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Sommaire

Le cancer pulmonaire est aujourd’hui une des principales causes de mortalité a
I'échelle mondiale. L'accroissement du nombre de cas se fait actuellement selon un
patron épidémique si bien que 1'on estime qu'annuellement ce sont 3 000 000 de
vies humaines qui sont perdues des suites de cette maladie. Malgré d'importants
progres dans les modalités thérapeutiques, le taux de survie apres cinq ans demeure
tres faible, il est d'environ 15%. Plusieurs groupes se sont attardés au cours des
dernieres années a identifier les événements moléculaires impliqués dans la
formation des tumeurs pulmonaires, identification qui permettrait une meilleure
compréhension de la biologie des tumeurs et possiblement une amélioration des

capacités curatives.

Depuis plusieurs années, on sait que l'acide rétinoique, un dérivé naturel de Ia
vitamine A, posséde des capacités d'inhibition de la croissance tumorale et de
prévention de la tumorigénése. Au niveau moléculaire, plusieurs études entreprises
ces dernicres années ont permis de déterminer que certaines cellules tumorales
présentaient des anomalies d'expression d'un des génes codant pour un des
récepteurs de l'acide rétinoique, RARP. Des études ont montré que l'isoforme
RARPI est anormalement exprimé dans les tumeurs du groupe SCLC tandis qu'il y
a perte de l'isoforme RARP?2 dans les tumeurs épidermoides. 11 a été démontré que
l'introduction de 'isoforme B2 dans ces derniéres cellules supprime leur croissance
in vitro et leur capacité a former des tumeurs in vivo. Nos études nous ont amené 2a
caractériser la structure du géne RARP et 4 déterminer la spécificité de son role dans

le contrdle de la tumorigénése ainsi que les mécanismes par lesquels il agit.



v

Nous avons cloné et caractérisé la partie 5' du géne RARP, soient les régions
promotrices et 5' non-traduites de l'isoforme RAR[B1 ce qui nous a permis de
compléter la cartographie du géne RARP humain. Par la suite, nous nous sommes
attardés a la détermination de la spécificité de la fonction suppressive de RARB2.
En utilisant un systéme de lignées cellulaires épidermoides, nous avons montré que
seule la ré-expression de l'isoforme RARB2 est capable de médier les effets de
suppression de croissance de l'acide rétinoique et que la surexpression ou
l'expression d'autres isoformes (RARo1 et RARPB1 respectivement) n'en étaient pas
capables. De plus, nos études suggerent fortement que les isoformes du géne
RARa« ne sont pas impliquées dans la suppression de croissance et que différents
mécanismes réguleraient la réponse des récepteurs a l'acide rétinoique. Suite a cette
démonstration, il devenait important de déterminer quelles sont les cibles du
récepteur 32 et lesquelles pourraient médier l'effet suppresseur de l'acide rétinoique.
En utilisant une approche d'hybridation différentielle nous montrons ici que
plusieurs génes sont régulés spécifiquement par RARB2 et que certains d'entre eux

pourraient étre impliqués dans le contrdle de la croissance et de la tumorigénese.
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Chapitre 1

Introduction



1.1 Statistiques sur le cancer

Au fil des derniéres décennies, l'incidence du cancer a évolué selon un patron
épidémique au point de devenir un probléme de santé majeur principalement dans les
sociétés occidentales mais aussi dans les pays en voie de développement (Samet,
1993). L'évolution dans les habitudes de vie (alimentation, tabagisme, longévit€) y
contribuent beaucoup mais aussi certains facteurs environnementaux (pollution),
I'évolution des méthodes diagnostiques et 1'établissement de registres contribuent
certainement 2 1'élévation du nombre de cas diagnostiqués (I. N. C. du Canada,

1997).

Dans les sociétés occidentales le carcinome pulmonaire représente actuellement la
principale cause de mortalité par cancer si bien qu'on estime que 3 000 000 de vies
sont perdues chaque année dans le monde des suites de cette maladie (Valanis,
1996). Au Canada on estime qu'en 1997, 169 000 personnes déceéderont des suites
d'un cancer dont 28% d'un carcinome pulmonaire (I. N. C. du Canada, 1997). Au
fil des ans, on a remarqué une tendance a l'augmentation dans les taux globaux de
carcinomes pulmonaires. Par contre, si on divise les tendances selon les sexes, le
taux de mortalité par cancer pulmonaire a plafonné chez 'homme et le taux
d'incidence diminue lentement (I. N. C. du Canada, 1997). A l'opposé chez la
femme, les taux d'incidence et de mortalité sont en hausse si bien que le cancer du
poumon dépasse maintenant le cancer du sein comme principal carcinome affectant

les canadiennes (I. N. C. du Canada, 1997).



1.2 Facteurs de risque associés au cancer pulmonaire

1.2.1 Tabagisme et carcinomes pulmonaires

Avec la libéralisation des moeurs dans les années 60, on a observé une
augmentation du tabagisme chez la femme, augmentation qui est corrélée avec les
taux d'incidence et de mortalité actuels (I. N. C. du Canada, 1997). Par contre pour
I'homme, les derniéres statistiques canadiennes sur le cancer font état d'un recul
l'incidence du cancer du poumon qui serait associé avec la décroissance du
tabagisme masculin observée dans les années 60. Depuis les années 50, plusieurs
études ont montré que le principal facteur de risque pour les carcinomes pulmonaire
est, de fait, le tabagisme (I. N. C. du Canada, 1997; Coleman et al., 1993; Kabat,
1996; Samet, 1993) si bien qu'on estime aujourd’hui que 80% de tous les
carcinomes pulmonaires sont diis au tabagisme (Doll et Peto, 1978; Doll et Peto,
1981; Stanley et Hansen, 1985). 1l semble en fait que le décalage observé entre les
variations pour le tabagisme et les variations dans les taux de cancers soient la
représentation du délai permettant 1'accumulation de dommages génétiques
nécessaires a la transformation cellulaire et a la croissance tumorale (Frank, 1989).
Avec la démonstration que certains carcinogenes de la fumée de tabac sont
directement responsables de mutations dans certains geénes régulateurs du cycle
cellulaire (Denissenko et al., 1996), il devient évident qu'en incitant les gens a
diminuer leur consommation de tabac, il sera possible de diminuer grandement les

taux d'incidence et de mortalité dus au cancer pulmonaire.

Il reste cependant que d'autres facteurs entrent en ligne de compte et qu'il n'est pas
possible de modifier les habitudes de vie au point d'en éliminer le tabagisme a court
terme. Considérant que malgré la diversification des modalités de traitement du

cancer pulmonaire, le taux de survie aprés cinq ans est demeuré a peu pres inchangé



(15%) au cours des trente derniéres années (Frank, 1989), il devient primordial de

déterminer quels sont les facteurs impliqués dans le développement des tumeurs.

Au cours des derniéres décennies, plusieurs types d'évidence ont menés les
chercheurs & conclure que la majorité de ces cancers sont liés au tabagisme. De
maladie rare qu'il était au début de ce siécle, le cancer pulmonaire est aujourd'hui
devenu l'une des principales causes de mortalité a 1'échelle mondiale (Frank, 1989;
Samet, 1993). Si on observe le patron épidémiologique du carcinome pulmonaire a
l'échelle planétaire, on peut constater qu'il existe de grandes variations
géographiques mais que ces variations sont généralement bien corrélées avec les
taux de tabagisme existant dans la région (Coleman et al., 1993). Au cours des
années 50 et 60 plusieurs études épidémiologiques ont montré de fagon claire qu'il
existait une corrélation entre le tabagisme et le cancer (Samet, 1993). Cependant,
plusieurs variables viennent affecter les données relatives au tabagisme entre autres,
1'4ge a laquelle la personne a commencé a fumer, le sexe de la personne, le type de
cigarettes fumées, la fréquence et la durée de consommation, l'inhalation et
l'exposition (professionnelle ou non) & d'autres carcinogénes (Samet, 1993). Il faut
donc tenir compte de toutes ces variables lors d'évaluations épidémiologiques du
facteur de risque associé au tabagisme. Cependant, en plus de tous les facteurs
directement 1iés a la consommation de tabac, d'autres facteurs viennent influencer le
niveau de risque de développer une tumeur pulmonaire soit en 'augmentant ou en le

diminuant.

1.2.2 Diéte et nutriments

Sachant que la nourriture contient des nutriments susceptibles de favoriser ou de

contrer le développement de tumeurs, plusieurs études se sont attardées a



l'évaluation du lien existant entre I'alimentation et le risque de développer des
tumeurs pulmonaires. Des études épidémiologiques ont montré que la
consommation de légumes et fruits contenant de la vitamine A et de la B-caroténe
permettait une diminution du risque de développer des tumeurs du poumon( résumé
dans (Davila et Williams, 1993; Miller et Risch, 1989). Les effets de la vitamine A
se feraient via la promotion de la différenciation tumorale alors que la 3—caroténe
agirait plutdt a titre d'anti-oxydant (Miller et Risch, 1989). Il faut toutefois noter
que toutes les études ne montrent pas les mémes niveaux de protection associés ala
consommation de ces nutriments. Certaines études ont montré que la consommation
de vitamine A préformée (i.e. celle retrouvée dans les tissus animaux ou dans le lait)
ne procurait pas de niveaux de protection comparables a ceux offerts par la vitamine
A de source végétale (Samet, 1993). De hauts niveaux sériques de 3-caroténe ont
été associés avec une diminution du risque de développer des tumeurs pulmonaires
(ATBC Cancer Prevention Study Group, 1994; Hennekens et al., 1996; Omenn et
al., 1996a). Suite 2 ces études d'association, plusieurs groupes se sont intéressés a
déterminer 1'effet de la B-caroténe sur le risque de développer des tumeurs. Deux
études majeures faites aupres de sujets a risque (fumeurs, anciens fumeurs et
travailleurs exposés i I'amiante) ont montré une élévation du risque de développer
un néoplasme pulmonaire lorsqu'on administre de la B-caroténe au sujet (seule ou
en combinaison avec de la vitamine A ou de l'alpha-tocopherol) (ATBC Cancer
Prevention Study Group, 1994; Omenn et al., 1996a). Il faut toutefois noter que
ces deux études ont été menées auprés de sujets a risque, principalement des
fumeurs et que ce facteur exerce probablement une forte influence. Une analyse
plus détaillée de ces études a d'ailleurs démontré que les augmentations notées dans
le risque de développer un néoplasme pulmonaire étaient surtout limitées aux grands
fumeurs (plus de 20 cigarettes/jour) et que ce risque était moindre chez ceux qui

fument un moins grand nombre de cigarettes (Albanes et al., 1996; Omenn et al.,



1996b). D'autres études dont la principale est la Physician's Health Study n'ont
montré aucun effet négatif ou positif de la prise de suppléments de f-caroténe sur
une période de 12 ans (Hennekeﬁs et al., 1996). Il faut toutefois noter que dans
cette étude, contrairement aux deux autres citées plus haut, une faible proportion de
sujets (11%) était des fumeurs (Hennekens et al., 1996). Goodman et ses
collaborateurs ont par la suite mesuré les niveaux sériques de B-caroténe chez les
sujets de I'étude CARET (Goodman et al., 1996). Ils ont montré que de faibles
niveaux de B-caroténe sont associés au tabagisme. Les niveaux les plus bas sont
observés avec une plus grande consommation de tabac et ils augmentent
proportionnellement au nombre d'années sans tabac (Goodman et al., 1996). I
semblerait donc que chez les fumeurs une interaction entre les carcinogénes du tabac
et la B-caroténe puisse affecter le métabolisme de cette derniére si bien qu'elle ne
puisse se retrouver au niveau sérique (Goodman et al., 1996). Les résultats de ces
études montrent encore une fois que le tabagisme est un facteur important dans la
tumorigénése pulmonaire et suggérent que les fumeurs devraient s'abstenir de
prendre des suppléments de B-caroténe (Albanes et al., 1996; Omenn et al., 1996b).
Ainsi, il semble que la consommation de PB-caroténe et de vitamine A d'origine
végétale procure les meilleurs effets de protection; il faut cependant considérer que
les fruits et 1égumes consommés contiennent d'autres nutriments susceptibles de

bloquer le développement tumoral (Samet, 1993).

Connaissant le role anti-oxydatif potentiel de plusieurs autres micro-€léments,
certaines études ont tenté de mettre en évidence un rdle protecteur pour la vitamine
C, la vitamine E et le sélénium mais aucune de ces études n'a réussi a mettre en
évidence un effet marqué (Davila et Williams, 1993; ATBC Cancer Prevention

Study Group, 1994; Samet, 1993).



1.2.3 Facteurs génétiques

Il a déja été démontré que plusieurs cancers ont des composantes héréditaires
importantes allant de la mutation d'un seul géne (polypose familiale) (Nishisho et
al., 1991) ou de la perte d'un fragment de chromosome (e.g.: chromosome 13 dans
le rétinoblastome hérité) (Benedict et al., 1983) jusqu'a une hérédité multigénique
(Reddel et Harris, 1989). Des facteurs génétiques pourraient aussi influencer le
développement d'un carcinome pulmonaire. Plusieurs études épidémiologiques ont
démontré un risque accru de développer des tumeurs pulmonaires chez les gens dont
un parent de premier degré a développé une tumeur a d'autres sites liés ou non au
tabagisme (Lynch et al., 1981; Swift et al., 1980), De méme, les parents de
personnes ayant développé une tumeur pulmonaire courent un plus grand risque de
développer une tumeur, ce qui suggére une composante génétique prédisposante
chez différents individus (Lynch et al., 1986; Sellers et al., 1987). Ces études
suggerent l'existence d'une composante familiale héréditaire. L'environnement
(incluant le tabagisme) pourrait aussi jouer un rdle en augmentant ou en atténuant
I'effet génétique. En appui a I'hypothése de la composante héréditaire, il a été
démontré que certaines des altérations génétiques sont retrouvées dans la premiere et
la seconde tumeur d'individus ayant plus d'un néoplasme primaire, méme lorsque

ces tumeurs sont formées dans deux organes distincts (Minna, 1989).

L'équilibre entre I'activation et la détoxification des carcinogenes est un processus
crucial au cours de la tumorigénése (Minna et al., 1997). L'activation métabolique
des carcinogénes (dont ceux du tabac) se fait par les enzymes de phase I, les
cytochromes P450, par la suite la détoxification des composés réactifs pro-
mutagdnes générés lors de la phase I se fait par des enzymes de phase II comme la

Glutathione-S-Transférase, les hydrolases d'époxydes ou les sulfotransférases.



Certaines études montrent qu'il peut y avoir une variabilité héréditaire dans la
balance entre ces deux fonctions métaboliques qui résulterait en un déséquilibre en

faveur des mécanismes d'activation des carcinogenes.

Une de ces différences est illustrée par le métabolisme de la débrisoquine,
métabolisme qui est déterminé génétiquement. Les études initiales faisaient état d'un
risque jusqu'a six fois plus élevé de développer des tumeurs pulmonaires chez les
individus ayant une forte capacité de métabolisation de la débrisoquine déterminée
par un polymorphisme du géne CYP2D6 (Caporaso et al., 1990). De méme,
certaines études suggéraient que des différences entre individus existaient quant a la
capacité de métaboliser les carcinogénes du tabac et que ces différences seraient lices
au risque de développer un néoplasme pulmonaire (Hayashi et al., 1991; Kawajiri et
al., 1990). Ces différences seraient liées a différents alleles du cytochrome
P4501A1 (CYP1A1) qui est une des enzymes impliquées dans l'activation et le
métabolisme des carcinogénes dérivés du tabac (Minna, 1989; Zang et Wynder,
1996). Les résultats connus aujourd’hui pour ces polymorphismes sont toutefois
conflictuels. I semblerait que l'environnement puisse affecter le niveau de
pénétrance des polymorphismes des cytochromes P450 dans la détermination du
risque de développer un carcinome pulmonaire. Certaines €tudes montrent une
association entre les carcinomes pulmonaires et les polymorphismes alors que
d'autres n'en montrent pas ou alors limitée seulement & des populations particulieres

(fumeurs légers, japonais...) (Benahmou et Bonaiti-Pelli€, 1998).

Plus récemment, le métabolisme de l'acide rétinoique a aussi été associ€ avec une
élévation du risque de développer certaines tumeurs pulmonaires. Les études de
Rigas et al. (1993) ont démontré que le catabolisme de I'acide rétinoique est effectuc

par les cytochromes P450 et que celui-ci peut étre modulé par des inhibiteurs comme



le kétaconazole. Leurs études ont démontré que le kétaconazole permet en fait de
distinguer deux classes de catabolisme de 1'acide rétinoique soient rapide et lent
(Rigas et al., 1993). Dans une étude plus récente, ces mémes auteurs démontrent
que le taux de catabolisme permet de déterminer un facteur de risque pour certains
types histologiques de tumeurs pulmonaires (Rigas et al., 1996). Le catabolisme
rapide de l'acide rétinoique est associé avec le développement de tumeurs
épidermoides ou a grandes cellules alors que le catabolisme tres lent est plutdt
associé avec des adénocarcinomes pulmonaires (Rigas et al., 1996). Dans cette
étude, les sujets sains présentent des taux métaboliques intermédiaires entre ces
deux classes (Rigas et al., 1996). Une mesure des taux plasmatiques d'acide
rétinoique a démontré que les cataboliseurs rapides ont des niveaux plus bas que les
cataboliseurs lents. Plusieurs études ont déja associé de faibles niveaux plasmatique
d'acide rétinoique avec un risque accru de développer un néoplasme pulmonaire
(révisé dans Davila et Williams, 1993). Plusieurs études ont lié la perte
d'expression d'un des récepteurs de l'acide rétinoique (RAR[) avec les carcinomes
épidermoides du poumon (Gebert et al., 1991; Houle et al., 1991; Nervi et_al.,
1991). Si les niveaux d'acide rétinoique circulant sont faibles chez les
métaboliseurs rapides, il y a moins d'acide rétinoique disponible pour activer ces
récepteurs, ce qui pourrait expliquer le développement préférentiel de tumeurs
squameuses. Les résultats de Rigas et al. (1993, 1996) ont un impact important en
regard des nombreuses études de chimioprévention car il faut désormais tenir
compte de la capacité de l'individu & métaboliser I'acide rétinoique. Ces résultats
suggérent aussi une influence génétique sur le développement de types histologiques
particuliers de néoplasmes. ‘Une ré-évaluation des études de polymorphisme
précédentes en fonction des types histologiques pourrait peut-étre apporter de
nouvelles informations sur les influences génétiques impliquées dans le

développement des néoplasmes pulmonaires.
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Les enzymes de phase II contribuent aussi a la détermination du facteur de risque
pour le cancer pulmonaire. Un polymorphisme pour la Glutathione-S-Transferase
M1, qui est une enzyme de détoxification des carcinogénes du tabac, suggere la
présence d'un facteur de risque génétique dans le cancer pulmonaire. Les individus
possédant 1'allele GSTM1*0 (allele nul suite a une délétion) présentent un risque
plus élevé de développer une tumeur que ceux présentant un autre polymorphisme
de cette enzyme (GSTM1*A, B ou C) (Nazar-Stewart et al., 1993). D'autres
enzymes de phase II ont aussi été associées avec une élévation du risque de

développer un carcinome pulmonaire.

1.2.4 Sexe

Des différences liées au sexe des patients ont aussi été observées au cours de
plusieurs études. Il semble que les femmes aient un risque de 1.5 & 2 fois plus éleve
de développer une tumeur pulmonaire que les hommes (Ryberg et al., 1994; Zang et
Wynder, 1996). Zang et Wynder (1996) suggeérent, en se basant sur des études
animales, que cette différence serait attribuable a une variation dans les niveaux
d'activité du cytochrome P450 entre hommes et femmes car il semble que les
hormones sexuelles influencent les niveaux de cytochrome P450 (références dans
Zang et Wynder, 1996). A l'appui de cette hypothése une étude a démontré que les
femmes recevant des suppléments d'oestrogéne ont un risque supérieur de
développer une tumeur pulmonaire comparativement aux femmes qui ne regoivent
pas ces suppléments et que le tabac et I'oestrogéne ont des effets synergiques sur le
développement des tumeurs (Taioli et Wynder, 1994). Ryberg et al. (1994) quant a
eux suggérent qu'il existe une différence entre les deux sexes quant a la

susceptibilité aux dommages 2 ' ADN causés par les hydrocarbures aromatiques
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polycycliques (HAP). Les deux hypothéses sont toutefois compatibles avec les
modéles impliquant le métabolisme des carcinogénes par les enzymes de phase I et

IT qui constituent un facteur de risque pour le cancer pulmonaire.

1.2.5 Histoire médicale

L'histoire médicale d'une personne peut avoir un effet important sur le
développement de tumeurs au cours de son existence, plusicurs maladies ayant été
décrites comme favorisant le développement de celles-ci. Plusieurs études ont
montré que les patients souffrant de maladies obstructives pulmonaires chroniques
(bronchites, pneumonies, emphyséme) ont un risque accru de développer des
tumeurs pulmonaires (Minna, 1989; Osann, 1991; Reddel et Harris, 1989). Cohen
a émis 1'hypothése selon laquelle la dysfonction pulmonaire permettrait une plus
forte concentration des toxines et carcinogénes dans le poumon et contribuerait ainsi

4 augmenter le risque de développer une tumeur (Cohen, 1978).

1.2.6 Exposition professionnelle

Finalement, l'activité professionnelle peut aussi avoir un fort impact sur la
probabilité de développer des tumeurs pulmonaires. L'exposition a la fumée
secondaire dans les milieux de travail a longtemps présenté un facteur de risque mais
l'instauration de politiques plus sévére limitant le tabagisme dans les lieux de travail
favorisera certainement une diminution du risque attribuable  ce facteur. L'amiante
est un des carcinogénes en milieu de travail qui a été le plus fréquemment étudié. De
trés fortes corrélations ont pu étre établies entre le cancer pulmonaire et l'exposition

prolongée 2 ce carcinogéne ( pour revue voir Davila et Williams, 1993; Frank, 1989;
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Mooi, 1996). D'autres composés sont aussi reconnus comme carcinogenes en
milieu de travail soient l'arsenic, le benzéne, le béryllium, les éthers de
chromométhyl, les dérivés du chrome, le nickel, I'uranium ainsi que les radiations
(Frank, 1989; Mooi, 1996). Dans tous ces cas, l'instauration de politiques et
d'habitudes de travail limitant 1'exposition des travailleurs a ces carcinogenes est

nécessaire afin de réduire les cancers contractés en milieu de travail.

Bien que le risque de développer une tumeur pulmonaire puisse &tre de diverses
natures, il semble que le tabagisme demeure la principale cause et qu'il a souvent un
effet synergique avec les autres facteurs. La prévention du tabagisme demeure donc
un objectif souhaitable mais elle doit &tre soutenue par un effort de compréhension

des processus de cancérisation et de suppression de ces tumeurs.

1.3 Principaux types histologiques de tumeurs pulmonaires

Il existe une vaste gamme de néoplasmes primaires bénins et malins qui peuvent se
développer dans les bronches et le parenchyme pulmonaire. On estime que 90% de
ces tumeurs sont des carcinomes i.e. des tumeurs dérivées de 1'épithélium
pulmonaire (Gould et Warren, 1989). Au fil des ans, le développement de
nouveaux marqueurs histopathologiques a grandement facilité la classification des
tumeurs si bien qu'aujourd'hui, on reconnait quatre grands types histologiques de
carcinomes pulmonaires (carcinomes épidermoides, adénocarcinome, carcinomes a
grandes cellules et tumeurs 2 petites cellules) regroupés en deux classes, soient les
tumeurs 2 petites cellules ou SCLC par opposition aux tumeurs non-SCLC
(NSCLC) qui regroupent les trois autres types histologiques (Tableau I) (WHO,
1982). Ce regroupement se fait sur la base de caractéres tumoraux définis comme la

possibilité de résection de la tumeur, la croissance de la tumeur et la sensibilité a la
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radiothérapie et & la chimiothérapie (Gould et Warren, 1989; WHO, 1982). Nous
nous attarderons, au cours des prochaines sections, a définir les principales
caractéristiques morphologiques et biologiques de ces différents types

histologiques.

1.3.1 Carcinomes pulmonaires NSCLC

1.3.1.1 Carcinomes épidermoides

Les tumeurs pulmonaires épidermoides (ou squameuses) forment I'un des types
histologiques les plus fréquents (Tableau I). Ce carcinome est plus fréquent chez
I'homme que chez la femme ot c'est I'adénocarcinome qui prédomine (Gould et
Warren, 1989). Le carcinome épidermoide est le type histologique le mieux associé

au tabagisme.

Ces tumeurs surviennent généralement dans les grosses bronches, elles sont
considérées comme étant centrales a l'arbre pulmonaire (Ginsberg et al., 1997;
Gould et Warren, 1989; Mooi, 1996). Les bronches touchées montrent
fréquemment des zones d'atypie cytologique et architecturale qui seraient un reflet

des changements pré-néoplasiques multifocaux induits par le tabac (Mooi, 1996).

Les tumeurs épidermoides apparaissent 2 la surface de la muqueuse pulmonaire sous
forme d'amas de cellules épithéliales présentant une différenciation squameuse
prononcée (Gould et Warren, 1989; Mooi, 1996). La croissance de ces tumeurs est
généralement lente comparativement aux autres tumeurs pulmonaires (Ginsberg et

al,, 1997},
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TABLEAU 1 Carcinomes pulmonaires: Principaux types histologiques et
incidences relatives.

Classe Type Histologique Incidence?

NSCLC 75 %
Carcinomes épidermoides 30%
Adénocarcinomes 40%
Carcinomes a grandes cellules 5%

SCLC 20%

Autres 5%

2 Les incidences sont tirées de Mooi (1996)
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Les tumeurs épidermoides apparaissent  la surface de la muqueuse pulmonaire sous
forme d'amas de cellules épithéliales présentant une différenciation squameuse
prononcée (Gould et Warren, 1989; Mooi, 1996). La croissance de ces tumeurs est
généralement lente comparativement aux autres tumeurs pulmonaires (Ginsberg et

al., 1997).

Les cellules de la tumeur sont arrondies avec un cytoplasme abondant a caractere
éosinophile (Gould et Warren, 1989). Le noyau est généralement volumineux et
d'aspect irrégulier, le nucléole est aisément détectable mais non proéminent et les
mitoses apparaissent abondantes a 'examen histologique (Gould et Warren, 1989;
Mooi, 1996). Ces cellules sont généralement liées par des pont intercellulaires et

montrent souvent une forte kératinisation (Gould et Warren, 1989; Mooi, 1996).

L'utilisation de techniques immunohistochimiques a permis une meilleure définition
des différents types de carcinomes pulmonaires. Les carcinomes squameux sont
caractérisés par l'expression de marqueurs de la différenciation squameuse (Gould
et Warren, 1989). Les cellules épidermoides réagissent fortement contre des
anticorps anti-desmoplakine montrant la présence abondante de plaques
desmosomales (Mooi, 1996). De méme, les cellules des tumeurs épidermoides
réagissent & des niveaux variables contre différents anticorps contre les
cytokératines. Certaines de celles-ci sont caractéristiques de 1'épithélium stratifié
alors que d'autres sont plutdt typiques de I'épithélium simple. Les kératines 5, 6, 8,
13, 17, 18 et 19 sont exprimées dans la majorité des carcinomes épidermoides alors
que les kératines 4, 14 et 15 se retrouvent en quelques occasions (Gould et Warren,

1989; Mooi, 1996).
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1.3.1.2 Adénocarcinomes pulmonaires

Ce type histologique est aujourd'hui le plus fréquent avec 40% des cas (Tableau I).
Alors qu'auparavant, le carcinome épidermoide représentait la majorité des cas, on
observe actuellement une incidence croissante pour I'adénocarcinome alors qu'il y a
diminution de l'incidence pour les autres types histologiques. Cette croissance
réfleterait 'augmentation du nombre de cancer chez la femme ol ce type est
prédominant contrairement 4 I'homme ol le carcinome épidermoide demeure le plus

fréquent (Mooi, 1996).

Ces tumeurs se présentent en masses rondes et irrégulieres d'apparence mucoide
(Gould et Warren, 1989). Elles présentent une différenciation glandulaire
caractérisée par la présence de structures tubulaires ou papillaires ou encore par la
production de mucines (Gould et Warren, 1989). Ces tumeurs peuvent €tre
subdivisées selon le type de structures formées (Ginsberg et al., 1997, WHO,
1982). Ce sont des tumeurs généralement localisées en périphérie de 1'arbre

pulmonaire (Mooi, 1996).

Les cellules de ces tumeurs sont relativement grosses et ont un cytoplasme clair. Le
nucléole est proéminent et leur activité mitotique est variable selon les zones
tumorales observées (Gould et Warren, 1989). En immunohistochimie, ces
tumeurs sont liées par des anticorps caractéristiques des cellules exocrines (Gould et
Warren, 1989). Il y a présence de plaques desmosomales tel que mis en évidence
par des anticorps anti-desmoplakine et expression des cytokératines de 1'épithélium
simple (cytokératines 7, 8, 18, 19 et 23) (Gould et Warren, 1989). En fait,
I'absence d'expression de la cytokératine 14 et la présence de la kératine 7 sont

caractéristiques de ces tumeurs (Mooi, 1996). Au fil des ans, plusieurs autres
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anticorps ont été développés pour permettre le diagnostic différentiel des

adénocarcinomes pulmonaires.

1.3.1.3 Carcinomes pulmonaires a grandes cellules

Ces tumeurs forment un groupe trés hétérogéne dépourvu de caractéristiques
précises représentant environ 5% des cas de tumeurs pulmonaires (Tableau D.
L'identification de ces cellules est en fait basée sur cette absence de caractéres, le
diagnostic étant fait sur l'absence de critéres de différenciation squameuse,
glandulaire ou neuroendocrine (Mooi, 1996). Ce sont des tumeurs solides,
généralement localisées en périphérie pulmonaire et présentant parfois de la nécrose
(Gould et Warren, 1989). Les cellules tumorales sont grosses (S0um, d'ou le nom
des tumeurs). Le noyau est central 2 la cellule, le cytoplasme est trés abondant et
légerement éosinophile. Le nucléole est proéminent et les mitoses sont fréquentes

dans les tumeurs (Gould et Warren, 1989).

