. Controls
included thymus without tumor cells. Bars, SD. *, p < 0.05.
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8. Supplementary materials

RNA isolation and RT-PCR.

Total RNA was isolated from cells using Trizol reagent according to the manufacturer’s protocol
(Invitrogen). Briefly, total RNA (2 pg) was reverse transcribed using the OmniScript reverse
transcriptase (Qiagen, Mississauga, ON) and PCR amplified using the following conditions: 94°C
for 1 min, 62°C for 1 min, and 72°C for 1 min followed by a final extension step at 72°C for 10
min. The primers used for PCR amplification were the following: murine EGF (EGF), 5’-
TCCCAGCGAGAAAGACTGAT-3" (sense) and S5’-CATGCTGCCTTGAAGACGTA-3’
(antisense); murine HB-EGF, 5-CAGGACTTGGAAGGGACAGA-3’ (sense) and 5’-
TGAGAAGTCCCACGATGACA-3’ (antisense); and glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH), 5’-CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT-3’ (sense) and 5°-
AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC-3’ (antisense). 30 or 35 cycles of amplification were
carried out in a thermal cycler (model PTC-100 TM, MJ Research, Watertown, MA). Each assay
was repeated three times to verify the accuracy of the results. As an internal control,
amplification of GAPDH mRNA was carried out by reverse transcription-PCR (RT-PCR) using
specific primers. Amplified products were analyzed by electrophoresis on 1% agarose gels using
ethidium bromide staining and UV illumination. Loading was equalized to the internal control

mRNA.

Generation of stable transfectants expressing EGF. The cDNA encoding the human EGF gene
(NCBI Reference Sequence: NM_001963.3) was purchased from Origene (Rockville, MD). To
obtain stable 267 transfectants expressing EGF constitutively, the cDNA encoding the human
EGF was inserted into the Sra eukaryotic expression vector (kindly provided by Dr. Frangois

Denis). Controls were generated using 267 lymphoma cells transfected with empty Sra vector
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alone. Transfection was carried out by electroporation (Gene Pulser, Bio-Rad Laboratories) using
the following parameters: 40 pug of DNA per 107 cells in PBS on ice; 960 uFD; 300 mV. After 24
hours of culture in complete medium, transfected cells were allowed to grow in complete medium
containing 4 pg/ml puromycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) before individual colonies were

selected and expanded. EGF expression was assessed by RT-PCR and ELISA analyses.

ELISA. The levels of human EGF in the supernatant of cultured cells and in the cell lysate were
determined by ELISA according to the manufacturer’s protocol (Duoset ELISA Develpment Kit,

R&D Systems, Burlington, ON, Canada).

Figure S1: EGF expression in T lymphoma. (A) RT-PCR analysis showing low levels of
EGFR ligands, including heparin-binding EGF-like factor (HB-EGF) in 267 and 164T2 T
lymphoma cells.

Figure S2: EGF activates transcription of EGR-1 expression. pGL3-EGR-1 promoter
construct was transiently co-transfected with pRL-TK Renilla luciferase into 293 cells as
described in Materials and Methods. After 24 h, cells were treated with different doses of EGF
for 16 h, cells were collected, and luciferase activity measured. *, p < 0.05, significantly different
from unstimulated cells.

Figure S3. Expression of EGF transfectants. (A) 267 T lymphoma cells were transfected with
Sra puro expression vector containing the human EGF ¢cDNA and stable transfectants (267Egf
#1, 267Egf #4 and 267Egf #19) constitutively expressing EGF were obtained. The levels of EGF
expression were examined by RT-PCR and 8-ACTIN was used as an internal control. Control
transfectants (267Sra#2 and 267Sro#3) included lymphoma cells transfected with Sra puro
expression vector without cDNA insert. (B) The levels of overexpressed EGF protein were
determined by ELISA. The constitutive overexpression of EGF was not decreased upon long-
term in vitro culture of the clones but was nevertheless always assessed by ELISA analysis before
their in vivo testing.
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Figure 4

