Exemple
Differenciation de la cellule thyroidienne

P2Biolcell 2007



Différenciation de la cellule thyroidienne

Fixation de 'iode
sur la Tg

THYROCYTE Tg

Désiodination de
la T4 en T3 active

Captation
de Piode
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cellule maligne:
altérations des voies de controle

Blocage de la différenciation,
Augmentation de la prolifération
Augmentation de la survie cellulaire

‘ |2 1200/ 9 ‘
Agents différenciants

Reprise de la différenciation
arrét de la prolifération
mort cellulaire

P2Biolcell 2007



Certaines cellules de cancer thyroidien ne peuvent pas capter liode:
blocage de la différenciation:

.>
o mkd Tg
ITF1
TTF2 TPO -
Désiodination de Pax8Ad I: Captftuon
la T4 en T3 active ! de I'iode

)

@J e éfaut de captation de l'iode:
E e r \iéfaut d'expression du géne NIS
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Certaines cellules de cancer thyroidien ne peuvent pas capter liode:
blocage de la différenciation: défaut d'expression des genes

Expression du géne NIS
Mesure du taux d’ARNm par RT-PCR quantitative

Expression du géne NIS

C Tumeur

T=24h
(RT-PCR quantitative)
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Différenciation de la cellule cancéreuse thyroidienne:

mise en évidence
du réle de I’acide rétinoique, dérivé de la vitamine A
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Différenciation de la cellule thyroidienne: mise en évidence
du role de I'acide rétinoique, dérivé de la vitamine A

CTQeT s e F Induction de I'expression des marqueurs de
.................................... différenciation par I'acide rétinoique
Fixation de I'lode
sur la Tg 30

Désiodination de
la T4 en T3 active

Facteur d’induction/témoin
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L@ SANG Na* Expression des ARNm  Secrétion de la Tg dans le
milieu de culture (RIA)

AR augmente les paramétres de la cellule thyroidienne différenciée
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Question:
qu'est-ce qui régule I'augmentation de |'expression

des genes codant pour le NIS et la 5'DI par |'Acide
rétinoique?
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Controle de I'expression des genes
Au niveau transcriptionnel

Protéines transcriptionnelles

P

Démeéthylation Acétylation
des bases nucléotidiques des histones
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L'acide rétinoique (AR) agit par l'intermédiaire de protéines
transcriptionnelles: les récepteurs de I'AR
Séquences RARE dans le promoteur des genes NIS et 5DI

AR

s
Genes cibles

Récepteurs de l'acide rétinoique:

3 RXR a, B,y

3 RARq, B,V

qui s'assemblent en hétérodimeres en fonction de la cellule et du gene

Quels récepteurs sont spécifiques de la cellule thyroidienne?
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Etude de I'expression des différents récepteurs
dans la cellule thyroidienne normale

Thyroide RARa RARp RARy RXRa RXRB RXRy
normale ++ +++ ++ + + 0

l

Réle potentiel de RARPB
Hétérodimeres: RXRa/RARB RXRB/RAR[
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Cancer: Blocage de différenciation
Absence de RAR[ dans les Cancers thyroidiens

Nombre de copies / ug d'ARN
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Quels sont les récepteurs de l'acide rétinoique impliqués dans la
différenciation des cellules thyroidiennes par |'acide rétinoique

L'AR augmente |'expression
‘ des génes RARs et RXRs surtout RARPB
RARMRNA

AR10¢M
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par quantification de leurs ARNm 3 3 T
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Confirmation de l'induction de RARP dans les cellules thyroidiennes

traitées par I'acide rétinoique
R @ RARMRNA

Marquage des cellules avec
un anti-corps anti-RAR[

Protéine RAR

Non traitées Traitées par I'AR
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Traitement conventionnel des cancers de la thyroide

: thyroidectomie totale + radiothérapie avec iode 131

Surveillance des patients pour détection de métastases
et nécessité d'un nouveau traitement par iode 131