Il est intéressant de noter que 20 & 40% des tumeurs & grandes cellules montrent
aussi des caractéristiques neuroendocrines similaires aux SCLC et que 50% d'entre
elles ont un phénotype exocrine (Gould et Warren, 1989). Les tumeurs a grandes
cellules expriment généralement les cytokératines de I'épithélium simple (les mémes
que les adénocarcinomes et les tumeurs SCLC) mais un sous-groupe exprime aussi
les kératines caractéristiques des tumeurs épidermoides (Gould et Warren, 1989). 1l
s'agit donc d'un groupe de tumeurs trés hétérogéne ne possédant pas de critéres de
différenciation bien définis mais identifiables par l'absence de réactivité contre la
plupart des anicorps utilisés pour démontrer le caractere squameux, glandulaire ou

neuroendocrinien des tumeurs.
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1.3.2 Carcinomes pulmonaires SCLC

1.3.2.1 Carcinomes pulmonaires a petites cellules

Ce groupe histologique représente environ 20% des cas de cancer pulmonaire et est
souvent associé au tabagisme. Ce sont essentiellement des tumeurs €pithéliales qui
expriment des marqueurs neuroendocriniens tels des neurotransmetteurs, des
modulateurs paracriniens et des hormones (Gould et Warren, 1989; Mooi, 1996).
Ce sont des tumeurs centrales généralement localisées prés de l'hile pulmonaire qui
présentent une bonne réponse initiale aux traitements de chimio- et de radiothérapie
(Mooi, 1996); elles sont cependant trés métastatiques (Gould et Warren, 1989).
Elles n'ont pas de patron architectural bien défini mais présentent fréquemment une

nécrose centrale massive (Gould et Warren, 1989; Mooi, 1996).

Ces tumeurs sont formées de petites cellules fusiformes a noyau pléomorphique et
hyperchromatique (Gould et Warren, 1989). Elles présentent peu de cytoplasme et
ont un cytosquelette peu développé (Gould et Warren, 1989; Mooi, 1996). En
microscopie €lectronique, on peut observer la présence de granules de sécrétion
denses qui sont en fait 'appareil de synthése de nombreux amines biogeénes. Ceux-
ci sont présents dans les cellules de type APUD (Amine Precursor Uptake and
Decarboxylation) qui sont des cellules neuroendocrines. Ces granules sont aussi
nécessaires a 1'élaboration de nombreux peptides hormonaux et de facteurs de

croissance (Thde et al., 1997).

En immunohistochimie, on a remarqué que les cellules SCLC expriment les
protéines des neurofilaments ainsi que les cytokératines 8, 18 et 19 (Gould et
Warren, 1989) et que l'expression de desmoplakine est rare, reflétant la

désorganisation de la tumeur (Mooi, 1996). Ces tumeurs sécrétent toutefois une
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variété de neuropeptides et de facteurs de croissance dont certains pourraient
contribuer de facon autocrine a la croissance de la tumeur (Minna et al., 1997).
Parmi ces peptides, certains se sont avérés étre des marqueurs spécifiques aux
tumeurs a petites cellules. Ce sont la L-Dopa décarboxylase (L-DDC) qui est
essentielle au phénotype APUD, l'isoenzyme BB de la créatine kinase (CK-BB),
I'énolase spécifique aux neurones (NSE) et le "gastrin-releasing peptide" (GRP)
(Carney et al., 1985). En se basant sur l'expression de ces marqueurs dans
différentes lignées établies a partir de tumeurs SCLC, Gazdar et al. ont pu établir
une subdivision des lignées SCLC en SCLC dites "classiques" et "variantes"

(Gazdar et al., 1985).

1.3.2.1.1 Les SCLC classiques

Ce type représente environ 70% des lignées SCLC établies. Les cellules de cette
catégorie croissent sous forme d'agrégats flottants relativement sphériques et
présentent une faible efficacité de clonage en agar mou (Gazdar et al., 1985). De
plus, elles ont une croissance lente par rapport aux SCLC variantes (Gazdar et al.,
1985). Ces cellules expriment les quatre marqueurs spécifiques des tumeurs SCLC

(Tableau II) (Gazdar et al., 1985; Ihde et al., 1997).

1.3.2.1.2 Les SCLC variants

Les SCLC variants représentent seulement 30% des tumeurs a petite cellules. Par
rapport aux cellules de type classique elles présentent une plus forte résistance a la
chimiothérapie et & la radiothérapie. Ces cellules sont caractérisées par une forte

concentration de CK-BB et une expression plus faible de NSE mais la principale
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différence réside dans le fait qu'elles n'expriment pas la L-DDC et le GRP (Tableau
II) (Vinocour et Minna, 1989). Les cellules SCLC variantes sont aussi caractérisées
par l'amplification et/ou l'expression abondante du géne MYC (Little et al., 1983).
Ces cellules ont un temps de doublement plus court que les classiques et sont
facilement clonables en agar mou. En culture, elles formeront des amas irréguliers
(Gazdar et al., 1985). Plusieurs auteurs croient que les cellules SCLC variantes en
culture correspondraient aux tumeurs SCLC 2 histologie mixte a grandes cellules
chez le patient qui présentent des caractéristiques semblables de croissance et de
réponse aux traitements (Carney et De Leij, 1988, Gazdar et al., 1988; Thde et al.,

1997).

Bien entendu, il existe aussi plusieurs autres types de tumeurs pulmonaires trés peu

fréquents qu'il serait cependant superflu de décrire ici .
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TABLEAU 11

carcinomes Eulmonaires.

Marqueurs biochimiques associés aux principaux types de

Marqueur SCLC Classique SCLC Variant NSCLC
L-DDC + - -
GRP + - -
CK-BB + ++ -
NSE + + -




22

1.4 Biologie des tumeurs pulmonaires

Le développement des tumeurs cancéreuses est le résultat du bouleversement des
processus normaux des cellules. Ces changements dans la physiologie cellulaire
normale sont généralement le résultat de modifications du génome de la cellule.
Ces altérations peuvent étre des changements structuraux majeurs visibles en
microscopie optique comme des pertes ou des gains de chromosomes ou de parties
de chromosomes, des translocations et des amplifications d'unités génétiques
(Nowell, 1991). Les altérations peuvent aussi étre submicroscopiques comme des
mutations ponctuelles, des délétions, des duplications ou d'autres réarrangements
allant jusqu'a des altérations du patron de méthylation de ' ADN (Nowell, 1991).
On considére généralement qu'il faut plusieurs événements génétiques et/ou
épigénétiques majeurs pour mener au développement d'une tumeur, ce qui en fait

un processus séquentiel (Minna et al., 1997; Vogelstein et Kinzler, 1993).

Parmi les mutations génétiques acquises au cours de la progression vers le
phénotype tumoral, plusieurs sont communes a différentes néoplasies humaines
alors que d'autres sont spécifiques a certaines tumeurs. Ainsi, les découvertes en
matidre de carcinogénése qui sont effectuées dans un syst¢me tumoral particulier
sont souvent applicables a d'autres types de tumeurs d'origine histologique
différente. Au fil des ans, les techniques de biologie moléculaire se sont
perfectionnées, permettant une analyse raffinée des événements qui surviennent

dans les cellules tumorales.
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1.4.1 Anomalies chromosomiques des tumeurs pulmonaires

L'étude de I'ADN contenu dans les cellules des carcinomes pulmonaires a révélé
que 85% des cellules tumorales sont aneuploides; leur contenu en ADN variant de
I'hypoploidie a la tétraploidie (Carney, 1991). L'analyse cytogénétique raffinée
des tumeurs pulmonaires a permis de détecter des anomalies chromosomiques
récurrentes, permettant ainsi de soupgonner la présence de génes qui sont altérés ou
délétés. Toutefois, 'identification de régions chromosomiques perdues par
délétion interstitielle ou par translocation non-réciproque n'est que le premier pas
dans l'identification de génes impliqués dans la tumorigénese. Les analyses de
polymorphisme permettent de circonscrire des régions mieux définies de perte
chromosomique. L'analyse PLFR fait appel a des sondes d'ADN pour détecter des
régions spécifiques des chromosomes. Chez un individu hétérozygote, une sonde
devrait détecter deux fragments de différentes longueur pour la méme région
chromosomique toutefois si, dans la tumeur, un des deux chromosomes a subi une
délétion, la sonde ne détectera qu'un seul fragment dans I'ADN tumoral; on appelle
ce phénoméne "perte d'hétérozygotie” (LOH) (Lewin, 1994). Les analyses de
PLFR (faisant appel a des enzymes de restriction) et I'amplification par PCR de
marqueurs chromosomiques polymorphiques sur des échantillons de tumeurs
pulmonaires ont permis de détecter des régions chromosomiques précises qui sont
fréquemment perdues dans ces tumeurs (Tableau III) (revisé dans Minna et al.,
1997). Comme nous le verrons plus loin, certains des génes cartographiés dans

ces régions ont une implication potentielle dans la cancérigénése pulmonaire.
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TABLEAU III: Régions chromosomiques fréquemment altérées dans les

tumeurs pulmonaires par délétions et translocations non-

réciprogues. -
Chromosome Région chromosomique?

1 p,ql, g3

3 pl2-13, p14.2 (gene FHIT)
p21.3, p24-26

5 q (genes APC et MCC)

8 P

g p21 (gene pl6)

11 pl3, p15

13 ql4 (gene RB)

17 p13 (gene p53)

22 q

"n._n

4 Les lettres "p" et "q" désignent les bras chromosomiques court et long
respectivement. Les chiffres suivant les lettres indiquent les subdivisions de
chaque bras, 1 étant le plus proximal.

b Tiré de Minna et al., 1997.
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1.4.2 Oncogénes

Depuis I'identification du rdle du géne V-SRC dans la transformation cellulaire, la
recherche en biologie moléculaire a permis l'identification de nombreux autres
génes qui sont impliqués dans 1'oncogénése, d'y définir leur role particulier et de
déterminer leur mode d'action. Ces génes étant impliqués de facon directe dans le
développement de tumeurs, on nomme "oncogenes" les versions altérées ou mutées
des contreparties cellulaires normales, qui sont nommées "proto-oncogenes”

(Lewin, 1994).

De fagon générale, les proto-oncogeénes sont des génes qui ont un role a jouer dans
la prolifération et la différenciation normale des cellules. Ces génes ont une activité
contrdlée dans la cellule normale, c'est-a-dire qu'ils sont actifs a certains moments
du cycle cellulaire alors qu'a d'autres moments leur activité n'est pas détectable.
Suite & l'acquisition de mutations, deux possibilités se présentent; soit que les
oncogenes sont activés de fagon constitutive (oncogeénes dominants) soit qu'ils
deviennent non-fonctionnels (génes suppresseurs). Les mutations affectant ces
deux types d'oncogeénes semblent impliquées de fagon collaborative dans les
processus de cancérisation (Bishop, 1991). Une troisiéme classe de génes est
fréquemment altérée dans les tumeurs humaines, il s'agit des génes "mutator” qui

sont impliqués dans le maintien de 'intégrité du génome.

1.4.2.1 Les oncogénes dominants

L'activation des oncogénes dominants ne nécessite la mutation que d'une seule des
deux copies du géne, ce qui se traduit généralement par un gain de fonction. Ces

oncogénes sont activés par différents mécanismes; soit par mutation ponctuelle, par
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surexpression, par amplification génétique ou par réarrangement chromosomique.
Un oncogeéne peut subir une mutation dans la séquence codante, résultant en un
changement d'acide aminé ou une troncation du produit protéique, ce changement
peut conduire a une activation constitutive de la protéine suite a la perte d'un site de
régulation de l'activité protéique. Outre cette mutation & un site régulateur, la
protéine conserve généralement sa fonction normale, ce qui lui permet de jouer un
role dans la prolifération et la différenciation des cellules cancéreuses. D'autre part,
cette mutation peut survenir dans les régions promotrices du proto-oncogene et
causer une surexpression de la protéine suite a la perte d'un site régulateur de
transcription. Cette surexpression protéique amene une activité constante dans la
cellule et un déreéglement de la physiologie normale des cellules. La séquence
d'ADN codant pour un proto-oncogene peut étre amplifiée a I'intérieur du génome
cellulaire, on parle alors d'amplification génique. La cellule se retrouve ainsi avec
un surnombre de cette protéine et une activité accrue. Finalement, les
réarrangements chromosomiques peuvent causer une expression aberrante d'un
oncogene en le placant sous le contrdle de régions promotrices fortes ou encore
créer un produit de fusion ot deux genes se retrouvent accolés, créant ainsi un
mutant fonctionnel (e.g.: PML-RAR«, bcr-abl) (Kakizuka et al., 1991; Walker et

al., 1987).

Depuis le début des années 80, plusieurs oncogénes dominants ont été identifiés
comme étant activés dans les tumeurs pulmonaires. Pour plusieurs d'entre eux, le
mode d'activation est aujourd’hui connu méme si leur réle précis dans la
tumorigénése pulmonaire reste a préciser alors que pour certains autres, au
contraire, les nombreuses études de biologie moléculaire des dernieres années ont
permis de bien définir leur mode de participation a la tumorigénese (Bergh, 1990;

Carney et Sikora, 1990; Minna, 1993; Minna et al., 1997).
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1.4.2.1.1 Les voies de signalisation cellulaire

Les voies de signalisation cellulaires sont formées par une chaine complexe de
protéines interagissant entre elles via différents mécanismes afin de transmettre un
signal provenant de la surface cellulaire au cytoplasme ou au noyau et ainsi activer
certains processus cellulaires spécifiques. Le signal extracellulaire est généralement
intégré a la surface externe par un récepteur membranaire, possédant une activité de
protéine kinase, qui ainsi activé par son ligand transmet le signal 4 une cascade de
protéines intracytoplasmiques qui vont a leur tour le transmettre au noyau ou a des
protéines effectrices. Les altérations de la voie de signalisation peuvent donc se

faire a différents niveaux.

1.4.2.1.2 Les récepteurs membranaires

Quelques récepteurs membranaires ont été décrits comme ayant subi des altérations
dans les tumeurs pulmonaires. Ces récepteurs ont souvent une activité tyrosine
kinase impliquée dans la transmission du signal de la membrane vers le cytoplasme
(Minna et al., 1997). La surexpression ou la présence de mutations activatrices de

ces protéines peut donc altérer les voies de signalisation.

Les récepteurs ERB B1 (récepteur du EGF) de la famille ERB sont surexprimés
dans les tumeurs NSCLC mais moins fréquemment dans les SCLC (Cerny et al.,
1986) tandis que le récepteur ERB B2 de la méme famille est surexprimé dans un
tiers des tumeurs NSCLC o il a été associé a une courte survie des patients atteints
d'adénocarcinomes pulmonaires (Weiner et al., 1990). Le récepteur KIT et son

ligand, le "stem cell factor", sont exprimés dans les tumeurs SCLC créant ainsi une
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boucle autocrine favorisant la croissance des cellules tumorales (Sekido et al.,

1993).

Le signal généré 2 la surface et intégré par le récepteur est ensuite transmis, via des
phosphorylations, & des protéines cytoplasmiques faisant partie d'une cascade de
signalisation. Les génes de la famille RAS regoivent le signal des récepteurs par
I'intermédiaire des molécules GRB et SOS et vont ensuite le transmettre & des

protéines effectrices (Avruch et al., 1994)

1.4.2.1.3 La famille RAS

Les génes RAS (HRAS, KRAS et NRAS) codent pour des protéines liant la
guanosine triphosphate ("GTP binding proteins”) et sont généralement activés par
des mutations ponctuelles aux codons 12, 13 et 61 (Bos, 1939). Ainsi, de 15 a
20% des tumeurs NSCLC portent une mutation & un des génes RAS, ce taux allant
jusqu'a 35% pour les adénocarcinomes pulmonaires (Bos, 1989). On estime que
90% des mutations de RAS sont dans le géne KRAS, desquelles 85% sont au
codon 12 (Minna et al., 1997). La majorité de ces mutations (~70%) sont des
transversions de guanosine & thymidine représentant le type de dommage généré
par des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) ou des nitrosamines qui
sont les principaux carcinogénes du tabac (Minna et al., 1997; Prahalad et al.,
1997). Certains auteurs ont d'ailleurs corrélé les mutations de KRAS dans les
tumeurs pulmonaires avec la consommation de tabac (Kobayashi et al., 1990;

Westra et al., 1993).
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1.4.2.1.4 Les effecteurs de RAS

Les molécules immédiatement en aval de RAS comprennent plusieurs protéines
kinases parmi lesquelles on note RAF-1, les protéines de la famille MEKK, les
MEK ("MAP kinase/ERK-activating Kinases) et les MAP kinases. Ces protéines
font présentement 1'objet d'études quant a leur implication potentielle dans la
carcinogénése pulmonaire. Certains résultats montrent que les MEK ne seraient
pas fréquemment altérées dans le tumeurs pulmonaires (Bansal et al., 1997).
Ultimement , le signal relayé par ces effecteurs de RAS aboutira a l'activation de

proto-oncogénes nucléaires ou d'effecteurs cellulaires.

1.4.2.1.5 La famille MYC

Le produit des génes de la famille de phosphoprotéines MYC (MYC, MYCL et
MYCN) est impliqué dans le contrdle de la croissance en formant des
hétérodimeres avec les protéines de régulation transcriptionnelle MAX. Les
protéines MAD sont impliquées dans la régulation négative de l'activité de MYC en
formant des hétérodimeres avec MAX et en compétitionnant pour les sites de
liaison & 'ADN (Ayer et al., 1993). Ces hétérodiméres controlent I'expression
d'autres génes impliqués dans la régulation de la croissance (Ayer et al., 1993). Le
géne MYC est surexprimé (via des dysrégulations transcriptionnelles suite a des
mutations, des translocations ou des amplifications géniques) dans les tumeurs
SCLC et NSCLC alors que MYCL et MYCN sont amplifiés dans les tumeurs
SCLC seulement (Bergh, 1990; Little et al., 1983; Nau et al., 1985; Richardson et
Jonhson, 1993). La surexpression des membres de la famille MYC amene alors un
débalancement du contrdle de la croissance cellulaire et permet aux cellules

tumorales une croissance inappropriée.
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1.4.2.1.6 Autres oncogenes

Plusieurs autres oncogénes nucléaires (généralement des facteurs transcriptionnels)
sont connus et peuvent étre actifs dans les cellules des tumeurs pulmonaires (Minna
et al., 1997). Ces oncogénes sont soit la cible directe des cascades de signalisation
ou sont activés par d'autres régulateurs transcriptionnels. Leur rdle précis lors de

la tumorigénése pulmonaire reste cependant a déterminer.

1.4.2.2 Les génes suppresseurs de tumeurs

Dans le cas des génes suppresseurs, il n'y a pas d'activation & proprement parler
mais leur réle dans l'oncogénése vient plutdét d'une perte de fonction. Deux
événements génétiques affectant chacun une copie du géne doivent se produire pour
que cette perte de fonction ait lieu (Knudson, 1971). Le premier événement est
généralement une mutation ponctuelle ou une délétion affectant une copie du géne
dans les cellules germinales d'un des parents ou dans les cellules somatiques de
lindividu affecté. Cette mutation est transmise et présente dans toutes les cellules
somatiques de I'enfant dans le cas d'une mutation héritée ou dans toutes les
cellules-filles dans le cas d'une mutation somatique. Par la suite, une de ces
cellules somatiques subira une mutation dans la seconde copie du géne. Donc,
dans les cas ol aucune mutation n'est héritée, deux événements mutationnels
devront survenir. Ces événements peuvent étre de différentes natures, génétiques
(par exemple: délétion, mutation d'un site actif pour le rendre inactif, mutation d'un
codon en codon d'arrét et troncation de la protéine, mutation du promoteur et perte
d'expression) ou épigénétiques (par exemple: méthylation du promoteur et perte
d'expression). La cellule ainsi mutée se retrouve donc sans la protéine ou avec une

protéine qui est inactive suite aux mutations (Minna, 1993). Le concept de
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suppression tumorale provient donc du fait que la ré-introduction d'une copie
normale du géne muté dans la cellule améne fréquemment une résorption totale ou

partielle du phénotype transformé.

Les études de perte d'hétérozygotie telles que celles que nous avons décrites plus
haut suggérent la présence de génes suppresseurs de tumeurs sur certains
chromosomes (voir Tableau ITI). Parmi les génes susceptibles d'étre localisés dans
ces régions, plusieurs ont été identifiés. Les études effectuées sur le systeme de
tumeurs pulmonaires ont permis de lever le voile sur leur implication mais dans
d'autres cas, les génes ne sont toujours pas identifiés. Nous nous attarderons, au

cours des prochaines sections 2 la description du role de certains d'entre eux.

1.4.2.2.1 Le géne du rétinoblastome (RB)

Comme nous l'avons mentionné auparavant, les découvertes en maticre de
tumorigénése sont souvent transférables d'un systéme tumoral & un autre. Ainsi, le
geéne du rétinoblastome (RB), qui a servi & établir le concept de gene suppresseur,
est fréquemment altéré dans les tumeurs pulmonaires. Ce géne est localisé dans la
région q14 du chromosome 13 qui montre fréquemment des pertes d'hétérozygotie

(Cavenee et al., 1983).

Le géne RB code pour une phosphoprotéine de 105 kD impliquée dans le contrdle
du cycle cellulaire (Buchkovich et al., 1989). La protéine RB controle, par son
association avec des cyclines et des kinases dépendantes des cyclines (CDK),
l'entrée des cellules en phase de synthése au cours de la mitose. La protéine RB
hypophosphorylée bloque la progression du cycle cellulaire en séquestrant le

facteur E2F (Chellappan et al., 1991). La cycline D1 stimule la phosphorylation de
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RB par la CDK4, ce qui inactive RB qui reldche E2F et permet I'entrée de la cellule
en phase S. Plusieurs autres protéines aussi sont impliquées dans le contrle de ce

processus (Minna et al., 1997; Richardson et Jonhson, 1993).

Des études ont montré que les personnes ayant hérité d'une délétion d'une copie de
RB, donc susceptibles de développer un rétinoblastome présentent un risque accru
de former une tumeur pulmonaire (Sanders et al., 1989). Plusieurs études ont
montré que RB présentait des anomalies d'expression (absence) ou de structure
dans les tumeurs pulmonaires. On a ainsi montré que 90% des tumeurs SCLC et
30% des NSCLC avaient subi une inactivation de RB (Minna et al., 1997,
Reissmann et al., 1993; Xu et al., 1991). Le faible taux d'inactivation de RB dans
les tumeurs de type NSCLC suggere qu'il existe d'autres mécanismes
d'inactivation du point de contrdle G1/S du cycle cellulaire dans ces tumeurs. Ces
mécanismes d'inactivation impliqueraient en fait les autres protéines dont nous
avons fait mention plus haut, soient les cyclines, les kinases dépendantes des

cyclines (CDK) et les inhibiteurs de CDK.

Une étude montre que dans les SCLC ol RB est inactivé, les niveaux de cycline D1
sont faibles. Par contre, dans les NSCLC ou RB est normal, il y a surexpression
de cycline D1 ce qui permettrait le passage en phase S par inactivation
physiologique de RB via cette cycline D1 (Schauer et al., 1994). Une voie
alternative d'inactivation de RB serait d'altérer un inhibiteur de la CDK4, p16INK4
(CDKN?2), ce qui permettrait 2 la CDK4 de phosphoryler RB et ainsi favoriser la

transition G1/S.



33

1.4.2.2.2 pl6¢INK4

Le géne codant pour linhibiteur de CDK4, p16INK4 (CDKN2), est situé en 9p21,
une région qui est fréquemment altérée dans les tumeurs pulmonaires (Center et al.,
1993: Merlo et al., 1994). 11 a été démontré que pl6 est inactivé de multiples
facons dans les tumeurs NSCLC (délétions , mutations ou méthylation des régions
promotrices) (Merlo et al., 1995; Shapiro et al., 1995) mais trés rarement dans les
tumeurs SCLC, ce qui tend & confirmer que les tumeurs utilisent une voie ou I'autre

d'inactivation de la transition G1/S contrdlée par RB.

1.4.2.2.3 p53

Le géne p53 est un des geénes les plus fréquemment altéré dans les tumeurs
humaines (Greenblatt et al., 1994). La protéine p53 remplit deux rbles majeurs
dans la cellule, soient le controle du cycle cellulaire (Kastan et al., 1991) et de
l'apoptose (Lowe et al., 1993) en réponse aux dommages & I'ADN ou a d'autres
facteurs de stress. La protéine est généralement présente a de trés faibles niveaux
dans les cellules mais peut étre induite par une augmentation des niveaux
transcriptionnels ou de sa demi-vie (Soussi et al., 1998). L'accumulation de p53
dans la cellule dirigera celle-ci vers deux voies distinctes dépendantes du contexte,
l'apoptose ou 'arrét du cycle cellulaire. La protéine p53 posséde un fonction de
régulation transcritptionnelle contrdlant l'expression de plusieurs génes impliqués
dans 1'apoptose, BAX, IGF-BP3 et FAS (Harris, 1996). Suite & l'induction de ces
genes, la cellule est dirigée dans la voie apoptotique. On parle alors d'apoptose
dépendante de la transcription (Harris, 1996). L'accumulation de p53 en réponse a
des dommages cellulaires peut aussi induire l'expression d'autres genes impliqués

dans T'arrét du cycle cellulaire et la réparation de I'ADN (Pietenpol et al., 1994).
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Le gene pZIWAF1 est induit par p53 et produit un inhibiteur des cyclines
dépendantes des kinases (CDKs), ce qui améne un blocage du cycle cellulaire en
G1. Suite & ce blocage la machinerie de réparation et de réplication de ' ADN sera
activée sinon la cellule sera dirigée vers I'apoptose si les dommages ne peuvent étre
réparés (Harris, 1996). En plus de ses capacités transactivatrices, p53 et les
protéines induites par celle-ci (GADDA45, p21WAF1) peuvent interagir avec des
protéines responsables de la transcription, de la réplication ou de la réparation de
'ADN. Suite 2 ces interactions et en fonction des dommages subis par la cellule,
celle-ci peut voir son cycle bloqué en G1 et 'ADN sera répar€ ou la cellule sera
dirigée dans la voie apoptotique (apoptose indépendante de la transcription)

(Harris, 1996).

Le géne codant pour p353 est localisé dans la région p13 du chromosome 17 dont
une copie est fréquemment altérée dans les tumeurs pulmonaires (Takahashi et al.,
1989). Suite 2 la délétion d'une copie, il y aurait inactivation mutationnelle de la
seconde copie dans 90% des SCLC et 50% des NSCLC (Chiba et al., 1990;
Kishimoto et al., 1992; Minna et al., 1997). Les mutations de p53 sont
fréquemment associée au tabagisme (Greenblatt et al., 1994). Les transversions G
a T sont les mutations les plus fréquemment observées (Soussi et al., 1998) et il a
été démontré que le benzo [a] pyrene, un des composés de la fumée de tabac,
pouvait induire ce type de mutations (Denissenko et al., 1996). 11 pourrait donc y
avoir un lien direct entre la consommation de tabac et les mutations du géne p53.

La plupart des mutations (environ 90%) sont localisées dans la région codant le
domaine de liaison & I'ADN (Soussi et al., 1998) ce qui altere les propri€tés de
régulation transcriptionelle. La mutation du géne p53 peut donc conférer un
avantage sélectif aux cellules mutées. La dysrégulation des voies normalement

sous contrdle de p53 (arrét du cycle cellulaire en G1, réparation et réplication de
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I'ADN et apoptose) permettent a la cellule de proliférer méme en présence de
dommages a I'ADN. Au fil des réplications, il y a accumulation de dommages,

créant une instabilité génétique qui favorisera I'émergence de nouvelles mutations.

1.4.2.2.4 Chromosome 3p

Au début des années 1980, Whang-Peng et ses collaborateurs ont démontré, par
études de perte d'hétérozygotie, qu'un des événements génétiques les plus souvent
associé avec la formation de tumeurs pulmonaires est la délétion de sections du bras
court du chromosome 3 (3p) (Whang-Peng et al., 1982). D'autres études ont par
la suite précisé les régions affectées par la perte d'hétérozygotie si bien
qu'aujourd'hui on reconnait au moins trois régions susceptibles de contenir un
géne suppresseur dont I'inactivation serait impliquée dans la tumorigénese
pulmonaire, soient les régions 3p24-26, 3p21.3-22 et 3p14-cen (Hibi et al., 1992;
Whang-Peng et al., 1991). Plusieurs études ont montré que la perte de matériel
génétique dans ces régions est I'un des événements les plus précoces du processus
de tumorigénése. La perte de matériel est détectée dés les stades pré-néoplasiques
et en plusieurs foyers indépendants, ce qui suggére que cet événement est li€ a la
cancérisation par champs (field cancerization) (Chung et al., 1995; Hung et al.,
1995; Sundaresan et al., 1992). La cancérisation par champs est I'illustration
qu'un carcinogéne comme le tabac va affecter tout l'organe et créer de multiples
lésions pré-néoplasiques indépendantes, desquelles quelques unes seulement

évolueront en tumeurs.