Co-culture

HDPISLIT +

T#ISALIT +

Co-culture

FI3HALOT +

A0 +

1)

o o WS W -

N oA

- S &
(s)um LIepraqae)
uorssaadsa 7-yng

~

m

i
WHPISL 9T+
HISHL9T+
T#ISHLOT+
94 +
)

&
=
i
-
=tIg 9T +
&+
* r=JB g 9T+
.
ANng+
f T y T Y
o “1 - o

(won)np proj)
AL ase BJLNT

64



%o Smvival

Figure §

100-; H |'_ll— n=10
. oo
40 n=11 —&—5o
vy p=00138
|
S ;
0 20 40 60 80

Nean smvival mne

(davs)

Survival tune (days)

S0 -
l

S1o=5"18+153"
Fef="24%522

67510 267Egf

65



n

IMP-9 expression

e &=
e @
| ]

*
[
L]

(arbritary units)

Figure 6

EGF 0 10 20 50 (ngml)

R— == F(;R-1
06 -
g2
g £
€2 04-
g -
e
Qs
S7 02
g ~—
0 -

FGF 0 1o 20 20 Mmgml

66



Luafer ase acmvity ing p1otem

Figure 7

A -
o]

267Sr¢. 267Egf
24000 -
20000 - .
16000 - %
12000 ' o
- N a
] 11 o
3000 - e
. A [a¥w]
A
4000 - o
) A
0
C'al +267S10 +267Eof

67



Supplementary Figure 1

68



Lucifer ase aconaty

Supplementary Figure 2

- *
%
6 s
g s *
g
: o4
g 3
% T~
S 2
11
0 -8
EGF 0 s 10 0 100  (ngmh

69



Supplementary Figure 3

£= 01§ 97
=018.97
6T=J8q_97
r=J54.9¢
T=J54._9¢

A
=
& <
4 <
¢ z
= 3
T £
- V2
——— T T T
(=4 [ (=4 o o
(=1 U (=] g o m
P P I~ T —

(fwsd) 3999

r= NS _9¢

=015 97

6T=JH_92

r=Jy_93

=1 a_97

70



Chapitre I1I

Discussion générale
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1. Rappel des objectifs de recherche

Les interactions entre les cellules tumorales et les cellules stromales sont bien connues pour
leur role dans la progression tumorale et ce, particuliérement dans 1’induction de ’expression de
geénes pro-métastatiques dans les cellules de lymphome. Cependant, il existe peu de données
disponibles quant & I’induction de 1’expression de génes dans les cellules stromales, notamment
dans I’endothélium vasculaire, suite au contact intercellulaire. Le facteur de transcription Egr-1
fut identifié comme un des génes modulés dans les cellules endothéliales lors d’un contact avec
les cellules de lymphome. Notre projet de recherche visait & déterminer la nature de 1’induction
d’EGR-1 et le rdle de ce facteur de transcription lors des contacts lympho-stromaux dans la
croissance du lymphome thymique. Nos travaux ont démontré que ; 1) I’expression d’EGR-1 est
induite dans les cellules endothéliales et dans d’autres cellules stromales suivant un contact avec
les cellules de lymphome ; 2) la présence du facteur de croissance EGF, exprimé de fagon
constitutive par les cellules de lymphome, est suffisante pour induire EGR-1 ; 3) la croissance du
lymphome est inhibée par des cellules de lymphomes surexprimant EGF et ; 4) cet arrét de la
croissance tumorale est possiblement modulé via la capacité d’EGR-1 & inhiber I’expression de
MMP-9. L’implication d’Egr-I comme géne suppresseur de tumeur dans la croissance localisée
du lymphome T non hodgkinien s’ajoute aux cancers du sein (182), du cerveau (195), des
poumons (211), de la peau (198) et au fibrosarcome (212) ou un tel role pour EGR-1 a été

identifié.

