Cellules souches Cours n°4 ( ?) : Stress Genotoxique et Cellules souches cancéreuses
Vendredi 18 avril 2008

Experiences
Stress genotoxic = agressions capables d’induire des mutations de l’ADN => si exposition chronique => tumorogenese ( ?)
· Genotoxic naturels = UV, pollution, metaux lourds, fumée de cigarette..

· Cancer ORL = 90% d’ethylo-tabagiques

· Molécules utilisées en thérapies  radio-thérapie des cancers
· Donc à la fois effet bénéfique et dramatique

Réponse de la cellule à un stress genotoxic
· Système de correction des erreurs

· Ou mort cellulaire (suicide) si elle n’arrive pas à reparer

· Defaillance d’un de ces 2 systemes => accumulation mutations => transformation tumorales

On va étudier 2 facteurs de transcription (Egr1 et ATF3)
· Ce sont 2 facteurs de transcription
· Egr-1 est régulierement réprimée dans les cancers (sein++, fibrosarcome++)

· Soit elle est bloquée => sein..

· Soit elle est surexprimée => cancer prostate

· ATF-3

· Bloquée => cancer poumon

· Surexprimée => cancer colon

· Ils ont des fonctions differentes selon localisation et type de cancer
1. Egr1
a. Experience

· UV => induction de Egr1 (facteur de réponse au stress)

· P38 activée lors du stress => cascade de signalisation => NFKB passe dans le noyau => se fixe sur le promoteur du gène

· Fabrication de EGR1 qui se fixe sur les promoteurs d’autres genes.

· Activation de PTEN qui est inducteur de l’apoptose.

2. ATF3

· Ca part aussi de p38

· Contrairement à Egr1 qui est uniquement régulé par NFKB, là il y a d’autres voies qui activent sa transcription => si une des voies ne fonctionne pas, moins de transcription d’ATF3

siRNA = petits ARN qui sont complémentaires à l’ARN qu’on veut reprimer (donc siARN est spécifique à un ARN donné => par exemple dans ce cas ARN d’ATF3) => lorsqu’il y a une complémentarité parfaite => il y a destruction de l’ARN

Experience : observation de la mort cellulaire
·  quand on supprime ATF3, on a beaucoup moins de caspases exprimées => moins de mort cellulaire
· Lorsqu’on surexprime ATF3 => mort /

Experience 2 : observation reparation ADN

· On arrive à marquer les cellules qui ont été irradiées avec un anticorps => irradiation provoque proteines CPD donc on utilise des anticorps anti-CPD 

· Apparement ATF3 produit un facteur qui permet d’eradiquer les CPD et donc permet à l’ADN d’etre reparé : la preuve c’est que quand on inhibe ATF3 on a maintien des CPD et donc maintien et accumulation des mutations
On a donc compris que ATF3 est necessaire pour le suicide et la reparation donc maintenant on va cchercher les genes cibles d’ATF3 :

Puces ADN = support sur lesquels on a synthetisé des oligo-nucléotides (petites sequences d’ADN) qui vont reconnaitre plusieurs parties d’un gene. On a ca pour tout le genome humain. On les appelle « sondes »

On extrait des ARN messagers => on les depose sur les sondes => on observe les appariements qui se forment

· On a deposé la population irradié et non irradié, qui ont chacun une couleur differente => on observe les couleur qui reste et ca permet de quantifier le nivo d’expression des genes

Experience : on a mis 2 populations irradiées : une avec ATF3 et une sans ATF3 et on regarde les genes qui sont exprimés quand il y a ATF3
· On a trouvé en particulier 2 genes

· Hif2alpha : induit par l’hypoxie

· P15 PAFpap : on sait pas grand-chose sur lui : il est exprimé dans la mitochondrie, et on en voit dans le noyau. Mais il est surtout lié à PCNA (role dans reparation ADN)) donc peut etre important pour la réparation de l’ADN

2.1. Hif2alpha

· Pour confirmer ces hypothèses :