Plusieurs génes ont été identifiés dans les régions affectées du chromosome 3p
mais aucun n'a été définitivement identifié comme gene suppresseur des tumeurs

pulmonaires. C'est le cas, entre autres des génes FHIT (Fragile Histidine Triad) en
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3p14.2 (Sozzi et al., 1996), des gtnes de sémaphorines SEM IIIF (Xiang et al.,
1996), SEM IV et SEM V (Sekido et al., 1996) en 3p21 qui sont des molécules
impliquées dans la croissance des neurones et du geéne de la maladie de Von
Hippel-Lindau en 3p25 (Sekido et al., 1994). Par contre, le géne RARP situé en
3p24 pourrait jouer un role de suppression tumorale, au moins dans les tumeurs
épidermoides. Des anomalies d'expression de ce gene ont été relevées dans
plusieurs lignées dérivées de tumeurs pulmonaires mais aussi dans certaines
tumeurs épidermoides (Gebert et al., 1991; Geradts et al., 1993; Houle et al.,
1991; Nervi et al., 1991). 1l a aussi été démontré que l'introduction de ce géne
dans des cellules en ayant perdu I'expression, pouvait diminuer leur taux de
croissance in vitro et leur capacité a former des tumeurs in vivo (Houle et al.,
1993). Nous reviendrons plus abondamment sur ce dernier géne qui est l'objet de

cette these.

1.4.3 Autres altérations génétiques

De multiples altérations génétiques sont retrouvées dans les tumeurs pulmonaires
en sus de celles que nous avons décrit ci-haut. Parmi celles-ci, notons l'activité
télomérase, présente dans pratiquement 100% des tumeurs pulmonaires,
I'instabilité génétique et les altérations du patron de méthylation dans plusieurs

tumeurs.

1.4.3.1 Activité télomérase

Les télomeres sont des séquences répétées d'ADN présentes aux extrémités des

chomosomes afin de les protéger contre des fusions, des recombinaisons ou encore
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la dégradation (Greider, 1996). L'enzyme responsable de la synthése des
télomeres est une ribonucléoprotéine, la télomérase (Greider, 1996). L'activité de
cette enzyme n'est généralement pas détectable dans les cultures primaires de
cellules humaines ot un raccourcissement des télomeres est observé au fil des
divisions cellulaires (Counter et al., 1992). Par contre, I'activité télomérase est
détectable dans les cellules immortalisées ainsi que dans 80 & 90% des tumeurs
humaines (Kim et al., 1994; Shay et Bacchetti, 1997). La présence d'activité
télomérase dans les cellules tumorales suggére que la présence de celle-ci est
nécessaire pour I'immortalisation cellulaire et la progression tumorale en assurant le
maintien des extrémités chromosomiques et que l'inhibition de cette enzyme
pourrait étre une avenue thérapeutique (Counter et al., 1992). Des résultats plus
récents suggerent que l'activité télomérase pourrait ne pas €tre nécessaire pour
l'immortalisation cellulaire, la transformation oncogénique et la formation de
tumeurs (Blasco et al., 1997). Des souris ayant subit une inactivation sélective du
géne de la composante ribonucléique de la télomérase (mTR-/-) montrent un
raccourcissement des téloméres au fil des divisions cellulaires (Blasco et al., 1997).
Toutefois, des cellules dérivées de ces souris montrent un taux d'immortalisation
cellulaire, de transformation cellulaire et de formation de tumeurs dans les souris
nues semblables & ceux de cellules dérivées de souris normales (Blasco et al.,
1997). Ces résultats suggerent que la présence d'activité télomérase est
effectivement nécessaire au maintien des télomeéres mais que son inactivation
n'affecte pas les processus d'immortalisation et de transformation cellulaires ou la
croissance des tumeurs. Il faut toutefois noter que ces cellules proviennent d'un
systéme murin et que les différences avec le systéme humain pourraient étre tres
significatives du point de vue de la tumorigénése et de la croissance cellulaire. Des

études plus approfondies seront donc nécessaires pour déterminer tout le potentiel
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de l'inhibition de la télomérase comme avenue thérapeutique dans les cancers

humains.

1.4.3.2 Instabilité génomique et génes ''mutator"

Les anomalies génomiques sont une des caractéristiques marquantes des cellules
cancéreuses. On peut y observer plusieurs types de modifications du matériel
génomique, allant de l'aneuploidie & la polyploidie en passant par des
translocations, des insertions, des délétions ou des mutations (Brambilla, 1993).
Ces anomalies seraient le reflet d'une instabilité du génome et surviendraient tres tot
au cours du développement des tumeurs puisque des cellules aneuploides sont
détectées dans 1'épithélium bronchique normal de patients ayant une tumeur
pulmonaire (Smith et al., 1996). L'instabilité génomique a été associée avec la
progression tumorale, plus une tumeur progresse des stades pré-néoplasiques vers
des stades plus avancés, plus le nombre d'anomalies chromosomiques augmente
(Wistuba et Gazdar, 1998). Ces résultats suggérent que la détection des anomalies
chromosomiques pourrait étre un outil de détection précoce et renforcent

I'hypothese de cancérisation par champs dans le cancer pulmonaire.

Les microsatellites sont de courtes séquences répétitives d ADN présentes en grand
nombre dans le génome et sont souvent altérées dans les cancers (Loeb, 1994).
Certains auteurs suggérent que les altérations des microsatellites seraient le reflet
d'une instabilité généralisée de la cellule (Fishel, 1996) Des études effectuées sur
une forme familiale de cancer du colon ont permis de démontrer que la forte
instabilité des microsatellites dans ces tumeurs est associée avec un phénotype

Zn

appelé "mutator” (Peltomaki et al., 1993). Par contre dans les cancer pulmonaires,
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ces altérations sont détectées dans 0 & 45% des tumeurs selon les études (Adachi et

al., 1995; Fong et al., 1995; Mao et al., 1994; Merlo et al., 1994).

Le phénotype "mutator" a été évoqué pour la premicre fois par Loeb en 1991.
Cette description était basée sur I'hypothése que les taux naturels de mutation ne
pouvaient expliquer la présence des nombreuses mutations et anomalies
chromosomiques présentes dans une seule cellule et nécessaires au développement
et A I'expansion des tumeurs cancéreuses (Loeb, 1991). Par la suite, certaines
études ont démontré que I'instabilité des microsatellites dans les cellules de patients
HNPCC ("Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer") est associée avec le
phénotype "mutator” et que celui-ci est expliqué par la présence de mutations dans
certains génes du systéme de réparation des mésappariements de ' ADN (geénes
"mutator”, e.g.. MLH1, MSH2) (Aaltonen et al., 1993; Fishel et al., 1993; Leach
et al., 1993; Parsons et al., 1993). Les génes "mutator”, contrairement aux
oncogénes et aux génes suppresseurs ne sont pas impliqués dans le contrdle du
cycle cellulaire ou de la différentiation des cellules. Les produits de ces génes sont
responsables de la fidélité de la réplication de 'ADN et de la réparation des
mésappariements (Fishel, 1996). Les mutations causées dans ces génes ameneront
une perte de fidélité et de stabilité du génome, permettant l'introduction des
mutations décrites plus haut. Fischel (1996) suggére que plusieurs geénes
impliqués dans les points de contrdle du cycle cellulaire puissent aussi contribuer a
ce phénotype puisque la dysfonction de ces points de contrdle peut €tre impliquée

dans le développement de l'instabilité génomique (e.g. p33).
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1.4.3.3 Méthylation

Dans le génome humain, les cytosines sont souvent méthylées dans les tlots CpG
qui sont associés avec les régions promotrices de certains génes afin d'en moduler
l'expression (empreinte parentale ou modulation transcriptionnelle) (Lewin, 1994).
Les cellules tumorales présentent souvent des zones d'hypo- et d’hyperméthylation
dans leur génome (Counts et Goodman, 1995). Il semblerait que les zones
d'hypométhylation soient associées avec une expression massive de génes alors
que les régions hyperméthylées seraient plutdt associées au silence transcriptionnel
de génes suppresseurs de tumeurs (Counts et Goodman, 1995). Dans plusieurs
tumeurs on a noté des anomalies dans I'expression de I'enzyme responsable du
maintien du patron de méthylation, I'ADN méthyltranférase, ce qui pourrait
expliquer les changements observés dans le patron de méthylation du génome
tumoral (Minna et al., 1997). Sachant aussi que les 5-méthyl-cytosines (les
cytosines méthylées) sont susceptibles de se déaminer spontanément en
thymidines, on congoit aisément que les altérations du patron de méthylation (hypo-
ou hyperméthylation et mutations susceptibles d'étre produites par déamination)
sont susceptibles d'avoir un effet majeur sur le développement des tumeurs

(Counts et Goodman, 1995).

1.4.4 Les facteurs de croissance

Les facteurs de croissance sont des peptides régulateurs sécrétés par les cellules.
Ces peptides, une fois sécrétés sont liés par des récepteurs membranaires associés
avec des voies de signalisation intracellulaires qui vont ultimement mener a
I'émission de signaux mitogénes (Minna, 1993). Dans les tumeurs, les cellules

tumorales mais aussi d'autres cellules produisent ces facteurs qui forment ainsi des
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boucles autocrines et paracrines en se liant aux récepteurs des cellules tumorales,
leur conférant ainsi un avantage de croissance en induisant des signaux mitogenes

(Minna et al., 1997).

1.5 Carcinogénése pulmonaire

Bien que I'on n'ait pas encore de vue d'ensemble treés détaillée de la carcinogénese
pulmonaire, les travaux entrepris depuis une dizaine d'années nous permettent
aujourd'hui d'entrevoir les mécanismes causant les déréglements cellulaires qui
conduisent 2 la formation des tumeurs. On considére généralement deux concepts
importants dans la tumorigénése pulmonaire, soient la cancérisation par champs
(field cancerization) et la nature progressive de ce phénomene (Hong et al., 1995).
La cancérisation par champs implique la formation de plusieurs lésions pré-
néoplasiques d'origines indépendantes. Ces lésions seraient le résultat d'une
exposition répétée du champ épithélial (le poumon) aux carcinogenes (Sporn,

1991).

La théorie de la cancérisation par champs est supportée par différentes évidences.
Premiérement, les tumeurs surviennent dans un tissu subissant une forte exposition
aux carcinogénes, le poumon (Hong et al., 1995). L'usage du tabac augmente
grandement le risque de développer une tumeur pulmonaire et les carcinogenes
contenu dans la fumée de tabac affectent tout le champ pulmonaire, il y a donc une
forte probabilité de voir des tumeurs se développer en plusieurs endroits.
Deuxiémement, dans un organe comme le poumon, les tumeurs multiples
surviennent a grande fréquence dans le champ touché, ce qui suggere que plusieurs
événements initateurs indépendants se sont produits (Hong et al., 1995). Les

résultats de plusieurs groupes montrent en effet que différentes 1ésions pulmonaires
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indépendantes ont subi les mémes altérations génétiques qui sont absentes du tissu
sain (Gazdar, 1994; Lee et al., 1987; Sozzi et al., 1992; Sundaresan et al., 1992),
ce qui suggeére des événements mutagéniques précoces et qui surviennent en

plusieurs foci du champ.

Comme nous l'avons déja mentionné, la cancérigénese est généralement considérée
comme étant un processus progressif i.e. que plusieurs étapes sont nécessaires a la
formation de tumeurs (Vogelstein et Kinzler, 1993). Les événements génétiques
s'accumulent, ce qui résulte en changements phénotypiques comme des
dysrégulations affectant la croissance cellulaire, la différenciation, la mort et les
fonctions cellulaires (Hong et al., 1995). Ce concept est particuli¢rement bien
illustré par la tumorigénése pulmonaire. D'un point de vue clinique, l'apparition de
tumeurs de I'arbre respiratoire est précédée par des 1ésions dites pré-néoplasiques
(métaplasie et dyplasie) dans le champ a risque. Bien que les tumeurs n'originent
pas nécessairement de ces 1ésions, leur présence a été associ€e avec une
augmentation du risque de développer des tumeurs (Hong et al., 1995).
L'accumulation de changements génétiques dans le processus progressif est donc
susceptible de résulter en changements phénotypiques séquentiels associés avec le
phénotype tumoral. Deux modeles de cancérigénése pulmonaire tentent d'intégrer

les différents événements connus en un processus de carcinogénése continu.

1.5.1 Modéle de cancérigéneése de Minna

Pour Minna (1989), la premiére étape de la tumorigénése qui entraine les cancers
pulmonaires 2 petites cellules (SCLC) consiste en l'exposition des cellules aux
carcinogénes; la susceptibilité d'un individu a I'agent initiateur peut étre augmentée

par les facteurs héréditaires, les habitudes de vie (diete ou tabagisme),
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l'environnement ou I'histoire médicale. En réponse a cette exposition, les cellules
neuroendocrines du poumon sécrétent des facteurs de croissance créant une boucle
de stimulation autocrine. De cette stimulation, il résulte une prolifération cellulaire
polyclonale et une production accrue de facteurs de croissance. L'exposition
continue des cellules épithéliales des bronches aux carcinogénes amene la formation
de délétions et de translocations non-réciproques a divers endroits dans le génome
et donne lieu a des anomalies clonales qui affectent certains oncogénes récessifs.
Parmi ces délétions, celles en 3p semblent conférer un avantage sélectif aux cellules
tumorales. Finalement, les mutations subséquentes de différents oncogénes
modifient le comportement cellulaire pour donner des cellules invasives localement

puis métastatiques (Minna, 1989).

1.5.2 Modéele de tumorigénése a cellules souches

Plusieurs auteurs considérent aujourd'hui que les différents types de tumeurs
pulmonaires seraient dérivés d'une méme cellule souche pluripotente capable
d'exprimer plusieurs phénotypes (Gould et Warren, 1989). En effet, les cancers
pulmonaires montrent fréquemment plus d'un type histologique et des tumeurs de
différentes histologies montrent souvent des similitudes dans la production de
facteurs de croissance et l'expression de protéines de surface associ€es au
phénotype différencié (Ginsberg et al., 1997; Mooi, 1996). Mabry et ses
collaborateurs ont proposé en 1991 un modele de cancérigénése pulmonaire
semblable 2 celui de Minna mais qui intégre la plupart des données moléculaires
connues et qui suggere une cellule souche épithéliale commune pour les quatre types
histologiques majeurs de carcinomes pulmonaires (Mabry et al., 1991). Dans ce
modele, toutes les cellules pulmonaires normales sont originaires d'une méme

cellule souche via une voie de différenciation & deux intermédiaires et impliquant les
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différents proto-oncogénes. Le premier progéniteur (A) aurait des caractéristiques
neuroendocrines transitoires et donnerait naissance a un second intermédiaire (B).
Ce deuxieéme intermédiaire (B) aurait des caractéristiques des cellules des tumeurs a
grandes cellules et une capacité de différenciation en plusieurs phénotypes matures
(cellules ciliées, cellules neuroendocrines et cellules productrices de mucines)
(Mabry et al., 1991). Les progéniteurs (A et B) sécréteraient des facteurs de
croissance de facon autocrine pour stimuler leur prolifération mais dans le tissu sain,
l'action de ces boucles serait contre-balancée par des signaux de différenciation.
L'épithélium bronchial étant soumis & un stress chimique et physique constant, les
cellules se renouvellent sans cesse. Lorsque des 1ésions plus sévéres surviennent,
les intermédiaires A et B vont alors proliférer anormalement pour donner lieu a une
hyperplasie de la plupart des types cellulaires qui seront générés en suivant les voies
de différenciation normale. Cette hyperplasie cellulaire est souvent accompagnée
d'une métaplasie squameuse anormale dans les bronches (Mabry et al., 1991). Les
cellules hyperplasiques qui sont exposées a des agents carcinogénes subiront ensuite
des événements mutationnels variés qui affecteront a divers degrés les proto-
oncogeénes (incluant ceux mentionnés dans les sections précédentes) et donneront
naissance a des cellules transformées qui généreront des carcinomes. Le phénotype
initial du néoplasme est déterminé par le phénotype de la cellule de départ (Mabry et
al., 1991). Les cellules dérivées du précurseur A donneront des tumeurs SCLC, les
tumeurs dérivées du précurseur B seront a grandes cellules tandis que les cellules
métaplasiques donneront des tumeurs épidermoides et les cellules productrices de
mucines seront les précurseurs d'adénocarcinomes. Par la suite, les cellules vont
proliférer de fagon incontrdlée et progresser vers un phénotype de plus en plus
malin puis métastatique au fur et 2 mesure que des mutations affecteront les genes
impliqués dans cette progression (Mabry et al., 1991). Ce modele est

particulierement intéressant puisqu'il tient aussi compte de I'hétérogénéité intra-
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tumorale observée, en proposant une transition entre les différents types tumoraux

via certains événements génétiques (Mabry et al., 1991).

1.6 L'acide rétinoique et ses récepteurs

L'acide rétinoique, le principal dérivé actif naturel de la vitamine A, fait partie d'une
famille de composés chimiques naturels et de synthése appelés rétinoides (Gudas,
1992). Chez les vertébrés, ces composés sont impliqués dans plusieurs processus
cellulaires et développementaux physiologiques ainsi que dans certaines pathologies
(Gudas, 1994). Des 1925, les expériences de Wolbach et Howe ont démontré que
chez le rat, une privation de vitamine A dans la diéte peut entrainer une métaplasie
squameuse de 1'épithélium trachéal (Wolbach et Howe, 1925). Les rétinoides
possédent aussi un rdle morphogéne, c'est-a-dire qu'il sont impliqués dans la
spécification de l'axe antéro-postérieur de 1'embryon et le développement des
membres et organes (Gudas, 1994). De méme, on a démontré que les rétinoides
peuvent affecter la prolifération et la différenciation de plusieurs lignées cellulaires
en culture (Lotan, 1980; Roberts et Sporn, 1984). Ce n'est toutefois que dans la
dernigre décennie que I'on a commencé a en élucider les mécanismes d'action.
L'identification et le clonage de récepteurs cellulaires et nucléaires pour le transport
et l'action des rétinoides ont en effet permis d'identifier certains événements

génétiques et physiologiques contrdlés par ceux-ci.

Comme nous l'avons mentionné plus haut, les rétinoides forment une famille
complexe de composés chimiques dont le plus abondant est I'acide rétinoique trans.
Il existe plusieurs récepteurs cellulaires et nucléaires pour les rétinoides (pour une
revue voir Chambon, 1996). Cette multiplicité de ligands et de récepteurs permet &

l'organisme de générer une foule de voies de signalisation cellulaire. En raison de
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la complexité du sujet et de la portée de cette thése, nous nous attarderons

principalement a l'acide rétinoique frans et a ses récepteurs nucléaires.

1.6.1 Les récepteurs de l'acide rétinoique

Les récepteurs de l'acide rétinoique sont des récepteurs nucléaires faisant partie de
la superfamille des récepteurs stéroidiens et thyroidiens (Evans, 1988). La plupart
des membres de cette famille sont des facteurs de transcription dont l'activité est
induite par la liaison du ligand. On connait aujourd'hui deux familles de geénes
codant des récepteurs de l'acide rétinoique, les RARs (Brand et al., 1988; Giguére
et al., 1987; Krust et al., 1989; Petkovitch et al., 1987) et les RXRs (Leid et al.,
1992b; Mangelsdorf et al., 1992; Mangelsdorf et al., 1990). Bien que leur
structure et leur mode d'action soient similaires (voir plus bas), les deux familles
possedent des affinités trés différentes pour les divers rétinoides naturels et de
synthése. Les RARs lient I'acide rétinoique frans et 9-cis avec une affinité similaire
(Kd: 0.2-0.4 nM) et sont activés par les deux isomeres (Allegretto et al., 1993;
Allenby et al., 1993). II a été démontré que les RXRs lient uniquement l'acide
rétinoique 9-cis (Kd: 2-15 nM) et sont activés par cette liaison (Allegretto et al.,
1993; Allenby et al., 1993). Aucune liaison des RXRs n'a pu étre observée avec
les isomeres trans ou les stéréoisomeres 7-cis, 11-cis et 13-cis, ce qui suggere que
la conformation spécifique 9-cis serait nécessaire pour la liaison et I'activation des
RXRs (Allenby et al., 1993). Suite a la liaison de leur ligand, les récepteurs vont
généralement former des hétérodimeres RAR-RXR ou des homodimeres RXR-
RXR et lier des séquences régulatrices de certains génes (Gudas, 1992). Ces
séquences sont appelées éléments de réponse a l'acide rétinoique (RARE) et sont
constituées de répétitions (généralement 2) de courtes séquences d'ADN (5 ou 6

nucléotides) espacées de 1 a 5 nucléotides, ol I'espacement va déterminer le type
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de dimére 1ié (Mangelsdorf et Evans, 1995) (voir Figure 2 et section 1.6.2.2).
Chaque partenaire du dimére interagit avec une des répétitions du RARE via son
domaine de liaison 4 I'ADN. Il est & noter que les RXRs sont aussi des partenaires
de dimérisation des récepteurs de 1'hormone thyroidienne , des récepteurs de la
vitamine D et des PPAR (peroxisome proliferator activated receptor), ce qui ajoute a
la complexité des voies de régulation par l'acide rétinoique (Leblanc et

Stunnenberg, 1995; Mangelsdorf et Evans, 1995)

Comme nous I'avons mentionné plus haut, il existe deux familles de génes codant
pour les récepteurs de l'acide rétinoique, les RARs et les RXRs. Chacune des
familles comporte trois génes, o, B et y (Brand et al., 1988; Giguére et al., 1987,
Krust et al., 1989; Leid et al., 1992b; Mangelsdorf et al., 1992; Mangelsdorf et al.,
1990; Petkovitch et al., 1987) Les produits de ces génes présentent un taux de
conservation de la séquence protéique d'environ 85% entre membres d'une mé€me
famille, ce qui suggére que tous les membres d'une famille originent d'un ancétre
commun (Chambon, 1996). Toutefois, les RARs et les RXRs ont un degré de
similitude relativement faible, ce qui suggeére une origine distincte pour les deux

familles (Mangelsdorf et al., 1994).

Chaque géne RAR code pour différents isoformes qui sont générés par €pissage
alternatif et I'utilisation de deux promoteurs (P1 et P2) (Kastner et al., 1990, Leroy
et al., 1991a; Zelent et al., 1991). Ces différents isoformes ont en commun la
majorité des domaines protéiques mais varient dans leur région amino-terminale.
La structure des récepteurs, comme celle des autres membres de la superfamille des
récepteurs stéroidiens, peut étre subdivisée en six grands domaines. Le domaine A
représente la région amino-terminale variable et spécifique a chaque isoforme; par

contre les domaines B-F sont identiques chez tous les isoformes d'un méme gene.
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La région C code pour le domaine de liaison a2 'ADN, soit l'interface de la protéine
qui interagira avec les séquences du RARE. Le domaine D est une région charniére
nécessaire aux changements de conformation de la protéine. La région E remplit de
multiples rdles, c'est le domaine de liaison du ligand et c'est aussi dans cette région
que les récepteurs interagissent lors de la dimérisation (Figure 1). Le domaine F
quant 2 lui n'a pas de fonction établie 2 ce jour.(Chambon, 1994; Chambon, 1996;

Leid et al., 1992a).

Comme nous l'avons mentionné, les récepteurs de l'acide rétinoique sont des
facteurs transcriptionnels; leur séquence protéique contient donc des acides amin€s
responsables de cette activité. Les RARs possédent deux fonctions d'activation de
la transcription, soient AF-1 et AF-2 (pour Activating Function) (Folkers et al.,
1993; Nagpal et al., 1993). L'AF-1 est située dans la région A/B des récepteurs,
elle est donc variable d'un isoforme a l'autre (Folkers et al., 1993; Nagpal et al.,
1993). Elle est indépendante du ligand, i.e. qu'elle ne nécessite pas l'activation par
l'acide rétinoique pour étre fonctionnelle (Chambon, 1996). L'AF-2 quant a elle
est située dans la région E et est dépendante du ligand (Figure 1) (Folkers et al.,
1993; Nagpal et al., 1993). Cette dépendance serait due au fait que lorsque la
protéine est inactive, elle adopte une conformation qui masquerait les acides aminés
activateurs. Lors de la liaison de 1'acide rétinoique, il se produirait un changement
de conformation (impliquant entre autres, le domaine D) qui exposerait la fonction

AF-2 en plus de permettre la dimérisation (Renaud et al., 1995).
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1.6.2 Les RARs et la régulation transcriptionnelle

Comme nous l'avons mentionné plus haut, les voies de régulation par I'acide
rétinoique sont multiples et complexes. Plusieurs facteurs contribuent en fait a cette
multiplicité. Tout d'abord, la disponibilité physiologique des différents rétinoides
est un facteur de toute premiére importance. Cette biodisponibilité est nécessaire a
la formation d'un dimére actif. Déja a ce stade, plusieurs protéines sont impliquées
dans le transport et le métabolisme des précurseurs des rétinoides en acide
rétinoique disponible pour l'activation des RARs et RXRs. Toutefois, nous nous
attarderons, au cours des prochains paragraphes a décrire les facteurs contribuant a
la multiplicité des effets de 1'acide rétinoique au niveau transcriptionnel donc des

récepteurs actifs.

1.6.2.1 Type de dimere actif

Le premier facteur contribuant directement a la variété des effets de l'acide
rétinoique est le grand nombre de dimeéres pouvant étre générés. Comme nous
'avons mentionné ci-haut, les RARs fonctionnent en formant des diméres avec les
RXRs. Par contre, les RXRs peuvent aussi fonctionnner sous forme
d'homodimeéres (Zhang et al., 1992). Sachant que chaque famille posséde trois
geénes et que chacun de ces génes peut générer plusieurs isoformes, on arrive au
nombre impressionnant de 84 combinaisons possibles. Bien entendu, chaque
récepteur a un patron d'expression qui lui est spécifique; ainsi une seule cellule n'a
que trés peu de chances de pouvoir générer toutes les combinaisons possibles. Un
autre facteur influencant la formation des diméres est le type d'acide rétinoique
présent. Comme nous l'avons mentionné, les RARS ont un spectre d'affinité plus

large que les RXRs ainsi, selon 1'acide rétinoique présent, on favorisera l'activation
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d'un type ou l'autre de récepteurs. Etant donné que dans un dimére actif un seul
des deux membres est 1i€ au ligand ( le membre qui liera la répétition 3' du RARE)
(Kurokawa et al., 1993; Perlmann et al., 1993; Zechel et al., 1994) on comprend
facilement que si un RXR est activé, celui-ci formera généralement des
homodimeres ou un hétérodimeére avec certains récepteurs orphelins comme NGFI-
B (Perlmann et Jansson, 1995). Dans le cas d'un hétérodimeére avec un récepteur
orphelin, le RXR occupe la répétition en 5' du RARE (Leblanc et Stunnenberg,
1995).

1.6.2.2 Les éléments de réponse

Les récepteurs activés contrdlent I'expression de certains génes en se liant a de
courtes séquences d'ADN présentes dans les promoteurs de ces genes, ce sont les
éléments de réponse a l'acide rétinoique ou RARE (Figure 2) (Gudas, 1992). Ces
RARESs sont un des éléments cruciaux dans la détermination de la spécificité
transcriptionnelle. Il a été démontré qu'un méme promoteur ne répond pas de la
méme fagon a différents diméres et que différents promoteurs ne répondent pas de
la méme facon & un méme dimere; il y aurait donc une spécificité de contexte
(Nagpal et al., 1992a). La structure méme de I'€lément de réponse est variable, on
reconnait un consensus constitué de deux répétitions directes du motif AGGTCA
qui sont séparées par un nombre variable de nucléotides (Figure 2) (de The et al.,
1990b; Gudas, 1992; Sucov et al., 1990). Toutefois d'autres conformations de
1'élément de réponse sont aussi possibles, ce qui contribue 4 augmenter la diversité
de la réponse a I'acide rétinoique (Mangelsdorf et al., 1994). L'espacement entre
les deux répétitions est aussi un facteur important dans la liaison du dimere a
1'élément de réponse (Umesono et al., 1991). Un dimeére de type RXR-RAR liera

principalement des répétitions directes espacées de 2 ou 5 nucléotides (DR-2 et DR-
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5) alors qu'un homodimére RXR-RXR liera généralement un élément ou les
séquences consensus sont séparées par 1 nucléotide (DR-1) (Figure 2) (Chambon,
1996). Il faut toutefois noter qu'un hétérodimeére RAR-RXR peut aussi lier un
DR-1; auquel cas ce dimére aura une activité de répression de la transcription
(Figure 2) (Kurokawa et al., 1994; Kurokawa et al., 1995). En plus de
l'espacement des deux motifs, des variations dans la séquence de ceux-ci et dans
les séquences en amont semblent affecter la spécificité de la liaison des dimeres

(Mader et al., 1993; Vivanco-Ruiz et al., 1991).

Les récepteurs de type RXRs sont les partenaires de dimérisation de plusieurs
autres récepteurs nucléaires (THR, VDR et PPAR) (pour une revue du sujet voir
Mangelsdorf et al, 1995). Selon le type d'élément de réponse présent dans les
séquences promotrices des geénes et si les ligands de ces récepteurs sont présents,
d'autres diméres peuvent étre formés et compétitionneront pour la dimérisation avec
les RXRs. Ainsi, les diméres PPAR-RXR lieront un DR-1, les dimeres VDR-
RXR lieront un DR-3 et les diméres THR-RXR lieront un DR-4 (Figure 2)
(Leblanc et Stunnenberg, 1995; Mangelsdorf et Evans, 1995). Le type d'élément
de réponse, en combinaison avec les différents récepteurs présents ajoutent donc un

degré supplémentaire de complexité.
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Figure 2: Eléments de réponse 2 'acide rétinoique et principaux dimeres liés
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1.6.2.3 Interactions avec d'autres protéines

Les voies de régulation par l'acide rétinoique sont bien stir régies par les différents
récepteurs de l'acide rétinoique et les séquences de liaison présentes dans les
régions promotrices des génes mais aussi par l'interaction avec d'autres protéines.
Nous nous sommes déja attardés a la description des interactions entre les RXRs et
les autres récepteurs nucléaires; il faut cependant noter que d'autres protéines
peuvent interagir ou entrer en compétition avec les récepteurs de l'acide rétinoique.
Depuis quelques années, certains résultats suggéraient que l'interférence
transcriptionnelle entre les fonctions activatrices de différents récepteurs stéroidiens
et thyroidiens pouvait étre due a l'existence de co-facteurs pour lesquelles ils
compétitionnent (Meyer et al., 1989). En utilisant différentes approches, plusieurs
co-activateurs des récepteurs nucléaires ont pu étre clonés: SUG1/Trip1 (Lee et al.,
1995; vom Baur et al., 1995) TIF1 (Le Douarin et al., 1995), RIP140 (Cavailles et
al., 1995), SRC-1 (Onate et al., 1995), et TIF2 (Voegel et al., 1996). Ces co-
activateurs sont des protéines nucléaires qui interagissent spécifiquement avec le
domaine de liaison du ligand (LBD) de divers récepteurs nucléaires incluant les
RARs et les RXRs. L'interaction entre le co-activateur et le récepteur nucléaire
n'est pas possible lorsque ce dernier est lié & un antagoniste ce qui suggere la
nécessité d'une conformation allostérique particulieére pour que l'interaction se
fasse. Il existe d'ailleurs des variation dans l'efficacité de cette interaction en

fonction du récepteur lié et du co-facteur (vom Baur et al., 1995).