2. Identification de I’induction de P’expression d’EGR-1 dans les cellules stromales

Notre laboratoire a démontré que des souris déficientes en molécules d’adhésion résistent
a la dissémination des cellules de lymphome vers les organes périphériques. Or, cette résistance
n’est pas due & I’incapacité des cellules tumorales & migrer vers les organes cibles, mais plutt &
I’absence de signaux d’activation dans les cellules tumorales et stromales (36, 37). Selon notre
modele, cette signalisation via les contacts intercellulaires serait normalement responsable de
Pexpression de génes pro-métastatiques dans les cellules tumorales et stromales (24, 39, 40). Plus
specifiquement, étant donné que le microenvironnement tumoral est composé d’un ensemble de
cellules stromales, nous avons soulevé 1’hypothése que 1’adhésion des cellules de lymphome lors
du développement tumoral induit I’expression de génes pro-métastatiques dans les cellules

stromales, modulant ainsi la croissance et la dissémination des cellules cancéreuses. Afin

72



d’identifier les geénes modulés par ce contact, nous avons utilisé une approche génomique.
L’analyse comparative, par matrice différentielle d’ADNc, des cellules endothéliales en co-
culture avec les cellules de lymphome et des cellules endothéliales sans contact intercellulaire
nous a permis d’analyser I’expression de 1176 génes différents. Parmi ceux-ci, nous avons
observé une forte augmentation de I’expression du géne Egr-1. Ce dernier est connu pour étre un
facteur de transcription rapidement et transitoirement induit par des stimulations mitogéniques
dans plusieurs types cellulaires. Tout comme EGR-1, on retrouve d’autres membres de la famille
des facteurs de transcriptions a réponse précoce/immédiate induits lors de ce contact
intercellulaire tels que c-jun, c-fos, et un petit variant de I’épissage, Fra-2 (fos-related antigen 2).
En fait, il a été démontré que dans différents processus physiologiques, cet ensemble de facteurs
de transcription est habituellement co-régulé (78, 213). Lors de la co-culture entre les cellules de
lymphome et les cellules endothéliales, I’interaction crée une synapse ou différents stimuli vont
moduler I’expression de ces facteurs de transcription a réponse précoce/immédiate, et en
particulier celle d’EGR-1. Ces derniers vont par la suite controler Iexpression de génes
nécessitant cette premiére vague de facteurs de transcription pour leur régulation
transcriptionnelle. Ces observations sont consistantes avec 1’augmentation d’EGR-1 dans les
tumeurs lymphoides du foie s’étant développées en réponse a ’injection des cellules de
lymphome par voie i.v. (S. Bélanger, résultats non publiés), bien que la contribution intrinseque
des cellules stromales dans les tumeurs lymphoides demeure inconnue. Nos recherches indiquent
donc pour la premiére fois que, lors d’une interaction avec des cellules tumorales, I’expression

d’EGR-1 est induite dans les cellules stromales.

3. Réle ’EGF dans P’induction de I’expression d’EGR-1

Dans la premiére partie de nos travaux, nous avons voulu déterminer par quelle voie
I’expression d’EGR-1 était induite dans les cellules endothéliales. Nous avons tout d’abord
observé que méme si le contact direct provoque une plus forte expression d’EGR-1 (résultats
non publiés), la sécrétion de molécules solubles suffisait a stimuler ’expression de ce facteur.
Parmi les molécules solubles connues pour induire EGR-1, nous avons identifié les facteurs de
croissance EGF, HB-EGF et PDGF produits de fagon constitutive par les cellules de lymphome et
par d’autres cellules cancéreuses. Par contre, seul I’ajout d’EGF recombinant a été en mesure

