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Figure 3 : Etude de la fonctionnalité des variants des récepteurs aux cestrogénes a I'aide d’un
Le cancer du sein est le plus fréquent dans le monde et le plus mortel chez la femme en France. Le sous-type RE+  systeme de gene rapporteur.

(Récepteur aux cestrogenes +) concerne 70% des cas de cancers mammaires et est associé avec le meilleur taux o
de survie a 5 ans. Cependant, lors d’une récidive, ce taux chute (9 mois a 3 ans), et les cellules tumorales
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développent des mutations (10 a 50% des cas) conduisant a I’activation constitutive du récepteur aux T 6o I /
cestrogénes alpha. La tomographie par émission de positrons (TEP) est largement utilisée pour le diagnostic et le & [%%
suivi de la réponse au traitement. Le 18-fluorodéoxyglucose (18FDG) est un traceur analogue du glucose 0 i FRa | e F’ —
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couramment utilisé lors de la detection de tumeur, mais incapable de rendre compte de son statut RE. =
’utilisation du 18-fluoroestradiol (18FES), un traceur analogue de I’estradiol permettrait de solutionner ce S Lo
probléeme ainsi que d’adapter la stratégie thérapeutique de la patiente. Néanmoins, sa capacité a se fixer aux -
mutants du RE reste non élucidée. il 1
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Glucose : 7 ) | | Les cellules BT-20 exprimant le transactivateur et le vecteur pTRE3G-mCherry contenant REa WT ou ses variants mutés ont été co-
requirement. [ > N & ™ transfectées avec un plasmide contenant un élément de réponse aux cestrogénes (ERE) en amont d’un géne codant pour une
— — A . ) \ A : T .
I S & - luciférase et un plasmide contenant le géne de la béta-galactosidase. Les cellules ont été stimulées ou non avec 1000 ng/ml de
£ — T — . doxycycline (Dox) pendant 24 heures et de I'estradiol (10 nM) pendant 12 heures. Les protéines totales ont été extraites et mises en
PET Scan - contact avec le substrat de la luciférase et de la béta-galactosidase. La bioluminescence produite par Ia luciférase a été mesurée et
? : ERa normalisée par rapport a l'activité de la béta-galactosidase, dont I’'absorbance est mesurée a 420 nm. L'histogramme présente
\ ‘/E,ectmn I'activité de la luciférase normalisée par rapport a l'activité de la béta-galactosidase et par rapport a la lignée BT-20 WT non
il induites. N=2
Positron ;
Photon ° N ° ° ° °
eeurrence I Figure 4 : Etude du caractere inductible de ’expression du variant L536H du REa par
emission . . . .
Resistance immunohistochimie. © bo
Suivi en :
e imagerie TEP

v—”§§7

s/
L\

25.10° cellules BT-20 stimulées

+ Dox
ou non a 1000 ng/ml de
NI O D E LE doxycycline pendant 24h 3 . k
.o X
1. Transduction d’un vecteur (Tet-ON 3G) permettant I’expression stable de la protéine transactivateur Tet-ON 3G. ».-‘:‘- T
2. Transfection stable d’un vecteur (pTRE3G-mCherry) permettant I’expression du REa sauvage (WT) ou muté et o

codant pour une protéine rapporteuse fluorescente (mCherry).

3. Induction du systéme par ajout de tétracycline (ou doxycycline), qui en se liant sur la protéine Tet-ON 3G va Des cellules BT-20 exprimant le transactivateur et le vecteur pTRE3G-mCherry contenant le REa WT ou le variant muté L536H ont

: L \ . . A été stimulées ou non par 1000 ng/ml de doxycycline pendant 24h. Les cellules ont ensuite été récupérées et centrifugées, puis les
activer la transcription des génes codant pour les protéines d’intérét (REa et mCherry). : par 100" gl i PY " ) P : 1TUEEES, P
culots cellulaires ont été fixés avec du paraformaldéhyde 4% pendant 48h. Un immunomarquage anti-REa suivi d’une contre

coloration HES a été effectuée (Dako Omnis Agilent). Les cellules exprimant le REa WT (A) et L536H (B) ont été observées et
photographiées au microscope (Evos Thermofisher Fl Auto 2).
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Figure 5 : Etude du caractere inductible de ’expression des variants de I’REa in vivo par
immunohistochimie. Dox e
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5 millions de cellules BT-20 exprimant le transactivateur et le vecteur pTRE3G-mCherry contenant I’ERa WT ou ses variants mutés
; ont été injectées de facon orthotopique dans le coussinet graisseux de souris SCID BALB/c (A). Aprés 15 jours de croissance
Figure 1: Etude du caractére inductible de I'expression des variants du RE par RT-qPCR. tumorale, les cellules ont été stimulées par I’ajout de 2 mg/ml de doxycycline + 2.5% de sucrose dans ’eau de boissons des souris.
Apres 72h de stimulation, les souris sont euthanasiées et les tumeurs récupérées puis fixées dans du formol pendant 48h. Un
immunomarquage anti-ERa suivi d’une contre coloration HES a été effectuée (Dako Omnis Agilent). Les tumeurs exprimant le
REa D538G (B) et Y537C (C) ont été observées et photographiées au microscope (Evos Thermofisher Fl Auto 2).
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Les cellules BT-20 exprimant le transactivateur et le
vecteur pTRE3G-mCherry contenant me REa WT ou
= Sans Dox ses variants mutés ont été stimulées ou non avec
1000 ng/ml de doxycycline (Dox) pendant 24
heures. Les ARN totaux ont été extraits et analysés
par RT-gPCR. L'histogramme correspondant a la
KKK K Kok kK quantification de l'expression du REa représente
cxx  wx . I'expression relative par rapport aux cellules BT-20
” —_ WT non induites et aux génes de référence (RPS18

— et RPL32). * p< 0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, ****
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< p<0,0001, Test de Student, N=6
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Figure 2 : Etude du caractére inductible de I'expression des variants du RE par

immunoempreinte.
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b Sans Dox Les cellules BT-20 exprimant le transactivateur et le
=1 1000 ng/ml Dox vecteur pTRE3G-mCherry contenant REa WT ou ses
& 104 - variants mutés ont été stimulées avec 1000 ng/ml de
T ' doxycycline (Dox) pendant 24 heures. Les protéines
g_ >™wr X oz oz ox totales ont été extraites et analysées par
IS électrophorése  SDS-PAGE puis transférées sur
'&J 0.5- n membrane pour I'immunoempreinte. Les résultats de Induction | |
'immunoempreinte (A) ainsi que les histogrammes du modéle
- —h.;;"'

d'expression REa/B-actine (B) entre les cellules traitées H

AN\ S C S o TR A SR S ou non avec la Dox, normalisés par rapport aux cellules
3 P R RO IR\ \ MCF-7, sont présentés. * p< 0,05, p<0,01, 18FDG
p<0,001, **** p<0,0001, Test de Student, N=3
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