En absence de leur ligand respectif, les récepteurs de I'hormone thyroidienne et de
l'acide rétinoique sont capables de réprimer I'expression basale de génes cibles
(Horlein et al., 1995). Cette répression n'est pas due a une compétition avec

d'autres facteurs nucléaires pour des sites de liaison et a été asociée avec le domaine
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carboxy-terminal (incluant le LBD) des récepteurs (Martin et al., 1994). Ces
résultats suggéraient que des co-répresseurs interagissaient avec cette région des
récepteurs. Deux de ces co-répresseurs N-CoR (Horlein et al., 1995) et SMRT
(Chen et Evans, 1995) ont été clonés. Les deux présentent un certain niveau
d’homologie dans les régions liant les récepteurs (Chambon, 1996). Lors de la
liaison du ligand au récepteur, le répresseur est relaché, ce qui permet l'activation
transcriptionnelle. Kurokawa et al. (1995) ont montré que la présence du
répresseur N-CoR expliquait les capacités de répression du dimere RAR/RXR sur
un DR-1. Sur un élément de réponse DR-5, N-CoR est relaché par la liaison du
ligand au dimére RXR/RAR par contre sur un élément DR-1, la polarité du dimere
est inversée et le répresseur n'est pas relaché d'ou l'activité de régulation négative

de ce type de dimeére (Kurokawa et al., 1995).

La présence d'une variété de co-facteurs transcriptionnels capables d'interagir a des
degrés divers avec les diméres RXR/RAR ajoute donc un niveau de complexité
supplémentaire A la régulation transcriptionnelle par les récepteurs de l'acide

rétinoique.

D'un autre c6té, il a été démontré que les récepteurs de I'acide rétinoique peuvent
interférer avec d'autres voies de signalisation telles la transcription médiée par le
facteur AP-1 (Nicholson et al., 1990; Schiile et al., 1991) bien que dans ce cas-ci,
le mécanisme ne soit pas encore bien défini. Cette interférence avec AP-1 établit un
lien entre les voies de signalisation des récepteurs membranaires et la modulation de

leur activité par les récepteurs de I'acide rétinoique
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1.6.2.4 Le role spécifique des récepteurs de I'acide rétinoique.

Au fil des derniéres années, plusieurs groupes ont entrepris l'inactivation
fonctionnelle ("knock-out") des différents récepteurs de 1'acide rétinoique afin de
déterminer le role spécifique de chacun. Les récepteurs de l'acide rétinoique ont
chacun un patron d'expression trés spécifique au cours du développement et dans
les tissus adultes ce qui suggére que chacun d'entre eux a un rdle particulier & jouer
((de Thé et al., 1989; Dollé et al., 1990; Giguere et al., 1987; Leroy et al., 1991a;
Mendelsohn et al., 1994a; Mendelsohn et al., 1991; Ruberte et al., 1991; Ruberte et
al., 1990; Ruberte et al., 1993). L'inactivation d'isoformes spécifiques RARa1
(Li et al., 1993; Lufkin et al., 1993), RARB2 (Mendelsohn et al., 1994c) ou
RARY2 (Lohnes et al., 1993) ont montré que la perte d'un isoforme d'un récepteur
n'affecte pas le développement ou la vie adulte des souris. De méme, des souris
dont le géne RARP a été inactivé, qui n'expriment donc aucun des isoformes, ne
montrent pas de malformations majeures sinon la formation d'une membranes
rétro-cornéene (Ghyselink et al., 1997; Luo et al., 1995). Ces résultats suggerent
que la perte d'un isoforme de RARa et RARY ou de tous ceux de RARP peut étre
compensée, en partie, par les autres récepteurs; ce mécanisme de compensation
fonctionelle a d'ailleurs été démontré dans des cellules F9 ayant subi l'inactivation
de RARY (Taneja et al., 1995) Des études subséquentes dans les cellules F9 ont
démontré que cette redondance fonctionnelle était vraisemblablement générée lors

de l'inactivation d'un des genes (Taneja et al., 1996).

Des souris ayant subi l'inactivation de tous les isoformes RARa ou RARY ou de
l'isoforme RARY1 développent certaines des anomalies associées avec les
syndromes de déficience en vitamine A (Lohnes et al., 1993; Lufkin et al., 1993;

Subbarayan et al., 1997). Ces anomalies sont cependant restreintes & un sous-
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groupe des tissus qui normalement expriment le géne inactivé, l'inactivation de ces
génes pourrait donc étre compensée dans certains tissus (Lohnes et al., 1993;
Lufkin et al., 1993; Subbarayan et al., 1997). Ces souris montrent aussi une
importante 1éthalité périnatale et des problemes de croissance (Lohnes et al., 1993;
Lufkin et al., 1993; Subbarayan et al., 1997). Le croisement de différents mutants
RARs ou RXRs ont par la suite démontré que la perte de plus d'un isoforme
accentue la sévérité des phénotypes, suggérant encore une fois qu'il y a redondance
fonctionnelle entre les différents récepteurs et que la perte de plus d'un isoforme
diminue la capacité de la cellule & compenser pour leur perte. Ces croisements
suggeérent aussi que chaque isoforme a une spécificité qui lui est particuliére
puisque les anomalies observées varient selon les croisements effectués (Ghyselink
et al., 1997; Grondona et al., 1996; Kastner et al., 1997; Lohnes et al., 1994;
Mendelsohn et al., 1994b; Subbarayan et al., 1997). De plus, les croisements
effectués avec les mutants RXR suggérent que RXRo serait le principal partenaire

des RARs lors du développement (Kastner et al., 1997).

Les études d'inactivation fonctionnelle (knock-out) des récepteurs de l'acide
rétinoique mettent en lumiére leur importante contribution au développement mais
surtout ont permis de démontrer que ces protéines ont une capacité de compenser

pour la perte de certaines d'entre elles.

1.6.3 Quels sont les génes régulés par les RARs?

On connait aujourd’hui de nombreux génes dont l'activité est régulée par l'acide
rétinoique et les rétinoides de synthése. Les produits de ces génes appartiennent a
différents groupes fonctionnels de protéines parmi lesquels, des protéines de

structure, des protéines associées 2 la croissance et la différenciation cellulaire, des
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facteurs transcriptionnels ou des molécules de signalisation cellulaire. Il serait
inutile d'en faire ici la liste exhaustive. Pour certains de ces génes, on a pu
caractériser un élément de réponse & 1'acide rétinoique et montrer que les récepteurs
de l'acide rétinoique lient ces éléments et modulent la transcription (e.g.: Alcool
déshydrogénase (ADH) (Duester et al., 1991) , oxytocine (Richard et Zingg,
1991)). Cependant, pour plusieurs des génes qui répondent 4 I'acide rétinoique, de
tels éléments n'ont pu étre retrouvés ce qui suggere que la régulation se ferait alors
de maniére indirecte soit en interférant avec d'autres voies de régulation ou via un
facteur intermédiaire qui serait lui-méme régulé par les récepteurs de l'acide

rétinoique (activation en cascade).

Il faut cependant noter que des éléments de réponse a l'acide rétinoique (RARE)
sont présents dans le promoteur des génes RAR02 et RARP2 et que ceux-ci
répondent 2 l'acide rétinoique par une forte induction transcriptionelle dans certains
tissus ou lignées cellulaires (de Thé et al., 1990b; Leroy et al., 1991b). Les genes
Hox, qui sont impliqués dans le développement sont eux aussi modulés par l'acide
rétinoique. Ces génes sont responsables, via des gradients d'expression, de
]'établissement du plan antéro-postérieur de développement chez les vertébrés et
contrdlent l'expression d'autres génes (Marshall et al., 1996). Il a été démontré
que plusieurs génes Hox contiennent des RAREs dans leur régions promotrices
(Langston et Gudas, 1992; Marshall et al., 1994; Popperl et Featherstone, 1993).
La modulation innapropriée des génes Hox par les RARs expliquerait les anomalies
développementales observées lors de l'administration de doses tératogeénes d'acide
rétinoique. Lors de cette modulation le patron d'expression des genes Hox est
altéré et 1'expression des génes cibles des protéines Hox sera elle aussi altérée.

Cette modulation transcriptionnnelle illustre le contrdle en cascade décrit plus haut.
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La majorité des études portant sur la régulation transcriptionnelle par les RARs ne
font pas de différences entre les isoformes d'un récepteur et souvent ne tiennent
méme pas compte des différents génes. Il est important de se rappeler que chaque
géne a un patron d'expression qui lui est propre (voir section 1.6.2.4) et qu'a
l'intérieur de ces zones d'expression, les différents isoformes auront eux aussi un
profil d'expression particulier. Il est donc plausible que les différents récepteurs de
l'acide rétinoique aient chacun des cibles qui leurs sont propres en fonction des
différents niveaux de régulations présents dans les cellules (isoformes, co-facteurs,
compétiteurs, ligands, etc.). La recherche de génes spécifiquement régulés par
certains isoformes de RARs (RARP1, RARY2 ou RAR«1 par exemple) demeure
cependant un domaine peu exploré et de tels rapports sont plutdt rares dans la

littérature.

1.6.4 Les récepteurs de l'acide rétinoique et le cancer

L'acide rétinoique joue d'importants rdles dans la physiologie cellulaire normale et
dans le développement embryonnaire et il a été depuis longtemps impliqué dans les
processus de transformation maligne (Roberts et Sporn, 1984). 1I a déja été
démontré que les rétinoides agissent directement sur les cellules néoplasiques pour
supprimer le processus de transformation maligne induit par des agents chimiques,
viraux ou physiques (Roberts et Sporn, 1984). La présence continue des rétinoides
est toutefois nécessaire pour la répression du phénotype transformé puisque leur
retrait en permet l'expression (Merriman et Bertram, 1979). Méme si ces résultats
peuvent étre attribués a I'inhibition de croissance,  I'induction de la différenciation
terminale et & la prévention de l'action des promoteurs tumoraux par les rétinoides,
on connaissait peu de choses des mécanismes moléculaires impliqués (Talmage et

Lackey, 1992). Depuis le clonage des RARs, il devenait de plus en plus évident
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que ces récepteurs devaient jouer un rdle dans le développement des tumeurs
humaines puisque ce sont les principaux médiateurs des effets de I'acide rétinoique.
Plus récemment, on a commencé a identifier un réle plus direct pour ces récepteurs
dans le développement des tumeurs humaines avec l'identification d'une
translocation entre les chromosomes 15 et 17 (t(15:17)) qui fusionne RARx avec
une autre protéine nucléaire, PML, dans la plupart des leucémies promyélocytiques
aigiies (de Thé et al., 1990a). Cette haute fréquence de translocation dans ces
leucémies suggere que RARa pourrait jouer un rdle important dans la formation de
ce type de tumeurs. L'expression du produit de fusion PML-RAR« dans des
souris transgéniques confirme que cette protéine est impliquée dans le
développement des leucémies promyélocytiques aigiies. Ces souris développent en
effet des désordres myéloprolifératifs trés semblables a ceux observés chez des
patients leucémiques, incluant une rémission en réponse a l'acide rétinoique
(Brown et al., 1997; He et al., 1997). Puisque les patients leucémiques répondent
par une rémission a un traitement avec de l'acide rétinoique, il a été postulé que
RARo était le médiateur de cette suppression tumorale; en effet, la surexpression
d'un allele normal de RARa1 dans des cellules leucémiques ayant la translocation
t(15:17) cause une réduction de la vitesse de croissance et permet l'expression de

plusieurs marqueurs de maturation myéloide (Ahn et al., 1995).

Il a aussi été démontré que RARo1 peut supprimer la transformation cellulaire
induite par le virus du polyome (Talmage et Lackey, 1992). Lorsque ce géne est
surexprimé dans une lignée de fibroblastes et qu'on infecte les cellules avec le virus
du polyome, il apparait moins de foyers de transformation pour la lignée
surexprimant le récepteur de l'acide rétinoique que pour la lignée normale. La
présence de RARal dans ces cellules augmente leur sensibilité & la suppression de

la transformation, par l'acide rétinoique, d'environ 100 fois. Il semblerait donc que
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la surexpression de RARc1 dans les fibroblastes interfere avec la voie de
transformation par le virus du polyome, probablement en régulant certains genes
qui interagissent avec ceux impliqués dans cette voie de transformation (Talmage et
Lackey, 1992). De méme, il a été démontré que I'expression de RARal pouvait
supprimer la transformation cellulaire par l'oncogéne v-MYB. Dans les cellules
transformées par v-MYB, la surexpression de RARo induit la différenciation des

cellules en réponse 2 1'acide rétinoique (Smarda et al., 1995).

D'autres études impliquent RARa. dans la suppression de la croissance dans les
lignées de cancer du sein (Sheikh et al., 1994; van der Leede et al., 1995). Dans ce
systéme, il a été démontré que la surexpression de RARa.1 supprime la vitesse de
croissance des cellules in vitro. Toutefois, des travaux ultérieurs suggerent que cet
effet serait médié par RARP2 (Liu et al., 1996). En effet, la surexpression de
RARw1 causerait l'expression de RARPB2 qui est un géne inductible par les
récepteurs de l'acide rétinoique (de Thé et al., 1990b). Le récepteur 2 ainsi induit
causerait 1'entrée en apoptose des cellules transfectées avec RARo1 (Liu et al.,
1996). D'autres travaux suggeérent que ce serait aussi le cas dans les lignées

dérivées de tumeurs du col utérin (Geisen et al., 1997).

Plusieurs isoformes de RARP ont aussi été associé avec la tumorigénése. Chez la
souris, on reconnait quatre isoformes RARP dont les isoformes RARB1 et B3 sont
formés a partir du promoteur P1, RARP3 étant formé par l'insertion d'un exon
supplémentaire en 3' de la région spécifique 8 RARPB1, soit juste avant le premier
domaine commun (Zelent et al., 1991). Les isoformes RARB2 et RARB4 sont
formées & partir du promoteur P2 olt RAR[B4 est formé par épissage a l'intérieur de
I'exon codant la région A de RARP2, laissant ainsi une région A tronquée pour

RARP4 (Nagpal et al., 1992b). Chez I'humain la structure et les séquences sont
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généralement bien conservées mais avec quelques exceptions (voir chapitre 2),
entre autres on ne connait que trois des quatre isoformes, soient RARP1, RARPB2 et

RARP4.

Plusieurs travaux suggérent que RARP2 serait en fait I'isoforme important dans la
médiation des effets antiprolifératifs de l'acide rétinoique. Son expression est
altérée dans plusieurs systémes cellulaires dérivés de tumeurs: cancer mamimaire
(Jing et al., 1996; Roman et al., 1992; Swisshelm et al., 1994; van der Burg et al.,
1993), cancer épidermoide pulmonaire (Gebert et al., 1991; Geradts et al., 1993;
Houle et al., 1991; Nervi et al., 1991), carcinome rénal (Hoffman et al., 1996) et
cancer de la téte et du cou (Zou et al., 1994). Il est intéressant de noter que dans
deux de ces systémes, poumon et rein, ce sont les lignées qui ont perdu la capacité
d'induire RARP, suite 2 un traitement avec des doses pharmacologiques d'acide
rétinoique, qui sont résistantes aux effets antiprolifératifs de ce dernier (Geradts et
al., 1993; Hoffman et al., 1996). Le géne RAR est particulierement intéressant
dans la perspective du cancer pulmonaire puisque ce géne est localisé dans une
région chromosomique, 3p24, qui est fréquemment altérée dans les tumeurs
pulmonaires et qui pourrait abriter des génes suppresseurs de tumeurs. De plus, les
anomalies d'expression décrites ci-haut suggérent fortement 1'implication de ce
gene dans ces tumeurs. Les travaux de Houle et ses collaborateurs ont montré que
I'expression de l'isoforme RARP2 dans des lignées dérivées de tumeurs
épidermoides du poumon permet d'en supprimer la croissance in vitro et la
tumorigénése in vivo (Houle et al., 1993). Par la suite, d'autres travaux dans
plusieurs des systémes décrits plus haut ont démontré que l'expression de RARB2
dans des cellules oil son expression est altérée pouvait effectivement réduire leur
taux de croissance en culture (Li et al., 1995; Seewaldt et al., 1995; Si et al,, 1996)

en plus de diminuer leur capacité i croitre en absence d'ancrage (Lietal., 1995; Si
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et al., 1996). De plus, 'expression de constructions antisens pour RARB2 dans
des souris transgéniques contribue de fagon significative a la formation de tumeurs
pulmonaires (Bérard et al., 1996), ce qui suggere que I'inactivation fonctionnelle de
RARP2 est importante pour la formation des tumeurs renforgant ainsi la notion que

RARP2 soit un géne suppresseur de tumeurs.

Donc bien que plusieurs travaux pointent dans la direction de RARP2 comme étant

le géne médiant les effets suppresseurs de 1'acide rétinoique, certains autres

montrent que RARo. pourrait aussi jouer, au moins partiellement, un role

semblable. Les travaux de Liu et al. (1996) et de Geisen et al. (1997) montrent que

cet effet serait médié par l'induction de RARP dans le cancer du sein et du col

utérin. Par contre dans les autres systémes et en particulier dans le cancer

pulmonaire, aucun test direct de la capacité de suppression de RAR« n'a été

rapporté.

Les autres isoformes de RARP ont aussi été associés avec la tumorigénese.

L'isoforme tronqué RARP4, a été associé¢ avec la formation de tumeurs de

plusieurs organes (incluant le poumnon) dans un systéme murin ou cet isoforme est

exprimé de fagon constitutive (Bérard et al., 1994). L'expression de RARf4 a

aussi été associée avec les lignées d'adénocarcinomes pulmonaires humains (Bérard

et al., 1994). 1l semble donc que l'expression de RARB4 contribuerait de fagon

positive a la formation de tumeurs.

Finalement, des travaux effectués par notre groupe ont montré que l'expression de

l'isoforme RARP1 est anormale dans les tumeurs pulmonaires. Houle et al. ont
démontré que cet isoforme est exclusivement exprimé dans les tissus fétaux chez

'humain mais dans aucun des tissus adultes sains examinés (Houle et al., 1994).
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Par contre, plusieurs tumeurs du groupe SCLC expriment aussi cet isoforme
(Houle et al., 1994). Cela suggeére que l'isoforme RARPB1 pourrait €tre impliqué
dans la formation de ces tumeurs. D'un autre c6té, les travaux de Hoffmann et ses
collaborateurs ont montré en utilisant des lignées de carcinome rénal que
I'expression de RARP1 était liée  la suppression de la croissance (Hoffman et al.,
1996). Dans leur étude de douze lignées cellulaires, une seule répondait aux effets
antiprolifératifs de 1'acide rétinoique et cette lignée était la seule a exprimer RARpI.
Par contre, ils ont aussi démontré que cette lignée était la seule ol RARP2 est induit
a de trés hauts niveaux, ce qui évoque la possibilité que I'effet suppresseur puisse
étre modulé par RARP2. L'expression de RARB1 pourrait donc étre associée avec
une suppression de la croissance tumorale dans une lignée cellulaire de carcinome
rénal mais dans le systtme des tumeurs pulmonaires, cette expression est plutdt
associée avec les tumeurs SCLC qui ont une croissance rapide et agressive. Le role

exact de cet isoforme dans la tumorigénése reste donc indéterminé a ce jour.

Il est aussi intéressant de noter que dans les modeles murins d'inactivation des
génes des RARs, aucune tumeur n'a été rapportée a ce jour. A la lumiére des études
d'expression chez 'humain montrant que la perte d'expression d'un RAR est
associée avec le développement de tumeurs (RARo dans le cancer mammaire et
RARP dans d'autres), cette absence de tumeurs est surprenante. Dans ces souris,
l'inactivation est présente depuis la fécondation a un moment ou la cellule est trés
plastique, ce qui permet probablement la mise en place de certains mécanismes
compensatoires (voir section 1.6.2.4). Par contre, chez I'humain l'inactivation se
produit de fagon somatique dans une cellule différenciée ayant probablement de
moins grandes capacités de compensation. D'un autre cOté, cette absence de
tumeurs chez les souris mutantes pourrait étre le reflet d'une différence fonctionnelle

profonde des RARs entre les deux especes.



65

1.6.5 L'acide rétinoique et la différenciation cellulaire

Le cancer est reconnu comme étant une pathologie oil il y a une prolifération
excessive des cellules d'un tissu qui est accompagnée d'une différenciation
anormale (Potten et Loeffler, 1990). Il semble que les phénoménes de prolifération
et de différenciation cellulaires soient inversement reliés, c'est-a-dire qu'au fur et a
mesure qu'une cellule franchit les différentes étapes de sa différenciation, son
potentiel de renouvellement et de prolifération est diminué (Potten et Loeffler,

1990).

Les rétinoides ont depuis longtemps été impliqués dans le contrble de la
différenciation et de la prolifération des cellules (Roberts et Sporn, 1984). Parmi
ceux-ci, il semble que 'acide rétinoique joue un role dans la médiation des signaux
de différenciation de plusieurs systemes cellulaires. Dans ces systémes, il induirait
un ensemble d'événements de différenciation, soit I'activation ou la répression d'un
ensemble de génes régulateurs qui vont diriger la cellule dans une voie de

différenciation particuliere (Gudas, 1992; Lanoix et al., 1991)

1.6.6 La différenciation de 1'épithélium trachéobronchial et l'acide

rétinoique

L'épithélium trachéobronchial est un tissu en régénération constante. Dans ce
processus de régénération, les cellules qui sont différenciées de fagon terminale
vont s'exfolier et &tre remplacées suite a la prolifération et a la différenciation de
cellules progénitrices basales (Jetten et al., 1992). Pour maintenir une structure
tissulaire normale, il doit y avoir un équilibre entre les taux de destruction des

cellules et les taux de prolifération et de différenciation. Plusieurs facteurs
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stimulant ou inhibant la prolifération et la différenciation ainsi que la mort cellulaire

entrent en jeu dans I'établissement de cet équilibre (Jetten et al., 1992).

1l arrive parfois que cet équilibre soit rompu et que les cellules qui devaient se
différencier soient stimulées pour recommencer le cycle de mitose et ainsi
proliférer. Dans le cas de 1'épithélium trachéobronchial, on peut induire une
hyperplasie épidermoide en causant un déficit en vitamine A (Hong et al., 1995).
Dans cette hyperplasie, il semble que ce soient les cellules progénitrices basales qui
sont appelées a rentrer dans le cycle cellulaire pour proliférer et ultimement
s'engager dans une voie de différenciation épidermoide anormale dans le poumon
(Jetten et al., 1992). Puisque ceci survient lorsqu'il y a déficit d'acide rétinoique, il
semble que ce dernier soit fortement impliqué dans la régulation de la

différenciation des cellules épithéliales trachéobronchiales (Jetten et al., 1992).

L'induction de RARB2 par l'acide rétinoique dans les cellules épithéliales
trachéobronchiales coincide avec la suppression des marqueurs de différenciation
épidermoide (Jetten et al., 1992). Selon certains auteurs, RARB2 ne serait pas
impliqué dans la suppression de la différenciation épidermoide mais plutdt dans le
maintien du phénotype mucocilié normal de I'épithélium bronchial (Jetten et al.,
1992). Plusieurs études ont associé la perte d'expression du géne codant pour

RARP2 avec le développement des tumeurs pulmonaires épidermoides (Gebert et

al., 1991; Geradts et al., 1993; Houle et al., 1991; Nervi et al., 1991). Ces

résultats suggére donc que RARP?2 agit dans la voie de différenciation des cellules
normales de 1'épithélium bronchial en régulant I'expression de génes assocics a la
différenciation et que 'altération de cette régulation permet le développement d'un

phénotype squameux.
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Encore une fois, ces processus physiologiques illustrent bien la complexité des
phénomenes régulés par l'acide rétinoique et I'importance de ses récepteurs dans les

processus normaux et pathologiques.

1.7 Buts et raisons de cette thése

Tous ces travaux pointent dans une direction unique, la compréhension de la
tumorigénése pulmonaire. Le cancer pulmonaire est actuellement le type de
tumeurs le plus meurtrier. Nous croyons qu'une meilleure compréhension des
phénoménes moléculaires impliqués permettra une meilleure gestion des efforts
cliniques. Sachant que I'acide rétinoique et certains rétinoides synthétiques sont
des agent antinéoplasiques et antiprolifératifs potentiellement efficaces (résumé dans
Lotan, 1996), il est important de chercher a en comprendre les mécanismes d'action
et les cibles. Ayant acquis ces connaissances, peut-étre nous sera-t-il possible,
dans un proche avenir d'en moduler les effets et en améliorer les capacités

thérapeutiques.

Les effets de 1'acide réinoique sont médiés par des récepteurs nucléaires qui sont
impliqués de diverses fagons dans la carcinogénése humaine, certains présentant un
role suppresseur alors que d'autres auraient plut6t une fonction oncogénique (e.g.:
PML-RAR®). Depuis plusieurs années, notre laboratoire s'intéresse au rdle de ces
récepteurs dans la carcinogénése pulmonaire humaine. Nous nous intéressons plus
particuliérement au rdle de RARP qui est un géne localisé au chromosome 3p24 qui
est fréquemment altéré dans les tumeurs pulmonaires. II a été€ démontré que ce géne
présente des anomalies d'expression dans plusieurs lignées et tumeurs
pulmonaires. Il a ainsi été démontré que les tumeurs de type épidermoide ou

squameux subissent une perte d'expression de RARB2 en comparaison du poumon
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normal (Gebert et al., 1991; Geradts et al., 1993; Houle et al., 1991; Nervi et al.,
1991). L'introduction d'un ADNc codant pour ce récepteur dans des lignées
cellulaires dérivées de tumeurs épidermoides a permis de démontrer que RARB2
pouvait supprimer la croissance des cellules et leur tumorigénese (Houle et al.,
1993). Les travaux de notre groupe ont aussi permis le clonage de 'ADNc codant
la région A de l'isoforme RARP1, ces travaux ont montré que 1'expression de cet
isoforme est limitée aux tissus fétaux et a certaines lignées tumorales de type SCLC
(Houle et al., 1994). Finalement, I'expression de RARP4 a été associée avec la

formation d'adénocarcinomes (Bérard et al., 1994).

Les travaux présentés dans cette thése font suite aux résultats obtenus préalablement
dans notre laboratoire. Possédant les clones d'ADNc codant la région A de
RARP1, nous avons entrepris de cloner et caractériser les régions en amont, soient
le 5'-UTR au niveau de ' ARNm et la structure génomique de cette région au niveau
de I'ADN. Nous montrons que I'homologie entre le géne humain et le géne murin
qui est trés forte au niveau des séquences codantes et du promoteur P2 est a peu

prés inexistante dans les régions en amont de RARPI.

En deuxiéme partie de notre travail (Chapitre 3), nous nous attardons a la spécificité
de l'effet suppresseur de RARP2 dans les lignées pulmonaires. Suite aux travaux
de Houle et al. (1993), trois possibilités se présentaient pour expliquer l'effet
suppresseur observé dans les lignées épidrmoides. Sachant que ces lignées
expriment d'autres RARs (RARo et RARY), la perte d'expression de RAR]
implique une diminution du niveau global de RARs. Afin de déterminer si l'effet
suppresseur observé lors de la transfection de RARP2 était dii & un rétablissement
du niveau des RARs & un certain seuil, nous avons surexprimé l'isoforme RARo1

dans une de ces lignées. D'un autre c6té, l'effet observé peut étre spécifique a
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RARp mais comme il existe plusieurs isoformes et que ceux-ci ont en commun la
majorité des séquences protéiques, nous avons exprimé l'isoforme feetal RARS1
afin de déterminer si I'expression de n'importe quel RARP pouvait médier I'effet
suppresseur de l'acide rétinoique. Finalement, I'effet suppresseur peut &tre
spécifique 3 RARP2. La détermination de cet effet suppresseur est importante dans
le cadre d'études moléculaires de la cancérigénése pulmonaire car comme nous
I'avons expliqué, différents récepteurs auront différentes capacités
transcriptionnelles en termes de génes cibles et de niveaux d'activation de ces
cibles. Nous démontrons ici que cet effet est spécifique 8 RARB2 et que

I'expression d'autres isoformes RAR ne peut médier un tel effet.