d’induire I’expression d’EGR-1 dans notre lignée de cellules endothéliales. EGF est bien connu
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pour étre exprimé par des cellules de lymphome T (214) tandis que les lymphocytes T et B
normaux n’expriment habituellement pas EGF (215). Le développement du modéle de co-culture
in vitro a permis de déterminer qu’EGF induit de fagon spécifique et significative I’activité
transcriptionnelle du promoteur Egr-I dans les cellules endothéliales. Lors du contact direct,
I'expression d’EGR-1 demeure plus importante, particuliérement avec les cellules épithéliales
293, un modele couramment utilisé pour les études de la voie EGR-1, ce qui suggére qu’au-dela
du complexe EGF/EGFR, des signaux de costimulation générés par d’autres voies peuvent
participer au contrdle transcriptionnelle ’EGR-1. 1 a été démontré que les intégrines s’associent
avec EGFR au niveau membranaire et contribuent a I’activation d’EGR-1 lors de I’adhésion
cellulaire (148). Des études supplémentaires, utilisant d’autres anticorps neutralisants, par
exemple contre ICAM-1 et les sélectines, pourront certainement aider a éclaircir le répertoire de
voies impliquées dans cette induction. Les propriétés de signalisation des molécules d’adhésion
en font de bons candidats pour la propagation d’une cascade de signalisation. Par exemple, il a
¢té démontré que I’adhésion de cellules cancéreuses du colon & E-sélectine augmente 1’activité de
ERK et p38 (216), des voies connues pour induire I’expression d’EGR-1 (103, 120). 11 serait ainsi
intéressant dans une perspective a long terme, de déterminer les voies de signalisation
empruntées pour la modulation de I’expression d’EGR-1 suite au contact avec les cellules de

lymphome.

4. Inhibition de la croissance du lymphome thymique : implication d’EGR-1

Dans le but de déterminer I’importance de I’induction d’EGR-1 dans la croissance
tumorale, nous avons fait appel au modéle murin ol I’injection i.t. de cellules de lymphome dans
une souris de 3-5 semaines induit un lymphome thymique. Comme nous I’avons démontré, la
surexpression d’EGF par les cellules de lymphome inhibe de fagon significative la formation
d’un lymphome thymique. EGF confére donc a lui seul un net désavantage au lymphome en
inhibant sa croissance primaire. Cette inhibition peut étre expliquée, du moins en partie, par nos
résultats in vitro démontrant qu’EGF exprimé par les cellules de lymphome induit Pexpression
d’EGR-1 dans les cellules stromales. On peut donc croire que la surexpression d’EGF stimulerait
expression d’EGR-1, qui 4 son tour initierait des changements a long terme dans le
microenvironnement tumoral thymique qui inhiberaient la croissance du lymphome. Il est

¢galement possible qu’EGF et EGR-1 forment une boucle d’activation. En effet, il a été démontré
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que I’activité transcriptionnelle ’EGFR est régulée par EGR-1 lors de I’hypoxie (113). De facon
similaire, il serait donc possible qu’EGF sécrété de fagon constitutive par les cellules de
lymphome induit ’expression d’EGR-1 et qu’en retour, EGR-1 stimule ’expression d’EGFR
dans les cellules stromales créant une amplification du signal et favorisant leur activité
biologique. Dans une étude, I’administration i.p. d’EGF dans des souris provoque la
phosphorylation d’EGFR et I’expression d’EGR-1 pour une période d’une a 4 heures (106).
Dans ce contexte, suivant I’injection des cellules de lymphome, il serait intéressant d’analyser
dans les thymus les niveaux d’expression d’EGR-1 a différents temps hatifs et la source de cette
augmentation dans le stroma thymique. A ce propos, des études utilisant un modéle de souris
transgénique comprenant la construction du promoteur EGR-1 fusionnée a un geéne rapporteur
pourraient permettre d’élucider le ou les types cellulaires stromaux responsables de I’expression
d’EGR-1 dans le thymus lors de la croissance du lymphome. Un modéle transgénique similaire
avec le promoteur d’EGFR fusionné au géne de la chloramphénicol acétyltransférase a démontré
que I’activité transcriptionnelle du promoteur était principalement retrouvée dans le thymus et
que les thymocytes n’affichaient aucune activité, suggérant que 1’expression ’EGFR dans le

thymus est confinée au stroma thymique principalement composé de cellules épithéliales (217).

