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RESUME

Les tumeurs locales de la prostate sont associ€es a une évolution lente et une bonne
survie, alors que les stades plus avancés révelent dans 80% des cas des métastases osseuses
incurables. La découverte de genes de fusion issus de remaniements chromosomiques, tels
que TMPRSS2:ERG dans plus de 50% des cas, a ouvert une nouvelle voie dans la
compréhension du processus de cancérisation de la prostate. La présence de ce gene de fusion
peut étre associée a un mauvais pronostic dans de nombreuses études cliniques. Cependant,
son role précis au cours de la cancérisation et de la progression du cancer de la prostate reste a
déterminer. Le gene Erg (Ets-related gene) code un facteur de transcription dont I’expression
est notamment associée a la mise en place du cartilage, et plus largement du squelette. Ceci
suggere un role potentiel du gene de fusion impliquant ce facteur, et de ses genes cibles, dans
la formation des métastases osseuses du cancer de la prostate.

Pour notre étude, nous avons utilisé des lignées de cellules tumorales prostatiques PC3
et PC3c, exprimant stablement le gene de fusion TMPRSS2:ERG et précédemment établies au
laboratoire. Dans un premier temps, en utilisant un modele d’injections intra-tibiales chez les
souris SCID, nous avons démontré que 1’expression ectopique de la fusion améliore la
capacité d’induction de lésions ostéocondensantes en inhibant 1’ostéolyse dans le modele PC3
ostéolytique, et en stimulant 1’ostéoformation dans le modele PC3c mixte (ostéolytique et
ostéocondensant). Cette expression ectopique de la fusion augmente également
I’ostéomimétisme dans les deux modeles cellulaires, ¢’est-a-dire 1’acquisition d’un phénotype
semblable aux cellules osseuses leur conférant des avantages de survie et de propagation dans
la moelle osseuse. En outre, trois nouveaux genes cibles de TMPRSS2:ERG ont été mis en
évidence : ET-1 (Endothelin-1), stimulant la différenciation ostéoblastique et inhibant la
résorption osseuse ostéoclastique, ALPL (Alkaline Phosphatase Liver/Bone/Kidney),
marqueur de différenciation des ostéoblastes, et COLIAI (Collagen Type 1 Alpha 1),
composant de la matrice osseuse, t€émoignant d’un role du gene de fusion dans la formation de
métastases ostéocondensantes du cancer de la prostate.

Par ailleurs, deux autres genes ont été étudiés, codant soit une protéine impliquée dans
la stabilisation de structures particulieres appelées invadopodes, soit une protéine impliquée
dans le métabolisme des lipides.

L’ensemble de ces résultats contribue a mieux comprendre les mécanismes de
cancérisation et d’évolution métastatique du cancer de la prostate, en particulier I’'influence de

I’expression du gene de fusion TMPRSS2:ERG dans les métastases osseuses de ce cancer.



ABSTRACT

Local prostate cancers are associated with slow progression and good survival, while
advanced stages reveal incurable bone metastases in 80% of cases. The discovery of fusion
genes resulting from chromosomal rearrangements, such as TMPRSS2:ERG in more than 50%
of cases, opened a new way in understanding the process of prostate cancer. The presence of
this fusion gene may be associated with poor prognosis in many clinical studies. However, its
precise role during cancerization and progression of prostate cancer remains to be determined.
The Erg gene (Ets-related gene) encodes a transcription factor whose expression is associated
in particular with embryonic skeleton development. This suggests a potential role of the
fusion gene involving this factor, and its target genes, in the formation of prostate cancer bone
metastases.

In this study, we used prostate cancer cell lines PC3 and PC3c, stably expressing the
TMPRSS2:ERG fusion gene and previously established in the laboratory. First, using a model
of intratibial injections in SCID mice, we demonstrated that ectopic expression of the fusion
enhances the ability to induce osteoblastic lesions by inhibiting osteolysis in the osteolytic
PC3 model, and by stimulating osteoformation in the mixed PC3c model (osteolytic and
osteoblastic). This ectopic expression of the fusion also increases osteomimicry in both cell
models, meaning the acquisition of a bone-cell-like phenotype which gives them advantages
of survival and spread in the bone marrow. In addition, three new TMPRSS2:ERG target
genes have been described: ET-1 (Endothelin-1), stimulating osteoblastic differentiation and
inhibiting osteoclastic bone resorption, ALPL (Alkaline Phosphatase Liver/Bone/Kidney), a
marker of the osteoblasts differentiation, and COLIAI (Collagen Type 1 Alpha 1), a
component of the bone matrix, providing novel insights into the role of the fusion gene in the
formation of osteoblastic metastases of prostate cancer.

In addition, two other genes have been studied, encoding either a protein involved in
the stabilization of particular structures called invadopodia, or a protein involved in lipid
metabolism.

All these results contribute to decipher the mechanisms of cancerization and metastatic
progression of prostate cancer, in particular the influence of the expression of TMPRSS2:ERG

fusion gene in prostate cancer bone metastases.
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1. AVANT-PROPOS

Le cancer est une pathologie touchant des milliers d’individus chaque année dans le
monde, et dont I’incidence augmente avec 1’age. 1l est caractérisé par la présence d’une ou
plusieurs tumeurs malignes impliquant de nombreux changements dynamiques dans le
génome. Une tumeur se développe par un processus formellement analogue a I’évolution de
Darwin. En effet, une succession d’altérations génomiques, conférant chacune un avantage de
croissance ou de survie, conduit a la transformation progressive d’une cellule normale en
cellule tumorale, lui permettant d’échapper au contrdle de 1’organisme, de se multiplier
indéfiniment, d’envahir les tissus voisins en les détruisant, et méme, de se répandre dans
I’organisme sous forme de métastases. Cependant, malgré d’importantes avancées de la
recherche en cancérologie ces dernieres années, les bases moléculaires du développement

tumoral restent mal comprises.

C’est dans ce contexte que s’inscrit cette these, portant sur 1’étude d’une altération
génétique particuliere, le gene de fusion TMPRSS2:ERG, retrouvée dans plus de la moitié des
cas de cancer de la prostate, tres répandu chez les hommes a partir de 50 ans. Plus
précisément, nous avons étudié le réle de ce gene de fusion, dans les phénotypes agressifs du
cancer de la prostate, c’est-a-dire dans les métastases osseuses incurables, cherchant ainsi a
déterminer si cette altération génétique est impliquée dans le tropisme des cellules tumorales
prostatiques vers 1’0s, ou dans leur développement directement dans le microenvironnement

osseux, sous forme de métastases.
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2. CANCER DE LA PROSTATE

Pour comprendre le role du gene de fusion TMPRSS2:ERG dans la formation des
métastases osseuses du cancer de la prostate, nous allons d’abord présenter, dans cette

premigre partie, les notions essentielles de la prostate et du cancer de la prostate.

2.1 Prostate

2.1.1 Structure anatomique et histologique de la prostate

La prostate est la glande exocrine la plus volumineuse de I’appareil génital masculin.
Tres petite a la naissance, son volume augmente lors de la puberté, puis de nouveau apres 50
ans. Chez I’homme adulte, la prostate saine est souvent comparée a une petite chataigne, tant
par sa forme générale que par sa taille, de 3 cm de hauteur, 4 cm de largeur et un volume
estimé 4 20 cm’ environ. C’est un organe ferme, palpable a travers la paroi rectale. Située
sous la vessie et en avant du rectum, elle se développe autour de la partie initiale du canal de
I'uretre, et est traversée par les deux canaux éjaculateurs en provenance des vésicules
séminales (Figure 2.1). La prostate se situe ainsi au croisement des voies urinaires et

spermatiques appelé carrefour uro-génital.

vésicule
séminale
canal
éjaculateur

vessie

prostate

rectum urétre prostatique

uretre pénien

Figure 2.1 : Localisation de la prostate humaine

Adapté d’apres I’Encyclopédie Larousse.
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L’organisation anatomique de la prostate a fait I’objet de nombreuses études. Apres la
description des lobes prostatiques par Lowsley et al. en 1915, le modele anatomique accepté
actuellement est celui de McNeal et al. établi en 1968 (Lowsley, 1915; McNeal, 1968). Selon
ce modele zonal, la prostate peut ainsi étre divisée en plusieurs zones anatomiques (Figure
2.2) (De Marzo et al., 2007; Selman, 2011) :

* la zone de transition : elle entoure I’urétre au centre de la prostate et représente 5%
de la masse glandulaire prostatique. Avec le vieillissement, cette zone augmente en
taille et peut donner un adénome de la prostate également appelé hypertrophie bénigne
de la prostate, survenant fréquemment chez des hommes agés de plus de 70 ans.

¢ ]a zone centrale : elle se situe en arriere de la zone de transition, entoure les canaux
éjaculateurs et représente 25% de la masse glandulaire prostatique.

* la zone périphérique : elle entoure la zone centrale et 1’uretre et représente 70% de la
masse glandulaire prostatique. C’est également la zone la plus touchée par les tumeurs
malignes, environ 75%. Se trouvant la plus proche du rectum, elle est facilement
palpable par le médecin lors d’un toucher rectal.

* la zone fibro-musculaire antérieure : elle se situe en avant de I’urétre, est constituée
de fibres musculaires lisses et striées et est complétement dépourvue de tissu

glandulaire.

Uretre

a Zone centrale \\ el
b Zone fibro-musculaire
c Zone de transition
d Zone périphérique

Canal éjaculateur e Région péri-urétrale

Figure 2.2 : Anatomie zonale de la prostate humaine selon McNeal
Adapté d’apres (De Marzo et al., 2007).
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La prostate est un organe musculaire et glandulaire, composé d’environ 30 a 50
glandes tubulo-alvéolaires s’ouvrant directement dans 1’uretre prostatique par I’intermédiaire
d’une vingtaine de longs canaux. Ces glandes sont réparties en trois groupes : des glandes
muqueuses péri-urétrales, des glandes sous-muqueuses péri-urétrales, et des glandes
prostatiques principales périphériques, assurant 1’essentiel de la fonction sécrétoire de la
prostate. Les glandes prostatiques sont enrobées dans un stroma constitué par un tissu fibro-
élastique riche en fibres musculaires lisses, permettant la contraction, et servant a expulser les

sécrétions prostatiques dans 1’uretre.

D’un point de vue histologique, les glandes prostatiques sont formées par des cellules
jointives constituant I’épithélium prostatique. Dans cet épithélium simple ou pseudostratifié,
il y a au moins trois types de cellules distinctes (Figure 2.3):

* Les cellules luminales sécrétrices : androgéno-dépendantes, elles jouent un rdle
essentiel dans la sécrétion prostatique et présentent un aspect variable selon le degré
de stimulation androgénique (cubique bas, inactif ; cylindrique haut, actif). Au niveau
moléculaire, elles sont caractérisées par I’expression du récepteur aux androgenes
(AR, Androgen Receptor), des cytokératines 8 et 18 et du marqueur de surface CD57
(Abate-Shen and Shen, 2000).

* Les cellules basales : elles ne jouent aucun role dans la sécrétion de la prostate et
forment une couche cellulaire continue et aplatie entre les cellules luminales et la
membrane basale. Elles expriment les cytokératines 5 et 14, le marqueur de surface
CD44, et tres faiblement AR (Abate-Shen and Shen, 2000).

* Les cellules neuroendocrines : ces cellules rares ont une origine embryonnaire
inconnue, et fourniraient des signaux paracrines favorisant la croissance des cellules
luminales. Elles n’expriment pas AR et sont androgéno-indépendantes ; dispersées
entre les cellules basales, elles expriment la chromogranine A, la synaptophysine, la

sérotonine, et d’autres neuropeptides (Abate-Shen and Shen, 2000).
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Corps amylacé

Cellules neuroendocrines Membrane basale

Figure 2.3 : Structure de la glande prostatique
Adapté d’apres (Abate-Shen and Shen, 2000).

On trouve occasionnellement dans la lumiere des alvéoles glandulaires des concrétions
prostatiques, encore appelées corps amylacés, dont la taille peut atteindre 2 mm ; ce sont des

agrégats concentriques de composants sécrétoires et de cellules épithéliales.
2.1.2 Fonctions physiologiques de la prostate

La fonction principale de la prostate est de produire la partie liquide du sperme. Ce
liquide prostatique acide (pH 6,4) contribue pour environ 30% au volume de I’éjaculat, le
reste étant produit par les vésicules séminales, situées en arriere de la vessie et au-dessus de la
prostate. Ce liquide est riche en minéraux et en protéines et assure le maintien et la nutrition
des spermatozoides. Deux protéines ont une signification diagnostique, la phosphatase acide
prostatique et l’antigéne prostatique spécifique, le PSA. En effet, leurs concentrations
augmentent souvent dans le sang en cas de cancer de la prostate. Le PSA est une protéase
servant a liquéfier les sécrétions visqueuses des glandes vésiculeuses. Le liquide séminal se
mélange avec les spermatozoides en provenance des testicules au moment de 1’éjaculation, et
passent par les canaux déférents.

La prostate joue également un réle dans le contrdle du passage de 1’urine. En effet,
I'uretre s’étend de la vessie au pénis en passant par la prostate ou il est entouré de deux
sphincters ou anneaux musculaires, I’un a I’entrée, ’autre a la sortie de la glande. Les fibres
musculaires composant ces sphincters sont contrdlées par le systéeme nerveux autonome et se

contractent ou se relachent, permettant ainsi de gérer la continence.
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2.1.3 Maladies affectant la prostate

La prostate peut €tre le siege de trois principales maladies : la prostatite, I’adénome de
la prostate (ou hypertrophie bénigne de la prostate), et le cancer de la prostate. Ces trois
maladies sont différentes, méme si elles peuvent avoir des symptomes similaires, et un
diagnostic différentiel permet d’identifier de quelle maladie il s’agit en prenant en compte les

éléments confirmant ou infirmant le type d’affection en cause.

La prostatite est une infection ou inflammation de la prostate d’origine bactérienne ou
non. Elle peut toucher beaucoup d’hommes, quel que soit leur age : environ 50 % des
hommes ont une forme de prostatite au cours de leur vie. Une prostatite n’augmente pas le

risque de développer un cancer de la prostate.

L’adénome de la prostate (ou hypertrophie bénigne de la prostate) est une affection
bénigne qui se manifeste par une augmentation de taille de la prostate en raison d’une
croissance accrue des cellules dont la plupart sont situées dans la zone de transition de la
prostate. Avec 1’age, la prostate devient naturellement plus grosse : presque tous les hommes
de plus de 70 ans ont un adénome de la prostate. Un adénome de la prostate n’augmente pas

le risque de développer un cancer de la prostate.

Le cancer de la prostate correspond au développement de cellules cancéreuses dans la
prostate. Dans environ 90 % des cas, I’histologie du cancer de la prostate est un
adénocarcinome, c’est-a-dire un cancer d’origine épithéliale glandulaire, atteignant
particulierement les cellules luminales sécrétrices produisant une partie du liquide séminal. Il

existe d'autres formes de cancers rares de la prostate.

2.2 Notions cliniques du cancer de la prostate

2.2.1 Epidémiologie et facteurs de risque du cancer de la prostate

Au niveau mondial, le cancer de la prostate est le deuxieme cancer le plus fréquent
chez I’homme, d’apres les données regroupées par 1’étude GLOBOCAN 2012 réalisées par
I’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) qui estime l’incidence, la mortalité et la

prévalence a 5 ans des cancers dans le monde en 2012 (source : globocan.iarc.fr) (Tableau
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2.1). On estime que 1,1 million dhommes dans le monde ont recu un diagnostic de cancer de
la prostate en 2012, représentant 15% des cancers diagnostiqués chez les hommes. Pres de
70% des cas se produisent dans des régions plus développées, probablement en raison des
pratiques de dépistage qui y sont plus répandues.

Avec pres de 307 000 déces en 2012, le cancer de la prostate est la cinquieme cause de
déces par cancer chez les hommes, représentant 6,6% des déces d'hommes. Etant donné que
les tests de dépistage du PSA ont un effet beaucoup plus important sur l'incidence que sur la

mortalité, les taux de mortalité varient moins dans le monde.

Tableau 2.1 : Incidence, mortalité et prévalence a 5 ans des cancers dans le monde chez

I’homme
Adapté d’apres (GLOBOCAN 2012, OMS).
Cancer Incidence Mortalité Prévalence (5ans)
Poumon 1241601 1 098 702 1 266 696
Prostate 1094916 307 481 3857 500
Colorectal 746 298 373 639 1 953 431
Estomac 631293 468 970 1030 787
Foie 554 369 521 041 453 345

En France métropolitaine, le cancer de la prostate est le cancer le plus fréquent de
I’homme de plus de 50 ans, nettement devant les cancers pulmonaires et colorectaux, avec
pres de 56 000 nouveaux cas estimés en 2012 (Tableau 2.2). Son incidence est en
augmentation, en raison du vieillissement de la population, de I’amélioration de la sensibilité
des techniques diagnostiques, et de la diffusion du dépistage par dosage du PSA.
Parallelement, son taux de mortalité est en diminution, du fait de I’amélioration du diagnostic,
plus précoce, et de 1’efficacité des traitements. Il représente la troisieme cause de déces par

cancer chez I’homme, avec 8 600 déces estimés en 2012.

Tableau 2.2 : Incidence, mortalité et prévalence a 5 ans des cancers en France
métropolitaine chez ’homme

Adapté d’apres (GLOBOCAN 2012, OMS).

Cancer Incidence Mortalité Prévalence (5 ans)
Prostate 56 841 8 606 224299
Poumon 28 033 22907 38076
Colorectal 21524 8991 65 163
Vessie 9283 3654 28 439
Rein 7 358 2 894 23 150
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Les causes du cancer de la prostate ne sont pas encore bien comprises, mais plusieurs
études ont démontré qu’il existe des facteurs de risque favorisant son développement. En
particulier, I’age est le facteur de risque le plus significatif ; trés rare avant 50 ans, le cancer
de la prostate voit son incidence augmenter progressivement avec 1’age. En France, 1’age
moyen au moment du diagnostic est de pres de 70 ans en 2011 selon les informations fournies
par I’Institut National du Cancer. Les antécédents familiaux (Carter et al., 1992; Valeri et al.,
1999) ainsi que les caractéristiques ethnogéographiques constituent également des facteurs de
risque. En effet, le cancer de la prostate est plus fréquent chez les hommes d’origine afro-
antillaise alors que les populations caucasiennes et asiatiques présentent un risque moindre
(Damber and Aus, 2008). Il est probable que des facteurs environnementaux, notamment le
mode de vie et plus particulierement les habitudes alimentaires, soient en cause (Whittemore
et al., 1995; McCracken et al., 2008). Un risque potentiel lié a I'utilisation de pesticides,

notamment la chlordécone, reste a démontrer.

2.2.2 Symptomes, dépistage, diagnostic et classification des cancers de

la prostate

Le cancer de la prostate est souvent asymptomatique jusqu’a des stades relativement
avancés. La présence de certains symptdmes peut évoquer un cancer de la prostate localement
avancé, tels que des troubles urinaires irritatifs ou obstructifs pouvant aboutir a terme a une
insuffisance rénale, une hémospermie ou une hématurie, une altération de 1’état général, ou
évoquer un cancer de la prostate métastatique, tels que des douleurs osseuses révélatrices de
métastases osseuses, ou des signes neurologiques (paresthésie, déficit musculaire des jambes,
syndrome de la queue-de-cheval) témoignant d’une compression médullaire par des

métastases rachidiennes.