Sachant que les RARs sont des facteurs transcriptionnels agissant sur plusieurs
processus physiologiques, la détermination de la spécificité de I'effet suppresseur
nous ameéne a nous questionner sur 'amplitude de 1'effet transcritionnel médié par
RARP?2 et sur les cibles de cet effet transcriptionnel. Au chapitre 4, nous apportons
certains éléments de réponse a ces questions. En utilisant une technique appelée
RAP-PCR (voir chapitre 4), nous avons quantifié les effets transcriptionnels
médiés par l'acide rétinoique et les récepteurs RARa1, RARB1 et RARB2. Par la
suite, nous nous sommes attardés a la recherche de genes spécifiquement sous
contrdle de RARP2 et qui pourraient étre impliqués dans la médiation de l'effet de
suppression de tumeurs. Nous présentons certains de ces candidats et décrivons

leur implication potentielle.
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We report the isolation and characterization of genomic sequences coding for the 5'
end of human retinoic acid receptor B1, a fetal RAR isoform which is also
expressed in small cell lung cancers. Primer extension analysis revealed a principal
transcription start site with a secondary site 23 bp further upstream in both SCLC
and fetal tissues. The sequences isolated were CpG-rich between -60 and the 3' end
of the first exon but there were no features like a TATA-box or an Inr element. In
several important aspects, the human RARP1 differs from its mouse counterpart.
The 5'-UTR is 823 bp long and is encoded by four exons (vs two in the mouse
giving a 477 bp UTR). The 5' end of the mouse cDNA has been mapped to a 67 bp
CT repeat which is absent in our sequences. We were also unable to find evidence

for a human isoform RARB3 which is widely expressed in mouse tissues.
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Vitamin A is known to exert profound effects on many biological processes.
It has been implicated in development, cell differentiation, cell proliferation and
homeostasis. The major biologically active derivative of vitamin A, retinoic acid
(RA) acts by binding to members of two families of ligand-dependent nuclear
receptors, RARs and RXRs [1], which are part of the thyroid-steroid hormone
receptor superfamily of nuclear transcriptional regulators. For each of these families
(RARs and RXRs), three genes have been described called o, B and y. From these
genes several isoforms are generated by alternative usage of two promoters and
alternative splicing such that each isoform differs from the others in its N-terminal A
region. Different isoforms of the same gene may have different transcriptional
capacities with respect to cell or tissue specificity as well as a promoter context

specificity [reviewed in ref. 2].

In mouse, four isoforms of RARP have been identified, two (f1 and B3)
being expressed from an upstream promoter, P1, and RARP2 and B4 from P2.
Sequences of the 32/B4 isoforms share a high degree of identity between mouse and
human both in the 5'-UTR and in the proximal promoter region [3, 4]. The
expression patterns appear to be similar between the species as well [4, 5].
However, the human cDNA encoding the A region of the RARB1 isoform was
shown to have no significant homology with mouse in its 5'-UTR [6].
Furthermore, the expression pattern reported was different from that for the mouse
and suggested a role for this isoform in the control of some genetic events in fetal
cells and, interestingly, in small cell lung cancer [6]. More recently, Mendelsohn et
al. [7] reported the isolation of the mouse RARB1 promoter regions. They found
the 5' end of the cDNA to be constituted of a 67 bp CT repeat. These results
combined with those of Houle et al. [6] showing a remarkable pattern of tissue- and

tumour-specificity of expression prompted us to further investigate the structure of
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the 5' region of the human B1 gene. Here we report the isolation of three additional
exons encoding the 5'-UTR of hRARP1 and describe the genomic organization of
the RARP gene located on chromosome 3p24 [8]. Three main differences with the
mouse RARB1 were seen, namely the lack of a CT repeat, more exons (4 vs 2 in the
mouse), and the lack of an exon corresponding to the mouse RARB3-specific
sequences.

Using an oligonucleotide designed from the known hRARP1 sequence
(BRA 245 in fig. 1), we performed a 5' RACE-PCR (5'-AmpliFINDER™ RACE
Kit, Clontech Laboratories) to isolate 385 bp of additional cDNA sequence. This
codes for additional 5'-UTR of RARP1 since Houle et al. had already described the
start codon in their published sequence [6]. We then isolated the genomic fragment
containing the most 5' sequences of the RARB1 ¢cDNA. Using the hRAR[B1
specific cDNA (the 5° RACE-PCR product) as a probe, we screened a AFIX 1T
(Stratagene) human placental DNA phage library, using standard protocols [9], and
isolated a clone, called ®2B1, with a 16 kb insert containing the exons encoding the
5' end of the cDNA isolated by the RACE-PCR procedure. An Eco RI fragment of
7.5 kb carrying these exons was subcloned into the pBluescript™ vector according

to standard procedures.

We then designed an oligonucleotide complementary to sequences near the
5' end of the RACE-PCR product, (BRA 356 in fig. 1) and we performed a primer
extension to localize the CAP site of the mRNA. Two sites were reproducibly
found, 23 bp apart, in the SCLC line MM1 and also in two human fetal tissues
(indicated on figure 1). There is no Inr element located at the vincinity of the +1
nucleotide of the principal start site. The nucleotide sequence of the region upstream

of the first nucleotide of either start site revealed no consensus TATA-box (figure

1
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The sequence of the genomic fragment determined using primers located as
described in the legend to figure 2, also revealed the 5' RACE-PCR product to be
encoded by three exons. Two of these were carried in the ®2B1 phage insert,
separated by a 3.4 kb intron. The existence of the third exon was inferred from the
fact that sequence discontinuity occurred at base 370 of figure 1, when sequencing
downstream from exon 2. Exon 3 was not located within the same genomic clone
®2B1, and is as yet uncharacterized. Thus we cannot be certain that exon 3 is
indeed only one exon. The lack of cloned genomic sequence continuity between the
RACE-PCR sequence and the established sequence carrying the iniating codon
raised the formal possibility that the sequence obtained by the RACE-PCR
procedure represented a PCR rearrangement. To eliminate this possibility, we
performed a RT-PCR reaction on the SCLC cell line MM-1 and two fetal tissues
(lung and kidney, 11 wks) using a 5’oligonucleotide located in exon 2 and a
3’oligonucleotide located in exon 4. The reaction gave the expected fragment
corresponding to that obtained from the RACE-PCR product so we conclude that
the latter represents authentic RARB1 sequences. Houle et al. [6] reported no
significant homology between mouse and human in the 5’-UTR. In figure 1 we
show that the introduction of gaps in both sequences allows their alignment creating
short regions of high homology in the 5’-UTR. The fact that the introduction of
these gaps allows the perfect alignment of the splice sites suggests that these

homologies are biologically relevant.

The mouse RAR3 isoform is formed by the inclusion of an 81 bp exon
between the RARP1 specific region and the first exon coding for the domains
common to all isoforms [4]. In order to find evidence for the existence of this exon

in human we examined several SCLC cell lines and human fetal tissues known to
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express hRARB1 by RT-PCR, using a pair of oligonucleotides that would have
amplified RARP3 had it existed [6]. None of the seven SCLC lines nor the ten fetal
tissues (adrenals 14 and 18 wks, CNS 14 wks, heart 18 wks, kidney 14 wks, liver
11 wks, lung 14 wks, muscle 14 wks, skin 14 wks, spleen 18 wks) showed

expression of this gene.

In the original description of the isoforms of murine RARP, Zelent et al. [4]
probed a Southern blot of human DNA with the mouse sequence specific for
RARP1 and RARPB3 and reported hybridization with a single band for each
restriction enzyme used to digest the genomic DNA. One of these, Hind III,
generated a 2.0 kb band which corresponded to a sequence which we have
previously isolated [6] which carried what we now call exon 4. If a conserved
human equivalent of the mouse RARB3-specific exon existed, the sequence would
very likely be within the 2.0 kb Hind III fragment, downstream of exon 4, since no
other band was illuminated on the blot probed by Zelent et al. [4]. This region,
which was described in a previous report [6], was sequenced and analysed by
Southern blot using an oligonucleotide specific for murine RARB3. No evidence
was found suggesting sequence similarity between mRARP3 and the 2.0 kb Hind
IIT fragment. Given the high level of interspecies conservation of all the other
coding exons of RARPI1, this suggests that the sequence in question may be absent
from the human genome. Our above-described failure to find any RT-PCR bands
characteristic of an exon analogous to the mouse 33 exon corroborates this and we

conclude that the isoform B3 does not exist in humans.

Thus with respect to exon organization, expression pattern and the number
of different protein products, human RARP1 differs substantially from the

RARP1/B3 pair of receptors in mouse. Considering the important roles that RARs
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play in development and homeostasis, this difference is intriguing. It is possible
that functionally, RARP3 has been replaced in human by another RAR, thereby
rendering the B3 isoform dispensible. Alternatively, the mouse may have acquired

the RARP3 isoform during its own evolution to perform some specific function.

Analysis of this gene in other species may provide some resolution to this puzzle.

In figure 2, we present the updated structure of the hRAR gene covering
more than 100 kb and propose a new numeration for its exons. This work, together
with the sequencing of a further 400 base pairs upstream of those shown in figure

1, represents a first step towards the characterization of the functional promoter for

hRARPI.
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Figure 1: Sequence comparison of the 5’ ends of human (h) and mouse (m)
RARP1 cDNAs. The filled arrow indicates the principal transcription start site (+1
nucleotide in bold), and the open arrow the secondary site as determined by primer
extension using a complementary oligonucleotide (BRA 356). Upstream of the +1
nucleotide are the proximal bases of the putative P1 promoter (note the absence of
consensus TATA box or Inr element in the promoter). BRA 245 was used to
perform the 5' RACE-PCR described in the text. The open triangles indicate the
splice sites deduced from the genomic fragment (see fig. 2) and the open circle
indicates the junction of mouse exons 1 and 2 (from ref. 7). Exon 4 represents the
sequences isolated by Houle et al. (the initiating codon is in bold) (6). Six short

ORFs were found, beginning at nucleotides 259, 470, 516, 643, 661 and 778.
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Figure 2: Genomic structure of the hRARP gene. A) The intron-exon boundaries
are shown. Note the presence of consensus splice sites at each boundary (introns
are in lower case and exons in uppercase). Boundaries were determined by
sequencing subclones of F2B1 using as primers BRA 331 corresponding to
nucleotides 183 to 201, BRA 309 corresponding to nucleotides 266 to 284, and
BRA 355 which is complementary to BRA 309. Exon 3 was not present on the
genomic fragment carried by F2B1. B) Schematic of the structure of the hRARB
gene. P1 indicates the RARP1 promoter and P2 is the RARB2/34 promoter. Exons
are represented by black boxes and lengths are shown in base pairs. Exons I to 4
encode the RARP1 specific sequences while exon 5 is the f2/B4 A region and
exons 6 to 12 are common to all RARP isoforms. Intron lengths are approximate
[Some data are from ref. 10]. Since genomic sequences carrying exon 3 have not
been cloned, we cannot be sure that exon 3 is indeed a single exon. Intron lengths
are to scale where information is known. Exon lengths are to a different scale from

intron lengths.
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Abstract

Retinoic acid receptor B has been repeatedly shown to be capable of mediating the
growth suppressive effects of retinoic acid in several epithelial tumor-derived cell
lines. In particular, it has been shown that transfection of RARP2 in epidermoid
lung tumor cells could reduce their in vitro growth rate in the presence of retinoic
acid and in vivo tumorigenicity. The question remained as to the isoform specificity
of this effect. To investigate this, we transfected RARa1, RARB1 and RARP?2 into
the epidermoid lung cancer cell line Calu-1 and assessed the in vitro growth
capacities of the transfected cells. Neither an augmentation of RARa1 levels or
expression of the fetal RARB1 isoform could mimick the effect of RARB2. In
addition we analyzed the expression of another RAR isoform, 02, in many tumor-
derived lines and conclude that RARQ2 is not involved in retinoic acid growth
suppression of lung cancer. Thus our data suggest that the suppressive effect of

RARP?2 is isoform specific.
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Introduction

Retinoic acid (RA) is the major biologically active derivative of vitamin A (retinol).
It exerts profound effects in the control of many vertebrate biological processes such
as development, cell proliferation and differentiation as well as homeostasis (1). It
has been shown that RA (or its absence) can play a role in several pathological
processes, including cancer. The early experiments of Wolbach and Howe (2)
showed that rats supplied with a vitamin A-deficient diet undergo epithelial
metaplasia of the trachea which is reversible upon addition of vitamin A to the diet.
More recently, it has been shown in several clinical trials that treatment of patients
with retinoic acid and other retinoids could either induce a regression of the disease
or prevent the appearance of second primary lesions in various carcinomas (for
review see ref. 3). It has also been shown that RA can inhibit the growth of several
tumor-derived cell lines in culture (4) and this phenomenon is often studied as an in

vitro surrogate for the in vivo effect of tumor suppression.

Retinoic acid acts via two families of ligand-activated nuclear receptors, the retinoic
acid receptors (RAR) and the retinoid X receptors (RXR) which have different
affinities for the various natural and synthetic retinoids (5). These receptors are
members of a superfamily of nuclear hormone receptors and are transcriptional
activators which typically function as heterodimers following the binding to their
ligand. Once dimerized, the receptors will bind to cognate DNA sequences called
RA response elements (RARE), located in the promoter region of specific genes to
modulate their transcription. Three genes have been cloned for each family, RAR
o, B and v as well as RXR a, B and v, and various isoforms are generated from
each gene by usage of two promoters (P1 and P2) and alternative splicing (5).
These isoforms are highly conserved between mouse and human with the exception

of RAR3 for which there is no evidence of its existence in human (6).
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An important question is, of all these receptors and their isoforms which one is
involved in mediating the tumor suppressive effect of RA, or do they all have this
ability? The high degree of similarity of the RARs coupled with their apparent
capacity to compensate for each other in knockout mice (7) suggests that promoters
which are specifically activated by one RAR but not by the others are few in

number. This is supported by the paucity of reports of such promoters (8).

Nevertheless, there have been considerable efforts made to assess the various roles
of RA receptors by introducing these receptors into tumor-derived cell lines, and
determining the effect on the phenotype. The parameter most frequently measured
is the level of the antiproliferative effect of pharmacological concentrations of RA in
culture medium. Other endpoints include the reduction in ir vivo growth in nude
mice or anchorage independent growth although some tumor-derived lines are
unsuitable for these assays since they grow poorly in these respective conditions.
Most reports conclude that RAR is most closely involved in the suppression of the
tumor-related phenotype; thus RARP is not expressed in many epidermoid lung (9-
12), breast (13-16), kidney (17) and head and neck (18) derived tumor lines. In
1993, Houle et al. first demonstrated that transfection of RARP2 into epidermoid
tumor-derived cell lines (namely Calu-1 and NCI-H157) reduced their in vitro
growth capacities and in vivo tumorigenicity (19). Expression of this receptor in the
other systems described above has also been reported to reduce anchorage
independence (20, 21) and to promote the antiproliferative effect of RA (20-22). In
many, but not all of the tumor-derived cell lines which do not express RARP, the
gene can be reactivated by treatment with pharmacological concentrations of RA via
a RARE in the P2 promoter. Interestingly, in both lung (10) and renal tumor lines

(17) it is those lines which respond to RA by upregulation of RARPB which are
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subject to growth inhibition by RA. It has also been shown in breast cancer derived
cell lines that the antiproliferative effects of RA are mediated by inducing the

RAR[2 promoter (23).

It is apparent that RAR« is also involved in RA growth inhibition in at least some
cases. Breast cancer-derived lines which are susceptible to RA antiproliferative
effects express higher RARa levels than those which are not susceptible (14, 16).
Overexpressing RAR« in one of the latter lines converted it into a line sensitive to
RA inhibition (24, 25), although Liu et al (23) subsequently showed that this
growth suppression is very likely mediated by turn-on of endogenous RARP
expression by the transfected RARa.. No direct experiments have been reported to
test the possible participation of RARa in suppression in other tumor systems, so

this question is unresolved.

Further complicating the issue is the existence of multiple isoforms of each gene.
Among the four known RARP isoforms, RARB2 is generally thought to be the key
tumor suppressor in humans (13, 19, 21, 26, 27), but the possibility remains that
RARp1 is also involved. For example, this isoform together with RARB3 has been
implicated in lung tumorigenesis in mice since tumors developed in animals
expressing antisense sequences to RARB1/B3 4 as well as to RARP2 (28). RARB3
probably does not exist in the human genome (6), and the RARP1 expression
pattern suggests it is a fetal isoform (29), but no direct tests of the effect of the latter
on tumor cell phenotype have been published. The fourth known isoform, the
truncated RARP4, is associated with tumorigenicity in humans and mice (30), so it

is unlikely to have a tumor suppressor activity.
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The situation is also unclear for the two isoforms of RARa. It is not yet known
what the respective patterns of expression are in human tissues and cancer-derived
cell lines since studies have typically focused on detecting sequences common to
both isoforms rather than the 5' sequences which are isoform-specific. In the
absence of this information, it is difficult to eliminate or include either of these

receptors when assessing potential tumor suppressor activity.

The results generated by different groups generally point to RARP as being the key
suppressor RAR but the possibility remains that other RARs could be involved.
Specifically, we have focused on the lung epidermoid cancer cell line Calu-1 which
has lost expression of RARP but retained expression of RARo and RARY when
compared to normal lung (9). In the present work, we have asked whether altering
the RAR status of the Calu-1 cell line by transfection with expression plasmids
carrying either RARa1 or RARB1 has an effect on RA responsiveness. The
suppressive effect observed in earlier work could have been mediated by any RAR
such that overexpression of one of them (RARa in the present work) should
mimick this effect. On the other hand, the effect could be RARJ specific, since the
isoforms generated from one gene share most of their sequences with the exception
of the amino-terminal domain; in this case the expression of RAR[1 should have
the same effect as RARB2. Here we show that only transfection of RARB2 could
mediate the growth suppressive effect of RA on the Calu-1 cell line in vitro.
Further, we present expression data on several cell lines and normal tissue which
suggest that RARal and o2 do not have markedly different roles in tumor
suppression. Taken together, these results point to RARPB2 as the principal RAR
involved in mediating the growth suppressive effect of RA in these lung derived

cells.



)

Materials and methods

Cell culture and transfection

The Calu-1 cell line and its transfected derivatives were maintained in alpha medium
supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco BRL, Burlington, Canada) and
1% Penicillin-Streptomycin (Gibco BRL, Burlington, Canada) at 37°C in a humid
atmosphere provided with 5% CO2.

Cells were cotransfected with the neomycin resistance gene carried in pAG-60 (33)
and either RARo1, RARB1 or RARP2 cDNA expression plasmids (called pAT-
101, pBH22 and pBH4 respectively). The pAT-101 construct was made by
inserting a 2101 bp Eco RI-Bam HI RAR«1 (34) fragment into the Sma I site of the
pSVL vector (Pharmacia, Baie-d'Urfé, Canada) after blunting the cohesive ends
using Klenow fragment (35). pBH-4 was made by inserting a blunted 1708 bp
Bam HI-Hind III fragment from plasmid pBLhRAR (36) in the Sma I site of
pSVL. pBH22 was constructed by amplifying the isoform-specific 5' sequences of
RARP1 with one oligonucleotide from the 5'-untranslated region (29) carrying a
Hind III site (5'-ACTGACTAAGCTTAAGACCTGGAGTGATGTGT-3') and the
second carrying the Xho I site in the domain common to all RARP isoforms(5'-
GCAGGGTTTGTACACTCGAGG-3"). This was cleaved with Xho I and ligated
with a Xho I-Hind III fragment from pBLhRARP (36). It was then digested with
Hind III and cloned into Hind III digested pBluescript (Stratagene, La Jolla, CA),
sequenced to ensure that no mutations were introduced, and then cut out with Hind

I11, blunt-ended and cloned into Sma I-digested pSVL as above.

For transfection, 20 X 100 cells were harvested by trypsinization and resuspended
in 300 ul of Opti-MEM serum-free medium (Gibco BRL, Burlington, Canada). In

a separate tube, 10 g of the RAR expression plasmid and 5 pg of pAG-60 were
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pooled in 150 pl of Opti-MEM while 100 pg of cationic liposomes (Lipofectin,
Gibco BRL, Burlington, Canada) were diluted in 150 pl of Opti-MEM. The two
fractions were mixed and incubated at room temperature for 15 minutes to allow for
the formation of DNA-liposome complexes and then mixed with the cells. After 15
minutes the cells were plated in four 150 mm dishes. Two days after transfection,
cells were placed in selection medium containing G418 (Gibco BRL, Burlington,

Canada) at 800 pg/ml.

Analysis of G418 resistant clones

G418-resistant clones were expanded and analysed for integration of the expression
plasmid. Genomic DNA of the selected clones was extracted according to standard
procedures (34). Using an oligonucleotide designed in the Vpl intron of the pSVL
vector (3'-AAGTGCTCCTCAGTGGATGT-3") and an oligonucleotide designed
from either the RARaoa 1 (o=
CTGGGCACTATCTCTTCAGAACTGCTGCTCTGGGTCTCAATGGT-3") or
RARPB1 (5'-CATGTGTCCGTTCACTGCTG-3') ¢cDNAs, we performed a
polymerase chain reaction on approximately 200 ng of the genomic DNA.
Cytoplasmic RNA was extracted from the clones which had integrated the
expression vectors, using the method described by Berk and Sharp (37). cDNAs
were generated according to a standard protocol using random hexamers as primers
(38). The transfected lines were subsequently analysed for RARa1 overexpression
or RARP1 expression by 32p-labelled PCR. Two oligonucleotides located in the
cDNA were used to amplify a 328 bp RARal fragment (5' primer: 5'-
CTTCTGACTGTGGCCGCT-3', 3' primer: 5'-GAGGACTTGTCCTGACAGA-
3"). For RARP1 transfectants, we used a 5' oligonucleotide located in the leader
sequences of pSVL (5'-GTTAAGGTTCGTAGGTCATG-3") and a 3’
oligonucleotide specific to RARB1 (5'-CATGTGTCCGTTCACTGCTG-3') which
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give a 317 bp fragment. A PCR internal control ( human ribosomal S14 mRNA)
giving a 143 bp fragment was amplified in the same reactions (5' primer: 5'-
GGCAGACCGAGATGAATCCTCA-3", 3' primer: 5'-
CAGGTCCAGGGGTCTTGGTCC-3"). The reaction products were run on a 5%
denaturing polyacrylamide gel (35) and autoradiographed overnight on Kodak X-
OMAT films. Relative expression levels were estimated by visually comparing
band intensities. RARP2 transfectants were isolated in previous experiments and

described by Houle et al. (19).

Cell growth assay

For growth experiments, the parental cell line Calu-1 and two independent clones
from each transfection experiment were used. Briefly, 5 X 104 cells were seeded,
in duplicate for each time point, in 60 mm culture dishes. The culture medium was
as described above, supplemented or not with all-trans retinoic acid (Sigma, St-
Louis, MO) at a final concentration of 100 nM (19). Every two days ( at days 2, 4,
6 and 8), the cells were counted using a hemacytometer. Each experiment was
repeated at least two times. To determine growth rates in medium with RA-depleted
serum, FBS was treated with dextran-coated activated charcoal (Sigma, St-Louis,

MO) as described by Aakvaag et al. (39).

Determination of the expression profile of RARo
To differentiate between RARa1 and RARa2 isoforms, we performed a semi-

quantitative PCR assay on previously generated cDNAs using an oligonucleotide in

the RARa1 A region (5'-CTTCTGACTGTGGCCGCT-3"), one in the RAR02 A
region (5'-TCGAGGGGAAAGATGTACG-3") and a third in the region common to
both isoforms (5'-GAGGACTTGTCCTGACAGA-3"). Amplifications were

performed using the ribosomal S14 gene as control. The reaction product was
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ethanol precipitated, electrophoresed on a denaturing polyacrylamide gel and

autoradiographed overnight on Kodak X-OMAT X-ray films.

Results

Isolation of RARo1-overexpressing and RARP1-expressing
derivatives of Calu-1 cells.

In order to investigate whether the suppressive effect of transfected RARB2 in Calu-
1 cells was due to an isoform specific effect or simply due to higher levels of RARs,
the RARa1 and RARPB1 ¢cDNAs were placed under the control of the SV40 late
promoter in the pSVL vector (pAT-101 and pBH-22 constructs respectively, see
Materials and Methods) and co-transfected with a neomycin resistance plasmid
(pAG-60) into Calu-1 cells. The cells were placed under G418 selection for three

weeks and colonies resistant to the drug were isolated.

Forty-eight G418-resistant colonies were isolated from the RARa1 transfection and
analysed for integration of the transgene. By genomic PCR, we showed that 12 of
these clones had integrated the RARx1 overexpression vector as demonstrated by
the amplification of a 375 bp fragment using an oligonucleotide specific for the
expression vector and an oligonucleotide specific to RARa (results not shown).
We then carried out a radioactive PCR to assess the levels of total RARa1
expression (endogenous and exogenous) in these cells and showed that three clones
effectively overexpressed RARo1 by a factor of 2 compared to Calu-1 (results for

Ca33 and Ca43 shown in Figure 1A).

Following a similar strategy, we isolated 28 G418 resistant clones from the RARB1
transfection, of which 19 had integrated the RARP1 expression plasmid (pBH-22)

as demonstrated by genomic PCR using an oligonucleotide specific for intronic
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sequences of the pSVL vector and a primer specific for RARB1. These transfected
clones were screened by radioactive PCR for RARPB1 expression using primers
specific for the transgene (see Materials and Methods) and nine of them were found
to express the transgene at different levels (Figure 1B), whereas they still had no
detectable message of the endogenous RARP isoforms as did the Calu-1 parental

cells (not shown). Of these, clones CB3, Cp10 and CPB38 were used for

subsequent assays.

Cell Growth Assay

As previously mentioned, one of the hallmarks of the suppressive effects of RA is
its capacity to reduce the in vitro growth rate of various cell lines. Thus, to
determine if the transfection of the various cDNAs into Calu-1 cells had an effect on
in vitro growth rate, we selected a few clones of each transfection (Cneo, Ca33,
Ca43, CB3 CB10 and CB38) and compared their in vitro growth rates to those of
the parental cell line, Calu-1. Fifty thousand cells were seeded (in duplicate for each
time point) in 60 mm culture dishes in the presence or absence of retinoic acid at 100
nM and counted every two days. Figure 2 shows mean results obtained from at

least 2 experiments and in some cases up to 6 experiments.

In order to reproduce the results described earlier (summarized in Table 1) we used
a previously described RARP2-expressing clone (C19) (described in ref. 19) and
another not previously characterized (C59). The expression of RARP2 by itself had
some inhibitory effect on the growth of the transfectants but addition of 100 nM RA
resulted in a significant greater growth reduction (compare C19 to C19 RA in Table
1 and C59 to C59 RA in Figure 2 and Table 1). The addition of RA to the growth
medium of Calu-1 cells did not have the marked effect observed with C19 and C59

indicating that the RA effects are mediated by the expression of RARB2. Similar
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results were previously obtained with two of three other RARB2 transfectants
isolated by Houle et al. (Table 1). The third, C57, exhibited less RA sensitivity but
even here the effect was substantial, considering that in these experiments RA
actually enhanced growth rates of Calu-1 and the control neo transfectant C30

(Table 1).

We also performed growth experiments on RARa1-transfected Calu-1 cells. Since
these cells express the RARa gene together with the RARY gene, the transfection
resulted in overexpression of the ol isoform (Figure 1A). Although the two
RARa«l-transfected lines (Ca33 and Co43) grew slower than the parental Calu-1
line, in every one of four independent experiments there was no effect on growth
rate when 100 nM RA was added to the medium (Figure 2 and Table 1). It is
noteworthy that in this series, a clone transfected with the neomycine resistance
gene alone (Cneo in Table 1) also exhibited a growth rate slower than that of the
Calu-1 cell line. These results suggest that the overexpression of RARa1 is not
sufficient to elicit a growth response to retinoic acid in the Calu-1 cells. In another
series of experiments RA-depleted serum was used, and although Co43 growth rate
was slightly faster than in normal medium, the addition of RA had an accelerating
effect on the growth of this transfected derivative (Table 1). This accelerated
growth rate further strengthens the argument against a role for RARal in the
mediation of RA growth suppression. It is probable that clonal variation in growth
rates explains, at least in part, the difference seen with Cat33 and Co43 especially
since one clone carrying the neomycin resistance gene only (Cneo in Table 1) has a

slower growth rate than the parental cell line.

Using three RARPB1-transfected derivatives of Calu-1, we compared their in vitro

growth rates to the parental line in order to determine if any retinoic acid receptor 3
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isoform could have a tumor suppressive effect as RARB2 did. As shown in Figure
2 and Table 1, Calu-1 cells transfected with the RARPB1 expression vector (Cp3,
CP10 and CB38) showed no modification of their growth characteristics when
compared to Calu-1 cells grown under the same experimental conditions. In Table
1, the CB38 derivative has a slower growth than the others but this rate is
comparable to what was obtained for Calu-1 in the same experiments. The addition
of 100 nM RA into the medium had no effect on the growth rate of any of these

RARp1-transfected cells (Figure 2 and Table 1).

RAR0 isoforms expression pattern in human cancer cell lines

It has previously been demonstrated that epidermoid lung cancer cell lines show a
preferential loss of expression of RARPB2 rather than other RARs (9, 11, 12).
Several groups reported RAR« to be almost ubiquitously expressed in human
tissues and cell lines but made no attempts to differentiate between RARa1 and o2
isoforms. In the absence of data differentiating the a1 and o2 isoform expression,
no conclusion could be drawn to rule out (or in) either isoform in mediating the
suppressive effect of RA. To approach this question, we examined the expression
profile of RARal and 02 in various cell lines and normal lung, using a RT-PCR
assay similar to the one described by Bérard et al. (30) (some results shown in
Figure 3). No obvious trend could be deduced from this experiment. Table 2
shows that RARal1 is expressed in all cell lines and tissues while RARO2 is present
only in a subset (including normal lung) but this subset has no discernable
properties in common. In particular, 2 mRNA was detectable in some SCLC
(MM-1) but not others (RG-1) and a similar lack of trend was seen with non-SCLC.
It is noteworthy that although a retinoic acid responsive element (RARE) is present

in the promoter of RAR(2, no reproducible effect of RA was seen on o2 message

levels (Table 2, e.g. NCI-H125 and LC-T). To determine whether altering the RAR
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status of Calu-1 cells would affect RARO2 expression, the latter was also measured
in the transfectants described above as well as the RARPB2 expressing clones C19
and C64 (Table 2). In the absence of supplementary RA added to the medium,
RARO2 was not detectable above a trace level in the parental line or any of the
derivatives, while the addition of 100 nM RA induced the promoter to low but easily

detectable levels in all lines except for Ca43 and CB10.