S. Souris déficiente en EGR-1 et lymphome

Ainsi, I’augmentation de ’expression d’EGR-1 par les cellules endothéliales et autres
cellules stromales comme les fibroblastes suite au contact avec les cellules de lymphome, tel que
nous I’avons mis en évidence, a joué un rdle de suppresseur de tumeur. Plusieurs études ont
expérimenté I'inhibition de 1’expression d’EGR-1 dans diverses étapes de la progression tumorale
(176, 194, 218). Par contre, dans la plupart de ces études, I’absence d’EGR-1 est retrouvée non
seulement dans les cellules stromales, mais également dans les cellules néoplasiques et par le fait
méme, rend difficile la contribution réelle d’EGR-1 du microenvironnement tumoral. En fait, nos
études ne nous permettent pas jusqu’a présent de confirmer un rdle pour EGR-1 dans la
croissance du lymphome. L’utilisation de souris déficientes en EGR-1 pourrait étre utile dans ce
contexte. Dans notre modéle d’injection i.t. des cellules de lymphome, I'emploi de ces souris
pourrait sans doute aider a établir de fagon inconditionnelle le role d’EGR-1 exprimé par les
cellules stromales dans la croissance du lymphome thymique, et s’il y a lieu, I’expression d’EGR-

1 au sein de la tumeur. Toutefois, les femelles déficientes en EGR-1, générées par le groupe de
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Milbrandt (219) présentent un probléme de fertilité suite & une déficience pour I’hormone
lutéinisante. Une avenue possible afin de contourner ce probléme d’infertilité causée par
Iinactivation du géne EGR-1 est la mutagenése conditionnelle avec le systeme loxP/CRE. Ainsi,
la délétion du géne EGR-1 dans un tissu spécifique, comme le microenvironnement thymique,
nous permettrait d’améliorer ’analyse fonctionnelle de notre géne d’intérét dans la croissance du
lymphome thymique. Les souris déficientes en EGR-1 nous permettraient également d’établir si
EGR-1 est essentiel dans la lymphomagenése en comparant ’incidence du développement de
lymphome radio-induit dans ces derniéres et les souris normales. S’il s’avérait que la
lymphomagenése puisse étre induite dans ces souris déficientes, nous pourrions tirer avantage de
cette €tude et établir de nouvelles lignées de lymphome dépourvues totalement d’EGR-1. Ces
lignées pourraient ensuite étre utilisées dans 1’élucidation du role d’EGR-1 dans les cellules

lymphomateuses, un aspect encore jamais étudié pour ce facteur de transcription.

6. Relation fonctionnelle entre EGR-1 et MMP-9

Avec I’objectif de déterminer le mécanisme impliqué dans I’inhibition de la croissance du
lymphome thymique, nous avons étudié la relation entre EGF, EGR-1, et MMP-9, ce dernier
ctant associé a la majorité des processus de progression néoplasique de la plupart des types de
cancers, incluant le lymphome, au niveau de I’angiogenése, ’invasion et la métastasie aux
organes secondaires (41). En fait, les macrophages infiltrant la tumeur et d’autres cellules
inflammatoires, comme les mastocytes et les neutrophiles, contribuent a I’angiogenése par leur
habilit¢ a sécréter MMP-9, laquelle favorise le relichement de VEGF, un inducteur de
I’angiogenese. De plus, en absence de MMP-9, la migration des cellules cancéreuses est
diminuée de fagon importante (220). Différentes études dans des modéles murins de lymphome T
ont montré que MMP-9 joue un rdle important dans I’agressivité et la métastasie du lymphome
aux organes (221, 222). Bien que la source principale d¢ MMP-9 dans le microenvironnement
tumoral reste les cellules immunitaires, particuliérement celles de 1’immunité innée, les études
dans les modéles de cancers tant humains que murins montrent que les cellules épithéliales,
vasculaires et stromales participent également & la production de MMP-9 (223). En outre, Aoudjit
et al. ont démontré que les souris ayant des lymphomes thymiques possédaient des taux de MMP-
9 trois fois supérieurs aux niveaux normaux. Or, les cellules de lymphome testées ne produisaient