Afin de diagnostiquer précocement les cancers de la prostate et d’accroitre les chances
de réussite du traitement, un dépistage par le dosage du PSA total sérique et un toucher rectal
sont prescrits aux sujets présentant des facteurs de risque, et/ou des signes cliniques, et/ou aux
patients qui le souhaitent a partir de 50 ans. Cependant, les avis sont partagés concernant le
dépistage précoce systématique de ce cancer car il existe des risques de surdiagnostic ou de
surtraitement (Bretthauer and Kalager, 2013). De plus, il n’existe pas de preuve de son réel
impact sur I’épidémiologie du cancer de la prostate, notamment sur 1’amélioration de la survie

(Andriole et al., 2009; Schroder et al., 2009).
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Le dosage du PSA et le toucher rectal permettent de détecter une anomalie de la
prostate, mais ne permettent pas a eux seuls d’affirmer le diagnostic du cancer de la prostate
car d’autres causes bénignes peuvent induire une augmentation du taux de PSA ou du volume
de la glande prostatique. La certitude du diagnostic n’est acquise qu’apres I’examen
anatomopathologique d’une biopsie prostatique ou de pieces opératoires, permettant

I’observation d’éventuelles cellules tumorales.

L’étendue du cancer au moment du diagnostic et son évolution potentielle sont deux
facteurs importants a prendre en considération pour choisir des traitements adaptés. Au niveau
clinique, les médecins utilisent différentes classifications pour définir les stades des cancers
de la prostate et estimer le risque de progression.

* Le score de Gleason : score histopronostique, élaboré en 1966 par le Docteur Donald

F. Gleason et redéfini en 2005, caractérisant le degré de différenciation de la tumeur

(Figure 2.4). C’est un facteur pronostique essentiel dans la prise en charge du cancer

de la prostate, reconnu internationalement et adopté par I’OMS. Plusieurs foyers

tumoraux d’évolution différente et a des stades de différenciation pouvant Etre
différents coexistent au sein de la glande prostatique. Ainsi, pour attribuer ce score, le
pathologiste observe les tissus issus de biopsies au microscope afin d’identifier les

deux grades histologiques les plus représentés dans la tumeur, assigne un nombre a

chacun de ces deux modeles, allant de 1 (bien différenciés, bon pronostic), a 5 (peu

différenciés, mauvais pronostic), puis additionne ces deux nombres (Egevad, 2008).

Le score de Gleason se situe habituellement entre 6 et 10 car il est difficile pour le

pathologiste de déterminer avec certitude qu’une tumeur de bas grade, inférieure a 6,

est cancéreuse.
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Figure 2.4 : Score de Gleason des cancers de la prostate

La classification TNM : classification clinique basée sur trois criteres : la taille de la
tumeur (T), la présence ou non de cellules cancéreuses dans les ganglions (N), et la
présence ou non de métastases (M) (Tableau 2.3). Selon le bilan de ces trois criteres,
les cancers de la prostate sont classés en quatre stades :

o Cancer de la prostate localisé : T1/T2, NO, MO

o Cancer de la prostate localement avancé : T3/T4, NO/Nx, MO

o Cancer de la prostate avec atteinte ganglionnaire pelvienne : tous T, N1, MO

o Cancer de la prostate métastatique : tous T, tous N, M1
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Tableau 2.3 : Classification TNM des cancers de la prostate

T : Tumeur primitive

Tx Tumeur primitive non évaluée
TO Tumeur primitive non retrouvée
T1 Tumeur ni palpable au toucher rectal ni visible en imagerie
Tla Tumeur occupant moins de 5% du tissu réséqué
T1b Tumeur occupant plus de 5% du tissu réséqué
Tlc Tumeur découverte sur une biopsie prostatique en raison d’une élévation du taux de PSA
T2 Tumeur limitée a la prostate
T2a Tumeur atteignant la moitié d’un lobe au moins
T2b Tumeur atteignant plus de la moitié¢ d’un lobe mais sans atteindre les deux lobes
T2c Tumeur atteignant les deux lobes
T3 Extension au-dela de la capsule
T3a Extension extra-capsulaire uni- ou bilatérale
T3b Extension aux vésicules séminales uni- ou bilatérale
T4 Tumeur fixée ou atteignant d’autres structures que les vésicules séminales (sphincter externe,

rectum, muscles releveurs de I’anus ou paroi pelvienne)

N : Ganglions régionaux

NX Ganglions régionaux non évalués
NO Absence de métastase ganglionnaire régionale
N1 Atteinte ganglionnaire régionale

M : Métastases a distance

MX Métastases a distance non évaluées
MO Absence de métastase a distance
M1 Métastases a distance
MIla Atteinte des ganglions non régionaux
Milb Atteinte osseuse
Milc Autres sites

* La classification de d’Amico : permet de guider la prise en charge des patients en
classant les tumeurs prostatiques localisées en trois groupes en fonction de leur risque
de progression (récidive biochimique) apres prostatectomie totale, radiothérapie
externe et curiethérapie interstitielle (Tableau 2.4) (D'Amico et al., 1998). Les groupes
a risque intermédiaire et a risque élevé sont hétérogenes, il suffit d’avoir un des trois
criteres pour définir I’appartenance a ces groupes. Une distinction existe au sein du
groupe a risque intermédiaire entre les tumeurs de score de Gleason 3+4 et les tumeurs
de score de Gleason 4+3 qui appartiendrait plutdt au groupe a haut risque (D'Amico et

al., 1998).
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Tableau 2.4 : Classification de d’Amico des cancers de la prostate

Risque de progression PSA (ng/mL) Score de Gleason Stade clinique
Faible <10 <6 <T2a
Intermédiaire >10et <20 7 T2b
Elevé > 20 >7 T2c-T3a

Récemment, un nouveau concept de classification a été défini et adopté par la société
internationale des pathologies urologiques 2014, consistant a former des groupes de grades, et
permettant d’aligner les grades de cancer de la prostate aux grades des autres cancers. Cette
nouvelle classification histopathologique permet notamment de mettre en avant les
différences cliniques entre les scores de Gleason 7 (3+4) et 7 (4+3) (Tableau 2.5) (Epstein et
al.,2016).

Tableau 2.5 : Classification en groupe de grades des cancer de la prostate

Nouvelle

Description histologique Score de Gleason
catégorie
Grade 1 - Glandes individuelles bien formées =<6 (3+3 ou 3+2 ou 2+3 ou 2+2)

- Principalement des glandes individuelles bien formées
Grade 2 7 (3+4)
- Quelques glandes mal formées, fusionnées et /ou cribriformes

- Principalement des glandes mal formées, fusionnées et/ou cribriformes

Grade 3 - : 7 (4+3)
- Quelques glandes individuelles bien formées
- Glandes mal formées, fusionnées et/ou cribriformes OU
- Principalement des glandes individuelles bien formées avec quelques
perte de formation glandulaire OU

Grade 4 8 (4+4 ou 3+5 ou 5+3)

- Principalement perte de formation glandulaire avec quelques glandes

individuelles bien formées (mais des glandes mal formées, fusionnées et/ou
cribriformes peuvent étre une composante mineure)
- Perte de formation glandulaire OU glandes nécrosées

Grade 5 . . 9-10
- Avec ou sans glandes mal formées, fusionnées et/ou cribriformes

2.2.3 Principes et choix de traitements

Les stratégies thérapeutiques définies par la Haute Autorité de Santé en 2012 sont

décrites dans le Tableau 2.6. Le traitement sera choisi en fonction :

¢ des caractéristiques du cancer de la prostate, c’est-a-dire son stade TNM et sa

classification de d’Amico pour les tumeurs localisées

¢ des caractéristiques de la prostate, c’est-a-dire son volume
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* des caractéristiques du patient, c’est-a-dire son age, les comorbidités, et 1’existence
de troubles mictionnels

¢ des préférences du patient, selon les bénéfices et les effets indésirables de chaque
traitement, en particulier dans le cas ou il existe des alternatives thérapeutiques

présentant un rapport bénéfice/risque équivalent.

Tableau 2.6 : Recommandations thérapeutiques selon le stade tumoral

Stade non métastatique

Traitement immédiat : prostatectomie (+/- curage ganglionnaire) ou
p ge gang

radiothérapie externe ou curiethérapie

Tumeur localisée a faible risque*

Traitement différé a discuter dans des situations particulieres** :

« surveillance active » ou « abstention surveillance clinique »

Traitement immédiat : prostatectomie (curage ganglionnaire
recommandé) ou radiothérapie externe** (+ /- hormonothérapie) ou
Tumeur localisée a risque intermédiaire* exceptionnellement curiethérapie

Traitement différé a discuter dans des situations particulieres** :

« abstention surveillance clinique »

Prostatectomie totale (curage ganglionnaire recommandé) ou
Tumeur localisée a haut risque* radiothérapie externe*** en association a une hormonothérapie

prolongée (2-3 ans)

Radiothérapie externe*** en association a une hormonothérapie
Tumeur localement avancée (stade T3b-T4)
prolongée (2-3 ans)

Stade métastatique (N+ ou M+)

Hormonothérapie (+/- radiothérapie pelvi-prostatique si N+, MO) ;
Atteinte ganglionnaire (N+) ou a distance (M+) o ) ) .
chimiothérapie en cas de résistance a la castration

(*) Classification de d’Amico ; (**) Tumeur asymptomatique ; (***) En cas de radiothérapie, curage ganglionnaire a discuter

Ces traitements peuvent étre regroupés en trois catégories : la surveillance active sans
traitement particulier, les traitements curatifs, dont la chirurgie et la radiothérapie, et les
traitements palliatifs, dont ’hormonothérapie et la chimiothérapie.

* Surveillance active : beaucoup de cancers de la prostate de score de Gleason 6 ou de
faible risque de progression selon d’Amico ne vont pas progresser ou évoluer
lentement sans avoir d’impact sur la survie du patient. Ainsi, le traitement n’est pas
systématique, et cette décision médicale est prise dans le cas d’un cancer de la prostate
cliniquement localisé, asymptomatique, et a faible risque de progression pour des
patients dont I’espérance de vie est supérieure a 10 ans. Il s’agit d’une surveillance

active nécessitant un suivi par PSA tous les 6 mois et des re-biopsies régulieres. Elle a
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pour objectif de différer la mise en place d’un traitement, y compris a visée curative,
et les effets indésirables qui I’accompagnent, tant qu’il n’est pas nécessaire.
Chirurgie : la prostatectomie totale est un traitement curatif proposé aux patients
atteints d’un cancer de la prostate localisé ou localement avancé, dont 1’espérance de
vie est de plus de 10 ans, et classiquement agés de moins de 75 ans. Il consiste en
I’exérese chirurgicale complete de la prostate et des vésicules séminales. Un curage
ganglionnaire pelvien consistant a enlever les ganglions lymphatiques du bassin doit
étre effectué en cas de risque intermédiaire ou élevé si le choix du traitement est la
prostatectomie totale. La résection transurétrale de la prostate (RTUP) est une
intervention pratiquée afin de soulager les symptomes de I’obstruction des voies
urinaires causés par une augmentation de la taille de la prostate, exercant une pression
sur ’uretre. Elle est pratiquée dans les cas de cancer avancé de la prostate, ou chez des
hommes dont I’état de santé ne permet pas de subir une prostatectomie radicale.
Radiothérapie : la radiothérapie externe est un traitement curatif consistant a irradier
la loge prostatique, guidée par imagerie. La radiothérapie interne ou curiethérapie est
un traitement curatif consistant en la mise en place de radioéléments, souvent des
grains d’iode radioactifs, directement dans la prostate, sous contrdle échographique.
Elle est indiquée pour les patients atteints d’un cancer de la prostate localisé et de
faible risque d’Amico ayant une espérance de vie de plus de 10 ans. Elle peut étre
associée a une hormonothérapie de courte durée de 6 mois pour les cancers a risque
intermédiaire ou de longue durée de 3 ans pour les cancers a haut risque de
progression.

Hormonothérapie : traitement palliatif ayant pour but de supprimer 1’effet des
androgenes, cruciaux pour la fonction des cellules prostatiques normales, mais
également pour la croissance des cellules prostatiques tumorales. Il s’effectue par
blocage de leur syntheése ou de leur action, associé ou non a un blocage de leur
fixation sur leurs récepteurs périphériques AR.

La suppression androgénique peut étre réalisée par castration chirurgicale ou
chimique. La castration chirurgicale est définitive et élimine les androgenes
testiculaires de la circulation par la réalisation d’une ablation des testicules soit par
pulpectomie bilatérale, conservant la paroi externe des testicules, soit par

orchidectomie bilatérale, plus rarement utilisée, tout le testicule est enlevé. La
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castration chimique est obtenue par [utilisation de différentes classes d’agents
hormonothérapeutiques.

Son efficacité pour contrdler la progression tumorale est en moyenne de 3 ans chez le
patient métastatique, jusqu’a la survenue inéluctable de la résistance a la castration,
marquant I’entrée dans la phase terminale de la maladie durant laquelle la survie des
patients est de 18 a 24 mois (Zumsteg and Zelefsky, 2012).

* Chimiothérapie : traitement palliatif, utilis¢ dans le cas de cancer de la prostate
métastatique résistant a la castration et symptomatique, dont I’action est dirigée
notamment sur les mécanismes de la division cellulaire. Plusieurs molécules de
chimiothérapie sont disponibles et peuvent étre utilisées successivement, on parle de
lignes de traitement. La molécule de premicre ligne est le docétaxel qui stabilise les
microtubules en inhibant leur dépolymérisation par liaison stable a la tubuline,

entrainant un blocage de la mitose (Tannock et al., 2004; Galsky et al., 2012).
2.3 Cancer de la prostate résistant a la castration

Depuis la découverte de la dépendance androgénique, la suppression androgénique par
castration chirurgicale ou chimique est le traitement de référence pour les patients avec une
récidive biochimique apres thérapie primaire initiale, ainsi que pour ceux atteints d’un cancer
de la prostate localement avancé ou métastatique (Huggins and Hodges, 1972).

Cependant, malgré la réponse initiale au blocage des androgenes, tous les patients
finissent par progresser vers la résistance a la castration au bout de 2 a 3 ans (Harris et al.,
2009). Cet état se définit par la progression clinique (développement de métastases ou
progression d’une maladie préexistante) ou biochimique (trois augmentations consécutives
des taux sériques de PSA) de la maladie, en dépit de la castration et du faible taux de

testostérone circulant (Saad and Hotte, 2010; Cookson et al., 2013).
2.3.1 Régulation hormonale de la prostate en condition physiologique

L’activité de la prostate est connue pour étre finement régulée par des hormones
sexuelles stéroidiennes, notamment les androgeénes, qui jouent un rdle clé lors de la croissance
et du développement fonctionnel de la prostate lors de la puberté, ainsi que dans
I’homéostasie de la prostate chez 1’adulte (Abate-Shen and Shen, 2000; Litvinov et al., 2003).

Ils peuvent agir via deux effets. D’une part, ils stimulent le renouvellement et le maintien de
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I’épithélium prostatique en activant la production de facteurs de croissance, tels que TGF
(Transforming Growth Factor), EGF (Epidermal Growth Factor) et FGF (Fibroblast Growth
Factor), par les cellules stromales. D’autre part, ils contribuent au maintien des fonctions des
cellules luminales sécrétrices, et notamment la production de protéines comme le PSA

(Litvinov et al., 2003).

Chez I’homme, les deux organes produisant les androgenes sont les testicules, 80 a
90%, et les glandes surrénales, 10 a 20%. La synthese et la sécrétion des androgenes sont sous
le contrdle du systeme hypothalamo-hypophysaire (Figure 2.5). La LHRH (Luteinizing
Hormone-Releasing Hormone) et la CRH (Corticotrophine-Releasing Hormone) produites et
activées dans I’hypothalamus interagissent avec leurs récepteurs au niveau de 1’hypophyse,
entrainant la synthése et la sécrétion de LH (Luteinizing Hormone) et ACTH
(Adrenocorticotropic Hormone) respectivement. La LH et ’ACTH interagissent a leur tour
respectivement avec leurs récepteurs au niveau des cellules de Leydig dans les testicules,
entrainant la syntheése et la sécrétion de testostérone, ou au niveau des cellules de la zone
réticulée de la partie corticale des glandes surrénales, entrainant notamment la synthese et la
sécrétion d’androsteénedione, de déhydroépiandrostérone (DHEA) et de testostérone. La
testostérone, provenant des testicules, et les glucocorticoides, provenant de la zone fasciculée
de la partie corticale des glandes surrénales, peuvent exercer un rétrocontrole négatif sur la
production respective de LHRH et LH, ou CRH et ACTH.

Seule une petite partie de la testostérone circulante est non liée et fonctionnellement
active (3%), le reste est li€¢ et séquestré par la SHBG (Sex-Hormone Binding Globulin).
Cependant, la testostérone n’est pas le principal androgéne fonctionnellement actif dans le
microenvironnement prostatique. Apres diffusion dans le cytoplasme, la testostérone est
convertie par ’enzyme So-réductase en DHT (dihydrotestostérone), qui a une affinité cinq
fois plus élevée pour le LBD (Ligand Binding Domain) de AR (Lindzey et al., 1994; Roy et
al., 1999; Feldman and Feldman, 2001; Green et al., 2012).

Le récepteur nucléaire AR de 110 kDa est composé de quatre motifs distincts, le
domaine amino-terminal (NTD), le domaine de liaison a I’ADN, la région charniere, et le
domaine de fixation du ligand (LBD). Le récepteur cytoplasmique est li¢ par des protéines
HSP (Heat-Shock Protein) dans son état inactif. La liaison androgénique, en particulier de
DHT ou de testostérone, au LBD provoque une modification conformationnelle qui conduit a
la dissociation du complexe HSP, suivie de la phosphorylation et de 1’homodimérisation du

récepteur, puis de la translocation au noyau et de la liaison aux éléments de réponse aux
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androgenes (ARE, androgen response element) au niveau de la région promotrice des genes
régulés par AR, contrélant ainsi la survie et la croissance des cellules prostatiques, la
sécrétion de PSA, ainsi que d’autres voies de signalisation (Figure 2.5) (Shafi et al., 2013).
Cette interaction avec la région promotrice est sous 1’influence de nombreux corégulateurs
transcriptionnels, environ 150 identifi€s, dont des enzymes permettant d’ouvrir la structure de

la chromatine pour favoriser la transcription (Heemers and Tindall, 2007).
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Figure 2.5 : Régulation hormonale de la production des androgénes

Adapté d’apres (Narayanan et al., 2016).

2.3.2 Role du récepteur aux androgenes dans le cancer de la prostate

La progression vers un cancer de la prostate résistant a la castration (CRPC) est le plus
souvent provoquée par la réactivation de la signalisation AR qui peut se produire par au
moins six mécanismes de résistance différents, présentés individuellement ci-apres et
regroupés dans la Figure 2.6 (Watson et al., 2015). Par ailleurs, un sous-ensemble de tumeurs
CRPC échappant a la thérapie par suppression androgénique via un autre mécanisme dans
lequel les tumeurs deviennent moins dépendantes de la signalisation AR, c’est-a-dire

indifférentes aux androgenes, sera également présenté (Vlachostergios et al., 2017). La
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compréhension de ces mécanismes responsables de la résistance aux hormonothérapies du

CRPC est essentielle au développement de nouvelles thérapies.
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Figure 2.6 : Mécanismes de I’androgéno-indépendance
Adapté d’apres (Chandrasekar et al., 2015).