Perte de la captation de I'iode
15% des patients atteints de
cancer thyroidien

Impasse thérapeutique
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Role potentiel de I'AR dans le
traitement des patients ne
captant plus l'iode
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Re-différenciation par les rétinoides

|

Induction de la fixation de l'iode

Reprise du traitement par 3l

Etude clinique (CRIC-DRC 99)

Service de Médecine Nucléaire
Hoépital Saint-Louis (Dr Toubert)

La ré-induction de la fixation de I''3l
chez des patients atteints de CTD
aprés 8 semaines de traitement par rétinoides

AR 13-cis 1 mgl/kgl/j : 7/19 patients (37 %)

Pourquoi 60% des patients ne répondent pas?
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Utilité thérapeutique de la différenciation des cancers de thyroide
Modéle d'étude: tumeur FTC 133 et métastase FTC 288:

FTC133

FTC238

FTC238

Facteur d’induction/témoin
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f

T=241)
(RT-PCR cuzniitaiive)

Les cellules FTC238 ne se différencient pas avec I'AR:
pas d'induction de 5DI, NIS ou TG
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Cancer: Blocage de différenciation
Absence de RAR[ dans les Cancers thyroidiens

Nombre de copies / ug d'ARN
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<= =oAR

FLUIRAR s Mécanisme de différenciation :
Induction de I'expression de RARR via les
ﬁﬁ% récepteurs endogénes de la cellule tumorale
ATRA 10 M _Isensible a I'AR: FTC133
28 [MRésistant & I'AR: FTC238
y 4

c 5
‘0
§ 4
s 3
O
3 2
5 I'AR ne peut pas induire
3 I'expression de RARb dans
s 0= les cellules FTC238
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Cellules normales

AR
)
A Génes cibles
RARE

NIS - 5°DI

Cellules cancéreuses: pas de RAR[3

AR

*’ Pas d’expression des Génes cibles
‘ NIS - 5°DI, pas de captation d’iode

RARE

Cellules cancéreuses sensibles a I'AR:

induction de RARb et induction de NIS et 5DI
Cellules cancéreuses résistantes a I'AR:

pas d'induction de RARb et pas de NIS et 5DI




Causes du défaut d'expression de RARP dans les
cellules de métastases FTC238 par I'AR

Anomalies de RAR ou RXR endogénes?
Anomalies du promoteur de RARB?
Anomalies de syntheése ou durée de vie

du messager ou de la protéine RARB?
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Etude de la transactivation induite par I'AR dans les cellules FTC 238

Construction d'un gene rapporteur:

La région codante du gene de la luciférase est sous le contréle du promoteur RARE

&

luciférase

'i’

coactivateurs

RARE luc

Mesure de la lumiére émise = mesure de la transactivation
via les récepteurs endogenes
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uorjonpul pjo4

Etude de la voie de transactivation de I'AR
dans les cellules résistantes FTC238

Capacité de transactivation
mesurées 16 h aprés transfection
par le RAREbéta-Luc et traitement

4007 | par ’AR
300§ I > L’AR et ’AM580 sont capables de
1 l transactiver les séquences RARE d’un
200 - géne rapporteur
100 4 > Donc le complexe transcriptionnel est
fonctionnel dans les cellules FTC238

0 e |
Control ATRA AM580
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Transactivation efficace avec un géne rapporteur
RARE

mRNA
RARB

RARB

Pas d' anomalies de RAR ou RXR endogenes?
Anomalies du promoteur de RAR[3?
Anomalies de syntheése ou durée de vie

du messager ou de la protéine RARB?
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Extraits nucléaires
de cellules traitées

Gel d’¢lectrophorese des
complexes ADN+protéines

permet de déterminer les complexes protéiques liées sur le
promoteur »radioactif »
Si liaison, retard de migration « gel retard »
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Y
Extraits nucléaires
de cellules traitées

-«
b -

Complexes retardes

RARE libre ..