pas de MMP-9 in vivo, mais semblaient plutdt induire la sécrétion de cette protéase par les
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macrophages, les monocytes et les cellules stromales (224), augmentant ainsi les concentrations
de MMP-9 dans le microenvironnement tumoral (225). L’ensemble de ces études suggere donc
que I'inhibition de la croissance du lymphome T est possiblement modulée par la capacité
d’EGR-1 a inhiber I’expression de MMP-9 par les cellules stromales du microenvironnement
tumoral. Le transfert de cellules de lymphome surexprimant EGF dans des souris déficientes en
MMP-9 pourrait démontrer I’impact réel de MMP-9 dans I’inhibition de la croissance tumorale.
Des ¢tudes antérieures ont démontré qu’EGR-1 peut réguler 4 la hausse I’expression de
MMP-2 dans les fibroblastes pulmonaires (226), de méme que I’expression de MMP-14 durant
I’angiogenése de I’endothélium (227). Dans la présente étude, nous avons observé aucune
modulation de I’expression de MMP-14 (MT1-MMP) par EGR-1 (Figure 6D) de méme que celle
de MMP-2 (résultats non publiés). Pour ce qui est de la régulation de ’expression de MMP-9, le
role d’EGR-1 est moins bien connu. Le promoteur MMP-9 contient plusieurs régions
régulatrices, incluant des sites de liaison pour les facteurs AP-I, NF-xB, SP-1 et Ets-1,
impliquées dans I’expression basale et induite de MMP-9 (228). Aucun motif de liaison d’EGR-1
n’a €té mis en évidence dans le promoteur de MMP-9 jusqu’a ce que le groupe de Shin et al.
identifie récemment un site de liaison fonctionnel pour EGR-1 chevauchant le site SP-1 (229).
Dans ce cas, ils ont démontré qu’EGR-1 joue un rdle essentiel pour I’induction de MMP-9 via
TNFa dans les cellules HeLa. Bien que ces travaux confirment que MMP-9 peut étre régulé
directement par EGR-1, la littérature concéde 8 EGR-1, comme aux membres de la famille EGR,
des caractéristiques fonctionnelles distinctes en relation avec le type cellulaire, et nos résultats
suggerent maintenant une nouvelle variation en fonction du microenvironnement et de ses
facteurs. La relation entre EGR-1 et MMP-9 ouvre de nouvelles perspectives sur les mécanismes

impliquant un géne suppresseur de tumeur dans le lymphome.

7. Utilisation d’un modéle in vivo de bioluminescence

Pour de nombreux cancers, les niveaux d’expression et d’activité enzymatique des MMPs
sont des données fondamentales pour élucider le réle physiologique de ces enzymes dans le
microenvironnement tumoral. A ce jour, plusieurs techniques d’imagerie ont permis d’étudier
P’expression et/ou I’activités des MMPs in vivo, comme par exemple le transfert d'énergie par
resonance de type Forster (FRET), la tomographie par émission de positons (TEP), la

tomographie d'émission monophotonique (TEMP) et l'imagerie par résonance magnétique
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nucléaire (IRM) (230). Lors de notre étude, nous avons plutdt opté pour un modele murin
transgénique ou le promoteur MMP-9 est fusionné au géne de la luciférase. Ce gene rapporteur,
le plus utilisé pour la bioluminescence, catalyse la transformation de son substrat, la D-luciférine,
en oxyluciférine dans un processus dépendant de I’ATP résultant en 1’émission de photons
pouvant €tres détectés (231). Nous avons tiré profit de ce modeéle afin de déterminer la capacité
des lymphomes surexprimant EGF & moduler ’expression de MMP-9 dans les cellules thymiques
de I’hdte comparativement aux lymphomes témoins. Le traitement des souris par des injections
i.p. de D-luciférine nous permettait, 3 I’aide d’un systéme de caméra développé par 1VIS,
I’imagerie rapide de ’animal anesthésié ou en post-mortem. La mesure de bioluminescence nous
a donc permis d’évaluer I’activation transcriptionnelle du promoteur MMP-9 par les cellules
stromales. De telles études bioluminescences pour les MMPs ont déja été effectuées avec le
promoteur de MMP-13 dans un modéle de réparation de blessure (232) et avec des cellules
tumorales transfectées avec le géne de la luciférase dans un essai métastatique dans des souris
déficientes en MMP-9 (233). Bien qu’une telle approche similaire ait été rapportée en fusionnant
le promoteur de MMP-9 avec la béta-galactosidase (234), nous sommes les premiers a utiliser
I’imagerie bioluminescence avec un modéle transgénique comprenant la construction du