Discussion

The experiments described here were planned to test directly the possibility that
RARP2 is unique among RA receptors with respect to mediating the growth
suppressive effect of RA on tumor cells. Although RARPB2 has been frequently
implicated in this effect, no clear comparison of RARa vs B, or other B isoforms
vs B2 has been reported, and the possibility that RARQ2 is involved has not even

been addressed.

The Calu-1 cell line in which the suppressive properties of RAR[ were best
demonstrated was transfected with varying degrees of success. RARol and
RARJ2 gave a low efficiency with approximately 7% of the G418 resistant cells
expressing the transgene. On the other hand, the transfection of RARB1 into Calu-1
cells resulted in a higher efficiency with 32% of the G418 resistant clones
expressing the transgene. Although these experiments were not designed to assess
directly the ability of cells to tolerate these exogenous sequences, the numbers
suggest that there may be a selection against the expression of RARPB2 and
overexpression of RARa 1, which in turn suggests that these genes can exert a
negative influence on growth. This may appear to be at odds with our conclusion
that RARP2 is uniquely capable of RA-mediated growth regulation. It may be that

RAR] acts via a different inhibitory mechanism (not involving RA stimulation)
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from that governed by RA-activated RARP2 involving different target genes and/or
co-factors. An alternative explanation is suggested by the conclusions of other
laboratories (23, 31) that RAR« transfection exerts its inhibitory effect through
upregulation of RARB2 which would be the direct mediator of the growth inhibitory
effects of RA. If this was the explanation for the reduced yield of RARo
transfectants in our experiments, then the limited number of such clones we did
isolate would be those which had overcome this RARB2 upregulation. This
conclusion is in agreement with our finding that none of these RARo clones
expressed RARP (data not shown). This scenario is in agreement with our overall
conclusion regarding the specificity of RARPB2 as being the principal RAR involved

in the mediation of the growth suppressive activity of RA.

Several experimental approaches have now confirmed the importance of RARP2 in
growth control. Previous results from our laboratory showed that in epidermoid
lung cancer cell lines this isoform conferred a slower growth rate and a reduced
tumorigenesis in nude mice (19). Li et al. recently showed that overexpression of
RARP2 in mammary cancer cell lines resulted in a diminution of the growth rate and
of the anchorage independence (20). Furthermore, it has been shown that in oral
premalignant lesions (leukoplakia), RARB2 expression is associated with reversal
of the disease (26). Moreover, in the breast and cervix tumor systems, RARP2 is
the key receptor in mediating the suppressive effects of RA (23, 31). In this report,
we confirm, using two clones expressing the RARP2 transgene, that the growth
suppressive effects of RA are mediated through RARPB2 expression since no

inhibitory effect of RA was seen in Calu-1 cells.

The 2-fold overexpression of RARa1 into the Calu-1 cell line resulted in a reduced

growth rate as seen for Ca33 and Ca43. However, the addition of 100 nM RA had
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no effect on the rate of growth which suggests that this effect is independent of the
retinoic acid activated function of the RAR introduced in the cell line. If a retinoid
receptor is involved in the mediation of the RA growth effect, this effect is expected
to be amplified by the addition of pharmacological doses of RA (100 nM in this
case). However the slower growth rate observed for the two derivatives could have
been mediated by the residual RA present in the fetal bovine serum used in cell
culture. To assess this, we grew the cells using Dextran-coated activated charcoal
which depleted the serum of its free retinoic acid (32). The cells grown under these
conditions had the same growth rate as the parental cell line Calu-1; the addition of
RA had no inhibitory effect and in fact accelerated growth. We conclude from these
growth experiments that RARa1 does not mediate the growth inhibitory effect of
RA in the Calu-1 cells. Indeed it is possible that RARo1 has no direct suppressive
effect given that in the one system where its overexpression had this effect (breast

cancer cell lines), it has been shown subsequently to be mediated through induction

of RARP (23).

RARPI has previously been described as a fetal isoform which is also expressed in
small cell lung cancers; it is not expressed in Calu-1 cells (29). The introduction of
an expression vector for this isoform into these cells had no effect on their growth
capacities. The addition of 100 nM RA did not have any further effect, and we
conclude that RARP1 does not have an effect on cell growth, at least in epidermoid
lung cancer cell lines. Hoffman et al. recently showed that RARB1 expression
correlates with the growth inhibitory effects of RA in renal cell carcinoma (17). In
their analysis of twelve cell lines, they detected expression of RARPI in the sole cell
line which was responsive to RA and concluded that this was a cause-effect

relationship. RARP2 was detected in all twelve lines but only by RT-PCR,

indicating that the message level was very low. Importantly, the only line which
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was growth inhibited by RA was also the only one in which RARB2 was induced to
high levels, and this happened to be the RARB1 expressing line. We propose an
alternative to their hypothesis (above) namely that RARB2 was the important
receptor, and RARP1 may only be instrumental in turning-on RARP2 in the renal
carcinoma system. To our knowledge, no demonstration of an inhibitory effect has

yet been undertaken for the RARP1 isoform.

Since no previous studies attempted to differentiate between the a1 and o2 isoforms
in light of their potential implication in tumor suppression, we determined their
relative expression profile in lung cancer cell lines. As seen in Table 2, no obvious
trend could be deduced from our experiments. RAR1 was ubiquitously expressed
as reported in other experiments although at variable levels. RAR02 was expressed
in some but not all cell lines. The RARa2-expressing cell lines have no properties
in common, they are part of the SCLC or NSCLC classes, are from different
histological types and most importantly show different growth properties. We

therefore consider it unlikely that this isoform is involved in tumor suppression.

As we described above, the P2 promoter of each of the RAR genes contains a
retinoic acid responsive element which is responsible for the induction of the 0.2, 32
and 2 isoforms respectively upon addition of RA to the cells. It is thus noteworthy
that in our experiments with Calu-1 transfected cells we were able to detect the
RARO2 message after RA treatment but not prior to it, suggesting the functionality
of the RARE in the P2 promoter. On the other hand, a RT-PCR analysis on these
transfectants treated or not with 100 nM RA did not allow us to detect RARB2 (not
shown), suggesting that the RAR promoter has lost its RA responsiveness. These
results strongly point to a differential activation mechanism of the promoters for

RAR02 and RARB2. Overexpression of any RAR (o1, B1 or B2 in this case) is



103

sufficient to activate the RARq2 responsive element but the B2 element may need
some additional cofactors or may be occupied by some repressor which does not act
on the o2 promoter. This could also explain the apparent discrepancy between the
renal carcinoma system and the lung system regarding RARB2 induction by RARP1
(17), as discussed above. In light of the established correlation between RA
inducibility of RARPB2 and RA growth suppression in a large collection of tumors
(10), this discordance between inducibility of o2 and B2 further strengthens our

conclusion that a2 is not an important isoform for growth suppression.

Altogether, our results show that the suppressive effect of RA observed when

transfecting RARP2 in epidermoid lung cancer cell lines cannot be mimicked by

simply augmenting expression of a RAR which is already expressed nor by
substituting RARP2 with another § isoform. The conclusion of this work that

RARP?2 is indeed the key RAR in mediating the suppressive effects of RA underline

the importance of determining what genes it is specifically regulating.
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Table 1: Effect of RA on growth of Calu-1 cells and transfected derivatives.

Cell line  Transgene Mean doubling  Mean doubling -RA/+RA
_ expressed timed (-RA) (d) _timed (+RA) (d)

Calu-1 none 1.2 1.15 1.04
C19 B2 1.1 1.5 0.73
C59 B2 1.8 2.5 0.72
Calu-1b none 1.25 1.20 1.04
C30 (neo)®  neo 1.4 1.25 1.12
C24b B2 1.28 1.81 0.71
C57b B2 1.53 1.55 0.99
C64b B2 175 2.85 0.61
Calu-1 none 1.4 14 1
Cneo neo 1.6 1.7 0.94
Ca33 ol 2.0 2.05 0.98
Cod43 ol 2.0 2.0 1
Calu-1 none 1.58 1.53 1.03
CP3 B1 1.6 1.6 1
CB10 B1 1.63 1.67 0.98
cp3sd B1 1.4 1.4 1
Calu-1€ none 14 1.5 0.93
Co43¢c ol 1.4 1.1 1.27

4 Mean doubling times were calculated from the growth curves and are expressed in
days.
b These results are from Houle et al. (19).

€ These results were obtained using FBS treated with Dextran-coated activated
charcoal (see Materials and Methods).

d Doubling time of Calu-1 cells grown in the same experiments was comparable.
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Table 2: RARa1/02 expression profile in lung cancer cell lines.

Cell line? RARa1/02P Origin®

Lung 2/1 Normal Tissue
LC-T 2/1 ADC
LC-TRA 2/1 ADC
NCI-H125 2/- ADSQ
NCI-H125 RA 2/tr. ADSQ
NCI-H596 RA 3/1 ADSQ
QU-DB 1/- LCC

BK-T tr./- SCLC

MM-1 2/tr. SCLC
NCI-H69 2/- SCLC
NCI-H69 RA 1/- SCLC
NCI-H8&2 2/- SCLC
NCI-H209 1/- SCLC
NCI-H446 1/- SCLC

RG-1 2/- SCLC
NCI-H157 2/tr. SQC
NCI-H157 RA 2/tr. SQC
NCI-H520 1/- SQC

SKMES tr./- SQC

SKMES RA tr./- SQC

CALU-1 2/- SQC
CALU-1RA 2/- SQC

C19 2/- Calu-1 RARB2T
CI19RA 2/tr. Calu-1 RARB2T
Co4 2/- Calu-1 RARB2 T
C64 RA 2/tr. Calu-1 RARB2T
Cao33 3/- Calu-1 RARo1 T
Co33 RA 3/tr. Calu-1 RARa1 T
Co43 3/r. Calu-1 RARa1 T
Co43 RA 3/r. Calu-1 RAR01 T
Cp3 2/- Calu-1 RARBIT
CB3RA 2/1 Calu-1 RARBIT
Cp1o 2/- Calu-1 RARBIT
CB10RA 2/- Calu-1 RARPIT

a In some cases the cells have been treated with 100 nM RA (RA).

b Expression levels are relative to the S14 PCR internal control with -<tr.<1<2<3,
Examples of this semi-quantitation are shown in figure 3. Trace (tr.), MM-1 RAR«2,
is typically not visible on photographs but at limit of detection on original
photographs and films.

€ Cell lines origins are ADC: adenocarcinoma, ADSQ: adenosquamous carcinoma,
LCC: large cell carcinoma, SCLC: small cell lung carcinoma, SQC:squamous
carcinoma. Calu-1 transfectants are also included Calu-1 RARB2T: RARB2
transfected cells, Calu-1 RARo1T: RARa1 transfected cells and Calu-1 RARBIT:
RARPI transfected cells.
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Figure 1: RT-PCR analysis of Calu-1 transfected derivatives. A) RARol-

overexpressing clones. Relative levels were deduced by visual comparison of total

RARal levels to S14 PCR control. B) Identification of RARB1-expressing cells

by 32p-Jabelled PCR using primers specific for the transgene.
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Figure 2: In vitro cell growth rates. Top panel: RARP2 transfectant C59, compared
with the parental cell line Calu-1. Middle panel: RARa1-overexpressing cells.
Bottom panel: RARP1 tranfected cells CB3 and Cp10. Each curve represents the
mean of at least two experiments + S.E.. The cells were grown in absence or

presence of 100 nM RA.
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Figure 3: RARo1/02 expression. The RARa expression profile was analysed by
PCR on cDNA generated from lung cancer cell lines. Using one primer specific for
each isoform and a primer in the common region, we generated two fragments, the
upper one being RARa1 and the lower being RARo2. The bottom part of the
figure represents the S14 PCR control which was generated in the same reaction
(see Materials and Methods). Relative signal strength were deduced by eye

comparison from the gel and are reported in Table 3.
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Abstract

The retinoic acid receptor 2 (RARP2) isoform has been repeatedly shown to be the
principal mediator of the growth suppressive effects of RA. Since it was
demonstrated that this specific isoform but not RARal or RARB1 is able to
promote the growth suppressive effects of RA in the lung epidermoid cancer cell
line Calu-1, we characterized the cells regarding the transcriptional control of
RARP2. Using a RAP-PCR approach, we demonstrate that only a small number of
genes (0.05%) is controlled by specific RARs in Calu-1-transfected cells when
comparing Calu-1 cells with RAR transfectants. Using the Atlas human cDNA
Array I, we identified specific genes that are regulated at the transcriptional level by
RARP2. Of these genes, we confirmed ICAM-1, IL-1p and MHC Class I genes to
be upregulated in RARP2-transfected Calu-1 cells using either Northern blot or
RNAse protection. We show that protein levels for ICAM-1 and MHC class 1
molecules are higher in transfectants and discuss the potential involvement of these

genes in RARP2 mediated lung tumor suppression.
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Retinoic acid receptors (RAR) are nuclear transcription factors mediating the effects
of retinoic acid (RA). Three genes have been cloned for the two families of RA
receptors (RAR o, B and y as well as RXR a, B,and y) (Chambon, 1996). Of
these receptors, RARP has been particularly implicated in epithelial cancers in the
last few years. It has been shown that a majority of cell lines derived from these
cancers have lost the expression of the gene (Chambon, 1996, Gebert et al., 1991,
Geradts et al., 1993, Houle et al., 1991, Jing et al., 1996, Roman et al., 1992,
Swisshelm et al., 1994, van der Burg et al., 1993, Zou et al., 1994). This gene is
located on chromosome 3p24 (Mattei et al., 1991), a region which frequently
undergoes loss of heterozygosity (LOH) in this type of cancer (Kok et al., 1997,
Whang-Peng et al., 1982). The RARP gene codes for several functional isoforms
using two distinct promoters and alternative splicing (Leid et al., 1992). Of these
isoforms, RARP2 has been repeatedly shown to be associated with tumor
suppression. For example, in human epidermoid lung cancer, it has been shown
that tumor cells have lost the expression of this isoform (Gebert et al., 1991,
Geradts et al., 1993, Houle et al., 1991, Nervi et al., 1991) and that re-expressing it
by transfection could trigger growth suppression in vitro and tumor suppression in
nude mice (Houle et al., 1993). In other systems, RARP2 expression has also been
associated with growth suppression in response to retinoic acid treatment (Geisen et
al., 1997, Hoffman et al., 1996, Li et al., 1995, Seewaldt et al., 1995). In several
of these systems, apoptosis is induced when RARPB2 expressing cells are treated

with RA (Geisen et al., 1997, Liu et al., 1996, Swisshelm et al., 1994).

We recently showed that the growth suppressive effects of RA are mediated by
RARP?2 in the epidermoid lung cancer cell line Calu-1 (Toulouse et al., submitted).
This cell line had been shown to have no RARP expression compared to normal

lung tissue but retained the expression of the RAR«a and v genes (Gebert et al.,
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1991, Houle et al., 1991). Neither overexpression of one of the expressed RARs
(RAR0 1) nor expression of another RARP isoform (RARB1) can mediate the
growth suppressive effects of RA as seen with RARP2 transfected cells (Toulouse
et al., submitted). Several other studies on transcriptional control suggest that
RARGo: activates the retinoic acid response element in the promoter of RARP which
in turn controls the expression of RA sensitive genes or induces apoptosis (Geisen
et al., 1997, Lansink and Kooistra, 1996, Liu et al., 1996, Segars et al., 1993). In
the breast cancer cells, reduced expression of RARa was associated with estrogen
receptor-negative cells which generally do not respond to the growth inhibitory
effects of RA (Roman et al., 1992, van der Burg et al., 1993). It was also shown
that vector-based expression of RAR« in these ER- cells could re-establish the
sensitivity to RA (Sheikh et al., 1994, van der Leede et al., 1995). In this case, it
was subsequently shown that the role of RAR« in the control of breast cancer cell
growth was to turn on RARP which in turn was inducing apoptosis and growth
arrest (Liu et al., 1996). Similar results were obtained for cervical cancer cell lines
where RAR« induced RARP which in turn triggered apoptosis of the cells (Geisen
et al., 1997). Thus most results point to RAR[B2 as the mediator of RA growth and

tumor suppressive effects in epithelial cancers.

Having shown in the epidermoid lung cancer cell line Calu-1 that only RARB2 is
able to mediate the growth suppressive effects of RA and knowing that RARB2 is a
transcription factor controlling the expression of genes, we searched for genes
downstream of RARPB2 which could be implicated in growth control of tumor cells.
Using a fluorescent modification of the differential display technique (Fluorescent
RAP-PCR), we first quantified the degree of variation induced by different RA
receptors. Less than one percent of the peaks vary as a function of the presence of

exogenous RA receptors. We then searched for genes which are specifically altered
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by the expression of RARB2 and could be involved in mediating the growth
suppressive effects of RA. Using the RAP-PCR technique, we isolated 5 candidate
messenger RNAs of which two were demonstrated to be under RARB2
transcriptional control. Next using a selection of genes from the Atlas human cDNA
array I, we determined which of these genes are specifically under the control of
RARP2. We found three of these genes to be highly induced by RARB2, ICAM-1,
MHC Class I and IL-1. We propose here a model of action for RA-induced tumor
suppression in cancer involving these genes. In addition, several other genes which

are involved in different cellular processes were found to be differentially expressed

under RAR[2 control.

Materials and Methods

Cell culture and RNA preparation

The Calu-1 cell line and its transfected derivatives were maintained in alpha medium
supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco BRL, Burlington, Canada) and
1% Penicillin-Streptomycin (Gibco BRL, Burlington, Canada) at 37°C in a humid
atmosphere provided with 5% CO72. The RAR expression vectors and cell
transfection were previously described (Houle et al, 1993, Toulouse et al.,
submitted). The clones used are Ca33 and Ca43: RARal-overexpressing clones,
CB3 and CP10: RARP1-transfected cells, C19, C24 and C64: RARP2-transfected
clones and C30: a neomycin resistant-RARP negative clone. Cells were, in certain
cases, treated with pharmacological doses (100 nM) of retinoic acid (Sigma, St-
Louis MO) for 48 hrs prior to collection. The cells were cultured to 70%

confluency, pelleted and stored at -80°C for subsequent RNA extraction.



125

The RNA was extracted using the LiCl-Urea method (Auffray and Rougeon, 1980).
Briefly, the cells were resuspended in 3 ml of a LiCl-urea solution (3M-6M),
sonicated and stored at 4°C overnight. The next day, the samples were centrifuged
at 4000 rpm in a superspeed centrifuge for 30 minutes, the pellets were resuspended
in 1/2 volume of LiCl-Urea solution and centrifuged again. The pellets were then
resuspended in 1 ml TES (TRIS 10 mM-EDTA 1 mM-SDS 0.5%) and 1 ml of
Phenol-Chloroform-Isoamyl alcohol (25:24:1) was added. The samples were
placed in a shaker for 1h at 37°C and the upper phase was then precipitated using

Na-acetate and ethanol.

Fluorescent RAP-PCR

This method is a modification of the Arbitrarily primed PCR fingerprinting of RNA
described by Welsh et al. (Welsh et al., 1992). In this modification, we used a
fluorescent dye-conjugated oligonucleotide (Cy-5) and ran the generated samples on
a A.L.F. Express DNA sequencer (Pharmacia-LKB). Two concentrations of RNA
from each cell line were used, 10 ng/pl and 20 ng/pl. First, we reverse transcribed
the RNA into ¢cDNA by mixing 10 ul of RNA, and 10 pul of a 2X reverse
transcription mix (100 mM Tris-HCI pH 8.3, 100 mM KCl, 8 mM MgCly, 200 uM
of each dNTP, 10 uM oligonucleotides and 10 U/ul of MMuLV-RT). The samples
were heated in a thermal cycler using temperature ramping from 25°C to 37°C over a
5 min. period, maintained at 37°C for an additional 10 min. and denatured at 94°C.
The tubes were briefly put on ice and 20 pl of a 2X PCR solution were added
(10mM Tris-HCI pH 8.3, 25 mM KCl, 2 mM MgCl2 and 0.1 U/ul Tag DNA
polymerase). The samples were first incubated for second strand synthesis by one
cycle in a thermal cycler (94°C, 40°C, 72°C 5 min. each) and then were cycled 40
times for PCR amplification (94°C 1min., 60°C 1 min., 72°C 2 min.). The samples

were run on a sequencing gel on a A.L.F. Express DNA sequencer. We always
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used the same fluorescent oligonucleotide alone or in pair with one of ten other
oligonucleotides. The samples were analysed on the monitor screen for peak

variations comparing the two concentrations of each sample.

Atlas Human cDNA Expression Array

Poly A+ mRNA was prepared from total RNA using Qiagen's Oligotex mRNA midi
kit and following manufacturer's instructions. The Atlas human cDNA Array kit
was purchased from Clontech Laboratories (Palo Alto, CA). All procedures for
labelling and purifying the probe were accomplished following manufacturer's
recommendations. We have found that the quality of the cDNA probe was of

paramount importance.

Northern blot analysis

Northern blots were prepared using 40 pg of total RNA following standard
procedures (Sambrook et al., 1989). The probes were prepared by random
priming, using 0.-P32-dCTP (Amersham, Oakville, ON) and following standard
protocols (Sambrook et al., 1989). The IL-1B probe was prepared by labelling a

purifed PCR fragment encompassing the whole coding sequence.

RNAse protection assay

RNAse protection assays were performed using Ambion's RPA II kit and the probe
were synthesized following standard protocols using a-P32-UTP. The actin probe
used was described elsewhere (Houle et al., 1993). The ICAM-1 probe was made
by inserting a Bgl II- Pst  ICAM-1 cDNA fragment into the Bam HI-Pst I sites of
the pGEM-3Z plasmid (Promega, Madison, WI). The plasmid was linearized by

Hind III and the probes were generated according to standard protocols using T7
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RNA polymerase (Sambrook et al., 1989). This generated a 477 nucleotides probe

giving a 443 bp protected fragment.

Flow cytometry

C64 and C30 cells were treated with RA at 100 nM for 7 days. To detect MHC
Class I proteins 100 cells were incubated with 2 pg of FITC-conjugated monoclonal
antibody W6/32 against human HLA Class I antigen (Sigma St-Louis MO) for 30
minutes on ice. The cells were then washed with phosphate buffered saline (PBS)
and fixed in 1% paraformaldehyde in PBS. To detect ICAM-1 protein expression,
109 cells were incubated with 1 Lg of monoclonal antibody 8.4A6 (BioSource
International, Camarillo, CA) for 30 minutes on ice and washed with PBS-. These
cells were then incubated with 600 ng of a goat anti-mouse IgG-1 (gamma) antibody
conjugated to R-phycoerythrin (Cedarlane, Hornby, ON)), and processed as for

MHC class I staining. The samples were then run on a EPICS cell sorter.

Results

Fluorescent RAP-PCR

Preceeding experiments from several laboratories including ours had shown that
RARP2 is a key mediator of the RA growth suppressive effects as well as a
potential tumor suppressor in vivo. RARP2 is a transcriptional factor activated by
retinoic acid and will bind to promoter regions of specific genes to modulate their
expression. In order to screen the Calu-1 clones transfected with different RA
receptors for variations in the expression profile induced by the RA receptors, we
used a fluorescent modification of the arbitrarily primed PCR fingerprinting of
RNA, the fluorescent RAP-PCR. Using a Cy5-linked oligonucleotide either alone

or in conjunction with one of several different primers, we performed RT-PCR
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ramped during the first cycle for reverse transcription as described (Welsh et al.,
1992) and separated the fragments on a A.L.F. Express DNA sequencing
apparatus. The amplified fragments appeared as peaks of fluorescence which were

detected by the apparatus (Figure 1).

Using this approach, we screened for variations in the expression pattern of the
Calu-1 cell line and its transfected derivatives either treated or not with RA at 100
nM. Each amplification was performed on two quantities of total RNA to correct
for peak variations and RNA quality. This technique allowed us to monitor the
variation on aproximately 1200 peaks in the parental cell line Calu-1 and its
transfected derivatives (RAR1-transfected: Co33 and Ca43, RARP1-transfected:
CP3 and CP10, RARP2-transfected: C19 and C64). The profile of variations led us
to class the differences in four major categories (for some examples see Figure 1);
Category 1 consists of differences that are transgene specific i.e. that the variations
are observed when comparing Calu-1tRA and one set of RAR-transfected
cellstRA. Category 2 consists of peaks which are specific to a set of RAR-
transfected clones but need the addition of exogenous RA (comparing RAR-
transfected cells with their RA-treated counterparts). Category 3 is formed by those
peaks which vary when RA is added to the culture medium but regardless of the
RAR status (untreated cells compared RA treated cells). Finally Category 4 is
constituted by those amplicons which do not represent changes consistent with

either the RA or the RAR status.

The analysis of the fluorescent RAP-PCR showed little variation in the profile of the
various RAR transfected clones. Most of the variations we observed were present
in only one of the cell lines and were not consistently seen with either RA addition

or the transfected RAR (see Table I). We concluded that these were clonal
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(Category 4). Very few peaks fell in the 3rd category which suggests that the
majority of peak variations are mediated through high levels of RA receptors. The
majority of non-clonal variations were transgene specific either in the presence
(Category 2) or absence (Category 1) of pharmacological doses of RA but these

amounted to less than 0.5%.

Having previously established that the growth suppressive effects of RA are
mediated through its B2 receptor and that only a few genes vary following
transfection of this gene, we focused our search on genes that are under the
transcriptional control of RARB2. We first used the RAP-PCR technique using one
set of primers which generated several differences under the fluorescent approach.
This way, we isolated six clones which were sequenced and corresponded to five
genes, two being different amplifications of the same cDNA. Of these five, two
(hCRMP-2 and Cytochrome b) were found to be differentially expressed (Toulouse
et al., 1998).

Atlas human ¢DNA array
In order to screen for differential expression of hundreds of genes, we used
Clontech's Atlas human cDNA expression array I which allows for direct

radioactive screening of 588 genes.

Using complex polyA¥*-derived cDNA probes from the Calu-1 cell line and its
transfected derivatives treated with 100 nM RA (neof-transfectant: C30 RA and

RAR[2-transfectants: C24 RA and C64 RA), we screened the membranes for genes
under transcriptional control of RARB2. The membranes contain genes categorized
in different classes in order to delineate genes potentially involved in important

physiological processes. Figure 2 shows examples of differentially regulated genes
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comparing the parental Calu-1 cells with clone C64 (RARB2+) cells treated with
100 nM RA. After prolonged culture periods of Calu-1 cells it appears that their
sensitivity to RA has been modified and that they are now able to induce RARB2
expression to low levels under RA conditions (data not shown). In order to
differentiate between RARo or RARY and RAR[2 induced genes in figure 2, we
hybridized the membranes with complex cDNA probes generated from C30 (neo-
transfectant) and C24 (RARP2-transfectant) cells both treated with RA at 100 nm
for 48 hrs (not shown). This way, we were able to discriminate between RAR[B2
induced genes and genes induced either clonally or under RAR« or ¥ control. Table
II summarizes those differences observed when comparing Calu-1 and C64
(RARP21) cells which were confirmed using the other set of cDNA probes

described above.

The cDNAs on the array are arranged as categories representing various classes of
molecules (e.g. interleukines, hormones or transcription factors) or different cellular
processes (e.g. stress response, cell cycle, apoptosis). As one could expect, none
of these classes appears to be drastically under- or over-represented in the cell lines
used. We observe variations within the different classes but none of them
encompasses the whole cDNA category. For example, the cDNAs for cell cycle
regulators located in the A5, A6 and A7 columns vary from no expression to strong
expression (Figure 2). Thus these genes showed cell-specific expression levels
which are consistent from one Calu-1 derivative to another with the exception of the

clonal and RAR[B2 modulated genes.

Of the 588 genes and 9 housekeeping controls (597 total), we found 428 to be
expressed from trace levels to very strong expression (including the 9 housekeeping

controls) using C64 RA probed membrane exposed for 4 days. Of these 428, 51
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(11.9%) were found to be influenced either by retinoic acid or RARP2 (comparing
Calu-1 with C64 RA). The transcription levels of 32 genes were augmented in C64
RA treated cells while 7 were expressed only at slightly higher levels. Eight genes
were diminished and 4 were slightly lower in C64RA than in Calu-1 cells. Of these
51 cDNAs, 24 were confirmed to be differentially expressed using C24RA and/or
C30RA hybridized arrays, for the remaining 27 we were not able to draw any
confirmation from the C24RA and C30RA probes due to their low levels of 32p.
incorporation. Of the 24 cDNAs confirmed to be differentially expressed, 21 were

augmented while 3 were diminished under RARB2 control.

Three genes were strongly upregulated from undetectable expression in Calu-1 cells
to high levels in C64RA cells, Il-1B, ICAM-1 and MHC Class I. These genes were
reported to be regulated by RA (IL-1B) (Jarrous and Kaempfer, 1994, Matikainen et
al., 1994, Ross, 1996) and particularly by RARB2 for two of them, ICAM-1
(Aoudjit et al., 1995, Wang et al., 1992) and MHC class I (Segars et al., 1993).

Using either RNAse protection assay or Northern blots, we confirmed these genes

to be regulated by RARP2 in Calu-1 transfectant cells (results not shown ). In

addition to these three genes, several others were shown to be differentially

regulated between RARB- and RARP2+ cells on the array (Figure 2) but were not

confirmed by RNAse protection assays or Northern blots.