2.3.2.1 Amplification de AR et « Hypersensitivity pathway »

L'amplification de AR a été identifiée dans une partie significative des lignées
cellulaires CRPC, allant de 30 a 80% (Liu et al., 2008; Taylor et al., 2010). Elle permet au
CRPC d’étre hypersensible a des faibles niveaux d’androgenes persistants malgré la
suppression androgénique, favorisant la progression de la maladie (Visakorpi et al., 1995;
Gregory et al., 2001). Elle pourrait étre due a une hyperprolifération sélective des cellules

CRPC (Chen et al., 2008).

2.3.2.2 Mutations de AR et « Promiscuous pathway »

Dans les CRPC, plusieurs mutations ponctuelles ont été identifiées sur le gene AR lui-

méme, conduisant a une augmentation de D’activité de AR en présence de faible dose

d’androgenes produites par les glandes surrénales (Culig et al., 1993), ou d’autres hormones
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stéroidiennes non androgéniques, telles que la progestérone (Taplin er al., 1995),
I’hydrocortisone (Zhao et al., 2000), I’estradiol (Taplin et al., 1995), mais également de
certains antagonistes de AR, tels que la Flutamide et le Bicalutamide (Steinkamp et al., 2009),

convertis en agoniste via la mutation.

2.3.2.3 Activation aberrante de AR et « Outlaw pathway »

L’activation de AR, indépendamment de la présence du ligand, est également un
mécanisme important de progression vers la résistance a la castration. Diverses études in vitro
suggerent que des facteurs de croissance, des cytokines, ou encore des voies de signalisation
impliquant des kinases, augmentent la signalisation AR, favorisant ainsi la progression vers la
résistance a la castration de maniere indépendante du ligand (Wang et al., 2009). Par exemple,
les voies de signalisation PI3K-AKT (Phosphoinositide 3 Kinase-Protein Kinase B) ou Ras-
Raf-MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase), hyperactives dans le cancer de la prostate,
sont capables de phosphoryler AR, renforcant ainsi son activité transcriptionnelle en absence

d’androgenes, ou en présence d’une faible quantité (Lu et al., 2006; Xin et al., 2006).

2.3.2.4 Activation constitutive de AR

Des variants d’épissage de AR (AR-V, Androgen Receptor-Variant) ont plus
récemment été identifiés. Ils sont constitutivement actifs, souvent en raison de la perte de la
partie codant le domaine LBD de fixation du ligand (Guo et al., 2009; Hu et al., 2009; Sun et
al.,2010a; Dehm and Tindall, 2011). Les variants d’épissage prédominants sont AR-V1, AR-
V7 et AR-V567, parmi eux ARV7 a été le plus étudié. En effet, AR-V7 est le seul variant
pour lequel un anticorps spécifique est disponible, ayant ainsi permis de mettre en évidence
une expression accrue dans les CRPC (Guo et al., 2009; Hu et al., 2009). 11 régule a la fois les
genes classiquement dépendants de AR, mais également un nouvel ensemble de genes,
classiquement indépendant de AR. Ceci montre que les AR-V peuvent avoir un rdle
semblable, mais également distinct, par rapport a la forme pleine longueur de AR dans les

cellules du cancer de la prostate (Hu et al., 2009; Dehm and Tindall, 2011 ).

2.3.2.5 Co-activateurs et co-répresseurs de AR

Plus de 150 molécules différentes ont déja été identifiées comme co-activateurs et co-

répresseurs de AR (Heemers and Tindall, 2007). En condition physiologique, AR recrute une
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série de complexes corégulateurs, pour renforcer (co-activateurs), ou pour réprimer (co-
répresseurs) l'activité transcriptionnelle. Beaucoup de ces corégulateurs sont des enzymes qui
servent a moduler d'autres protéines dans le complexe, par phosphorylation, méthylation,
acétylation ou ubiquitylation, mais ils ont aussi été identifiés comme protéines chaperonnes,
recruteurs de la machinerie transcriptionnelle et régulateurs d'épissage d'ARN (Hermanson et
al., 2002; Agoulnik and Weigel, 2008; Wolf er al., 2008). Les protéines co-activatrices
peuvent étre surexprimées dans le CRPC, alors que les protéines co-répressives sont
retrouvées a des niveaux réduits, ceci favorise I’activité transcriptionnelle et la croissance

stimulées par les androgenes (Chandrasekar et al., 2015).

2.3.2.6 Stéroidogenese alternative

Le CRPC se développe en présence de taux d'androgenes circulants réduit suite a la
castration. Cependant, dans des modeles de CRPC, des taux intra-tumoraux d'androgenes
identiques ou plus élevés que chez les hommes n’ayant pas subi de castration ont été
observés, ce qui suggere une autre production d'androgenes (Montgomery et al., 2008; Massie
et al., 2011; Kumagai et al., 2013; Mostaghel, 2014). Ceci est probablement di a la
production  surrénalienne de précurseurs androgéniques tels que la DHEA
(déhydroépiandrostérone), qui peut €tre convertie en DHT hautement actif via une voie
alternative. En effet, le DHEA produit par la glande surrénale n’est pas affecté par la
suppression androgénique et est toujours retrouvé dans la circulation. Dans la voie
biochimique de la production de testostérone, il est converti en androstenedione, puis en DHT
via la testostérone ou la 5a-dione en tant qu’intermédiaire en présence ou en absence d’un
traitement supprimant les androgenes respectivement. Ainsi, lors de la suppression
androgénique, il existe une voie alternative appelée Sa-dione, permettant la conversion en
DHT en contournant complétement la testostérone. Cette voie s’est avérée prédominante dans

le CRPC (Chang et al.,2011; Yepuru et al., 2013).

2.3.2.7 Cas particulier du cancer de la prostate neuroendocrine

Récemment, un sous-ensemble de tumeurs CRPC échappant a la thérapie par
suppression androgénique via un nouveau mécanisme d’indépendance de la signalisation AR
et associé a I’acquisition de caractéristiques neuroendocrines a été décrit (Vlachostergios et
al., 2017). En effet, ce cancer de la prostate neuroendocrine (NEPC) posseéde les mémes

caractéristiques morphologiques que d’autres tumeurs neuroendocrines provenant d’autres
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sites primaires, telles que la présence de petites cellules avec un aspect granuleux « poivre et
sel » de la chromatine et une absence de nucléole. Ainsi, son diagnostic est défini de maniere
histologique. Apparaissant rarement de novo, le NEPC représente moins de 2% des patients
au moment du diagnostic du cancer de la prostate, mais représente 10 a 20% des patients
CRPC (Nadal et al., 2014; Parimi et al., 2014). Cliniquement, il est souvent suspecté chez des
patients qui progressent avec des taux de PSA restant faibles a modérés, suggérant moins de
dépendance de AR, et une prédominance de métastases viscérales et/ou osseuses lytiques.

En outre, le NEPC peut également posséder des caractéristiques mixtes ou
superposées avec un adénocarcinome de la prostate. Récemment, une étude a montré que les
NEPC résistants a la castration et les adénocarcinomes CRPC ont des profils d’altérations
génomiques largement similaires, suggérant une évolution clonale du NEPC a partir d’un
précurseur d’adénocarcinome (Beltran et al., 2016). Cependant, des différences épigénétiques
ont été mises en évidence entre ces deux types de CRPC, notamment de méthylation des ilots
CpG, suggérant un réle important de I’épigénome dans la modulation du phénotype du NEPC
(Beltran et al., 2016). De maniere intéressante, dans le cas du NEPC (n’exprimant donc pas
AR) possédant le réarrangement chromosomique TMPRSS2:ERG dont I’expression est
dépendante de AR (voir section 4.3 de I’introduction), la perte de la surexpression androgéno-
dépendante de ERG entraine une augmentation de la dédifférenciation, de la prolifération, de

la résistance aux thérapies ciblant AR, et du phénotype NEPC (Mounir et al., 2015).
2.4 Altérations génomiques du cancer de la prostate

Afin de comprendre les mécanismes de la tumorigenese, il faut comprendre comment
les cellules tumorales sont capables d’échapper aux différents mécanismes de controle, et
ainsi d’acquérir un avantage de prolifération et de survie. L'émergence de nouvelles
technologies expérimentales ont permis une avancée rapide de la compréhension des bases
moléculaires du cancer de la prostate et ont révélé une importante hétérogénéité génétique,
pouvant étre a 1’origine de I’hétérogénéité et du comportement cliniquement variable de la
maladie. La compréhension de ces mécanismes, impliqués des I’initiation du cancer ainsi que
dans sa progression, a permis de mettre au point de nouvelles stratégies diagnostiques et
thérapeutiques.

Ainsi, de nombreux genes voient leur expression ou leur activité fréquemment
dérégulées dans les cas de cancer de la prostate (Khemlina ef al., 2015). Les altérations

génomiques les plus fréquentes sont présentées dans le Tableau 2.7.
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Tableau 2.7 : Principales altérations génomiques des cancer de la prostate
Adapté d’apres (Khemlina ez al., 2015).

Géne Fonction

Aberration et fréquence

Facteur de transcription androgéno-dépendant
TMPRSS2:ETS
Role critique dans la progression du cancer de la prostate
Récepteur nucléaire/Facteur de transcription dépendant de la
fixation de son ligand
AR
Contrdle I’expression de genes spécifiques ayant un role dans la
survie et la croissance
Gene suppresseur de tumeur/Facteur de transcription
Controle I’expression de génes spécifiques ayant un rdle dans

3 I’arrét du cycle cellulaire, I’apoptose, la sénescence et la

réparation de I’ADN
Geéne suppresseur de tumeur
Régule négativement la voie de signalisation intracellulaire PI3K-
PTEN AKT ayant un rdle dans la survie, la prolifération et le
métabolisme
Facteur de transcription
MYC Controle I’expression de génes spécifiques ayant un rdle dans le
cycle cellulaire, I’apoptose et la transformation cellulaire
Geéne suppresseur de tumeur

RBI
Régulateur clé de I’entrée dans le cycle cellulaire

Gene de fusion : 50-79%

Mutation : 2-18%
Amplification : 5-52%
(stade précoce 0-5% ;

castration résistant 20-52%)
Mutation : 3-47%

Perte : 2-15%

Mutation : 2-14%

Perte : 12-41%

Amplification : 2-20%

Mutation : 1-14%
Perte : 5-23%

Parmi les altérations génomiques du cancer de la prostate, la présence des genes de
fusion TMPRSS2:ETS est la plus fréquemment retrouvée, plus particuliecrement du gene de
fusion TMPRSS2:ERG, issu d’une délétion de la région chromosomique entre les locus des
genes TMPRSS2 (Transmembrane Protease, Serine 2) et ERG (ETS-Related Gene), qui sera
décrit dans la section 4 de I’introduction. Nous évoquerons également dans cette section les

interactions entre les différentes altérations génomiques, pouvant agir en synergie avec le

gene de fusion TMPRSS2:ERG dans la progression du cancer de la prostate.
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3. METASTASES OSSEUSES ASSOCIEES AU CANCER DE
LA PROSTATE

Les cancers avancés sont susceptibles d’évoluer vers la formation de métastases (Gupta
and Massague, 2006; Steeg, 2006; Eccles and Welch, 2007). Bien que les cellules
métastatiques puissent théoriquement interférer avec n’importe quel organe, elles ont besoin
de caractéristiques particulieres qui leur permettent de croitre dans des organes éloignés, et le
microenvironnement spécifique de ces organes est essentiel au développement de métastases.
En effet, des 1889, le docteur Stephen Paget proposait déja une théorie sur les métastases dite
« seed and soil », selon laquelle 1’organe touché par la métastase, le sol ou « soil », favorise la
survie et la croissance de la cellule tumorale, la graine ou « seed » (Paget, 1889; Fidler, 2003).
Parallelement, ’expérience clinique démontre que les cellules métastatiques ont une
préférence pour certains organes, tels que le poumon, le foie, 1’0s, le cerveau ou encore la
glande surrénale. Ces microenvironnements métastatiques exercent des fonctions spécifiques
et uniques, qui favorisent ou s’opposent a la colonisation par les cellules métastatiques (Fidler

and Kripke, 2015).

Chez les patients atteints de cancer de la prostate avancé, le squelette est le site le plus
fréquent de métastases, avec une incidence d’environ 80% (Coleman, 2006). Méme si les
patients atteints de métastases osseuses peuvent survivre jusqu’a 10 ans ou plus,
I'établissement de ces métastases est une cause importante de morbidité, entrainant souvent
des douleurs osseuses, des compressions de la moelle épiniere, une hypercalcémie et des
fractures pathologiques (Coleman, 2006). Les métastases osseuses peuvent €tre de trois
types : ostéolytiques, caractérisées par une résorption osseuse due a une activité accrue des
ostéoclastes qui résorbent 1’0s, ostéocondensantes, caractérisées par une augmentation de la
densité osseuses due a une activité accrue des ostéoblastes qui forment ’os, et mixtes,
ostéocondensantes et ostéolytiques (Figure 3.1). Ainsi, I’équilibre entre les activités des
ostéoblastes et des ostéoclastes détermine le phénotype des lésions osseuses. Bien que la
plupart des métastases osseuses du cancer de la prostate aient été classées comme
ostéocondensantes, contrairement a celles du cancer du sein majoritairement ostéolytiques, la
résorption et la formation osseuse sont toutes les deux dérégulées (Mundy, 2002; Roudier et

al.,2003; Roodman, 2004; Logothetis and Lin, 2005).
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-/

Figure 3.1 : Radiographie des deux types de métastases osseuses chez I’homme

Les métastases osseuses peuvent étre classées en ostéocondensantes, c’est-a-dire qu’il y a une
formation osseuse (cas du cancer de la prostate), et ostéolytiques, c’est-a-dire qu’il y a une
résorption osseuse (cas des cancers du sein, du poumon ou du myélome). Il existe également
des métastases osseuses mixtes, a la fois ostéocondensantes et ostéolytiques.

Pour la formation de métastases, la dissémination des cellules tumorales a partir du site
primaire de croissance tumorale est nécessaire. Cependant, peu de ces cellules survivent et se
développent dans des organes a distance car 1’apparition de métastases est un processus

complexe comprenant de nombreuses étapes.
3.1 Métastases osseuses : un processus multi-étapes

Pour que les cellules tumorales prostatiques puissent migrer vers 1’os et s’y établir,
elles doivent franchir plusieurs étapes précoces essentielles dont la mise en place d’un réseau
vasculaire, la perte de propriétés adhésives et 1’acquisition de propriétés invasives leur
permettant ainsi de quitter le site initial et de pénétrer dans la circulation par intravasation
(Figure 3.2). On parle alors de cellules tumorales circulantes (CTC). Pour quitter le site
primaire et survivre dans la circulation, les cellules tumorales subissent une transition
épithélio-mésenchymateuse (EMT). Celle-ci se définit d’une part, par la perte de marqueurs
épithéliaux tels que la E-cadhérine et la 3-caténine, responsables des jonctions cellule-cellule,
conduisant a une perte des propriétés adhésives, et d’autre part, par le gain de marqueurs
mésenchymateux tels que la N-cadhérine et la vimentine, responsables d’un réarrangement du
cytosquelette et de la formation de lamellipodes, permettant ainsi aux cellules tumorales
d’acquérir des propriétés invasives (Kan et al., 2016). Certaines CTC sont capables de
survivre et de transiter dans la circulation, avant de quitter le réseau vasculaire par
extravasation pour pénétrer le tissu cible. De maniere intéressante, les CTC prostatiques

adhérent préférentiellement aux cellules endothéliales des vaisseaux de la moelle osseuse,
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constituant un premier événement clé dans la colonisation du microenvironnement osseux

(Lehr and Pienta, 1998).
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circulation
sanguine

¢
|
:
l

1-transition épithélio- 3-extravasation l

mésenchymateuse
moelle osseuse

B
/ e -

e |

6-réactivation/ 5-dormance/ 4-colonisation
croissance survie
[3 cellule épithéliale normale ’ cellule tumorale

Figure 3.2 : Processus multi-étapes de développement des métastases osseuses

Une fois dans le squelette, les cellules tumorales doivent étre capables d’interagir avec
le microenvironnement. Ainsi, le processus de développement de métastases se poursuit par
(1) la colonisation, lorsque les CTC pénetrent dans le compartiment de la moelle osseuse et
s’engagent dans un microenvironnement spécifique. Elles deviennent ainsi des cellules
tumorales disséminées (DTC). La deuxieme étape implique (2) la dormance et la survie des
DTC, s’adaptant a leur nouveau microenvironnement, évitant le systtme immunitaire, et
résidant dans un état dormant pendant de longues périodes pouvant aller jusqu’a plus d’une
dizaine d’années. La troisieme et derniere étape de (3) réactivation et croissance nécessite une
capacité a s’échapper de 1’état dormant pour proliférer activement et former des lésions
osseuses, obtenues par amplification paracrine réciproque et communication entre les cellules

tumorales et les cellules osseuses, ostéoblastes et ostéoclastes (Figure 3.2) (Ibrahim et al.,

2010; Croucher et al., 2016).

47



3.1.1 Colonisation de I’os par les cellules tumorales circulantes

Le succes de la colonisation des cellules tumorales lors de leur établissement dans 1’os
est probablement déterminé par leurs propriétés intrinseques mais également par des
caractéristiques acquises, régies respectivement par le microenvironnement des tumeurs
primaires ou le microenvironnement osseux lointain (Croucher et al., 2016). Les cellules
tumorales migrent de la tumeur primaire vers I’os par chimiotactisme en réponse a différents
stimuli, c’est ’ostéotropisme. Ainsi, la premiere étape d’engagement se produit lorsque les
cellules tumorales utilisent un profil de récepteurs et de molécules d’adhésion pour localiser
et adhérer aux cellules du microenvironnement osseux (Tableau 3.1) (Croucher et al., 2016;

Kan et al., 2016). Ce mécanisme est semblable a celui utilisé par les cellules souches

hématopoiétiques (HSC) pour migrer vers 1’0s.

Les principales molécules impliquées dans la migration des cellules tumorales sont les
récepteurs de chimiokines CXCR4 et CXCR6 (Chemokine C-X-C motif Receptor 4 et 6), et
leurs ligands respectifs, les chimiokines CXCL12 et CXCL16 (Chemokine C-X-C motif
Ligand 12 et 16). Dans les cellules épithéliales de la prostate, CXCR4 et CXCR6 ne sont pas
exprimés, mais leurs taux d'expression sont significativement plus élevés dans les cellules
cancéreuses invasives (Sun ef al., 2003; Ha et al., 2011).

L’expression du récepteur CXCR4 facilite le chimiotactisme et I’invasion des cellules
tumorales dans les ganglions lymphatiques, le poumon et 1’os, ou son ligand, la chimiokine
CXCL12, est produit en grande quantité (Taichman ez al., 2002; Sun et al., 2010b). Dans 1’os,
CXCR4 se lie a CXCL12 qui est exprimée par les cellules mésenchymateuses adjacentes a la
surface osseuse, ou par les péricytes (Loibl et al., 2014; Correa et al., 2016). L’utilisation
d’un inhibiteur de CXCR4 dans les cellules tumorales prostatiques diminue leur
dissémination dans le poumon et I’os, et, de maniere intéressante, augmente leur sensibilité
aux agents chimiothérapeutiques en les libérant du contrdle par le microenvironnement
osseux (Sun et al., 2005; Domanska et al., 2012).