promoteur MMP-9 fusionnée a la luciférase.

8. Mécanisme d’action d’EGR-1 dans I’inhibition de la croissance du lymphome

Le dévoilement de I’inhibition de MMP-9 par EGR-1 laisse présager un nouveau
mécanisme par lequel ce facteur de transcription peut agir en tant que gene suppresseur de
tumeur. Néanmoins, considérant le répertoire de génes sous le controle d’EGR-1, il est possible
que des mécanismes complémentaires et/ou alternatifs puissent étre impliqués dans cette
inhibition de la croissance du lymphome thymique. Une analyse par micromatrice des génes sous
le controle d’EGR-1 exprimés de fagon constitutive a démontré qu’il existe un nombre important
de genes capables de moduler diverses étapes du processus tumoral (194). On y retrouve
notamment les genes codant pour CXCLI4, un inhibiteur d’angiogenése via le blocage du
recrutement de précurseurs de cellules endothéliales (235), les inhibiteurs de MMPs (soit TIMP-1
et -3 (tissue inhibitor of metalloproteinase)), lesquels sont connus pour inhiber directement
I’angiogenése en bloquant Iactivit¢ des MMPs et la liaison de VEGF a VEGFR-2 (236).
Plusieurs génes pro-apoptotiques, dont SIVA (SIVAI, apoptosis-inducing factor) (237), DEDD2
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(death effector domain containing 2) (238), et DUSP2 (dual specificity phosphatase 2) (239) sont
également régulés a la hausse par EGR-1. Ce dernier régule aussi des geénes aux fonctions
antiprolifératives, tels que les effecteurs du cycle cellulaire, p57/KIP2 (cyclin-dependent kinase
inhibitor 1C) (240) et GADD45B (growth arrest and DNA-damage-inducible, beta) (241), de
méme que TGF-f (242). Le facteur TGF-P peut étre envisagé parmi les mécanismes possibles par
lequel EGR-1 peut inhiber la croissance du lymphome thymique. EGR-1 est bien connu pour
induire I’expression de ce facteur, notamment dans les fibroblastes HT1080 et le promoteur de
TGF-B contient un motif de liaison pour EGR-1 (184). De plus, I’idée que TGF-B puisse
diminuer la croissance du lymphome est supportée par des études antérieures démontrant que la
sécrétion de ce facteur dans le microenvironnement thymique inhibe la croissance et la
différenciation des populations de thymocytes immatures (243). Cependant, ce méme facteur
induit, du moins a un certain niveau, I’expression d¢ MMP-9 dans ces mémes cellules, bien que
I’expression de I’inhibiteur de MMP-9, TIMP-1, y soit supérieure et suffisante pour inhiber
I’action des métalloprotéases (244). Quelles sont les cellules stromales influencées par EGR-1 et
quels sont les autres mécanismes par lesquels EGR-1 inhibe la croissance du lymphome

thymique? Ces questions restent a élucider et sont présentement en étude.