· On a regardé si en augmentant ATF3 => / Hif2alpha : oui

· On a regardé si ATF3 se lie à Hif (donc si c’est vraiment un promoteur pour ce gene) => technique d’immunoprecipitation (provoque fixation entre Hif / ATF3), on rince pour enlever tout ce qui est fixé, et on fait un PCR qui amplifie ce qui s’est fixé

· Quand on surexprime ATF3

· Surexpression de Hif2 => apoptose

· On réprime Hif2 => apoptose defaillante

NB : Hif2 est lui-même un facteur de transcription donc il y a surement d’autres facteurs derriere => histoire sans fin ; pour comprendrela suite de la cascade on a regardé quels grands facteurs de transcription connus été moin régulés quand on reprimait Hif2
2.2. p15 PAF
On a étudié l’expression d’ATF3 et p15 au cours du temps (après irradiation) : ATF3 et p15 on un profil d’expression similaire => donc les 2 sont liées (2 plus si on enleve ATF3 => pas de p15) => les 2 sont très dependants !

De plus immunodepression montre que ATF3 se fixe sur le promoteur de P15
NB : rappel : on peut marquer les dommages de l’ADN médiés par les UV avec les anticorps anti-CPD : CPD sont des ponts qui sont créés sur l’ADN lors de l’irradiation
Lorsque des cellules expriment ATF3 et p15 => très peu de CPD à 24h
Alors que si on vire ATF3 et p15 => 70% de CPD à 24h

 A propos de la luciférase
· Dans les cellules irradiées, on détecte beaucoup moins de luciférase => quand on introduit p15 et ATF3 on récupère une activité luciférase normale

· P15 est alors majeur pour que ATF3 puisse bien effectuer son action et P15 dépend beaucoup d’ATF3 pour sa synthèse

Résumé :

· ATF3 => Hif2alpha => ensemble de proteines => Mort cellulaire

· ATF3 => p15 PAF => Réparation

· EGR1 => PTEN => Mort cellulaire

Cellules souches cancéreuses
Schema normal : CS => progeniteurs => cellules matures (tissu mature)

Dans certains cas : progeniteurs deviennent CS cancéreuse : c’est cette CS cancereuse qui va permettre la croissance tumorale

En thérapie on va essayer de cibler directement les CS pour vraiment supprimer la tumeur totalement.
Il a fallu trouver une cellule souche cancereuse pour l’experience : on utilise les cellules des glioblastome de haut grade : il s’agit d’une tumeur indetectable très mortelle, avec therapie peu efficace (exerese + chimiotherapie => mais les tumeurs ressortent à chaque fois et sont de plus en plus virulentes)
a. On récupere des cellules sur la tumeur

b. On les met en presence de facteur de croissance et on obtient une sphere cellulaire(neurosphere)
c. On a des cellules souches si :

i. Sphere non-adherente

ii. Proliferation 

iii. auto-renouvellement

iv. seulement quelques cellules (100) sont suffisante pour former une tumeur (alors que si ct des cellules normales il en faudrait des milliers)

d. Egalement les CS fixent les marqueurs CD133
Experience : on prend des cellules non differenciées (neurosphere TG6) et on les met en présence de serum : formation de cellules glioneurales : on observe la présence de facteurs caracteristiques des cellules souches => on observe la differenciation au cours du temps : au moment où on a des cellules adhérentes différenciées (4 jours) on enleve le serum, on laisse les cellules vivrent 8 jours et on met un milieu definit : elle redeviennent neurosphere (= C souches  => dédifferenciation)
Pour suivre la differenciation on observe l’expression des cyclines : Jusqu’à 4 jours l’expression diminue puis quand on entre en dedifferenciation (c'est-à-dire après les 8 jours de pause)  l’expression reaugmente !.
Experience avec un agent alkylant (MMS) (qui provoque suicide des cellules) :

· On observe qu’avec cet agent les cellules differenciées disparaissent des 24h alors que les cellules non differenciée on une sensibilité carrement moindre à l’agent et survivent beaucoup plus.

· L’objectif des recherches c’est alors de comprendre les mecanismes qui permettent de désensibiliser les cellules non differenciés.