La chimiokine CXCL16 est exprimée in vivo dans le tissu osseux, notamment via les
ostéocytes, et agit comme un agent chimiotactique in vitro, pour permettre la migration des
cellules tumorales prostatiques exprimant CXCR6, favorisant ainsi la formation de métastases
osseuses (Hu et al., 2008a). De plus, lors des étapes initiales permettant aux cellules
tumorales de quitter le site primaire et d’entrer dans la circulation, I’expression de CXCL16

par les cellules tumorales prostatiques favorise le recrutement de cellules souches
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mésenchymateuses dans la tumeur primaire, contrdle leur différenciation en CAF (cancer

associated fibroblast), induit ’EMT, et favorise la métastase osseuse (Jung et al., 2013).
Cependant, I’inhibition des récepteurs de chimiokines in vivo ne bloque que

partiellement la formation de métastases, suggérant que des facteurs supplémentaires sont

impliqués dans le tropisme osseux des cellules tumorales (Clezardin and Teti, 2007).

Le ligand RANKL (Receptor Activator of Nuclear factor Kappa-B Ligand) est produit
par les ostéoblastes dans 1’0s et interagit avec son récepteur spécifique RANK (Receptor
Activator of Nuclear factor Kappa-B) notamment présent a la surface des ostéoclastes. La
voie RANK/RANKL joue un role clé dans la différenciation et la survie des ostéoclastes
(Edwards and Mundy, 2011). Le récepteur RANK est exprimé dans plusieurs lignées de
cellules tumorales prostatiques et le traitement de ces cellules tumorales avec un RANKL
recombinant déclenche la migration vers 1’os in vitro, alors que 1’utilisation de 1’OPG
(osteoprotegerin), un inhibiteur naturel de 1’interaction RANK/RANKL agissant comme un
récepteur leurre en se liant au RANKL, bloque le tropisme osseux et 1’établissement de
métastases osseuses in vivo (Jones et al., 2006; Boyce and Xing, 2008). Les ostéocytes sont
également une source majeure de RANKL a 1’age adulte, contribuant ainsi également a la
formation des métastases osseuses en favorisant la colonisation des cellules tumorales dans la

moelle osseuse (Ikeda et al., 2001; Nakashima et al., 2011; Xiong et al., 2011).

Les intégrines, médiateurs importants de 1’ancrage des HSC et des cellules tumorales,
se lient a plusieurs facteurs de la matrice osseuse et sont impliquées dans 1’adhésion, la
migration et I’invasion de 1’os. La colonisation osseuse par les cellules tumorales prostatiques
impliquent actuellement deux intégrines : a2f1, se liant au COL1 (Collagen Type 1), et
avp3, se liant a BSP (Bone Sialoprotein), OPN (Osteopontin) et VTN (Vitronectin)
exprimées par les cellules de la lignée ostéoblastique (Cooper et al., 2002; Hall et al., 2006).
De plus, I’interaction CXCR4/CXCR12 augmente 1’expression de I’intégrine avp3, suggérant
que ces intégrines pourraient agir simultanément avec CXCR4, mais également RANKL,
pour favoriser la colonisation osseuse par les cellules tumorales (Sun et al., 2005; Clezardin

and Teti, 2007; Sun et al., 2007).

Les ostéoblastes et les cellules tumorales prostatiques expriment également ANXA?2

(Annexin A2) et son récepteur ANXA2R (Annexin A2 Receptor), respectivement, ce qui

49



favorise le tropisme et I’adhésion des cellules tumorales aux ostéoblastes dans 1’os. Ces effets

sont limités par I’utilisation d’un anticorps bloquant ANXA?2 (Shiozawa et al., 2008).

La protéine CDHI1 (Cadherin 11) est une cadhérine mésenchymateuse,
principalement exprimée par les ostéoblastes, et surexprimée dans les métastases osseuses du
cancer de la prostate, mais pas dans le tissu prostatique normal ou le cancer non métastatique
(Chu et al., 2008). L’appauvrissement en androgenes est un des mécanismes qui conduit a la
surexpression de CDHI11 dans le cancer de la prostate (Lee ef al., 2010). CDHI11 favorise la
formation de métastases osseuses du cancer de la prostate en augmentant la colonisation des
cellules tumorales prostatiques dans 1’os in vivo. Elle permet aux cellules tumorales de
migrer, et d’envahir le microenvironnement osseux en fournissant une liaison physique entre

les cellules tumorales et les ostéoblastes (Huang et al., 2010).

En plus des interactions physiques entre les cellules tumorales et les cellules du
microenvironnement osseux ou la matrice osseuse elle-méme comme précédemment décrites,
il existe des échanges de facteurs de la matrice osseuse, libérés au cours du remodelage
osseux normal, et affectant la localisation et la croissance tumorale (Weilbaecher et al., 2011).
Ainsi, le calcium, abondant dans la matrice osseuse, a un effet sur les cellules tumorales
prostatiques. Celles-ci expriment CaSR (Calcium-Sensing Receptor) et répondent au calcium
ionisé Ca™, susceptible d’entrainer, comme dans le cas de 1’ostéosarcome, une inhibition de
I’apoptose et une stimulation de la prolifération (Yamaguchi et al., 2001). D’ailleurs, une
inactivation du récepteur CaSR dans les cellules tumorales prostatiques réduit la localisation
tumorale a I’os (Liao et al., 2006). De plus, comme cela a été décrit dans le cas du cancer du
sein, le calcium ionisé peut également conduire a une augmentation de la sécrétion de la
protéine PTHrP (Parathyroid-Hormone-related Protein) par les cellules tumorales et ainsi
induire une nouvelle résorption osseuse et une libération de calcium, pouvant a nouveau agir
via la fixation a son récepteur CaSR, créant ainsi un cercle vicieux (Mundy, 2002; Yano et al.,

2004; Mamillapalli et al., 2008).
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Tableau 3.1 : Liste des protéines clés impliquées dans la colonisation de 1’os par les

cellules tumorales prostatiques disséminées

Protéine Description Référence
La migration des cellules tumorales exprimant CXCR4 dans 1’os est médiée
DBl par CXCL12 dérivé des ostéoblastes. (B ek, 2URIE)
CXCR6/CXCL16 CXCL16 est exprimé dans le tissu osseux gt favorise la migration in vitro des (Hu et al., 2008)
cellules tumorales exprimant CXCR6.
RANK/RANKL L’axe RANK/RANKL/favorlse la migration des cellul.es t}lmorales en (Jones et al., 2006)
modulant un réarrangement du cytosquelette in vitro.

Intégrines Les cellules tumorales exprimant les intégrines a2f31 et avf3 ont la capacité (Cooper et al.,2002;

02p1 et avp3

de se lier aux protéines extracellulaires osseuses COL1, BSP, OPN et VTN.

ANXA? produite par les cellules ostéoblastiques et endothéliales favorise la

Hall et al., 2006)

(Shiozawa et al.,

SRRV GNP migration et 1’adhésion des cellules tumorales exprimant ANXA2R. 2008)
CDH11/CDH11 CI?H] 1 exprimée par les ce?llule.s tumo,r'ales 1pterag1t avec CDHI11 des (Huang et al., 2010)
ostéoblastes et favorise la migration et I’invasion des cellules tumorales.
CaSR/Ca*™ Le Ca™ provenant du remodelage osseux stimule la migration des cellules (Liao et al., 2008)

cancéreuses exprimant CaSR.

De maniere intéressante, une nouvelle théorie émerge actuellement, selon laquelle les
cellules tumorales, la graine ou «seed », pourraient influencer 1’organe touché par la
métastase, le sol ou « soil », bien avant leur arrivée, en envoyant des vésicules extracellulaires
capables de préparer la voie a une métastase spécifique d’un organe. En effet, les exosomes
tumoraux, de petites vésicules extracellulaires de 30 a 100nm exprimant des intégrines a leur
surface, ont récemment ét€ impliqués dans la détermination de 1’organotropisme des
métastases, c’est-a-dire le choix de 1’organe ou se développe la métastase (Hoshino et al.,
2015). Ils contiennent des biomolécules fonctionnelles, dont des protéines, des acides
nucléiques et des lipides, pouvant étre transférées d’une cellule a une autre, et parcourant des
distances considérables via les fluides corporels ou sanguins (Colombo et al., 2014). Ces
dernieres années, ils ont été décrits comme capables de favoriser la progression tumorale (Liu
et al.,2015). Plus précisément, cette étude montre que les intégrines présentes a la surface des
exosomes tumoraux (mammaires ou pancréatiques) peuvent déterminer les métastases
organotropes (pulmonaires ou hépatiques) en fusionnant avec des cellules résidentes
spécifiques d’un organe, afin d’établir une niche pré-métastatique (Hoshino et al., 2015). La
niche pré-métastatique décrit le phénomene selon lequel la tumeur primaire pourrait
promouvoir ses propres métastases en recrutant des cellules dérivées de la moelle osseuse
dans I’organe lointain et en établissant des environnements métastatiques de soutien (Kaplan

et al.,2005). Ce terme sera repris dans la partie suivante.
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3.1.2 Dormance et survie des cellules tumorales disséminées dans 1’os

Les métastases osseuses peuvent se développer plusieurs années apres 1’ablation
chirurgicale de la tumeur primaire, suggérant que les DTC peuvent avoir une longue période
de quiescence avant de développer des lésions secondaires (Clezardin and Teti, 2007;
Croucher et al., 2016). Ces DTC ont été identifiées dans la moelle osseuse de patients atteints
de cancer de la prostate des les premiers stades de la maladie ainsi que dans 90% des stades
avancés, et leur présence est associée a un mauvais pronostic (Croucher et al., 2016; Kan et
al., 2016). Apres avoir colonisé le squelette, la seconde étape se produit lorsque les cellules
du microenvironnement osseux, appelé niche, régulent le phénotype des DTC pour induire la
dormance, leur permettant ainsi de s’adapter et de survivre dans I’environnement osseux, et
fournissent une protection contre le systtme immunitaire et les différentes thérapies

(Croucher et al., 2016; Kan et al., 2016).

Dans le squelette, il existe deux niches distinctes, régulatrices du comportement des
cellules souches dans la moelle osseuse. En effet, les HSC quiescentes sont enrichies dans la
niche endostéale bordant la surface osseuse, tandis que la niche vasculaire oxygénée stimule
leur prolifération et leur différenciation (Figure 3.3) (Ehninger and Trumpp, 2011). Dans la
niche endostéale, la quiescence des HSC peut étre régulée par certaines cellules de la lignée
des ostéoblastes, comprenant les ostéoprogéniteurs, les pré-ostéoblastes, les ostéoblastes, mais
également les ostéocytes et les cellules bordantes, dérivant toutes deux des ostéoblastes ayant
remplis leur fonction de formation osseuse. Cependant, la nature exacte de ces cellules ainsi
que les mécanismes moléculaires impliqués dans le contrdle de la niche restent encore a
définir (Askmyr et al., 2009; Bianco, 2011). La majorité de la région endostéale est
recouverte de cellules bordantes. Abondantes et relativement quiescentes, ces cellules ont une
longue durée de vie et sont ainsi de bonnes candidates pour maintenir les HSC et les cellules
tumorales dormantes. Une population particuliere d’ostéoblastes est également présente a la
surface endostéale, les SNO (Spindle-shaped N-cadherin® CD45 osteoblast), pour lesquels les
HSC ont un tropisme particulier (Calvi et al., 2003; Zhang et al., 2003). Ces SNO ont la
capacité de maintenir les HSC quiescentes, et pourraient donc également supporter la
dormance des cellules tumorales. Ainsi, les cellules présentes a la surface endostéale osseuse
peuvent fournir un microenvironnement ou niche spécifique, permettant d’induire la

quiescence des HSC, et pouvant également potentiellement réguler la dormance des DTC.
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Figure 3.3 : Dormance et réactivation des cellules tumorales prostatiques disséminées
dans I’os

Il n’est pas encore clair si les DTC maintiennent leur état dormant au sein d’une niche
pré-métastatique qui leur est spécifique, ou si elles occupent une niche préexistante,
notamment celle des HSC. Ces deux hypotheses ne sont pas mutuellement exclusives. Des
études montrent que les DTC dormantes se localisent dans des niches contenant des cellules
de la lignée des ostéoblastes, qui favorisent la survie et contrdlent la dormance a long terme,
et que ces niches seraient identiques a la niche endostéale occupée par les HSC quiescentes
(Shiozawa et al., 2011; Wang et al., 2015). En fait, les DTC exprimant CXCR4 entrent en
compétition avec les HSC pour le maintien dans un état dormant au niveau de la niche
endostéale (Figure 3.3) (Shiozawa et al., 2011; Wang et al., 2014a). Ainsi, bien que les
signaux qui favorisent la dormance restent a définir, les cellules de la lignée des ostéoblastes
expriment des facteurs qui pourraient y contribuer.

Les ostéoblastes et les cellules tumorales prostatiques expriment respectivement
ANXA?2 et son récepteur ANXAZ2R, et D’interaction entre les deux contrdle la croissance

tumorale (Shiozawa et al., 2008). La liaison des cellules tumorales prostatiques a I’ANXA2
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des ostéoblastes induit I’expression des récepteurs membranaires de la protéine GAS6
(Growth-Arrest Specific protein 6), AXL, SKY et MER qui, dans le systeme
hématopoiétique, induisent la dormance (Shiozawa et al., 2010). L’équilibre entre la
production de GAS6 par les ostéoblastes, et I’expression de ces récepteurs par les cellules
tumorales prostatiques, notamment une forte expression de AXL, est important pour
empécher la prolifération et contréler la dormance des cellules tumorales, et protege
également ces cellules de 1’apoptose induite par la chimiothérapie (Shiozawa et al., 2010;
Jung et al., 2012; Taichman et al., 2013). Ce mécanisme est semblable a celui du maintien de
la quiescence des HSC. De maniere intéressante, le récepteur AXL est stabilisé par I’hypoxie,
et les cellules tumorales se développent généralement dans la région métaphysaire de 1’os
long, normoxique, alors que la région diaphysaire, plus hypoxique, est moins susceptible de
développer des métastases (Kusumbe et al., 2014). D’ailleurs, dans un environnement
hypoxique tel que le microenvironnement osseux, la masse tumorale semble limitée par

I’absence de vascularisation suffisante (Sosa et al., 2014).

Cependant, des DTC dormantes ont également été retrouvées a proximité de la niche
périvasculaire (Ghajar, 2015). Ainsi, la surface endostéale et les cellules de la lignée
ostéoblastique sont importantes pour la colonisation de 1’os par les cellules tumorales et
peuvent contrdler la dormance, mais I’identité spécifique des cellules constituant la niche des
DTC reste a déterminer. Il pourrait s’agir de cellules de la lignée ostéoblastique comme
précédemment décrites, mais également d’autres cellules présentes dans le
microenvironnement osseux (Anthony and Link, 2014). La longue période de latence associée
a la formation de métastases osseuses suggere que la niche maintenant la dormance est un
microenvironnement stable, qui ne subit pas de changements a court terme (Croucher et al.,
2016). Cette hypothese semble confirmée par le fait que, dans le cancer du sein, une
microvasculature osseuse stable maintient une niche dormante en favorisant la quiescence des
cellules tumorales, alors qu’une microvasculature germinative active les cellules dormantes
(Ghajar et al., 2013). Ainsi, les ostéoblastes différenciés et actifs, formant de 1’os, semblent
moins aptes a favoriser la dormance tumorale. En effet, la formation osseuse est un processus
intervenant sur plusieurs mois, et non des années, et ces cellules subissent des changements
durant cette courte période, elles perdent leur capacité a former de ’os, et deviennent des
cellules bordantes, des ostéocytes, ou meurent par apoptose. Ces changements pourraient

modifier la niche des DTC et réactiver les cellules dormantes. En revanche, les cellules en état
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de quiescence a long-terme, telles que les cellules bordantes de la surface osseuse, semblent

mieux placées pour supporter la dormance tumorale a long terme.

3.1.3 Croissance des cellules tumorales disséminées et formation de

Iésions osseuses

La derniere étape est la libération des DTC de la niche, suivie de leur prolifération
active pour former une métastase. Cependant, la compréhension du phénomene de
réactivation des DTC, échappant au contrdle de la niche, est limitée, et la libération sélective
de certaines cellules dormantes suggerent une régulation complexe (Figure 3.3) (Lawson et
al., 2015). Ce phénomene pourrait d’une part €tre controlé par les cellules tumorales elles
mémes, de maniere intrinseque (Giancotti, 2013). En effet, seule une faible proportion de
cellules seront réactivées et échapperont a la dormance. Ces cellules, présentant de
nombreuses caractéristiques de cellules souches cancéreuses, seront capables d’initier des
métastases. Ceci suggere une hétérogénéité dans la population de cellules dormantes. D’autre
part, il pourrait également &tre controlé par des cellules non tumorales, de maniére
extrinseque. Cela nécessiterait des changements du microenvironnement local, entrainant
I’élimination des signaux qui maintiennent les cellules dans un état dormant. Ces deux
modeles pourraient fonctionner indépendamment ou simultanément, avec un nombre limité de
cellules tumorales conservant la capacité a étre réactivée, et des cellules non tumorales du
microenvironnement osseux capable d’éliminer les signaux inhibiteurs.

Les cellules osseuses semblent réguler le comportement des cellules tumorales et
possedent ainsi la capacité de les libérer de leur état de dormance dans la niche. Plus
précisément, les ostéoclastes pourraient jouer ce réle. En effet, une inhibition de la résorption
osseuse par I’OPG ou les bisphosphonates réduit la charge tumorale, suggérant un rdle des
ostéoclastes dans la réactivation de la croissance tumorale dans 1’os (Corey et al., 2003a;
Kiefer et al., 2004; Corey et al., 2005). De plus, une carence en vitamine D ou la castration
chez la souris, connues pour augmenter le renouvellement osseux, accélerent le
développement tumoral dans le squelette (Zheng et al., 2011; Ottewell et al., 2014; Croucher
et al.,2015). 1l existe d’autres preuves dans le cancer du sein et le myélome suggérant que les
ostéoclastes, en remodelant la niche endostéale, peuvent libérer les cellules dormantes et les
réactiver pour former des lésions osseuses (Croucher et al., 2016). Ainsi, le remodelage

osseux et la résorption ostéoclastique augmentent la croissance tumorale en libérant les DTC
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de la dormance dans la niche, mais les mécanismes responsables ne sont pas encore

clairement définis.

Une fois réactivées, les cellules tumorales vont influencer le microenvironnement
osseux pour permettre la formation de métastases ostéocondensantes et établir un cercle

vicieux avec les cellules osseuses et la matrice osseuse.