9. Avenue thérapeutique

L’administration topique d’EGF est utilisée depuis 1989 pour stimuler le processus de
réparation pour une variété de blessure tissulaire, de méme que ’administration i.v., orale et
rectale pour les dommages gastro-intestinaux (245). Bien que les mécanismes employés par EGF
pour stimuler la réparation tissulaire soient les mémes que ceux qui sont impliqués dans le
développement tumoral (prolifération et migration cellulaire, angiogenése) (51), les essais
cliniques récents n’ont présenté aucun effet secondaire a long terme. Plusieurs études ont
mentionné qu’EGF n’induit pas de génotoxicité, de mutagénicité ou de cytotoxicité (246). 11 a été
démontré, entre autres, qu’EGF agit en tant qu’agent cytoprotecteur dans le traitement de la
mucosite associée a la chimiothérapie tumorale (247) et qu’il prévient ’induction d’un cancer
rectal chez des rats exposés & 1’azoxyméthane (248). In vitro, EGF inhibe la croissance de lignées
cancéreuses d’origine épithéliale (249, 250) et ne peut stimuler la prolifération de lignées
d’adénocarcinomes gastriques (251). De plus, chez des souris exposées 4 EGF, il n’y a eu aucune

formation de polypes ni de transformation cellulaire (252). Les nombreuses études pré-cliniques
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basées sur P’administration d’EGF sur de longue période et & des concentrations supra-
physiologiques ont conclu que ce facteur de croissance induit I’hyperplasie dépendamment de la
dose et de la durée de I’exposition. Cette croissance épithéliale excessive était réversible avec le
retrait du traitement et ne présentait aucune évidence histologique de dysplasie et/ou d’anaplasie
(253-255). Alors que I’inhibition du récepteur EGF par des petites molécules ou des anticorps est
largement utilisée pour traiter différents type de cancers, il nous est permis de croire que
administration d’EGF & des fins thérapeutiques pourrait étre envisagée dans un contexte
spécifique de lymphome thymique ol nous avons démontré qu’EGF induit I’expression d’EGR-1,
un geéne suppresseur de tumeur. En revanche, avant de considérer EGF a des fins thérapeutiques,
il demeure essentiel de définir le role physiologique de la cascade EGF-EGR-1-MMP-9 dans les
cellules normales afin de mieux connaitre les conséquences sur les processus cellulaires d’une

action thérapeutique ciblant cette cascade.

10. Conclusion

Nos travaux ont démontré que I’interaction entre les cellules de lymphome et les cellules
stromales méne & la modulation de I’expression génique de I’endothélium par les cellules
cancéreuses. Nous avons documenté pour la premiére fois que le facteur de transcription EGR-1
est induit dans les cellules stromales via la sécrétion de facteurs solubles par les lymphomes, et
que le facteur de croissance EGF est le principal facteur responsable de cette induction. De plus,
lors de la croissance du lymphome thymique, EGR-I exerce un rdle de géne suppresseur de
tumeur puisque le développement tumoral est inhibé possiblement par un contrdle sur
I’expression de plusieurs génes, notamment, MMP-9 (Figure 3.1). Dans I’ensemble, ces travaux
nous ont permis de fournir une meilleure compréhension des bases moléculaires lors des contacts
lympho-stromaux, en plus de fournir des informations précieuses sur les mécanismes utilisés par

Egr-1 afin de le définir comme géne suppresseur de tumeur dans la croissance du lymphome

thymique.
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Figure 3.1: Modéle d’étude. Lors de la croissance du lymphome thymique, les cellules de
lymphome entrent en contact avec le microenvironnement thymique, composé d’un ensemble de
cellules stromales. L’interaction permet la création d’une synapse amplifiant les signaux
déclenchés au niveau du microenvironnement par les molécules solubles. La sécrétion du facteur
de croissance EGF par les cellules de lymphome entraine ainsi I’activation des récepteurs EGFR
exprimés sur les cellules stromales et par conséquent, ’induction de I’expression d’EGR-1. Ce
facteur de transcription va par la suite inhiber ’expression de MMP-9, une métalloprotéase de la
matrice connue pour étre associée a la majorité des processus de progression néoplasique du
lymphome. Finalement, cette perte de I’expression de MMP-9 méne a une inhibition de la
croissance du lymphome thymique.
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