It was previously shown in NTera/2 cells that RARB2 mediated induction of MCH I
mRNA was detectable 2 days after RA treatment but that protein levels showed
modification only after 5 days (Segars et al., 1993). Since ICAM-1 and MHC class

I molecules are cell surface proteins, we used fluorescence-activated cell sorting to

confirm that RARB2 induced expression of ICAM-1 and MHC I mRNAs was

reflected at the protein level. We treated C30 (neol-transfectant) and C64
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(RARB27) cells for 7 days with 100 nM RA. Using antibodies 8.4A6 against
ICAM-1 and W6/32 against a non-polymorphic epitope of MHC class I molecules,
RA-treated and untreated cells were labelled as described and analysed on an EPICS
FACS apparatus. The results in Figure 3A show that ICAM-1 protein is expressed
at higher levels at the cell surface of the RARP2-transfected C64 cells than that of
the C30 cells. Treating the cells with 100 nM RA for 7 days increased the
expression in the two cell lines but C64 cells show a much stronger expression of
ICAM-1 than C30 cells as demonstrated in Figure 3A. Figure 3B shows results
obtained with antibody W6/32 against HLA class I proteins. As seen for the ICAM-
1 protein, the RARPB2-transfected C64 cells show slightly higher protein levels than
C30 cells prior to RA treatment. The 7 days incubation in the presence of retinoic
acid resulted in the induction of HLA class I molecules in C64 cells but no

augmentation was seen with C30 cells after the treatment (Figure 3B).

Discussion

Over the years, several papers have shown the importance of RARP in mediating
the antiproliferative effects of RA. In lung cancer, RARP2 was shown to suppress
growth of epidermoid cell lines and to suppress the growth of tumors in nude mice
(Houle et al., 1993) and it was shown in some breast and cervical carcinoma cells to
induce apoptosis (Geisen et al., 1997, Liu et al., 1996, Si et al., 1996, Swisshelm
et al., 1994). Several reports suggested that RARa could have a similar role
(Sheikh et al., 1994, van der Leede et al., 1995) but it was later shown that the
growth suppressive effects of RA were specifically mediated by RARB2 in
epidermoid lung cancer cell lines (Toulouse et al., submitted) and that in breast and
cervix cancer cell lines the effects of RARo were in inducing the expression of

RARP2 and that RARP was in turn inducing cells to enter the apoptotic pathway
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(Geisen et al., 1997, Liu et al., 1996). In fact even transcriptional control studies
point to RARP2 as being the gene primarily involved in controlling the expression
of RA-responsive downstream genes. The expression of the MHC class I gene is
augmented upon RA treatment of NTera/2 cells concomitant with RAR induction.
Segars and his colleagues suggested that other RARs (RARo and RARY) which are
expressed in these cells are involved in the transcriptional control of the MHC I gene
only by turning on the expression of RARB2 which in turn was the sole isoform to
bind the MHC I retinoic acid response element (RARE) (Segars et al., 1993).
Similar results suggesting a two-step activation mode were obtained for the tissue-
type plasminogen activator (t-PA). Lansink and Kooistra showed that the t-PA
promoter is specifically activated by RARB2 in human umbilical vein endothelial
cells (HUVEC) but that prior to this activation, RARB2 RA-responsive promoter
was activated by the binding of RAR« to its RARE (Lansink and Kooistra, 1996).

Having determined that RARP2 is strongly implicated in the control of Calu-1 cell
proliferation by retinoic acid, we sought to determine if there were transcriptional
variations induced by the different retinoic acid receptors. Using a fluorescent
derivation of the RAP-PCR protocol, we analyzed the transcriptional pattern of the
different RAR transfectants we generated in previous experiments (Houle et al,
1993, Toulouse et al., submitted). This technique has the important advantage of
allowing the screening of several hundreds of peaks in a short number of runs. The
amplification pattern using the same set of oligonucleotides on different RNA pools
was reproducible, indicating that the cell lines are highly similar in their expression
pattern. The results presented in Table I show that most variations are clonal and
that only very few vary according to the RAR status. This strongly suggests that
RARSs exert transcriptional control on a restricted number of genes and that

searching for such genes would necessitate some way of enrichment. However, we
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used one of the pairs of primers to amplify RNA from the various RARB2
transfected cell lines using 32p-dCTP. This led us to isolate 5 different sequences
of which two, corresponding to hCRMP-2 and cytochrome b, were shown to be
differentially expressed but with very low levels of activation (Toulouse et al.,
1998). The slight augmentation or reduction of a specific gene in the RARB2
transfectants might have strong effects on the proliferation of these cells by either
altering the expression of other genes, cooperating with other disregulated genes
thereby amplifying the disregulation of a specific pathway or by blocking a specific
pathway where it is involved. This might be the case for hCRMP-2 which is
involved in a signalling pathway involving the collapsin/semaphorin family of axon
guidance molecules of which several members are located in the chromosome 3p

region frequently deleted in lung cancer (discussed in Toulouse et al., 1998).

We next used the Atlas array from Clontech laboratories which allows for a quick
and large scale evaluation of transcriptional differences between two cell lines. The
number of genes is limited but the cDNAs present on the membrane have been
shown to be involved in key regulatory cellular processes. Our hybridizations
showed the Calu-1 cells and their transfected derivatives to express a high
proportion of the genes (71%). The high percentage of genes varying according to
RARP2 status (11.9%) in the array compared to the fluorescent RAP-PCR (0.05%)
suggests that RARPB2 might be involved in the control of some of the processes
represented on the array such as growth control, cell signalling, apoptosis or
immune response since the majority of the anonymous sequences amplified by

arbitrarily-primed PCR probably represent genes not involved in regulation.

Of the genes differentially expressed between RARB2- and RARB2+ Calu-1 clones,

some are of particular interest. First, RARB2 is detected only in the transfected
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lines, which validates the method since we used RARP2-transfected clones to probe
against RARP2- cells. Several genes are strongly induced in RARPB2 positive cells,
and among them, we especially note ICAM-1, IL-13 and MHC class I.

The intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) gene codes for a cell surface ligand
for the lymphocyte function-associated antigen (LFA-1) (Staunton et al., 1988).
This molecule has been shown to be essential to T-cell dependent cytotoxicity,
antigen presentation and leukocyte trafficking (Aoudjit et al., 1994). ICAM-1 is
expressed in various cancers where it has been implicated in recognition of tumor
cells by natural killer cells (Pandolfi et al., 1992), autologous T lymphocytes
(Vanky et al., 1990) and monocytes (Webb et al., 1991). The expression of this
gene can be stimulated by proinflammatory cytokines and retinoic acid. It has been
shown that the RA induction is mediated by a RARB-RXRa heterodimer in Cos-1
cells (Aoudjit et al., 1995).

The class I MHC proteins are glycoproteins involved in the presentation of
processed antigens to cytotoxic cells (Davidson et al., 1985, Parham et al., 1988).
These genes are highly polymorphic and are expressed on all nucleated cells where
they bind noncovalently with B2-microglobulin (Davidson et al., 1985). These two
genes are concomitantly upregulated in NTera/2 teratocarcinoma cells after
differentiation with retinoic acid or by treatment with cytokines (Segars et al., 1993)
. The augmentation in the levels of MHC molecules in the NTera/2 cells has been
shown to be under the transcriptional control of RARB2-RXRJ heterodimers which
bind to a response element (RARE) in the promoter of the gene (Segars et al.,

1993).
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The strong modulation of the ICAM-1 and MHC Class I genes is of high
importance if we regard it in light of the theory of immune surveillance. In a normal
organism, the immune system screens the whole organism for self recognition. The
MHC I and ICAM-1 molecules are involved in the presentation of cellular antigens
to cytotoxic cells at the cell surface (Aoudjit et al., 1994, Davidson et al., 1985,
Parham et al., 1988). If the tumor cells can downregulate these molecules, they will
have a better chance to escape the immune system by not being able to present their
modified antigens at the cell surface. The loss of MHC class I molecules at the
surface of the antigen presenting cell (tumor cell) is a signal for natural killer cells,
but the NK cells still require ICAM-1 for adhesion to its target. Thus these tumor
cells which succeed in downregulating ICAM-1 as well as MHC class I expression
can weaken the adhesion of NK cells and thereby escape NK mediated cytotoxicity.
The role of RARB2 in controlling these two genes is in agreement with nude mice
experiments previously published (Houle et al., 1993). In these experiments,
Houle and his colleagues showed RARB2 transfectant cells to generate fewer
tumors and when tumors appeared, they were shown to have lost the expression of
the transgene. Thus, if we assume that RARB2 upregulates genes involved in
cellular interactions with cytotoxic cells and that nude mice have high levels of
natural killer cells (Budzynski and Radzikowski, 1994), the low levels of RARPB2-

positive tumor formation in nude mice can be explained by augmented recognition

of RARP2-transfected cells by natural killer cells.

The upregulation of IL-1[ in the RARP2 transfected cells is of particular interest
since it is a cytokine which has been shown to be involved in the regulation of
ICAM-1 (Aoudjit et al., 1994) and MHC class I gene expression (Segars et al.,
1993). IL-1 lacks a signal sequence for its secretion but it has been shown that

several ICE-like proteins can cleave the immature form to a mature form which is
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released by the producing cell (Bjorkdahl et al., 1997). Several ICE-like cysteine
proteases are expressed in Calu-1 cells and its transfectants which can cleave the
precursor to mature IL-13. Since IL-1B has previously been shown to be one of the
potential mediators of RA-induced lung cancer cell growth suppression (Ross,
1996) and that we now show that its expression is in fact induced by RARP2, the
data strongly suggest involvment this gene in the control of growth suppression and
suggest a role for it in tumor suppression as a regulator of immune molecules such

as ICAM-1 and MHC class 1.

In addition to the two cell surface molecules, several other molecules potentially
implicated in the regulation of the immune system are upregulated in RARB2-
transfected cells (MIP2, IL-8, IL-4 STAT, M-CSF) but to a lesser degree,
underlining the potential implication of RARB2 in normal immune surveillance.
Changes associated with cancer are incremental, and come about over a period of
years. Thus as we mentioned, it is reasonable to think that little modifications in the
amount of certain important gene products could in the long term have drastic effects

on the growth capacity and ultimate behavior of cancer cells.

The upregulation of several genes implicated in immune recognition by RARB2
might explain tumor suppression in nude mice, but as we mentioned, it has also
been showed that RARP2 is specifically inducing Calu-1 cell growth inhibition
(Toulouse et al., submitted). Thus several other genes might be involved in this
inhibition process, and several of the genes represented on the Array may be good
candidates. We have shown that several genes involved in the control of cell
cycling or apoptosis are differentially regulated between RARB- and RARPB2+ cells.
These two mechanisms either alone or in combination could control the in vitro

growth of Calu-1 cells.
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Some of the genes differentially regulated are located in regions known to show loss
of heterozygosity in certain cancers. For example, RAB-5A is a member of a family
of RAS-related proteins involved in endocytosis (Bucci et al., 1995, Bucci et al.,
1992, Bucci et al., 1994, de Hoop et al., 1994) and is differentially regulated under
RARP2 control (Figure 2, Table IT). This gene is located on chromosome 3p24-22
(Rousseau-Merck et al., 1991) and its expression may be altered by LOH in
epithelial cancers (Kok et al., 1997). Its upregulation by RARB2 and its
chromosomal location make it a good candidate as a gene potentially involved in the
control of Calu-1 cell growth and perhaps other epithelial cancers by controlling
membrane trafficking and thereby secretion of important proteins. Another such
candidate is the protein ID-3 of the family of DNA-binding inhibitory proteins. This
gene is strongly upregulated in RARP2 transfectants, as are the two other members
of its family, ID-1 and ID-2. These proteins are HLH proteins lacking a DNA
binding domain but retaining the capacity to form heterodimers with other HLH
proteins thereby inhibiting their binding to DNA (Deed et al., 1994a, Deed et al.,
1994b, Deed et al., 1996). The ID-3 gene is located on chromosome 1p36, a region
implicated by LOH in cancers (Deed et al., 1994a). Thus even though several of the
candidate genes have not been confirmed to be regulated by RARB2 in Northern
blot or RNAse protection analysis, their chromosomal locations and functions
suggest a possible involvment in cancer suppression and increase the need for

further analysis.

Our results show that genes involved in the immune surveillance are upregulated in
RARJ2 transfectant cells, suggesting that tumor cells have evolved a way to escape

the immune system by repressing RARB2. This provides a strong link between

lung cancer suppression and immune surveillance and might have strong therapeutic
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benefits if by administrating RA we can upregulate the ICAM-1 and MHC class I
molecules in cancer cells to provide better antigen presentation and in turn stimulate

the immune system of the patient against the cancer.
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Table I: Variations in fingerprint profiles

Transgene Category? Augmented Diminished
expressed
(# of peaks # of peaks (%) # of peaks (%)
analyzed)
RAR[2 1 1 (0.07) 2 (0.14)

2 0 (0 0 (O
(1463) 3 0 (0 0 (0)

4 21 (1,4) 16 (1.1)
RARp1 1 3 (0.26) 5 (0.44)

2 4 (0.35) 6 (0.53)
(1131) 3 3 (0.26) 0 (0)

7 28 (2.5) 20 (1.8)
RARal 1 3 (0.27) 3 (0.27)

2 3 (0.27) 5 (0.45)
(1120) 3 0 O 0 (0

4 21 (1.88) 13 (1.16)
ACategories:  1: Transgene specific: CalurRAvs Transfected cellstRA

2: RA-activated transgene specific:RAR-transfected cells +RA vs

untreated cells

3: RA specific: Calu-1 +RA similar to RAR-transfected cells +RA
Calu-1 -RA similar to RAR-transfected cells -RA

4: Clonal: Inconsistent variations
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Table II: Genes differentially expressed on Atlas human cDNA Array 1

cDNAa2 Effect® |Position? |Confirmation®
Inhibitor of DNA binding ID-1 A ASe Yes
Cyclin A A A6f Yes
Cyclin G1 A A7a No
Cyclin A1l A ATc No
TOB A ATe No
pl4 CDK-inhibitor A ATn No
ETA D B3d No
RAB-5A RAS-related protein A B4b Yes
CREBP1 A B4c No
IL-4 STAT A B5a Yes
MKK3 (MAP Kinase) D B5g Yes
Interferon Regulatory Factor 1 (IRF-1) A B6j Yes
MAPKAP Kinase D B6m No
CIP2 A Big Yes
RARP2 A Cik Yes
CD40 ligand A Cin Yes
ICH-2 Protease A C4g Yes
Al Protein (Bcl-2 related) A C4h Yes
Apoptosis inhibitor IAP1 A C4i Yes
FAS Ligand A C4m Yes
Cysteine Protease ICE-LAP3 A Cs5f Yes
Placental Thrombin Inhibitor A C5h No
XRCC1 DNA Repair Protein A Ced No
ERCC2 DNA Excision Repair Protein D Cén No
Superoxide Dismutase 1 A C7b No
RAD23 UV-Excision Repair Protein A Cid No
GADD45 A C7f Yes
Inhibitor of DNA-binding ID-3 A D1d Yes
Inhibitor of DNA-binding ID-2 A Dig No
CACCC-box Binding Protein D D1k No
Transcription Factor ZFM1 D D2m Yes
Kruppel related zinc finger protein A D3e No
colorectal mutant cancer protein A D4d No
DNA-binding protein SATB1 A D5h Yes
Nuclear Factor NF90 D D6h No
HDLGI1 A Dék Yes
Integrin alpha V A E5d Yes
Intercellular adhesion molecule-1 A E5h Yes
CD44 antigen D Eéd No
Integrin alpha I A E7i No
Beta-Catenin D E7m No
M-CSF-1 A Flm No
Heparin-binding Growth Factor-1 D F4n No
Macrophage Inflammatory Protein 2-alpha A F5b Yes
Interleukin-8 A F5f Yes
Insulin-like Growth Factor 1A A F5g No
Interleukin-1B A F5m Yes
Placental Ribonuclease Inhibitor D F7a No
Inhibin Beta D F7b No
Insulin-like Growth Factor Binding Protein 3 A F7i Yes

aRefer to Clontech's Atlas Array Homepage for Genbank Accession Numbers
(http://www clontech.com/clontech/APR97UPD/Atlaslist.html).

bA:augmented or D: diminished expression in C64 RA compared to Calu-1.

¢Confirmation of RARP2 specific transcriptional regulation is obtained by comparing C24 RA with
C30 RA (see text).
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Figure 1: Fluorescent RAP-PCR results. Examples of the various categories of
differentially represented cDNAs are shown. Top panel: Category I: transgene
specific variations (observed when comparing Calu-1£RA and one set of RAR-
transfected cellstRA) Middle panel: Category II: peaks which are specific to a set
of RAR-transfected clones but need the addition of exogenous RA (comparing cells
with and without RA). Bottom panel: Category IV represents changes that are not
consistent with either the RA or the RAR status. Red and blue plots are RA treated

samples, Yellow and green are untreated ones.
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Figure2: Autoradiograms of the Atlas human cDNA Array I. The membranes
were hybridized either with C64 RA (RARPB2-transfected) (Top panel) or Calu-1
(RARP2-) (Bottom panel) cDNA probes. For cDNAs identification consult
Clontech's www page (www.clontech.com/clontech/APR97UPD/Atlaslist.html).
Capital letters indicate arrays position. Small letters indicate row positions while

numbers designate columns. Section G refers to the 9 housekeeping controls.
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Figure 3: Expression of ICAM-1 and MHC class I molecules at the cell surface of
C30 and C64 Calu-1 derivatives prior to and after treatment with 100 nM RA for 7
days. A) Binding of anti-ICAM antibody 8.4A6 was monitored with mouse anti-
human IgG coupled to phycoerythrin. B) Binding of FITC-conjugated antibody
W6/32 against MHC class I molecules. In both sections, the top panels present

untreated cells while bottom panels show RA treated cell lines.
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Discussion et conclusion
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Les travaux présentés dans cette thése pourraient étre séparés en deux grands

thémes, la structure du géne RARP humain et sa comparaison avec le géne murin et

1'étude de son implication dans la tumorigénése humaine.

5.1 Structure du géene RARP humain et implications fonctionnelles

Au chapitre 2, nous avons présenté le clonage et la caractérisation des régions 5' du
géne RARP humain. La structure établie chez la souris a permis la caractérisation de
4 isoformes dont B1 et B3 sont générés a partir d'un promoteur en 5' du géne (P1)
et B2-P4 a partir d'un promoteur inductible par l'acide rétinoique (P2) (Nagpal et
al., 1992b; Zelent et al., 1991). Les exons codant les régions B a F de la protéine
(exons 5 4 11) sont communs a tous les ARNs messagers (Zelent et al., 1991). On
connaissait donc la structure de tout le géne, incluant le premier promoteur et un
exon codant une partie des régions 5' non-traduites de RARB1 et B3 (Mendelsohn et
al., 1994a; Zelent et al., 1991). Chez I'humain, la structure du geéne était connue a
partir du deuxi¢me promoteur et incluait les séquences en aval, cette structure
présentait 8 exons codant les récepteurs dont un exon spécifique &8 RARB2 (van der
Leede et al., 1992). A partir de 1'exon codant la région A de RARPB1, nous avons
pu cloner et séquencer les régions 5'-UTR de cet isoforme et les séquences
correspondantes aux régions promotrices P1. Nous avons établi la structure de ces

régions et avons relevé des différences majeures en comparaison du géne murin.

Ces différences sont particuliérement étonnantes si 1'on tient compte du fait que le

promoteur et les régions codant les isoformes RARP2 et 34 (promoteur P2 et exons
5 a 12, figure 2 du chapitre 2) sont remarquablement bien conservés tant dans les
parties codantes que non-traduites. La région codante de RARB1 (exon 4, figure 2
du chapitre 2) est elle aussi conservée entre les isoformes murin et humain (Houle et

al., 1994; Shen et al., 1991; Zelent et al., 1991). Par contre, ici, nous avons relevé
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des différences marquées quant 2 la séquence des régions 5' non-codantes de
RARP1 et au nombre d'exons, 4 chez I'humain contre 2 chez la souris. La
localisation des séquences d'initiation de la transcription est fort différente entre
I'humain et la souris. Chez I'humain, nous avons localisé une séquence précise par
contre, Mendelsohn et ses collegues (1994) ont décrit une répétition CT de 67
nucléotides chez la souris comme site d'initiation. Le patron d'expression est tres
différent entre I'humain et la souris, les isoformes 31 et B3 murins sont générés par
épissage alternatif et présents dans différents tissus tant adultes que foetaux alors que
chez I'humain le patron d'expression est principalement feetal. Finalement, nous
n'avons trouvé aucune évidence pour l'existence de l'isoforme RARP3 chez
I'humain. Chez la souris, cet isoforme est généré par l'insertion d'un exon de 81
nucléotides entre la région spécifique & RARP1 (domaine A) et les régions
communes a tous les isoformes (régions B-F) générant un domaine A plus long de
27 acides aminés pour RARB3. Chez I'humain, nous n'avons pu détecter RAR[33
ni par buvardage Southern pour détecter I'exon spécifique, ni par RT-PCR sur un

groupe d'une trentaine de lignées et de tissus humains ot le promoteur P1 est actif.

Les différences de séquence et de structure pourraient refléter les différences
observées dans le patron d'expression. Zimmer et al. ont démontré que les courts
cadres de lecture (ORF) en 5' non-codant de RARB2 pouvaient influencer la
distribution des ARN messagers dans certains tissus (Zimmer et al., 1994). Zelent
et al. ont montré que RARP1 et RARP3, chez la souris, ont un patron d'expression
spécifique a certains tissus (Zelent et al., 1991) alors que chez I'humain I'expression
de RARPI est surtout limitée aux tissus feetaux a 'exception de certaines lignées de
carcinomes SCLC (Houle et al., 1994) et rénaux (Hoffman et al., 1996). Dans le
contexte du profil d'expression, les différences entre les régions promotrices

putatives et 5'-non-traduites humaines et murines ne sont guére surprenantes
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puisqu'elles sont probablement le reflet d'une divergence de role s'étant établie au
cours de I'évolution. Les différences relevées entre le géne murin et le géne humain
suggeérent donc un rdle différent pour les isoformes RARB1 mais un mode de
fonctionnement similaire. Les régions régulatrices de l'expression (promoteur et 5'
non-traduit) et le patron d'expression étant différents, il est peu probable que les
isoformes humains et murins jouent un réle semblable puisqu'ils ne sont exprimés
ni au méme moment ni au méme endroit. Il y aurait donc eu spécialisation du role
par différenciation du profil d'expression. Par contre, la conservation des régions
codantes démontre que le fonctionnement du récepteur est le méme chez les deux
organismes et est similaire & celui de tous les autres membres de la famille des

RARs.

5.2 La recherche des mécanismes de suppression tumorale

Comme nous l'avons mentionné, les tumeurs pulmonaires subissent des pertes
d'hétérozygotie a haute fréquence du chromosome 3p (Kok et al., 1997; Whang-
Peng et al., 1982). Il a ét€ démontré qu'il s'agit d'un des événements les plus
précoces au cours du développement de tumeurs pulmonaires. Certains travaux
montrent que les pertes de matériel en 3p sont détectables dans les 1ésions pré-
néoplasiques, ce qui suggere fortement que 'inactivation de génes suppresseurs
situés dans ces régions sont des événements essentiels a la formation de carcinomes
pulmonaires (Chung et al., 1995; Hung et al., 1995; Sundaresan et al., 1992).
Plusieurs groupes se sont attardés au fil des ans & la recherche de génes situés
principalement dans la région 3p21 qui est altérée dans pratiquement 100% des
carcinomes pulmonaires SCLC. Les travaux du groupe de Naylor ont permis de

définir un fragment de 2 mégabases capable de suppression tumorale dans la région
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3p21.3-p22 (Killary et al., 1992). Par contre, aucun geéne de cette région n'a encore

été établi clairement comme geéne suppresseur dans les tumeurs pulmonaires.

Le patron de perte d'hétérozygotie au chromosome 3p est particuliérement
intéressant en ce qui concerne les carcinomes épidermoides puisque cette perte inclut
généralement les régions en 3p24-26 ot RARP est localisé (Houle et al., 1991;
Mattei et al., 1991; Yokoyama et al., 1992) Cette délétion combinée a des études
d'expression des différents génes localisés dans cette région ont permis de
démontrer que RARP est un géne dont l'expression est altérée dans plusieurs
lignées et tumeurs pulmonaires mais particulierement dans celles de type
épidermoide (voir le chapitre 1) (Gebert et al., 1991; Houle et al., 1991; Nervi et

al., 1991).

5.2.1 Implication des RARs dans le controle de la tumorigénese
pulmonaire

5.2.1.1 Modeles de culture cellulaire

Plusieurs groupes ont déja montré qu'il existait une forte association entre la perte
d'expression de RARJ et les cancers épithéliaux. Certains travaux ont montré que
l'introduction de ce géne dans des cellules qui en ont perdu l'expression cause une
diminution de leur capacités de croissance in vitro en réponse a l'acide rétinoique.
De méme, plusieurs lignées cellulaires répondent aux effets inhibiteurs de l'acide
rétinoique en induisant l'expression de RARP via son RARE. Toutefois, d'autres
groupes ont aussi montré que le géne RARx pouvait jouer un rdle similaire de
suppression de la croissance en réponse a l'acide rétinoique dans le cancer

mammaire. Dans ce systéme, les expériences de Liu et ses collaborateurs ont par la
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suite démontré que l'expression de RARa induisait celle de RARB2 qui & son tour

induisait I'apoptose des cellules cancéreuses transfectées (Liu et al., 1996). Des
résultats obtenus sur des lignées de cancer du col utérin suggeérent un mécanisme

similaire ol RARo induirait RARB2 qui contrdle I'entrée en apoptose des cellulles

(Geisen et al., 1997).

Suite & ces travaux, la question de la spécificté de l'effet suppresseur de RARP2 se

posait pour le systtéme de carcinomes épidermoides. Les études de pertes
d'hétérozygotie ne montrent pas d'altération fréquente des chromosomes 17q21 et
12q13 qui hébergent les génes pour RARx et RARY (Mattei et al., 1991; Minna et
al., 1997) Ainsi, les études d'expression des RARs dans les différents carcinomes
épithéliaux ne montrent pas d'altération spécifique de ces genes sinon dans le cas de
RARP pour lequel on note fréquemment une diminution des niveaux d'expression
dans les tumeurs épithéliales et RARa qui a été associé avec le statut des récepteurs
d'estrogeéne dans les tumeurs mammaires (Roman et al., 1992; van der Burg et al.,

1993).

Comme les cellules de cancers épidermoides expriment les genes RARo et RARY,
trois possibilités pourraient expliquer l'effet suppresseur observé en transfectant
RARP2 dans ces lignées cellulaires. La premiére explication plausible serait que
l'effet observé est causé par la hausse des niveaux de RARs. Puisque les cellules de
lignées épidermoides ont perdu I'expression du géne RARP, elles ont des niveaux
de RARs (incluant RAR«a et RARY) plus faibles que ceux observés dans le poumon
normal. La transfection de RARPB2 et l'expression de ce transgeéne rétablirait les
niveaux de RARs au-dela d'un certain seuil et seulement une fois ce seuil franchit

les récepteurs pourraient moduler les effets suppresseurs de 'acide rétinoique.
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La deuxiéme possibilité invoque une certaine spécificité. Comme nous l'avons
mentionné, les isoformes générés a partir d'un méme geéne partagent environ 85%
des domaines protéiques (domaines B a F), il est donc concevable qu'un autre
isoforme de RARJ puisse posséder des fonctions similaires a celles de RARB2. La
différence entre les divers isoformes d'un méme géne étant localisée au niveau de la
région A qui abrite une fonction d'activation de la transcription (AF-1); il est
probable que deux isoformes d'un méme géne auront des cibles transcriptionnelles
communes (activées par I'AF-2) en plus d'en avoir plusieurs qui leur sont
spécifiques (activées par I'AF-1 ou dépendantes de la conformation spécifique du

récepteur).

Troisi®mement, il reste I'option d'un effet suppresseur spécifique 2 RARB2. La
séquence et la structure de RARP2 en feraient un isoforme qui activerait
spécifiquement certains génes qui a leur tour seraient impliqués dans le contrdle de
la croissance cellulaire et de la tumorigénése. Au chapitre 3 nous avons démontré

que ce mécanisme est celui prévalant dans la lignée de tumeur épidermoide Calu-1.

Comme nous l'avons montré, les cellules transfectées par RARa croissent a une
vitesse réduite par rapport a la lignée mere (Ca33 et Cod3 vs Calu-1). II est
important de noter que malgré ce ralentissement, |'ajout d'acide rétinoique au milieu
de culture n'a pas eu d'effets additionnels sur la vitesse de croissance des
transfectants. Ceci suggere que RARa1 est effectivement incapable de moduler les
effets antiprolifératifs de I'acide rétinoique. La comparaison des taux de croissance
des transfectants RARa1 avec un clone exprimant le géne de résistance a la
néomycine suggere que cet effet serait, en partie, clonal. Le tableau I du chapitre 3

montre que le transfectant Cneo a un taux de croissance intermédiaire entre ceux des
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transfectants RARo1 (Co33 et Cod3) et Calu-1. Ceci laisse croire que lors de la

sélection des clones, ceux ayant une vitesse de croissance réduite ont été favorisés.

Sachant que les RARs peuvent étre des régulateurs négatifs de la transcription méme
en absence d'acide rétinoique, il est plausible que les hauts niveaux de RARa1 et
RAR[?2 soient responsables de la répression de genes impliqués dans la croissance
cellulaire. Comme nous venons de le mentionner, les transfectants RARo1 ont une
vitesse de croissance ralentie par rapport aux cellules Calu-1 et I'ajout d'acide
rétinoique au milieu de culture n'affecte pas ce taux de croissance suggérant un
mécanisme indépendant de 1'acide rétinoique. De méme, les transfectants RARB2
ont une vitesse de croissance ralentie en absence d'acide rétinoique et cettte
différence est accentuée par l'ajout d'acide réinoique au milieu de croissance. Ces
résultats suggérent deux mécanismes distincts de suppression de la croissance. Le
premier serait indépendant de I'acide rétinoique et impliquerait la répression de
certains génes par RARol ou RARB2. Par contre, la médiation des effets
anitprolifératifs induits par 1'acide rétinoique nécessiterait la présence spécifique de
RAR[2 qui activerait alors la transcription de geénes impliqués dans la suppression

de la croissance cellulaire.