3.1.3.1 Influence des cellules tumorales disséminées sur le

microenvironnement osseux

L’acquisition d’un phénotype semblable aux cellules osseuses et permettant aux
cellules tumorales prostatiques de se propager, de survivre, puis de proliférer dans la moelle
osseuse est appelée ostéomimétisme (Koeneman et al., 1999; Clezardin and Teti, 2007). Par
exemple, les protéines de la matrice osseuse telles que OPN, OCN (Osteocalcin), et BSP sont
fréquemment tres exprimées dans les cellules tumorales prostatiques (Huang er al., 2005;
Desai et al., 2007). Plus particulierement, ces cellules possédent une signature moléculaire
comprenant des genes impliqués dans le développement et le remodelage osseux normaux
(Tableau 3.2). Ces facteurs sont impliqués dans les lésions ostéocondensantes, soit en
affectant directement la fonction des ostéoblastes, soit en influencant indirectement la
formation osseuse par modification de la matrice osseuse ou du microenvironnement. Les
cellules tumorales pourraient posséder ce phénotype ostéomimétique des leur détachement du

site primaire, ou alors acquérir certaines caractéristiques a leur arrivée dans la moelle osseuse.
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Tableau 3.2 : Molécules produites par les cellules tumorales prostatiques impliquées

dans la formation de la métastase osseuse

Facteur Cible Effet Référence
p Stimule la prolifération, I’activité et la survie Virk and Lieberman, Arth
BMP el (via le facteur de transcription RUNX?2) Res and Therapy, 2007
FGF Ostéoblaste Stimule la différenciation et la prolifération Valta, Endocrinology, 2006
IGF Ostéoblaste Stimule la prolifération et la survie Fizazi, Clin Cancer res, 2003
IL-6 Ostéoblaste Régule la fonction Shariat, Urology, 2001
MDA-BF-1 Ostéoblaste Stimule la formation et I’activation Vakar-Lopez, J Pathol, 2004
c Stimule la prolifération
PSA Ostéoblaste (via le clivage de PTHrP) Cramer, J Urol, 1996
. Stimule la prolifération (via ETAR car homologie Schluter, Br J Pharmacol,
PTHrP el de séquence entre le peptide NH,-terminal et ET-1) 2001
TGFp Ostéoblaste Stimule la prolifération Shariat, J Clin Oncol, 2001
PA Ostéoblast Stimule la prolifération Rabbani, biochem biophys res
v steoplaste (hydrolyse IGFBP et augmente I'IGF libre) commun, 1990
Kontsilieris. 1994
PDGF Ostéoblaste Stimule I’activité Yi, Cancer Res, 2002
Cellule endothéliale Stimule 1’angiogenese REF
VEGF Ostéoblaste Stimule la différenciation Lz, (Caneer e, 2005 ¢
Cellule endothéliale Stimule I’angiogenése Dai, Cancer Res, 2004
Street. PNAS TISA 2002
ET-1 Oste}oblaste Stimule la prohferatl.on (via ETAR, DKKI1 et Wnt) Nelson, World J Urol, 2005
Ostéoclaste Inhibe la motilité
Wt Ost«?oblaste Stimule la dlfferenglatl?n, 1.a .SI{I'VIC et activité Hall, J Cell Biochem, 2006
Ostéoclaste Inhibe I’activité
OoPG Ostéoclaste Inhibe la formation et I’activité (via RANKL) Corey, cancer Res, 2005

3.1.3.2 Notion de cercle vicieux dans les métastases osseuses du cancer de la

prostate

Au cours de la formation des métastases ostéocondensantes, les interactions entre les
cellules tumorales, les cellules osseuses et la matrice osseuse constituent un cercle vicieux
(Figure 3.4) (Mundy, 2002; Logothetis and Lin, 2005; Clezardin and Teti, 2007; Ibrahim et
al.,2010).

Dans les premiers stades, les cellules tumorales prostatiques produisent des facteurs
ostéogéniques, précédemment décrits, qui activent les ostéoblastes (Tableau 3.2). En réponse

a ces facteurs ostéogéniques, les ostéoprogéniteurs se différencient en ostéoblastes qui

forment alors une nouvelle matrice osseuse. Les ostéoblastes produisent des facteurs, tels que
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IL-6 (Interleukin-6), MCP-1 (Monocyte Chemotactic Protein-1), VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor) et MIP-2 (Macrophage Inflammatory Protein-2), capables de promouvoir la
colonisation de 1’os par les cellules tumorales prostatiques, ainsi que leur développement dans
I’environnement osseux (Ottewell, 2016). La nouvelle matrice osseuse non minéralisée
fournit un sol plus fertile pour les cellules tumorales prostatiques. Elle est enrichie en facteurs
de croissance capables d’attirer ces cellules et de favoriser leur survie et leur prolifération
dans I’environnement osseux. A leur tour, les cellules tumorales prostatiques produisent a
nouveau des facteurs ostéogéniques pouvant activer les ostéoblastes.

Par ailleurs, en particulier au début du processus, les cellules tumorales et les
ostéoblastes sécretent également du RANKL pouvant activer les ostéoclastes. Ceci conduit a
un certain niveau de résorption osseuse et génere ainsi plus d’espaces pour les lésions
ostéocondensantes dominantes. De plus, le calcium et les facteurs de croissance, tels que
TGFp et IGF (Insulin-like Growth Factor), libérés de la matrice osseuse au cours de la
résorption osseuse peuvent également renforcer ce cercle vicieux en favorisant la prolifération

continue des cellules tumorales prostatiques et des ostéoblastes (Ottewell, 2016).

IL-6

Ca2+ A .
Facteurs sécrétés MCP-1

TGFp par cellules tumorales VEGF
IGF MIP-2

RANKL
4—

‘ ostéoclaste ‘ ostéoblaste ’ cellule tumorale

Figure 3.4 : Cercle vicieux dans les métastases osseuses du cancer de la prostate
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3.2 Traitements des métastases osseuses

Les traitements efficaces contre les métastases osseuses ne sont pas encore
disponibles. La chimiothérapie traditionnelle, comme le docétaxel, est moins efficace contre
les métastases osseuses. Par ailleurs, la suppression androgénique peut bénéficier aux patients
en réduisant leurs tumeurs primaires, mais ce traitement a été suggéré pour augmenter la
fréquence des événements li€s au squelette en favorisant 1'ostéoclastogenese, augmentant ainsi
le remodelage osseux et la progression métastatique (Corey et al., 2003b; Sternberg, 2008;
Loriot et al., 2012). De plus, les thérapies a base d'ablation d'androgenes diminuent la densité
globale de la masse osseuse, ce qui entraine un risque accru de fracture, indépendamment de
la métastase (Shahinian et al., 2005; Smith et al., 2005). Ainsi, les stratégies utilisées
actuellement sont la stabilisation chirurgicale, la radiothérapie et les traitements anti-

résorption osseuse.

Dans de nombreux cas de métastases osseuses, la chirurgie est utilisée pour stabiliser
I’os et traiter les fractures pathologiques imminentes ou déplacées qui causent une morbidité
importante et interrompent souvent les efforts de traitement en cours. Elle est efficace pour
améliorer le contrdle de la douleur et la mobilité, et facilite les efforts consécutifs a 'emploi

de radiothérapie et de chimiothérapie (Aboulafia et al., 2007).

La radiothérapie est un traitement efficace de la métastase osseuse en terme de
prévention des fractures imminentes, de maitrise de la douleur, et de restauration de la
fonction (Vakaet and Boterberg, 2004; Valkenburg and Williams, 2011). Dans de rares cas,
elle peut avoir un effet curatif sur les 1ésions osseuses. Le radium 223, un isotope de radium a
demi-vie courte de 11 jours et émetteur de particules alpha, est un nouveau
radiopharmaceutique prometteur (Cheetham and Petrylak, 2012). Il est préférentiellement
absorbé par I’os, en raison de sa ressemblance chimique avec le calcium, permettant de
délivrer son rayonnement localement, et donc sans toxicité médullaire théorique. De plus, le
rayonnement alpha a une portée tres courte dans les tissus, autour de 2 a 10 cellules, par
rapport aux rayonnements béta ou gamma. Cela réduit les dommages aux tissus sains
environnants, produisant un effet plus localisé que le strontium 89 par exemple, également
utilisé pour traiter les métastases osseuses du cancer de la prostate (Henriksen et al., 2003).
Une amélioration de la survie est constatée pour les cancers prostatiques résistants au

traitement par hormonothérapie, avec métastases osseuses (Parker et al., 2013).
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Actuellement, il existe deux traitements anti-résorption osseuse utilisés en clinique, les
bisphosphonates et le denosumab. La théorie derriere cette stratégie de traitement est qu'en
arrétant la résorption osseuse médiée par les ostéoclastes, le renouvellement osseux est arrété,
stoppant ainsi 1'ostéolyse et diminuant la taille des métastases osseuses. En effet, comme
décrit précédemment, la résorption osseuse ostéoclastique est impliquée dans la réactivation
des DTC dormantes, mais elle participe également au cercle vicieux des métastases osseuses.

Les bisphosphonates sont largement utilisés comme traitement palliatif des métastases
osseuses et d'autres maladies associées a la perte osseuse. Ils diminuent la morbidité
squelettique, douleurs osseuses et fractures pathologiques, ce qui conduit a une amélioration
de la qualité de vie mais, ils ne procurent pas un bénéfice prolongé aux patients atteints d’un
cancer avancé (Dunstan et al., 2007; Khosa et al., 2007). Les bisphosphonates inhibent le
renouvellement osseux en provoquant l'apoptose des ostéoclastes (Drake et al., 2008). De
plus, ils peuvent induire directement l'apoptose des cellules cancéreuses et inhiber
I'expression génétique pro-ostéoclastique (Asahi et al., 2006). Cependant, les bisphosphonates
ont de lourds effets indésirables tels que l'insuffisance rénale et I'anaphylaxie pour les plus
graves, ou encore 1’ostéonécrose de la méchoire et les fractures atypiques du fémur (Ibrahim
et al., 2003; Puhaindran et al., 2011). L’acide zolédronique est le plus couramment utilisé et
le plus puissant du marché (Li and Davis, 2003).

L’une des voies les plus étudiées ces dernieres années, I’axe RANK/RANKL/OPG, a
été préconisée comme cible thérapeutique potentielle car elle régit ’homéostasie osseuse,
dans des conditions physiologiques normales et pendant le progression des métastases
osseuses. Ainsi, la thérapie anti-RANKL ciblée évolue en tant que stratégie anti-résorption.
Le denosumab est un anticorps monoclonal qui se lie compétitivement a RANKL, ce qui
entralne une inhibition puissante de la résorption osseuse. Bien que mécaniquement similaire
aux bisphosphonates, le traitement par denosumab peut étre plus puissant dans la prévention
des événements squelettiques liés a 1'établissement de métastases osseuses, et diminue le

risque de toxicité rénale (Fizazi et al., 2009; Fizazi et al., 2011).

Le développement de nouveaux produits thérapeutiques est nécessaire. Bien que des
progres aient été réalisés pour comprendre le cercle vicieux des métastases osseuses, c’est-a-
dire comment les cellules tumorales apportent des changements a la physiologie osseuse et
comment le microenvironnement osseux peut influencer la croissance de la tumeur, les
connaissances actuelles des événements primitifs de colonisation, survie, dormance et

réactivation sont limitées. Pourtant, c’est probablement lors de ces étapes que les cellules
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tumorales sont les plus vulnérables au ciblage thérapeutique et sont susceptibles de fournir la

meilleure opportunité pour éradiquer la maladie.

3.3 Modeéles d’étude in vivo des métastases osseuses

Les modeles animaux sont des outils importants pour étudier la pathogenese et
élaborer des stratégies de traitement des métastases osseuses chez I’homme. Ils comprennent
notamment les tumeurs spontanées survenant chez les rongeurs ou les petits mammiferes
comme le chien ou le chat, les modeles de souris transgéniques, et les modeles de xénogreffes
de cancers humains et/ou animaux (Simmons et al., 2015). Chaque modele présente des
avantages et des inconvénients, et il n’existe actuellement aucun modele idéal pour les
métastases osseuses qui soit reproductible, progresse rapidement pour permettre d’étre étudié,
et qui récapitule toutes les étapes de la tumorigenese et des métastases chez 1’homme, c’est-a-
dire les changements génétiques, le phénotype métastatique, et les modifications du
microenvironnement osseux (Valkenburg et al., 2013).

Les tentatives initiales de trouver des systemes animaux pour étudier la métastase
osseuse ont été entravées par le fait que le cancer spontané de la prostate est rare chez les
rongeurs et les primates non humains. Seuls les rats et les chiens développent spontanément
des cancers de la prostate, et seuls les chiens ont une propension vers des métastases osseuses
mixtes ostéocondensantes/ostéolytiques au niveau du squelette axial et des os longs (Rosol et
al., 2003; Leroy and Northrup, 2009). Les modeles de souris génétiquement modifiées sont
généralement considérés comme une maniere précise de mimer le cancer humain mais,
malgré de nombreuses tentatives, il n’existe actuellement aucun modele qui récapitule
précisément et systématiquement le processus de métastases osseuses (Kasper and Smith,
2004; Shappell et al., 2004; Valkenburg and Williams, 2011). Par conséquent, le modele
expérimental actuellement utilisé pour modéliser la métastase osseuse est I’implantation de
cellules néoplasiques, provenant de lignées cellulaires tumorales humaines ou de tumeurs
primaires, chez les rongeurs immunodéprimés, souvent la souris (Singh and Figg, 2005). Les
principales lignées cellulaires humaines de cancer de la prostate et leurs caractéristiques sont
présentées en Tableau 3.3. Plusieurs souris immunodéficientes sont disponibles pour de tels
modeles, mais elles présentent cependant un inconvénient, le réle du systeéme immunitaire ne
peut étre étudié (Valkenburg and Williams, 2011; Cossigny and Quan, 2012). Les techniques
d’injections les plus courantes pour étudier les métastases osseuses sont (1) les injections

orthotopiques, dans la prostate, (2) les injections intravasculaires, dans la veine de la queue ou
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dans le ventricule cardiaque gauche, (3) les injections intra-osseuses, dans le tibia ou le fémur
et (4) les injections sous-cutanées, accompagnées de transplantations sous-cutanées de

fragments d’os humains (Figure 3.5) (Simmons et al., 2015).

Tableau 3.3 : Principales lignées cellulaires humaines de cancer de la prostate et leurs

caractéristiques
Phénotype des Temps Sensibilité
Nom Source métastases de aux PSA AR Fusion ETS Référence
osseuses doublement androgeénes
DU145  Cerveau Ostéolytiques 34h Non Non Non Non (Stolr19e7§t) al.,
N s (Kaighn et
PC3 Vertebre Ostéolytiques 33h Non Non Non Non al., 1979)
PC3M- L. Non (Jenkins et
Luc-C6 PC3 Ostéolytiques o Non Non Non Non al., 2003)
PC3c PC3 Mixtes Nqn . Non Non Non Non (Fradet et al.,
renseigné 2013)
. . . . . Fusion (Korenchuk
VCaP  Vertebre Mixtes 120-144h Oui Oui  Oui TMPRSS2:ERG et al., 2001)
. . . . . Translocation (Horoszewicz
LNCaP Ganglion Mixtes 28-60h Oui Oui  Oui ETV1 et al., 1980)
. . . Translocation (Wuetal.,
C4-2 LNCaP  Ostéocondensantes 48h Non Oui  Oui ETV1 1994)
) . . Translocation (Thalmann et
C4-2B LNCaP  Ostéocondensantes 48h Non Oui  Oui ETV1 al., 1994)
MDA- . . . . (Navone et
PCa-2a Os Ostéocondensantes 82-93h Oui Oui  Oui Non al., 1997)
MDA- . . . . Translocation (Navone et
PCa-2b Os Ostéocondensantes 42-73h Oui Oui  Oui ETV1 al., 1997)

3.3.1 Injections orthotopiques

Il existe d’importantes différences anatomiques entre les glandes prostatiques des
rongeurs et des humains. Brievement, les humains ont une glande comprenant plusieurs zones
et composée d’acini, comme décrit dans la partie précédente de 1’introduction, alors que les
rongeurs ont quatre lobes distincts et pas d’acini véritable. Les injections orthotopiques,
directement dans la prostate, sont habituellement faites dans les lobes ventraux ou dorsaux de
la prostate murine, car ils sont les plus facilement accessibles et les plus anatomiquement
semblables a la prostate humaine (Park et al., 2010). Elles ont I’avantage d’étre un modele
complet du processus métastatique, de la croissance tumorale primaire a la formation et la
prolifération d’une métastase au niveau d’un site distant. Cependant, dans ces modeles
orthotopiques, les métastases osseuses sont relativement rares par rapport aux métastases des
tissus mous, et sont dépendantes de la lignée cellulaire injectée.

Ces modeles sont plutdt utilisés pour étudier le développement et la croissance des
tumeurs primaires, ou pour étudier I’effet de nouveaux médicaments sur le volume tumoral ou

sur la capacité de la tumeur a envahir le stroma environnant ou a métastaser aux ganglions
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lymphatiques. Lorsqu’une métastase osseuse est induite en utilisant ce type d’injection, elle
fournit des informations précieuses sur la facon dont les cellules cancéreuses traversent le
processus de la formation d’une tumeur primaire, a la croissance et au maintien d’une lésion
métastatique. Les cellules cancéreuses injectées dans leur organe d’origine se comportent
théoriquement comme elles le feraient dans le contexte initial, car le microenvironnement de
l'organe de 1'hote principal de la tumeur est considéré comme important pour le
développement des métastases (Chung et al., 2003). Cependant, les microenvironnements de
I'humain et de la souris different, ce qui peut expliquer pourquoi si peu de métastases osseuses
se produisent dans ces modeles de souris. Une autre utilisation importante de ces modeles est
la sélection de lignées cellulaires susceptibles de métastaser dans des organes particuliers,
comme cela a par exemple été réalisé pour les lignées cellulaires C4-2 et C4-2B dérivées de la
lignée cellulaire LNCaP, ou pour les PC3M-Luc-C6 et PC3c dérivées de PC3 (Tableau 3.3)
(Pettaway et al., 1996).

3.3.2 Injections intravasculaires

Les injections intravasculaires sont de deux types, intraveineuse dans la veine de la
queue, ou intra-cardiaque dans le ventricule gauche. Ces types d’injection simulent
I’apparition de métastases spontanées chez la souris, en évitant les étapes d’invasion et
d’intravasation des cellules tumorales. Elles permettent d’étudier le tropisme des cellules
tumorales et d’examiner les interactions de ces cellules avec le microenvironnement des tissus
envabhis.

Toutes les injections dans les veines sont relativement simples mais conduisent
rarement aux métastases a 1'os. Apreés l'injection dans la veine de la queue par exemple, le
premier lit capillaire que rencontre les cellules tumorales est le systeme vasculaire pulmonaire
(Elkin and Vlodavsky, 2001). Les injections de veine de queue sont mieux adaptées pour
étudier les métastases pulmonaires et ne sont pas souvent utiles dans la recherche de
métastases squelettiques par rapport a d'autres méthodes.