@ Anti-RAR : l
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Extraits nucléaires

de cellules traitées . .g

RARE B
anti-RAR
anti-RXR | — + —

RA (1 uM




Chip: Chromatine Immuno précipitation

Crosslink DNA and proteins {optional) and isolate chromatin

L T

Sonicate or digest chromatin

Af“
-5

Immunoprecipitate, reverse crosslinking, purify DNA

l

PCR amplify target sequences [or detect by hybridsation)

Lanes

1. Mo input cortrol

2. Input contrl

A Chromatin IP from knockout background
4, Chromatin IP of tamgst antigan
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‘Remodelage de la chromatine: accessibilité du promoteur

sin3 HDAC \
SMIRT/NCoR

Désacétylation

Acétylation des histones
RARER
REPRESSION
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Déméthylation des bases des nucléotides

Méthylation
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Anomalie fonctionnelle du promoteur endogéne du géne RARD

SMIRT/NCoR

Absence d’acetylation des histones?
<in3 rJDAC\

Désacétylation

Acétylation des histones
RARER
REPRESSION
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ACTIVATION

)) ) Déméthylation des bases des nucléotides

Absence de deméthylation ?
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Promoteur RARE n'est pas hyperméthylé

sip5  DMT \
SMRT/NGoR

Méthylation
RAR RXR
RARE \J, )) »
REPRESSION

Modele cellulaire

FTC133 sensibles a I'AR
FTC238 résistants a I'AR

Primers Unme thylated Primers Methylated

S =
o Co —_ < ™ ) _ <
°c g £ &5 £ & £ &
IS IS 5 = IS & S S
&, &, @) < &, & O <

Pas d'hyperméthylation du promoteur
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Anomalie fonctionnelle du promoteur endogene du géne RARD

Absence d’acetylation des histones?

=in3 HDAC\
SMET/NCoR

Désacétylation

=== , )) n Acétylation des histones
_CBP/p300

W O
e \JHy

ACTIVATION

p/CIP

RARE n’est pas réprimé par hyperméthylation
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Absence d'acétylation des histones

TN = (80
RARIRXRDS s agéiylation RARRXR Acétylation des histones H3 et H4
RAREB K n i n RARER \]‘l‘l\

Etudes des histones acétylés liés au promoteur: Recruitment of acetylated Histones

*Chromatine Immunoprécipitation: ChlP il
Chromatine avec protéines fixées .
Immunoprécipitation avec anti-corps antiprotéines (anti-H: ———[race L =
ou H4 GCéTYléS) 55 35
Puis amplification de la région promotrice a I'aide d'amorce: racosccamaeAC:
spécifiques (RARER)

H3 H4

Recrutement normal de H3 et H4
acétylés sur RARE

i

- No antibody | FTC133

- i lil | ",ﬂ‘iM

- No antibody | FTC133

dans les cellules sensibles a I'AR Y Y e
Fixation anormale de H3 et H4 acétylés . o -
Dans les cellules résistantes a I'AR B oo |Fres [ Mo ooy |Frczse
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Enhancement of RA-differentiation:
combination with transcription activating drugs

sin3 rJD/-\Q\ Acetylation of histones

SMIRT/NCoR

Desacetylation Trichostatine A
NaButyrate
Valproic acid
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Demethylation of cytosine residues

S-aza-deoxycitidine

REPRESSION 5-aza-cytidine
SAHA
Ara-C
HU
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Intéret de la combinaison d'une thérapie différenciatrice (AR)
et transcriptionnelle (TSA)

RARB NIS

25 _ 1000
O ATRA
20 | @ TSA 800 -
B ATRA +TSA

15 600 |

10 400 -

| "I sk

2h 6h 12h 2h 6h 12h

mRNA (Fold increase)
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Enhancement of RA efficacy in non AML patients
Summary of Clinical Results (1980-2007)

DNMTi | HDACI RA CR (%)
(LDAra-C, 5 AZA, (NaBU, VPA) (ATRA)
5 AZA-D)
. _ _ 15-30%
<+ - + 250/0
. N _ 30%
+ . . 50-60%
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