Nos expériences de transfection et de croissance montrent donc que ni RARo1 ni
RARP1 ne sont capables de faire la médiation des effets suppresseurs de l'acide
réinoique et que seul RARB2 peut le faire. Nous écartons donc les deux premiéres
hypothéses puisque l'augmentation des niveaux globaux de RARs (via la
surexpression de RARal ou l'expression de RARB1) ne suffit pas & causer la
suppression de la croissance cellulaire par I'acide rétinoique. De la méme fagon, un

autre isoforme de RARP (RARP1 dans le cas présent) ne peut contrdler la
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croissance des cellules Calu-1 que ce soit en présence ou en absence de

concentrations pharmacologiques d'acide rétinoique.

A prime abord, cela peut sembler surprenant si l'on considere que dans certains
autres systemes RARal est impliqué dans la modulation de certains des effets
antiprolifératifs de I'acide rétinoique. Les cellules de cancers épithéliaux qui
répondent aux effets antiprolifératifs de 1'acide réinoique sont généralement celles
capables d'induire I'expression & hauts niveaux de RARB2. Certains travaux ont
cependant montré qu'il y avait perte d'inductibilité de RARB2 dans les cellules de
cancer pulmonaire (Geradts et al., 1993). Cette perte d'inductibilité pourrait
expliquer I'impossibilité de RARal a moduler les effets suppresseurs de 1'acide
rétinoique si 1'on consideére qu'il est impliqué dans cette modulation en induisant

RARP2 comme dans les carcinomes mammaires et du col utérin.

D'un autre c6té, la spécificité de RARB2 par rapport 8 RARP1 s'explique
probablement par le choix des genes cibles que ceux-ci vont activer. Bien que les

deux isoformes partagent 85 % des séquences protéiques, ils sont suffisament

.....

différente. Parmi les génes contrdlés par RARPB2 plusieurs sont probablement

impliqués dans le contrdle de la croissance et la suppression tumorale.

Les travaux que nous avons présenté au chapitre 3 montrent que dans les cellules
Calu-1 transfectées avec différents isoformes de RAR, il y a une induction de
RARa2. Le promoteur de cet isoforme, comme celui de RAR[2, est inductible par
les récepteurs de 1'acide rétinoique et posseéde un RARE. Dans ces mémes cellules
o RARa2 est induit, nous n'avons pas observé d'induction de RARP2. La

différence d'inductibilité par rapport 8 RARa2 suggere fortement que les cellules de
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cancer pulmonaire ont évolué de fagon & bloquer l'expression et I'inductibilité de
RARP2 spécifiquement. Ce blocage pourrait étre de différentes natures par
exemple, hyper-méthylation ou mutation des régions promotrices ou encore absence
de co-facteurs essentiels a I'induction de RARB2. Les travaux de différents groupes
suggerent qu'il y aurait effectivement absence de co-facteurs essentiels dans les
lignées pulmonaires ayant perdu la capacité d'induire RARB2 en réponse a l'acide
rétinoique (Moghal et Neel, 1995; Zhang et al., 1994). Il faut cependant noter que
toutes les voies de régulation par l'acide rétinoique ne sont pas altérées puisque
RAR0@2 demeure inductible. Cette capacité des cellules Calu-1 a induire
I'expression de RARa2 mais non celle de RARP2 en absence d'effets
antiprolifératifs de l'acide rétinoique (i.e. dans les transfectants o1 et B1) écarte
d'autant la possibilité d'un rdle potentiel de RAR02 dans la médiation des effets

suppresseurs de 1'acide rétinoique.

Ces derniers résultats, couplés avec nos expériences de croissance et les résultats
des autres groupes pointent tous dans une seule et unique direction en termes de
suppression tumorale, RARP2. Il semble en effet que RARP2 soit le seul RAR
capable de suppression tumorale en réponse a l'acide rétinoique dans les carcinomes
pulmonaires. Dans les autres systémes ou son rble a été analysé, la fonction
suppressive de RARo1 semble consister principalement a stimuler 1'expression de
RARP2 qui a son tour induira les génes en aval impliqués dans le contrdle de la

tumorigénése.

5.2.1.2 Modé¢les murins, tumorigénése pulmonaire et RARP2

Des travaux effectués par notre groupe avec un modele murin soutiennent

I'hypothése d'un réle majeur de RARP2 dans la carcinogénése. L'expression
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constitutive d'un RARP tronqué de son domaine A en N-terminal cause chez la
souris une forte augmentation de la fréquence de tumeurs de type épithélial (Bérard
et al., 1994). Cet isoforme tronqué est similaire a l'isoforme RAR[4 4 l'exception
des quatre premiers acides aminés et est dépourvu de la fonction d'activation de la
transcription AF-1. Bérard et ses collaborateurs ont montré que I'expression de cet
isoforme est associée avec une diminution de I'expression de RARP2 dans certains
des tissus qui expriment fortement le RARP tronqué. L'hypothése la plus plausible
a ce stade est que ce RARP tronqué cause une diminution de l'expression en
compétitionnant pour la liaison des RXRs et des RARE avec les autres isoformes
normalement capables de stimuler 1'expression de RARB2. Cette compétition pour
le RARE de RARP2 causerait une diminution de 1'expression de cet isoforme et

cette diminution pourrait €tre impliquée dans la formation des tumeurs.

D'autres travaux, toujours avec un modele murin appuient la thése qu'une
diminution d'expression de RARP2 est associée avec la formation de tumeurs.
Bérard et al. ont montré que l'expression de constructions antisens dirigées contre
RARP2 provoquait la formation de tumeurs pulmonaires & haute fréquence (21/36
souris pour un total de 43 tumeurs) avec une incidence deux fois plus élevée chez
les souris homozygotes que chez les souris hémizygotes (Bérard et al., 1996). Ils
ont montré que le tissu pulmonaire des souris transgéniques présentait une
diminution de 30% de I'expression de RARP2 et que cette diminution était accentuée
dans les tumeurs. Par contre, les soeurs de couche non-transgéniques ont des
niveaux normaux de RAR[2 et présentent des tumeurs a une fréquence tres faible (1

tumeur pour 23 souris) ce qui suggére qu'une diminution des niveaux de RAR[B2

peut étre associée a une augmentation du risque de développer des tumeurs.
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Dans la perspective de ces modeles murins, il est intéressant de noter qu'aucun
rapport ne fait état de tumeurs pulmonaires chez les souris ayant subi une
inactivation fonctionnelle (knock-out) du géne RARP ou de l'isoforme B2 en
particulier. Chez ces souris, la plupart des travaux font état d'un mécanisme de
compensation, au moins partiel, par les autres récepteurs de l'acide rétinoique pour
palier a la perte de RARP. Chez les souris transgéniques mentionnées ici, les
travaux de Bérard et al. (1994, 1996) ont fait état d'une diminution des niveaux de
RARP2 mais pas d'une inactivation compléte. Cette expression résiduelle a faible
niveaux pourrait expliquer 1'absence d'apparition de mécanismes compensatoires
lors des premiers stades de développement comme chez les souris ayant subi

l'inactivation du géne.

Les travaux tant chez I'humain que chez la souris pointent donc vers la diminution
d'expression de RARP2 comme étant un événement important dans la formation des
tumeurs pulmonaires. Les expériences dans différents types de cancers épithéliaux
suggerent que la ré-expression de cet isoforme est associée avec la diminution de

croissance, la mort cellulaire et la suppression tumorale.

5.2.2 RARp et le contrdle transcriptionnel

Sachant que les RARs sont des modulateurs transcriptionnels et que RARP2 a des
capacités uniques vis-a-vis la médiation des effets suppresseurs de l'acide
rétinoique, il devenait important de rechercher quels sont les génes qui sont
spécifiquement sous son contréle. Au chapitre 4 de cette thése, nous avons décrit
notre recherche de tels génes susceptibles d'étre impliqués dans la suppression de la

tumorigénese. Plusieurs approches sont disponibles pour identifier ces génes mais
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nous avons privilégié deux méthodes que nous aborderons au cours des prochains

paragraphes.

5.2.2.1 Caractérisation par RAP-PCR des lignées dérivées de Calu-1

La premiére étape de cette recherche de génes consistait a caractériser les différentes
lignées obtenues dans les expériences précédentes d'un point de vue
transcriptionnel. Depuis plusieurs années, les recherches de génes exprimés de
facon différentielle entre deux lignées ou tissus reposaient sur des techniques
d'hybridation différentielle ou soustractive de librairies d' ADNc; ces techniques sont
cependant fastidieuses. Depuis quelques années, des techniques tirant profit de la
réaction en chaine de polymérase ont été développées simplifiant de beaucoup la

recherche de génes exprimés de facon différentielle.

La technique de représentation différentielle a ét€ mise au point en 1992 par Liang et
Pardee (Liang et Pardee, 1992). Cette technique fait appel a 1'amplification
différentielle de fragments d'ADNc générés par transcription réverse. Ainsi, & partir
d'’ARNm dérivé de tissus ou lignées cellulaires que 1'on veut comparer, on génére
un ADNc. Pour ce faire, on utilise une amorce d'oligo(dT) qui porte deux
nucléotides spécifiques a son extrémité 3'. Cette ancre de deux nucléotides forcera
la sélection des ARNm comportant ces nucléotides juste en amont de la queue
polyadénylée ainsi 1 ARNm sur 12 sera transcrit en ADN. L'ADNc généré sera par
la suite soumis & une amplification par PCR a l'aide d'amorces contenant
généralement des permutations de nucléotides 2 certaines bases. Ces permutations

permettent & 1'amorce de s’hybrider a différentes séquences et d'amplifier des

fragments divers. Ces fragments sont ensuite résolus sur gel de polyacrylamide et
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le patron des différentes populations de départ est €valué. Les "différences” i.e. les
bandes qui apparaissent ou disparaissent dans une population particuliére peuvent
étre isolées et clonées. Cette technique crée une sélection deés ]'étape initiale par
I'utilisation d'un oligo(dT) ancré. Seule une fraction de ' ARNm initial pourra donc

étre étudiée et plusieurs génes importants ne seront pas représentés.

D'autres techniques ont été dérivées de celle-ci, parmi lesquelles, la technique de
RAP-PCR (Arbitrarily-primed PCR fingerprinting of RNA) décrite par Welsh et ses
collaborateurs (Welsh et al., 1992). Cette technique est basée sur ['utilisation de la
méme amorce pour la transcription réverse et ['amplification des ADNc générés.
L'étape de transcription réverse et la premicre étape de PCR se font a faible
stringence, permettant 'hybridation des amorces en plusieurs points et sur quelques
nucléotides seulement. Cette hybridation a faible stringence permet donc I'initiation
de la transcription en n'importe quel point de 'ARNm (pour autant qu'il y ait
hybridation de l'amorce) contrairement a la méthode décrite plus haut qui utilise la
queue polyadénylée comme site d'initiation (McLelland et al., 1995). Les produits
d’ADNCc générés posseédent donc un oligonucléotide aux deux extrémités et peuvent
ainsi étre amplifiés par PCR. Cette méthode permet l'utilisation d'amorces variées

seules ou en combinaison, ce qui permet de générer encore plus de différences.

Toutefois, il faut étre conscient que ces techniques font appel a 1'amplification par
PCR; un geéne peu exprimé a donc trés peu de chances d'étre représenté dans le
produit final. Il est important lors de I'utilisation de techniques comme celles-ci de
contrdler la qualité des amplifications en utilisant différentes concentrations d'ARN
du méme échantillon. Cela permet d'éliminer certaines différences qui seraient dues

a une différence d'abondance de matériel initial ou a une dégradation partielle de
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I'ARN. Ces techniques permettent généralement la production d'une quarantaine de

différences lors de la résolution sur gel.

Afin de comparer les lignées cellulaires établies au chapitre 3, nous avons modifi€ la
technique de RAP-PCR pour tirer profit de l'utilisation d'un séquenceur
automatique. L'utilisation d'un oligonucléotide marqué d'un fluorochrome permet
la détection des produits d'amplification par l'appareil. Ceci permet donc une
détection plus fine et nous permet de prolonger les périodes de migration si bien que
nous détectons en moyenne 120 produits par migration. Les résultats obtenus sont
généralement reproductibles si I'on tient compte des variations introduites par la

migration (étirement et compression des pics).

L'utilisation de la technique de RAP-PCR en fluorescence nous a permis d'analyser
rapidement les effets de 'acide rétinoique et des différents récepteurs au niveau
transcriptionnel dans les cellules Calu-1. En utilisant 10 combinaisons
d'oligonucléotides, nous avons pu analyser environ 1200 pics pour chaque
ensemble de transfectants. Nous avons ainsi comparé Calu-1 avec les transfectants
RARPBI1, RARPB2 et RARa1 que nous avions généré au chapitre 3, traités ou non

avec de l'acide rétinoique.

Nous avons d'abord comparé chaque lignée avec et sans traitement a l'acide
rétinoique puis chacun des transfectants par rapport a Calu-1. Les variations
observées ont été regroupées en 4 classes. Le premier groupe consiste en ces
différences qui sont spécifiques a la présence du transgeéne, on compare Calu-14RA
avec les transfectantstRA. Le second groupe consiste en des différences qui sont
spécifiques aux transgénes mais nécessitent l'addition d'acide rétinoique. La

troisieéme catégorie représente les différences dues a I'addition d'acide rétinoique,
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i.e. que certains pics observés dans Calu-1 et les transfectants sont comparables en
absence ou en présence d'acide rétinoique. Le dernier groupe est constitué de
différences clonales donc de variations qui apparaissent dans une lignée mais ne
sont pas reproductibles dans les autres lignées exprimant le méme transgene. Les
différences observées lorsque les deux concentrations d'ARN d'un méme
échantillon différaient n'ont pas été comptabilisées car elles représentent des

variations aléatoires dues au matériel initial ou & la méthodologie employée.

Les niveaux de variations sont relativement faibles pour les trois premieres
catégories (de 0.21% a 0.88%) alors que les variations clonales représentent de 2.5
a 4.3% du nombre de pics observés. Tel qu'attendu, les variations clonales
représentent la majorit€ des différences peu importe le transgene présent. Les
niveaux de variations présents dans les clones RARP1 pourraient étre le reflet de
son activité. Cet isoforme est surtout exprimé dans les tissus feetaux, il est alors
plausible que son expression dans une lignée dérivée d'un tissu adulte tel la lignée
Calu-1 puisse amener 1'expression de génes qui ne sont pas normalement exprimeés
dans ces cellules ce que représenteraient la majorité des variations observées. Les
plus faibles taux de variations ont été observés pour les pics spécifiques a8 RARB2
(0.07% d'augmentation et 0.14% de diminution), ce qui suggére qu'un faible
nombre de génes est spécifiquement contrdlé par RARB2. Cette proportion
représente probablement le fait, comme nous l'avons expliqué, qu'un géne peu
exprimé sera faiblement représenté dans le produit de PCR mais nous croyons que
les faibles taux de variations d'expression induits par RARB2 sont suffisants pour

causer l'effet suppresseur de 1'acide rétinoique.

L'altération légeére des niveaux de transcription de quelques génes qui cooperent

dans une voie métabolique peut produire un effet cumulatif marqué selon un
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processus additif et d'autant plus si ce processus est synergique. Les niveaux

d'altérations dfis & RAR[B2 sont faibles mais nous croyons que l'altération de
quelques génes importants sera suffisante pour causer les effets suppresseurs. Les
résultats obtenus ici montrent que la surexpression de RARa1 ou l'expression de
RARP1 dans les cellules Calu-1 ont des effets marqués sur la transcription des
génes mais les expériences de croissance montrent que ces variations ont peu
d'effets sur la croissance des cellules. Les récepteurs RARa1 et RARB1 pourraient

donc étre impliqués dans le contrble d'autres processus cellulaires.

5.2.2.2 Isolement de génes différentiellement exprimés

L'utilisation de la technique d'hybridation différentielle de 1'Atlas human cDNA
Array I nous a permis d'identifier plusieurs génes potentiellement impliqués dans la
suppression tumorale par RARB2. Les membranes contiennent 588 ADNc connus
dont le role est assez bien défini dans différents processus cellulaires. A ces 588

genes s'ajoutent les ADNc de 9 contrdles exprimés de fagon quasi ubiquitaire.

L'utilisation de cette technique nous a permis la comparaison des lignées déficientes
en RARP2 (Calu-1 et C30) et celles transfectées avec ce méme gene (C24 et C64).
Afin de discriminer parmi les génes induits par 1'acide rétinoique de fagon générale
et ceux spécifiquement contrdlés par RARP2, nous avons traité les transfectants
C30 (RARP-), C24 et C64 avec 100 nM d'acide rétinoique et les avons comparés
entre eux et avec la lignée Calu-1. Les résultats présentés au chapitre 4 montrent
que 51 génes voient leur expression varier en fonction de RARP2 ce qui représente
11,9% des 428 génes de 1'Array exprimés dans les cellules Calu-1. Cette variation
est trés forte comparativement aux 0.21% observés lors des expériences de RAP-
PCR et réfléte probablement la séléction des ADNc qui a été faite au moment de la

conception des membranes.
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Les génes présents sur les membranes sont regroupés en catégories fonctionnelles:
oncogenes, génes suppresseurs, régulateurs du cycle cellulaire, génes impliqués
dans I'apoptose, facteurs transcriptionnels, etc. Tel que nous nous y attendions,
aucune de ces catégories ne subit de variation globale, quelques génes seulement a
l'intérieur d'une catégorie varient en fonction de 1'expression RARB2. De méme,
tous les génes d'une méme catégorie ne sont pas exprimés dans les cellules Calu-1;

lorsqu'il y a expression les niveaux d'expression varient de trés faibles a trés forts.

Certains génes présents sont des candidats particulierement intéressants du fait de
leurs fonctions. Par exemple, les génes faisant partie de la famille des "Inhibitors of
DNA-binding" (ID-1, ID-2, ID-3) sont tous les trois exprimés dans les cellules
Calu-1 et régulés de facon positive par RARB2. Ces protéines font partie de la
famille des protéines HLH. Ces protéines sont des facteurs de transcription
capables de dimériser avec les protéines ID mais il faut noter que les ID n'ont pas de
domaine de liaison a I'ADN. Leur dimérisation avec un autre facteur HLH
empéchera la liaison de ce dernier a ' ADN et inhibera ses fonctions régulatrices de
la transcription (Deed et al., 1994; Deed et al., 1996). Des geénes codant pour des
facteurs transcriptionnels de la famille HLH tel MYC ont été caractérisés comme
conférant un avantage prolifératif aux cellules lorsqu'ils sont surexprimés (Bergh,
1990; Little et al., 1983; Nau et al., 1985; Richardson et Jonhson, 1993). Ainsi, les
protéines ID pourraient contrebalancer le réle des protéines HLH dans la

prolifération cellulaire en inhibant leur liaison a I' ADN.

Dans le méme ordre d'idée, l'expression du géne IRF-1 (interferon regulatory

factor-1) est stimulée dans les cellules transfectées par RARB2. Cette protéine lie

les régions régulatrices de certains génes pour en contrdler les niveaux d'expression
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(Miyamoto et al., 1988). Tout comme les protéines ID-1, ID-2 et ID-3, IRF-1
pourrait donc réguler le comportement cellulaire en modulant I'expression de genes
qui possédent un élément de liaison de ce facteur. Bien entendu, I'expression
différentielle de ces génes doit &tre confirmée mais leur fonction en fait des candidats

intéressants pour le contrdle de la croissance cellulaire et de la tumorigénése.

D'autres génes dont l'expression est modulée par RARB2 pourraient étre impliqués
dans le contrdle de la croissance, par exemple, certaines cyclines, des inhibiteurs de
cyclines, des protéines impliquées dans 1'apoptose ou dans l'arrét de croissance sont
exprimées différentiellement lorsque 'on compare les cellules RARP2- et les

cellules RAR[P2+.

Nous avons déja discuté au chapitre 4, de I'implication potentielle de protéines du
systéme immunitaire dans le contrdle de la tumorigénese. Nous avons montré que
les ARNm ICAM-1, MHC classe I et IL-18 sont surexprimés dans les cellules
transfectées par RARB2. Nos expériences de cytométrie de flux ont par la suite
confirmé que les protéines ICAM-1 et MHC classe I sont effectivement exprimées
plus fortement a la surface des cellules C64 traitées avec 100 nM d'acide rétinoique
qu'a la surface des cellules C30 traitées de la méme facon. En plus de ces
molécules, les résultats obtenus de I'hybridation de I'Atlas human cDNA array I
montrent que d'autres molécules impliquées dans le contrdle du systeme
immunitaire et dans les interactions intercellulaires sont régulées par RARP2 (voir

ci-dessous).

Les molécules MHC classe I sont nécessaires a la présentation des antigeénes & la
surface des cellules. Ces antigénes sont par la suite reconnus par les cellules

cytotoxiques qui pourront réagir contre la cellule présentatrice si l'antigéne est
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étranger a l'organisme (Benjamini et Leskowitz, 1991). Dans ce processus, ICAM-
1 est nécessaire a l'interaction des cellules cytotoxiques avec la cellule présentatrice
d'antigéne. Si la molécule MHC classe I n'est pas exprimée a la surface d'une
cellule, en présence dTCAM-1 a cette surface les cellules NK vont réagir contre la
cellule et 1a tuer. Par contre, si la cellule cible n'a ni ICAM-1 ni MHC classe I, elle
augmente ses chances d'échapper aux cellules cytotoxiques (Benjamini et
Leskowitz, 1991). Les cellules tumorales ont subi des mutations dans de nombreux
génes et expriment donc plusieurs protéines anormales, une cellule tumorale
exprimant ces deux molécules & sa surface présentera donc des signaux de
reconnaissance pour l'activité cytotoxique. Les cellules tumorales se verront donc
conférer un avantage sélectif si elles parviennent a échapper aux cellules

cytotoxiques.

Nos résultats suggérent que la diminution de l'expression des molécules MHC
classe I et ICAM-1 est une des voies d'échappement qui ont été¢ développées dans
les cellules Calu-1. Nos études montrent que les cellules RARB- expriment peu de
ICAM-1 et de MHC classe I et que la transfection de RARP2 permet l'expression de
ces deux protéines a des niveaux plus élevés. Ces résultats combinés avec les
expériences précédentes de Houle et al. ol des souris nues injectées avec des
cellules Calu-1 RARB2+ ne développaient pas de tumeurs (Houle et al., 1993),
suggérent que la présence des molécules MHC classe I et ICAM-1 a la surface des
cellules est effectivement impliquée dans la suppression du développement tumoral.
Les souris nues utilisées sont athymiques et ne possédent donc pas de lymphocytes
T par contre il a ét€ démontré que leurs niveaux de cellules NK et de macrophages
sont supérieurs & ceux d'une souris de type sauvage de la méme souche (Budzynski

et Radzikowski, 1994). Ces niveaux €levés de cellules NK combinés avec la forte
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expression des deux molécules reconnues par celles-ci a la surface des cellules

tumorales pourrait expliquer la suppression observée.

11 a été précédement démontré que les génes MHC I et ICAM-1 répondent a l'acide
rétinoique en augmentant leur transcription et que cette augmentation est controlée
par RARP2 dans deux systémes spécifiques, soient les cellules NTera/2 (MHC
classe I) et Cos-1 (ICAM-1) (Aoudjit et al., 1995; Segars et al., 1993). La perte
d'expression de RARP2 dans les cellules épidermoides entrainerait donc une
diminution des niveaux d'expression des molécules reconnues par les cellules
cytotoxiques et permettrait ainsi aux cellules tumorales d'échapper a la surveillance

du systéme immunitaire

D'autres molécules impliquées dans le contrdle du systéme immunitaire sont aussi
régulées de facon positive dans les cellules transfectées par RARB2. On retrouve
ainsi le Macrophage-Colony Stimulating Factor (M-CSF), Macrophage
Inflammatory Protein-2 (MIP-2) et l'interleukine-8 (IL-8) qui sont des molécules
impliquées dans la différenciation et la chimio-attraction des macrophages. La
surexpression de ces molécules dans des cellules RARB2+ pourrait, tout comme
pour ICAM-1 et MHC classe I, stimuler une réponse immunitaire contre les cellules

les exprimant.

Finalement, nous avons montré que l'expression de l'interleukine-1B (IL-1B) est
stimulée par RARB2. Cette interleukine est un promoteur de la prolifération des
lymphocytes T et stimule la production de protéines de phase aigiie (dont ICAM-1 et
MHC classe I) (Benjamini et Leskowitz, 1991). L'IL-1B est produite sous forme
d'un précurseur inactif qui doit étre clivé pour générer la forme active qui sera

sécrétée hors de la cellule. Ce clivage est produit par des enzymes faisant partie de
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la famille ICE (Interleukin Converting Enzyme) de cystéine prot€ases. Sur les
membranes hybridées plusieurs membres de cette famille sont exprimés.
L'augmentation des niveaux de pro-IL-1p pourrait donc s'accompagner d'une
conversion efficace en IL-1f active par ces protéines. Il a été démontré par Ross
que 1'TL-1[ est un médiateur des effets de 'acide rétinoique sur la croissance des
cellules Lu-CSF (Ross, 1996). 1l a montré que suite au traitement de ces cellules
avec de 'acide rétinoique, il y avait induction de la transcription de 1TL-1J et que
cette augmentation du messager est reflétée au niveau protéique (Ross, 1996). 1l a
aussi démontré que le traitement des cellules avec 1'IL-1B seulement pouvait
reproduire les effets d'inhibition de croissance observés avec l'acide rétinoique
(Ross, 1996). Nos résultats montrent que l'expression de 1'TL-1f3 est modulée par
RARPB2. Les résultats de Ross combinés aux notres suggérent donc que certains
geénes modulés par I'IL-1B pourraient étre impliqués dans la suppression de la
croissance des cellules pulmonaires. Nous serions donc en présence des premiéres
étapes d'une cascade de contréle ot RARP2 activerait 1'IL-1B qui & son tour

pourrait stimuler l'expression d'autres génes par divers mécanismes.

Pour parvenir a une implication ferme de toutes ces molécules dans la suppression,
nous devrons démontrer qu'elles sont spécifiquement régulées par RARP et devrons
pousser plus a fond 1'étude de leur role potentiel dans les divers mécanismes de
suppression tumorale par exemple en transfectant les cellules tumorales avec certains

des messagers et observer s'il y a des effets de suppression tumorale.
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5.3 Conclusion

Le développement de tumeurs cancéreuses est le résultat d'un processus mutationnel
complexe qui s'étend sur une période prolongée. Dans les tumeurs pulmonaires,
plusieurs auteurs ont décrit I'altération du bras court du chromosome 3 comme étant
une des étapes les plus précoces du processus de cancérisation. Les diverses études
de perte d'hétérozygotie suggérent la présence de plusieurs génes suppresseurs dans
cette région chromosomique. Comme nous I'avons mentionné, RAR[ est un gene
particuliérement intéressant dans les tumeurs épidermoides puisqu'il est situ¢ en
3p24, région fréquemment altérée dans les tumeurs de ce type histologique. De
plus, la majorité des lignées cellulaires dérivées de ces tumeurs montrent une perte

d'expression de RARB2 en comparaison du poumon normal.

Des études antérieures avaient montré que RARPB2 est capable de supprimer la
croissance cellulaire in vitro et la formation de tumeurs in vivo lorsqu'il est introduit
dans une lignée épidermoide. Il semble toutefois que ce géne échappe a la définition
classique de geéne suppresseur de tumeurs puisqu'aucune étude n'a pu démontrer la
présence de mutations ou de délétions dans les séquences codantes et promotrices
comme c'est souvent le cas pour d'autres génes suppresseurs. La possibilité
demeure cependant que d'autres mécanismes d'inactivation puissent jouer tels la
méthylation ou la répression du promoteur. De tels mécanismes expliqueraient la

perte d'inductibilité du RARE observée dans les cellules des cancers épithéliaux.

La protéine RARPB2 posséde des fonctions uniques vis-a-vis des autres RARs. Elle
est la seule capable de transmettre les effets suppresseurs de I'acide rétinoique dans
les cellules de carcinomes pulmonaires. D'autres études ont montré dans les

carcinomes mammaires et du col utérin que RAR0. pouvait aussi jouer un role
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suppresseur en stimulant I'expression de RARB2. Nous avons montré que ce n'est
pas le cas dans le cancer pulmonaire. L'introduction de RARa1 ou RARB1 ne
résulte pas en la stimulation de RARP2 mais par contre, le promoteur de RAR0:2
demeure inductible ce qui suggere une différence dans l'inductibilité des promoteurs
et renforce l'idée que certains mécanismes transcriptionnels répresseurs ou

stimulateurs sont particuliers au promoteur de RARB2.

Le contrdle transcriptionnel exercé par RARP2 sur d'autres génes semble aussi étre
unique, nous avons identifié plusieurs génes cibles de RARB2 qui pourraient étre
impliqués dans la médiation des effets suppresseurs de celui-ci. Parmi les plus
intéressants, nous avons déja discuté de ceux potentiellement impliqués dans le
contrble de la surveillance immunitaire par les cellules cytotoxiques et les
macrophages. Il est a noter que la perte de 1'expression de RARP2 serait alors un
mécanisme développé par les cellules tumorales pour échapper a cette surveillance.
Cette perte d'expression conférerait alors un avantage sélectif aux cellules tumorales

qui pourraient échapper au syst¢me immunitaire.

Plusieurs études restent cependant a effectuer pour déterminer les mécanismes
exacts de la suppression tumorale. Suite a nos travaux, nous possédons
aujourd'hui une meilleure idée des mécanismes potentiellement impliqués dans la
suppression de 1a tumorigénese pulmonaire. Ces travaux pourraient avoir un impact
important du point de vue clinique, si nous pouvons envisager des moyens de

stimuler la surveillance immunitaire contre les cellules tumorales.
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