L'injection intra-cardiaque ventriculaire gauche est une technique courante pour
étudier la circulation des cellules tumorales, l'extravasation vasculaire et les métastases a
distance. Cela en fait une technique précieuse pour la recherche sur les métastases osseuses.
Cependant, c’est une technique difficile a maitriser et le pourcentage de souris qui
développent des métastases, ainsi que 'emplacement et le nombre de métastases, peuvent €tre

variables et dépendent des lignées cellulaires. L'utilisation d'imagerie bioluminescente
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immédiatement apres une injection intra-cardiaque est utile pour confirmer une injection
réussie, car les cellules cancéreuses circuleront dans toutes les régions du corps. Ensuite, elle
permet d’identifier rapidement les sites de métastases chez 1’animal vivant. En effet, les
lignées cellulaires sont typiquement transfectées ou infectées avec un vecteur d’expression
contenant la luciférase, et les tumeurs sont imagées in vivo apres injection de luciférine,

substrat pour la luciférase.
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Figure 3.5 : Différents modeles d’injections utilisés pour étudier la progression du
cancer de la prostate et les métastases osseuses

Des injections orthotopiques, dans la prostate, reproduisent 1’invasion, 1’extravasation et la
formation de métastases. Des injections intravasculaires, dans la veine de la queue ou le
ventricule cardiaque gauche, reproduisent l'extravasation et la formation de métastases.
Cependant, les injections dans la veine de la queue tendent a favoriser les métastases
pulmonaires, tandis que les injections intra-cardiaques dans le ventricule gauche permettent
aux cellules néoplasiques de se localiser a n'importe quel tissu du corps en fonction de son
phénotype métastatique inhérent. Enfin, des injections intra-osseuses (ou sous-cutanées
accompagnées de la transplantation de fragments d’os humain) reproduisent la capacité a se
développer et a modifier le microenvironnement osseux. Adapté d’apres (Werbeck et al.,
2014).
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3.3.3 Injections intra-osseuses

Les injections intra-osseuses sont généralement effectuées dans le tibia ou le fémur de
la souris. C’est une méthode reproductible et causant une morbidité limitée des animaux, mais
ce n’est pas un modele métastatique littéral car les cellules n’ont pas besoin de métastaser de
la tumeur primaire au site distant. Cependant, ce modele peut fournir des informations sur la
facon dont les cellules cancéreuses proliferent et se maintiennent dans I'os, ainsi que sur les
interactions des cellules cancéreuses avec 1’0s et le microenvironnement osseux (Tannehill-
Gregg et al., 2006; Simmons et al., 2015). 11 est plus facile d'induire la croissance tumorale
dans I'os en utilisant des injections intra-osseuses que tout autre type d'injection.

Des analyses peuvent étre effectuées pour déterminer la nature ostéocondensante ou
ostéolytique des os et des lésions qui s'y trouvent. L'imagerie radiographique est couramment
utilisée pour évaluer la densité minérale osseuse locale ou les changements morphologiques
osseux (Dai et al., 2008). La tomodensitométrie (WCT) permet 1’acquisition et I’analyse de la
structure tridimensionnelle de 1’os, a la fois in vivo et ex vivo, et fournit des données
qualitatives et quantitatives (Mizutani and Suzuki, 2012). La coloration histologique de la
phosphatase acide résistant au tartrate (TRAP) est utilisée pour étudier 1'ostéoclastogénese in
vivo induite par les cellules cancéreuses, et elle peut également €tre utilisée pour des essais de
co-culture in vitro. La coloration de la phosphatase alcaline est utilisée pour tester 1'activité
des ostéoblastes et la coloration Von Kossa pour évaluer la minéralisation osseuse (Hall et al.,

2005).

3.3.4 Injections sous-cutanées et transplantations sous-cutanées de

fragments d’os humains

L’implantation d’os humain adulte ou feetal ainsi que I’injection sous-cutanée de
cellules tumorales chez la souris immunodéprimée est un modele fournissant un
microenvironnement osseux humain sur lequel les cellules tumorales peuvent se loger,
constituant ainsi une représentation plus précise des métastases osseuses humaines
(Shtivelman and Namikawa, 1995; Nemeth et al., 1999; Yonou et al., 2001; Liao et al.,
2008). D’ailleurs, les cellules cancéreuses humaines préferent se loger dans 1'os humain plutét
que dans I'os murin (Tsingotjidou et al., 2001). Cependant, I'os foetal et 1’os adulte n’ont pas
la méme structure, et il existe de nombreuses variables biologiques provenant de la source de

I’0s qui pourraient compliquer l'interprétation des résultats. Un autre inconvénient, comme les
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injections intra-osseuses, est qu’il ne s’agit pas techniquement d’un modele de métastase car
il ne permet qu’une étude ciblée de 1’étape finale de la cascade métastatique, c’est-a-dire des

interactions des cellules cancéreuses humaines avec 1'os humain.

Il est peu probable que ce modele d’implantation de cellules néoplasiques chez les
rongeurs immunodéprimés soit un jour un modele parfait pour étudier les métastases
osseuses, en raison de la nature hétérogeéne du cancer et des métastases, des facteurs
environnementaux qui ne peuvent étre imités, et du fait que la génétique et la physiologie de
I’homme et de la souris ne sont pas identiques. Cependant, il permet de reproduire fidelement
certaines étapes de la métastase, et les chercheurs peuvent choisir entre différentes techniques
d’injections ayant des caractéristiques spécifiques par rapport aux systemes qu’ils étudient et
aux questions posées.

Récemment, des modeles de xénogreffes dérivées de patients (PDX) ont été utilisés
pour la recherche clinique, dans le but de surmonter les limites des modeles traditionnels en
obtenant une plus grande fidélité a la pathologie humaine (Tentler ef al., 2012; Siolas and
Hannon, 2013). Ces modeles PDX sont générés en utilisant des tissus tumoraux
chirurgicalement prélevés d’un patient, et implantés directement dans des souris
immunodéprimées, sans aucune manipulation in vitro. Les tumeurs sont ensuite maintenues in
vivo par des passages de souris a souris. Ces modeles de tumeurs PDX présentent de
nombreux avantages puisqu’ils sont biologiquement stables, et conservent une grande partie
des caractéristiques moléculaires, génétiques et histologiques, ainsi que 1'hétérogénéité de la
tumeur originale et la réponse au traitement. Cependant, leur utilisation dans la recherche sur
le cancer est encore limitée, en partie a cause des colits élevés d’entretien des animaux, de la
longue période de latence apres la greffe, des taux variables de réussite des greffes, et de

I’acces restreint aux échantillons de patients.
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4. GENE DE FUSION TMPRSS2:ERG

Afin de mieux comprendre le role du gene de fusion TMPRSS2:ERG dans la formation
des métastases osseuses du cancer de la prostate, nous allons d’abord présenter, dans cette
partie, les connaissances acquises sur la famille des facteurs de transcription ETS, puis celles
acquises sur le facteur de transcription ERG appartenant a cette famille, et enfin les études

réalisées sur le géne de fusion impliquant ce facteur dans le cancer de la prostate.
4.1 Famille des facteurs de transcription ETS

Le fondateur de cette famille est 1’oncogeéne viral v-ets, isolé a partir du génome du
rétrovirus aviaire E26, d’ou le nom ETS (E-Twenty-Six ou E-26 Transformation-Specific)
(Leprince et al., 1983; Nunn et al., 1983). Les genes homologues de v-efs ont ensuite été
identifiés dans le génome de I’homme et du poulet, les genes ETS étant conservés au cours de
I’évolution chez les métazoaires (de Taisne et al., 1984; Gegonne et al., 1987; Laudet et al.,
1999). A ce jour, trente genes de la famille ETS ont été identifiés, dont vingt-huit dans le
génome humain (Hollenhorst et al., 2011). Ces facteurs de transcription sont classés en
plusieurs sous-familles en fonction de leur composition structurale et leur degré de similarité
au niveau du domaine ETS de liaison a I’ADN, par 1’algorithme « neighbor-joining method »

(Figure 4.1) (Saitou and Nei, 1987; Thompson et al., 1994).

Les vingt-huit facteurs de transcription ETS partagent un domaine de liaison a I’ADN
hautement conservé, le domaine ETS, conditionnant 1’appartenance a cette famille (Figure
4.1). Ce domaine de 85 acides aminés se compose de trois hélices o soutenues par quatre
feuillets [, formant un motif hélice-tour-hélice de type « ailé » (WHTH, winged helix-turn-
helix) (Graves and Petersen, 1998; Hollenhorst ef al., 2011). 1 se lie directement a I’ADN par
I’intermédiaire de la troisieme hélice o, au niveau d’une région s’étendant sur 12 a 15 paires
de bases, avec une préférence pour une séquence riche en purine, de plus ou moins 9 paires de
bases, et contenant un motif consensus 5’-GGA(A/T)-3’ central (Karim et al., 1990; Graves
and Petersen, 1998; Oikawa and Yamada, 2003). La spécificité de liaison des différentes
protéines ETS est définie par les bases flanquant ce motif (Wei et al., 2010). Par ailleurs, les
facteurs de transcription ETS sont capables d’agir en coopération avec d’autres facteurs de
transcription, comme le démontre la présence de site de fixation a I’ADN dit composite au
niveau des genes cibles, c’est-a-dire incluant des sites ETS/FOXC (Forkhead box C) ou

ETS/API1 (Activated Protein 1) par exemple (Moulton ef al., 1994; De Val et al., 2008).
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Figure 4.1 : Famille des facteurs de transcription ETS humains, alignés sur le domaine
ETS, signature de la famille ETS

Adapté d’apres (Hollenhorst ef al., 2011).

Un autre domaine conservé, partagé par un tiers des protéines de la famille ETS, est le
domaine PNT (Pointed) situé en amont du domaine ETS, dans la partie N-terminale de la
protéine (Figure 4.1). Ce domaine de 65 acides aminés est formé par cinq hélices o
(Mackereth et al., 2004; Hollenhorst et al., 2011). Ses fonctions ne sont pas encore tout a fait
élucidées, mais il semble notamment impliqué dans la modulation des propriétés

transcriptionnelles des protéines ETS (Gegonne et al., 1987; Schneikert et al., 1992; Rao et
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al., 1993; Carrere et al., 1998). En effet, il fonctionne comme un site d’interaction avec des
kinases ou des co-régulateurs transcriptionnels, et est impliqué dans I’hétérodimérisation avec
des partenaires protéiques, pouvant notamment €tre d’autres facteurs de transcription de la
famille ETS (Basuyaux et al., 1997; Lacronique et al., 1997; Sharrocks, 2001; Seidel and
Graves, 2002). De plus, le domaine PNT est treés similaire au domaine SAM (Sterile Alpha
Module), plus répandu, impliqué dans des interactions protéine-ARN et protéine-protéine, y
compris la formation d’homodimere (Graves and Petersen, 1998; Kim and Bowie, 2003;

Mackereth er al., 2004).

En plus des domaines ETS et PNT, il existe aussi la boite-B dans les facteurs de
transcription TCF (ELK3, ELK4 et ELK1; ELK, ETS domain-containing protein Elk)
(Figure 4.1). Ce domaine forme des éléments structuraux qui peuvent interagir avec le SRF
(Serum Response Factor) (Ling et al., 1997). Le domaine OST (On-SighT) présent
uniquement dans le facteur de transcription GABPA (GA-Binding Protein transcription
factor, Alpha subunit) pourrait participer au recrutement de cofacteurs (Figure 4.1) (Kang et

al.,2008).
4.2 Facteur de transcription ERG

Le géne ERG (ETS-Related Gene), membre de la famille des facteurs de transcription
ETS, a été décrit en 1987 dans des cellules d’adénocarcinome colorectal humain (Rao et al.,

1987; Reddy et al., 1987).
4.2.1 Structure génomique et isoformes

Le gene ERG se situe sur le brin inverse du chromosome 21 (21q22.2) et s’étend sur
282 kb (Rao et al., 1988; Hattori et al., 2000). Il possede jusqu’a 12 exons potentiels, et au
moins 3 promoteurs proximaux différents mutuellement exclusifs (Figure 4.2) (Rao et al.,
1987; Reddy et al., 1987; Duterque-Coquillaud et al., 1993; Prasad et al., 1994). De plus, une
région de 85 kb en aval du site d’initiation de la transcription a également été identifiée
comme un enhancer de ERG, actif pendant 1’hématopoiese normale et dans les cellules de
leucémie lymphoblastique aigiie a cellules T. Dans ces cellules, ERG régule positivement sa

propre expression via cet enhancer (Thoms et al.,2011).
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Figure 4.2 : Structure du gene ERG humain et de ses isoformes
Adapté d’apres (Shah et al., 2016).

Une étude a identifié plus de 30 isoformes différentes de ERG, conduisant a la
production d’au moins 15 polypeptides (Zammarchi et al., 2013). L’expression de ces
isoformes de ERG dépend de 1’épissage d’exons alternatifs et de 1’utilisation de sites
d’initiation de la traduction et de polyadénylation alternatifs (Figure 4.2) (Rao et al., 1987,
Duterque-Coquillaud et al., 1993; Prasad et al., 1994). Parmi les transcrits alternatifs, ERGI,
ERG2, ERG3 (p55), ERG4 (p49), et ERGS (p38) codent pour des protéines fonctionnelles qui
se lient a I’ADN et sont considérées comme des transactivateurs transcriptionels (Rao et al.,
1987; Reddy et al., 1987; Reddy and Rao, 1991; Duterque-Coquillaud et al., 1993; Prasad et
al., 1994). ERG2 et ERG3 (p55) sont les isoformes principales, les plus représentées chez
I’homme (Rainis et al., 2005). ERG7 et ERGS8 sont prédits pour former des protéines
fonctionnelles car elles ont des cadres de lecture ouverts, mais ces deux isoformes n’ont pas

de domaine ETS de liaison a ’ADN (Owczarek et al., 2004).

Récemment, une étude a identifié une séquence de localisation nucléaire nettement

conservé dans le domaine ETS ; I'isoforme ERGS8, ne possédant pas ce domaine de liaison a
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I’ ADN situé dans 1’exon 11, est incapable de lier I’ADN et se localise principalement dans le
cytoplasme (Hoesel et al., 2016). L’inhibition de I’expression de ERG8 dans les cellules
endothéliales entraine une régulation positive de 1’activité transcriptionnelle des isoformes de
ERG endogenes, suggérant que ERGS8 fonctionne comme un inhibiteur des isoformes actives
de ERG. Dans les cellules endothéliales quiescentes, les isoformes ERG3 et ERG5 sont
constitutivement exprimées (Hewett et al., 2001), alors que les isoformes ERG1 et ERGS sont

exprimées a des niveaux beaucoup plus bas (Hoesel et al., 2016).

4.2.2 Domaines fonctionnels

L’isoforme la plus longue code une protéine de 486 acides aminés avec une masse
moléculaire de 54,6 kDa (Rao et al., 1987; Reddy et al., 1987). Grace a I’analyse de mutants
de délétion, plusieurs domaines fonctionnels ont été identifiés dans cette protéine ERG de
pleine longueur (Figure 4.3) (Siddique et al., 1993) :

* le domaine ETS, caractéristique des facteurs de transcription de la famille ETS,
essentiel pour la liaison a I’ADN, et précédemment décrit.

* le domaine PNT, caractéristique d’un tiers des facteurs de transcription de la famille
ETS, jouant un role dans la médiation des interactions protéine-protéine ainsi que dans
les phénomenes d’homodimérisation et d’hétérodimérisation, et précédemment décrit.

* deux domaines transactivateurs NTAD et CTAD (N-terminal et C-terminal
Transcriptional Activation Domain), impliqués dans 1’activité transactivatrice (Carrere
etal., 1998).

* deux domaines inhibiteurs NID et CID (N-terminal et C-terminal Inhibitory Domain),
situés de part et d’autres du domaine ETS de liaison a I’ADN, impliqués dans les
mécanismes d’auto-inhibition (Regan et al., 2013).

* deux sites de phosphorylation par les kinases I#xB (Inhibitory of Kappa B) et AKT
(S81 et S125), pouvant améliorer les interactions avec d’autres facteurs de
transcription, la liaison a I’ADN, ainsi que I’activité transactivatrice (Hollenhorst et
al., 2011; Singareddy et al., 2013). Le domaine PNT pourrait servir de plateforme
d’amarrage aux protéines kinases, conduisant a la phosphorylation des résidus
adjacents, comme cela a ét¢ montré pour d’autres facteurs de transcription de la
famille ETS, tels que GABPA, ETS1 et ETS2 (Slupsky et al., 1998; Seidel and
Graves, 2002; Lau et al., 2012; Shwartz et al., 2013).
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Figure 4.3 : Domaines fonctionnels du facteur de transcription ERG
Adapté d’apres (Adamo and Ladomery, 2016).

4.2.3 Partenaires de liaison et partenaires fonctionnels

Le facteur de transcription ERG semble interagir de maniere fonctionnelle et/ou
physique avec plusieurs facteurs de transcription, et peut notamment former des complexes
homodimériques ou hétérodimériques in vitro (Tableau 4.1) (Verger and Duterque-

Coquillaud, 2002).

Deux domaines sont impliqués dans ces phénomenes de dimérisation : le domaine
ETS et le domaine PNT. Ainsi, ERG peut notamment former des hétérodimeres avec des
partenaires protéiques pouvant étre d’autres membres de la famille ETS, notamment ETS1,
ETS2, ETV1, ETV6, FLI1, ELK3 et SPI1 (Basuyaux et al., 1997; Carrere et al., 1998), mais
également d’autres facteurs associés, tels que les récepteurs nucléaires, notamment les
récepteurs aux estrogénes ERa ou aux androgenes AR (Vlaeminck-Guillem et al., 2003; Yu
et al., 2010), ou le complexe AP1, composé des protéines FOS (FBJ (finkel-biskis-jinkins)
murine osteosarcoma viral oncogene homolog) et JUN (JU-Nana) (Basuyaux et al., 1997,
Carrere et al., 1998; Verger et al., 2001; Camuzeaux et al., 2005). Le facteur de transcription
ERG est également capable de former des homodimeres via le domaine PNT et le domaine

ETS (Carrere et al., 1998; Verger et al., 2001).

Il interagit également avec UBC9 (Ubiquitin Conjugating enzyme 9), une ubiquitine-
ligase, et avec ESET (ERG associated protein with a Suppressor of variegation, Enhancer of
zest and Trithorax domain), une méthyltransférase spécifique de I’histone H3 (Yang et al.,
2002). Cette protéine ESET est capable de s’associer aux corépresseurs transcriptionnels
HDACI1 et HDAC2 (Histone Deacetylase 1 et 2), ainsi que mSin3A et mSin3B (mammalian
Switch independant) (Yang et al., 2002; Yang et al., 2003). Ainsi, le facteur de transcription

ERG pourrait étre impliqué dans un mécanisme de répression transcriptionnelle.
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Tableau 4.1 : Partenaires de liaison et partenaires fonctionnels du facteur de

transcription ERG
Adapté d’apres (Shah et al., 2016).
Partenaire de liaison Nom de la protéine Référence
ERG
ETS2
Facteurs de transcription de la famille ETS FLI1 (Carrere et al., 1998)
ETV1
SPI1
AP1 (Carrere et al., 1998; Verger et al.,
2001; Camuzeaux et al., 2005)
KLF2 (Meadows et al., 2009)
Autres facteurs de transcription
RUNX1 (Wilson et al.,2010)
Xvent2 (Deramaudt et al., 1999)
Xvent2B
Récepteurs nucléaires AR (Yu et al., 2010)
DNA-PK
Co-facteurs ou protéines de réparation Ku70
des dommages a I’ADN Ku80 (Brenner et al., 2011)
PARPI1
Meéthyltransférase d’histone ESET (Yang et al.,2002)
UBC9 (Yang et al., 2002)
Ubiquitine-ligases
SPOP (An et al.,2015; Gan et al., 2015)
Enzyme dé-ubiquitinase USP9X (Wang et al.,2014b)
MAP Kinase ERK?2 (Selvaraj et al., 2015)
Facteur d’épissage RNP-C (Deramaudt et al., 1999)
Partenaire fonctionnel Nom de la protéine Référence
P65 (Dryden et al.,2012)
SCL (Wilson et al.,2010)
Facteurs de transcription LYL1
LMO2
GATA2
Co-activateur transcriptionnel P300 (Jayaraman et al., 1999)
Récepteurs nucléaires ERa (Vlaeminck-Guillem et al., 2003)

4.2.4 Fonctions physiologiques

Les facteurs de transcription ETS peuvent agir comme activateurs et/ou répresseurs
transcriptionnels, en fonction du gene cible, des modifications post-traductionnelles (Lelievre

et al., 2001; Sharrocks, 2001; Charlot et al., 2010), et des interactions avec des partenaires
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protéiques (cofacteurs) (Verger and Duterque-Coquillaud, 2002), régulant ainsi de nombreux

processus physiologiques et pathologiques (Figure 4.4).

Modifications Cofacteurs
post-traductionnelles
ex : phosphorylation... EXEARTESET

Facteurs de L —
transcription Ativatnn de Processus
ETS > 1 transcription physiologiques
ex : développement...
EBS N———
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Figure 4.4 : Mode d’action des facteurs de transcription ETS

Des invalidations de genes par 1’utilisation de modele de souris KO (knock-out) ont
été effectuées pour un grand nombre de membre de la famille ETS, permettant de comprendre
leurs roles au cours du développement embryonnaire, mais également dans le fonctionnement
physiologique. Ainsi, ces facteurs sont nécessaires pour le développement et la différenciation
de nombreux tissus et types cellulaires, avec notamment des rdles dans I’embryogenese
(Nikolova-Krstevski et al., 2009), la vasculogenese (Yuan et al., 2011), 1’angiogenese
(McLaughlin et al., 2001; Birdsey et al., 2008), I’hématopoiese (Loughran ez al., 2008), le
développement neuronal (Bosco et al., 2013), la régulation de [D’architecture cellulaire
(Birdsey et al., 2012), la migration (Carver et al., 2009), I’invasion (Klezovitch et al., 2008)
et la perméabilité cellulaire (Sperone et al., 2011; Yuan et al.,2012).

Enfin, la compréhension de la relation globale entre les membres de la famille ETS est
essentielle pour étudier la spécificité fonctionnelle. En effet, les domaines structurels ou
fonctionnels, ainsi que les modifications post-traductionnelles, se trouvant en dehors du
domaine ETS hautement conservé, suggerent des propriétés uniques pour chaque sous-famille
ou chaque protéine ETS (Figure 4.1). Plus précisément, les membres d’'une méme sous-
famille peuvent avoir des fonctions redondantes, alors que ceux de différentes sous-familles
peuvent avoir des propriétés biochimiques uniques pouvant étre utilisées dans des fonctions
biologiques distinctes. Ces différents roles biologiques des membres de la famille ETS sont

également suggérés par la large gamme de phénotypes obtenus suite a I’invalidation de
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chacun des geénes de cette famille chez la souris. Cependant, des phénotypes similaires ont
également été observés. Ainsi, des preuves biologiques et biochimiques suggerent une
coexistence de la spécificité et de la redondance de fonctions entre les facteurs de

transcription de cette famille ETS.
4.2.4.1 Expression et localisation

Afin de comprendre le role du gene Erg, son profil d’expression a été étudié au cours
du développement embryonnaire du poulet (Dhordain et al., 1995; Iwamoto et al., 2000;

Iwamoto et al., 2001) et de la souris (Vlaeminck-Guillem et al., 2000; Iwamoto et al., 2007).

Au cours de I’embryogenese, chez le poulet, le gene Erg est exprimé des le 17 jour du
développement dans les dérivés mésodermiques et les crétes neurales, puis, dans les vaisseaux
et le tissu pré-cartilagineux a partir du 6™ jour du développement (Dhordain et al., 1995;
Iwamoto et al., 2000; Iwamoto et al., 2001). Son expression persiste ensuite au 11°™ jour du
développement dans le cartilage formé, en particulier dans les chondrocytes articulaires et
pré-hypertrophiques. Chez les souris adultes, Erg est exprimé de maniere constitutive dans les
chondrocytes articulaires du cartilage transitoire afin d'empécher leur différenciation en
cellules hypertrophiques (Iwamoto et al., 2013; Cox et al., 2014). La mise en place du

cartilage est une étape cruciale de la squelettogenese des os longs.

Des observations similaires ont été effectuées chez la souris, c’est-a-dire une
expression a partir du 8™ jour de développement embryonnaire dans les tissus
mésodermiques, tels que l'endothélium, le myocarde, le pré-cartilage et les tissus
hématopoiétiques, mais pas dans 1'épithélium ou les lymphocytes (Vlaeminck-Guillem et al.,
2000; Iwamoto et al., 2007; Birdsey et al., 2008; Nikolova-Krstevski et al., 2009; Mohamed
et al., 2010; Schachterle et al., 2012; Vijayaraj et al., 2012). Le geéne Erg est également
exprimé a des niveaux élevés dans les cellules des crétes neurales embryonnaires durant leur
phase migratoire (Maroulakou and Bowe, 2000). Ensuite, au cours du développement
vasculaire, I’expression du géne ERG diminue progressivement, mais persiste cependant de
maniere importante dans les cellules endothéliales de la plupart des tissus adultes chez la

souris et chez I’homme (Vlaeminck-Guillem ef al., 2000; Hewett et al., 2001; Ellett et al.,
2009; Yuan et al., 2009; Mohamed et al., 2010).
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Ainsi, le profil d’expression du gene Erg au cours de I’embryogenese suggere son
implication dans (1) la mise en place du systéme vasculaire, (2) I’hématopoiese et (3) la mise

en place du cartilage.
4.2.4.2 Role dans la mise en place du systeme vasculaire

Au moins 19 facteurs de transcription ETS sont exprimés dans les cellules
endothéliales humaines au cours du développement (Randi et al., 2009). En effet, ces facteurs
sont essentiels pour contrdler la transcription et stimuler I’expression de nombreux genes
spécifiques des cellules endothéliales, tels que VEGFRI, VEGFR2 (Vascular Endothelial
Growth Factor Receptor), TIEL, TIE2 (Tyrosine kinase with Immunoglobulin like and EGF
like domains), eNOS (endothelial Nitric Oxide Synthase 3) ou encore VE-Cadhérine
(Vascular Endothelial-Cadherin). De plus, tous les promoteurs et enhancers endothéliaux
caractérisés contiennent des motifs ETS pouvant étre li€s par plusieurs membres de la famille

ETS (De Val and Black, 2009).

Le géne ERG est essentiel pour maintenir 1'intégrité vasculaire et la viabilité des
embryons. En effet, il maintient la stabilité vasculaire en régulant la voie de signalisation
WNT/B-caténine (Wingless-type MMTV integration site family) (Cattelino et al., 2003;
Birdsey et al., 2015) et en contrdlant la transcription de certains génes spécifiques des cellules
endothéliales tels que 1’angiopoietine 2 (Hasegawa et al., 2004), I’endogline (Pimanda et al.,
2006), le VWF (Von Willebrand Factor) (Schwachtgen et al., 1997; McLaughlin et al., 2001),
et la VE-cadhérine (Gory et al., 1998; Birdsey et al., 2008). En accord avec ces observations,
des modeles murins d’invalidation par recombinaison homologue d’un sous-ensemble
d’isoformes du gene Erg les plus abondants dans les cellules endothéliales murines

AEx4/AEx4

(homozygotes Erg ) ou d’invalidation constitutive endothéliale du gene Erg
(Erg®™c*?) conduisent toutes deux a une 1étalité embryonnaire entre E10,5 et E12.5 associée a
une perturbation sévere du systeme cardiovasculaire, associée a un remodelage vasculaire
défectueux et une hémorragie (Vijayaraj et al., 2012; Birdsey et al., 2015; Han et al., 2015).
Cependant, un autre modele murin d’invalidation totale du gene Erg dans 1’ensemble de
I’organisme (homozygotes Erg”) a montré un phénotype différent (Lathen et al., 2014). En
effet, cette invalidation totale provoque une 1étalité embryonnaire retardée, entre E16,5 et 3

mois. Les anomalies vasculaires apparaissent apres E14.,5 chez certains mutants, ainsi qu’un

cedeme et une hémorragie. Ces souris semblent également développer une hypertension
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artérielle pulmonaire, due a I’apparition de la maladie veino-occlusive pulmonaire. Les
divergences entre les phénotypes de ces modeles murins peuvent certes étre dues a des
variations techniques, mais 1’invalidation du géne Erg globale, par rapport aux invalidations
du gene Erg spécifique des cellules endothéliales, pourrait également entrainer des
mécanismes de compensation, réduisant la gravité des défauts vasculaires observés au cours
du développement précoce (Shah et al., 2016). Enfin, un autre modele murin d’invalidation

endothéliale du géne Erg de maniere inductible, post-natale (Erg™“*°

), entraine une
angiogenese rétinienne défectueuse (Birdsey et al., 2015). L’absence du gene Erg dans les
cellules endothéliales rétiniennes conduit a une réduction de la VE-cadhérine, une régression
de la croissance vasculaire, et un recrutement réduit de péricytes, confirmant un role de Erg

dans le contrdle de la stabilité vasculaire pendant I’angiogenese physiologique.

Le géne ERG joue également un rOle majeur dans la réponse cellulaire a
I'inflammation vasculaire ou il maintient la formation de tubes et la fonction de barriere des
cellules endothéliales (Yuan et al., 2009; Sperone et al., 2011; Yuan et al., 2012). L'inhibition
de ERG dans les cellules endothéliales HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells),
un modele cellulaire largement utilisé dans les études de 1’angiogenese, conduit a une perte de
contact cellule-cellule, a une inhibition de la formation de tube, et a une augmentation de la
perméabilité endothéliale (McLaughlin et al., 2001; Birdsey et al., 2008; Yuan et al., 2012).
En effet, ERG favorise la stabilité des jonctions endothéliales cellule-cellule par 1'activation
transcriptionnelle de geénes tels que VE-cadhérine, CLDNS5 (Claudin-5), ou encore ICAM?2
(Intercellular Adhesion Molecule 2) qui sont impliqués dans la formation de jonctions serrées
(Gory et al., 1998; McLaughlin et al., 2001; Birdsey et al., 2008; Yuan et al., 2012). Le gene
ERG peut également inhiber l'inflammation vasculaire par la répression de geénes pro-
inflammatoires tels que IL-8 (Interleukin-8), ICAM1 (Intercellular Adhesion Molecule 1), ou
encore VCAMI (Vascular Cell Adhesion Molecule 1) qui assurent le recrutement des
neutrophiles (Yuan et al., 2009; Sperone et al., 2011; Dryden et al., 2012). Ce mécanisme de
répression est di a I’inhibition de la liaison a I’ADN de la sous-unité p65 du complexe NF-«B
(Nuclear Factor-Kappa-B) au niveau du promoteur de ses genes cibles pro-inflammatoires, et
suggere donc un mécanisme direct d’interférence (Dryden et al., 2012). 1l existe en fait un site
de fixation a I’ADN dit composite au niveau de ces genes pro-inflammtoires, c’est-a-dire

incluant des sites ERG/P65, ce dernier étant un partenaire fonctionnel de ERG (Tableau 4.1).

77



4.2.4.3 Role dans I’hématopoiese

Le geéne ERG est nécessaire pour 1'hématopoiese définitive, la fonction des cellules
souches hématopoiétiques adultes, la mégacaryopoiese normale et le maintien du nombre de
plaquettes sanguines périphériques (Loughran et al., 2008; Ng et al., 2011; Taoudi et al.,
2011). En effet, I’équipe du professeur D. Hilton cherchait a identifier de nouveaux
régulateurs de la fonction des cellules souches hématopoiétiques. Ainsi, suite a I’utilisation
d’un traitement entrainant des mutations ponctuelles dans les cellules germinales, cette équipe

a obtenu un modele murin (homozygotes ERG"*¥™

) possédant une mutation faux-sens
substituant une proline en sérine (S329P) dans le domaine ETS de liaison a I’ADN du facteur
de transcription Erg, appelée MId2 (Multilineage defect 2). Ce modele ne modifie pas la
stabilité de la protéine Erg, n’altere pas sa capacité de liaison a I’ADN, mais conduit a une
incapacité de transactivation des genes cibles. Dans le contexte des cellules hématopoiétiques,
il en résulte une thrombopénie, une leucopénie, et une érythropénie, ainsi qu’une létalité
embryonnaire a E13,5, sans défauts cardiovasculaires apparents, suggérant que les fonctions

de ERG dans le systeme vasculaire ne sont pas exclusivement liées a son activité de liaison a

I’ADN.

4.2.4.4 Role dans la mise en place du cartilage

Pour comprendre le role du facteur de transcription ERG dans la mise en place du
cartilage, des études fonctionnelles ont été effectuées. Chez le poulet, l'expression de Erg dans
les chondrocytes a été étudié en clonant deux variants d’épissage de Erg : ’isoforme ch-Erg
dite de pleine longueur (ERG3/p55 sur la Figure 4.2), et I’isoforme C-1-1 qui, par rapport a
I’isoforme ch-Erg de pleine longueur, ne posseédent pas les 27 acides aminés codés par 1’exon
alternatif 7 situé en amont du domaine ETS de liaison a I’ADN (Iwamoto et al., 2000).
Cependant, bien que I'isoforme C-1-1 soit exprimé dans le développement des chondrocytes
articulaires, I’isoforme ch-Erg est plus exprimé dans les chondrocytes pré-hypertrophiques au
niveau de la plaque de croissance. En accord avec cette observation, I’expression de
I’isoforme ch-Erg dans I’embryon de poulet entraine la maturation des chondrocytes
précédant la formation osseuse, alors que celle de I'isoforme C-1-1 maintient les
chondrocytes dans un état immature, empéchant ainsi le remplacement du cartilage par 1’os.
Le role de C-1-1 a également été confirmé par 1’établissement de souris transgéniques

surexprimant 1’homologue humain de 1’isoforme C-1-1, sous le contrdle du promoteur du
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gene murin Col2al (Collagen type 2 alpha 1 chain), activé dans les chondrocytes
embryonnaires et largement utilisé dans la littérature (Iwamoto et al., 2007). En effet, les
embryons murins transgéniques sont de taille plus petite, la minéralisation de leur squelette
est réduite, et les chondrocytes hypertrophiques sont quasiment absents de la plaque de

croissance, étant remplacés par des chondrocytes immatures.

Par ailleurs, dans notre laboratoire, afin de mieux comprendre le role du facteur de
transcription ERG dans le processus de chondrogenese ou dans la maturation
chondrogénique, un modele de souris transgéniques a été établi (Holder-Espinasse, 2006).
Ces souris surexpriment un fragment trans-dominant négatif de la protéine Erg (homozygotes
DN-Erg), spécifiquement restreint au domaine ETS de liaison a I’ADN, spécifiquement dans
les chondrocytes embryonnaires au cours de la mise en place du cartilage, grace a I’utilisation
du promoteur du géne murin Col2al. La protéine Erg tronquée entre alors en compétition
avec les fonctions de la protéine Erg endogene de type sauvage. Les embryons et les nouveau-
nés de souris transgéniques ne présentent aucune malformation évidente, mais des signes
cliniques de vieillissement précoces apparaissent au cours des six premiers mois, notamment
une hyperlordose, c’est-a-dire une accentuation de la courbure dorsale, et une mobilité réduite
(résultats non publiés). Une destruction du cartilage articulaire a également été observée sur
les coupes histologiques chez la souris transgénique DN-Erg. Le facteur de transcription ERG
semble donc impliqué dans la régulation de divers genes affectant la formation du cartilage et

la squelettogenese.

Des chondrocytes embryonnaires ont été isolés des cages thoraciques de souris
sauvages et transgéniques DN-Erg, puis cultivés en monocouche afin d’étudier le role
physiologique de ERG dans le maintien du phénotype chondrocytaire (Flajollet et al., 2012).
L’expression du transgene est corrélée a une accumulation de gouttelettes lipidiques dans les
chondrocytes embryonnaires, suggérant une émergence d’adipocytes. Une étude
transcriptomique a ensuite permis de déterminer le profil des génes exprimés de maniére
différentielle au cours de la dédifférenciation des chondrocytes embryonnaires de souris
transgéniques DN-Erg cultivés en monocouche. Ainsi, il y a une diminution des marqueurs
liés a la chondrogenese, et une augmentation de ’expression des genes liés a 1’adipogenese
dans ces chondrocytes embryonnaires transgéniques cultivés en monocouche. Le gene ERG
semble donc impliqué dans le maintien du phénotype chondrogénique in vitro, ou dans

I’orientation du devenir cellulaire. Le vieillissement du squelette est classiquement associé a
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une diminution de la cellularité et une augmentation de la graisse dans la moelle osseuse. De
maniere intéressante, une comparaison histologique des caractéristiques morphologiques de
moelle osseuse, prélevée dans le fémur des souris sauvages ou transgéniques DN-Erg adultes,
a révélé une augmentation du nombre d’adipocytes dans les souris transgéniques, présentant
un phénotype de vieillissement précoce du squelette (Flajollet et al., 2012). Ainsi, le gene

ERG peut contribuer a 1’équilibre homéostatique dans la plasticité cellulaire du squelette.
4.2.5 Fonctions pathologiques

Les facteurs de transcription de la famille ETS ont été impliqués dans des pathologies
humaines. En particulier, plusieurs d’entre eux peuvent agir comme des proto-oncogenes, et
voient leur expression altérée dans différentes tumeurs d’origine non épithéliale, telles que les
leucémies, les lymphomes, ou les sarcomes d’Ewing, mais également dans plusieurs tumeurs
d’origine épithéliale, telles que le cancer du sein, de 1’ovaire, de la prostate, ou encore du
colon (Seth and Watson, 2005). Plusieurs types d’altération de ces facteurs peuvent étre
associées a ces cancers, notamment un patron d’expression altéré, des duplications ou des
délétions dans le génome, des translocations chromosomiques, etc.

Comme discuté précédemment, ERG est un facteur de transcription impliqué dans
I’orientation du devenir cellulaire. Par conséquent, son expression ectopique peut étre
préjudiciable et a été associée a la pathogenese de plusieurs cancers, dont les leucémies, le

sarcome d’Ewing et le cancer de la prostate, qui sera détaillé dans la partie suivante.
4.2.5.1 Implications dans les leucémies

L’importance du facteur de transcription ERG dans I’hématopoiese normale a suggéré
que sa dérégulation pourrait également €tre impliquée dans le développement des leucémies,
cancers prenant naissance dans les cellules souches de la moelle osseuse, notamment les

cellules souches lymphoides ou myéloides.

En effet, la plupart des patients atteints de leucémie aigué myéloblastique (LAM)
expriment fortement le facteur de transcription ERG (Valk et al., 2004). Cette surexpression
est associée a un mauvais pronostic (Marcucci et al., 2005; Metzeler et al., 2009).
L’inhibition de ERG dans les lignées cellulaires humaines de LAM atténue la prolifération
cellulaire, suggérant que ERG est crucial pour I’entretien de la leucémie (Salek-Ardakani et

al.,2009; Tsuzuki et al., 2011).
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Dans un certain nombre de cas de LAM, le géne ERG est associé a une translocation
chromosomique. Notamment, la translocation t(X;21) aboutit a des transcrits de fusion entre
deux genes de la famille des facteurs de transcription ETS, ELF4 (E74-Like Factor 4) et ERG
(Figure 4.5) (Moore et al., 2006). La protéine de fusion contient alors les 25 premiers acides
aminés de I'extrémité N-terminale de la protéine ELF4, et les 470 acides aminés restants de
I’extrémité C-terminale de la protéine ERG, entrainant une expression aberrante du facteur de
transcription ERG fonctionnel, sous le controle du promoteur de ELF4. Une autre
translocation t(16 ; 21) entraine I’expression du gene de fusion FUS/TLS:ERG (Figure 4.5)
(Shimizu et al., 1993; Ichikawa et al., 1994; Panagopoulos et al., 1994). Cette fusion est
relativement rare et aboutit a une protéine chimere englobant le domaine N-terminal de
liaison a I’ARN de la protéine FUS/TLS (Fused in Sarcoma/Translocated in Sarcoma), et le
domaine C-terminal de liaison a I’ADN du facteur de transcription ERG. La protéine de
fusion FUS/TLS:ERG est capable de transformer les cellules NIH3T3, de bloquer la
différenciation myéloide, et d’améliorer la prolifération cellulaire (Pan et al., 2008), bien que
d’autres altérations moléculaires soient probablement nécessaires pour initier la leucémie
(Warner et al., 2005).

D’un point de vue moléculaire, les altérations d’expression du facteur de transcription
ERG pourraient affecter de nombreux genes impliqués dans 1’hématopoiese. D’une part, une
analyse de ChIP-seq (Chromatin Immunoprecipitation Sequencing) dans des cellules souches
hématopoiétiques murines a identifié de nombreuses régions cibles de ERG, suggérant un
large programme transcriptionnel régulé par ce facteur de transcription (Wilson et al., 2010).
D’autre part, ERG participe a la formation d’un complexe avec d’autres facteurs de
transcription associés a 1’hématopoiese normale, tels que SCL (Stem Cell Leukemia), LYL1
(Lymphoblastic Leukemia derived sequence 1), LMO2 (LIM domain only 2), GATA2
(GATA binding protein 2), RUNX1 (Runt related transcription factor 1) et FLI1 (Friend
Leukemia virus Integration 1) (Wilson et al., 2010). Ainsi, une régulation aberrante de
I’expression du géne ERG interfere directement avec le fonctionnement normal de ces
facteurs de transcription, et par conséquent, dérégule 1’expression de leurs geénes cibles.

Enfin, le facteur de transcription ERG, situé sur le chromosome 21, est causalement lié
au développement d’une forme particulicre de LAM, la leucémie aigué mégacaryocytaire,
associée au syndrome de Down (trisomie 21) pendant I’enfance (Rainis et al., 2005; Ng et al.,

2011).
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Par ailleurs, des délétions de facteur de transcription ERG ont été observées dans des
cas de leucémie aigu€ lymphoblastique (LAL) (Mullighan et al., 2007), alors que des niveaux
d’expression élevés de ce facteur ont été associ€s a un mauvais pronostic et un risque accru de
rechute dans la leucémie aigué lymphoblastique de type T (LAL-T) (Baldus et al., 2006). Les
lymphocytes T et B proviennent tous deux des cellules souches hématopoiétiques. Le gene
ERG est exprimé en continu dans les lymphocytes B, des cellules précoces immatures
jusqu’aux cellules B matures (Rivera et al., 1993), alors qu’il est exprimé de maniere
transitoire au cours de la maturation des lymphocytes T, puis n’est plus exprimé dans les
cellules T matures (Anderson et al., 1999). L'expression aberrante du gene ERG dans les
lymphocytes T favorise la LAL-T, entrainant ainsi une accumulation de lymphocytes T

immatures (Thoms er al., 2011).

ERG3/p55 | [ PNT [ wmo INID. ETS .cu)] [ CTAD |
ERG
ELF4:ERG - | PNT | o [NlDl ETS .CID| [ caaw | Leucémie aigué myéloblastique
ELF4 ERG
FUS/TLS:ERG - Qsy . RGG t ETS W [ ] Leucémie aigué myéloblastique
FUS/TLS ERG
EWS:ERG - Qsy l ETS ao] [ cmo | Sarcome d’Ewing
EWS ERG
TMPRSS2:ERG [ [ e ] wmo INID. ETS ap] ] CTAD | cancer de la prostate
ERG
D Domaine de fixation a 'ADN D Domaine d'interaction protéine-protéine
D Domaines transactivateurs |:] Domaines inhibiteurs
|:| Domaine QSY (glutamine, sérine, tyrosine) l:‘ Motif RGG (arginine-glycine-glycine)

Figure 4.5 : Comparaison des structures de la protéine ERG pleine longueur et des
protéines de fusion ELF4:ERG, FUS/TLS:ERG, EWS:ERG et TMPRSS2:ERG

4.2.5.2 Implications dans le sarcome d’Ewing

Le sarcome d’Ewing est une tumeur osseuse relativement rare qui s’observe chez des
personnes jeunes, agées de 5 a 25 ans, plus fréquemment chez les garcons et chez les sujets
blancs. Le plus souvent, la tumeur se développe initialement au niveau de 1’os, en particulier
les os du pelvis, du thorax, le fémur, le tibia, les vertebres et I’humérus, et a un fort potentiel
métastatique. L’origine de ces tumeurs n’est pas encore clairement établie, elles pourraient

étre issues de cellules primaires provenant de créte neurale (Lipinski et al., 1987; Cavazzana
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et al., 1988; Staege et al., 2004), ou de cellules souches mésenchymateuses (Riggi et al.,

2005; Riggi and Stamenkovic, 2007; Tirode et al., 2007; Miyagawa et al., 2008).

Le sarcome d’Ewing est généralement associé a des translocations chromosomiques
entre le gene EWS (Ewing Sarcoma breakpoint region I protein) et des génes appartenant a la
famille des facteurs de transcription de la famille ETS, en particulier FLI! dans 90% des cas
(Delattre et al., 1992; Dunn et al., 1994; Sorensen et al., 1994), ERG dans 5 a 10% des cas
(Zucman et al., 1993), et ETV4 (Urano et al., 1998), ETVI1 (Jeon et al., 1995), ou FEV (Fifth
Ewing sarcoma Variant) (Peter et al., 1997) beaucoup plus rarement (Sandberg and Bridge,
2000) (Figure 4.5). Ces réarrangements conduisent a la formation de protéines chimeres,
EWS:FLI1 ou EWS:ERG généralement, dans lesquelles I’extrémité C-terminale de la
protéine EWS est remplacée par le domaine ETS de liaison a 'ADN d’un facteur de
transcription de la famille ETS (Zucman et al., 1993; Zoubek et al., 1994). Ceci entraine une
perte de I’activité endogene du promoteur du gene ERG, provoquant ainsi une dérégulation du
facteur de transcription ERG et de ses genes cibles. Par ailleurs, tout comme la protéine
FUS/TLS, fusionnée au facteur de transcription ERG dans les LAM, la protéine EWS
appartient a la famille des protéines TET (TLS/EWS/TAF15), caractérisée par la présence
d’un domaine de liaison a I’ARN (Sankar and Lessnick, 2011). Au niveau de leur extrémité
N-terminale, ces protéines TET posseédent également un domaine QSY (Q, Glutamine ; S,
Sérine ; Y, Tyrosine), régulant la fixation a I’ARN, et interagissant avec I’ARN polymérase II
et le protéine CBP/p300 (CREB-Binding Protein), deux composants du complexe d’initiation
de la transcription (Ohno et al., 1994; Petermann et al., 1998; Araya et al., 2003). Ainsi, les
protéines chimeres EWS:FLI1 et EWS:ERG ont une composition particuliere, suggérant leur

implication dans la régulation de la transcription.
4.3 Gene de fusion TMPRSS2:ERG dans le cancer de la prostate

Pendant longtemps, les aberrations chromosomiques récurrentes étaient
principalement caractéristiques des leucémies, des lymphomes, et des sarcomes. Les
réarrangements chromosomiques produisant des genes de fusion étaient rares dans les
adénocarcinomes, tumeurs d’origine épithéliale les plus fréquentes et contribuant a un

pourcentage élevé de morbidité et mortalité par cancer.
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4.3.1 Découverte des genes de fusion

Le développement d’une approche statistique spécifique (COPA, Cancer Outlier
Profile Analysis) a permis d’identifier des profils d’oncogenes en analysant des ensembles de
données transcriptomiques publiées, et a mené a la découverte des genes de fusion associés au
cancer de la prostate. En effet, en 2005, une étude transversale a montré une surexpression
mutuellement exclusive de deux membres de la famille des facteurs de transcription ETS,
ERG (Ets related gene) et ETV1 (ETS variant 1), dans 50 a 70% des cas de cancer de la
prostate (Petrovics et al., 2005; Tomlins et al., 2005). Des expériences complémentaires ont
ensuite révélé des fusions a I’origine de cette surexpression, entre la région 5’ non traduite du
gene TMPRSS?2 (Transmembrane Protease, Serine 2) (21q22.3) et la partie codante des deux
genes ERG (21922.2) ou ETVI (7p21.1), suggérant un nouveau mécanisme de surexpression
de ces genes de la famille des facteurs de transcription ETS dans le cancer de la prostate
(Tomlins et al., 2005). Les genes de fusion TMPRSS2:ERG et TMPRSS2:ETV1 sont ainsi les
premiers genes de fusion, issus de remaniements chromosomiques, mis en évidence dans un

cancer d’origine épithéliale.

Apres la découverte initiale de ces deux genes de fusion, d’autres études ont identifié
de plus en plus de fusions dans le cancer de la prostate, impliquant d’autres genes en 3’, et
d’autres partenaires en 5’ (Figure 4.6). L’ensemble de ces genes de fusion peut étre classé en
deux catégories, en fonction de la nature du gene en 3’ (Rubin ez al., 2011) :

* les fusions associées aux genes de la famille ETS, impliquant les génes ERG (Tomlins
et al., 2005), ETVI (Tomlins et al., 2005), ETV4 (ETS variant 4) (Tomlins et al.,
2006), ETVS (ETS variant 5) (Helgeson et al., 2008) ; ELK4 (ETS domain-containing
protein Elk-4) (Rickman et al., 2009; Zhang et al., 2012) ou FLII (Friend leukemia
virus integration 1) (Paulo et al.,2012)

* les fusions non associées aux genes de la famille ETS, impliquant les genes CRAF (v-
raf-1 murine leukemia viral oncogene homolog 1) ou BRAF (v-raf murine sarcoma

viral oncogene homolog B1) (Palanisamy et al., 2010)
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Figure 4.6 : Geénes de fusion identifiés dans le cancer de la prostate

Adapté d’apres (Rubin et al., 2011).
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Dans la premicre catégorie, les six genes de la famille ETS peuvent étre fusionnés a la
région 5’ non traduite de différents genes. Par exemple, pour le gene ERG, il peut étre associé
a la région 5’ non traduite hormono-dépendante des genes TMPRSS2 (Tomlins et al., 2005),
SLC45A3 (Solut carrier family 45, member 3) (Tomlins et al., 2007a; Esgueva et al., 2010),
HERPUDI (Homocysteine- and Endoplasmic Reticulum stress-inducible Protein, Ubiquitin-
like Domain-containing 1) (Maher et al., 2009), ou encore NDRGI (N-myc Downstream
Regulated 1) (Pflueger et al., 2009).

Les tumeurs prostatiques sont hétérogenes. En effet, au sein du méme organe, il est
possible de trouver des foyers tumoraux exprimant ou non un gene de fusion. De plus, bien
que les genes de fusion soient nombreux dans les cancers de la prostate, leur présence semble
étre mutuellement exclusive dans une méme cellule, ou un méme foyer tumoral prostatique

(Tomlins et al., 2005; Tomlins et al., 2006, Attard et al., 2009).

Dans la suite de I’exposé, seul le géne de fusion TMPRSS2:ERG sera décrit. Ainsi,
dans le cancer de la prostate, la région promotrice de TMPRSS2 est fusionnée a la région
codante du gene ERG. Le promoteur TMPRSS2 contient des éléments sensibles aux
androgenes, et 1I’expression de ce géne est hormono-dépendante (Lin et al., 1999; Kim et al.,
2006). Grace a cette caractéristique, I’expression du gene de fusion TMPRSS2:ERG conduit a
la surexpression du facteur de transcription ERG en présence d’androgenes (Tomlins et al.,

2005) (Figure 4.7).

Chromosome 21

TMPRSS2 ERG

mh mhn ------ i ]

~

STOP

région 5’ hon tradUIte n_h “ E tregigntcodant_e i
androgéno-dépendante acteur de transcription

fonctionnel

surexpression anormale androgéno-dépendante
du facteur de transcription ERG

Figure 4.7 : Géne de fusion TMPRSS2:ERG dans le cancer de la prostate

Un remaniement du chromosome 21 entraine la fusion entre la région 5’ non traduite du gene
TMPRSS?2 et la partie codante du gene ERG.
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4.3.2 Mécanismes de remaniements chromosomiques

Les deux genes TMPRSS2 et ERG se situent sur le chromosome 21, a environ 3
mégabases d’intervalle. La technique de FISH (Fluorescent In Situ Hybridization) a permis de
déterminer que deux mécanismes contribuent de maniere équivalente a la formation du gene
de fusion: la translocation chromosomique, c’est-a-dire 1’insertion de la région
chromosomique intergénique dans un autre chromosome, ou la délétion interstitielle de la
région intergénique (Hermans et al., 2006; Iljin et al., 2006; Perner et al., 2006; Rubin and
Chinnaiyan, 2006; Mehra et al., 2007b; Attard et al., 2008; FitzGerald et al., 2008). Ces deux
mécanismes de remaniement chromosomique peuvent coexister au sein d’'une méme tumeur

prostatique (Barry et al., 2007; Mehra et al., 2007a).
4.3.3 Origine de la fusion TMPRSS2:ERG

Les origines de la formation des fusions chromosomiques dans la prostate ne sont pas
encore bien établies. Des délétions peuvent se produire en raison de la présence de sites
fragiles et de points de cassures dans l'intron 2 de ERG, et dans les introns 1 et 2 de
TMPRSS2 (Hermans et al., 2006). De plus, elles pourraient résulter d’une exposition a long
terme aux androgeénes, d’une augmentation de I’activité des récepteurs aux androgenes, et
d’une inhibition de la protéine PIWIL1 (Piwi-Like protein 1), prévenant les cassures double
brin d’ADN (Bastus ef al., 2010). En effet, la signalisation des androgenes conduit au
recrutement d’AR et de TOP2B (Topoisomerase (DNA) 2 Beta), une enzyme contrélant la
structure topologique de I’ADN, et capable de générer des cassures double brin transitoires.
Ce recrutement s’effectue notamment au niveau des régions régulatrices des genes TMPRSS?2
et ERG, génere des boucles de chromatine rassemblant les loci des deux genes, puis induit des
cassures double brin suivies d’événements de recombinaison de génes, pouvant conduire a la
suppression des 2,8 mégabases interstitielles et €tre a 1’origine des fusions chromosomiques
(Mani et al., 2009, Haffner er al., 2010; Wu et al., 2011). Par ailleurs, la formation de la
translocation TMPRSS2:ERG représente un sous-ensemble distinct de cancers de la prostate,
et la surexpression de ERG qui en résulte peut provoquer des changements structurels dans la
topologie de la chromatine et la réparation des dommages a I’ADN (Berger et al., 2011;
Brenner er al., 2011; Rubin et al., 2011; Rickman et al., 2012). De maniére intéressante, les
fusions générées par délétion interstitielle plutdt que par translocation sont plus répandues

dans les cas de cancer de la prostate résistant a la castration (Mehra et al., 2008).
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4.3.4 Multiples isoformes de transcrits de fusion TMPRSS2:ERG

Grace aux techniques de RT-PCR et 3’RACE (3’ Rapid Amplification of cDNA
Ends), de nombreux transcrits de fusion TMPRSS2:ERG ont été identifiés, pouvant étre
générés par différentes combinaisons d’exons des genes TMPRSS2 et ERG (Figure 4.8)
(Tomlins et al., 2005; Soller et al., 2006; Wang et al., 2006; Clark et al., 2007; Lapointe et
al., 2007; Tomlins et al., 2007b; Winnes et al., 2007; Hu et al., 2008b). De plus, comme
présenté précédemment, il existe de multiples exons alternatifs au sein du gene ERG (Figure
4.2), pouvant contribuer a la complexité des transcrits issus du gene de fusion TMPRSS2:ERG

(Figure 4.8).

e2|[e3|[eal[Es|| E6-E11 |

E2|[E3 E4—| E6-E11

E3|[E4][E5]| E6-E11 |
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E6-E11
ma—E4||E5|| E6-E11
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Figure 4.8 : Multiples isoformes de transcrits de fusion TMPRSS2:ERG
Adapté d’apres (Adamo and Ladomery, 2016)
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L’isoforme la plus fréquente du gene de fusion, appelée T1E4, contient I’exon 1 du
gene TMPRSS2, fusionné avec I’exon 4 du gene ERG (Figure 4.7) (Clark et al., 2007). Ainsi,
les nombreux transcrits de fusion sont a 1’origine de protéines ERG pouvant étre soit de pleine
longueur, soit tronquées au niveau de la partie N-terminale. Il est également possible que les

protéines ERG résultantes possedent des codons stop prématurés.

En comparant les produits protéiques issus des transcrits de fusion T1E4 et des
transcrits du géne ERG pleine longueur, nous constatons que la protéine T1E4 a perdu les 32
premiers acides aminés, au niveau de la partie N-terminale, mais conserve les domaines
fonctionnels identifiés sur la protéine ERG pleine longueur, en particulier les domaines PNT
et ETS, ainsi que les deux domaines transactivateurs et les deux domaines inhibiteurs (Figure

49).

Transcrit ERG3/p55 m n B n m n n m m.

1 125 209 272 289 378 388 410 486
Protéine ERG3/p55 [ [ ] wmo |NID. ETS E [ cmo
® ®
s81 s215
. 33 125 209 272 289 378 388 410 486
Protéine TMPRSS2:ERG
Type T1E4 5 | PNT [ ®NTAD FHD‘ ETS ﬁ | CTAD
581 215

Transcrit TMPRSS2:ERG
Type T1E4 4] 5] Jel [z] [m] [8] [e] Jao] [4a] |

D Domaine de fixation a 'ADN D Domaine d'interaction protéine-protéine . Exon TMPRSS2 D Exons ERG

|:| Domaines transactivateurs D Domaines inhibiteurs |:| Codon d'initiation I Codon stop

Figure 4.9 : Comparaison des produits protéiques issus du gene ERG pleine longueur, et
du géne de fusion TMPRSS2:ERG de type T1E4
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4.3.4 Prévalence du gene de fusion TMPRSS2:ERG

La détection du geéne de fusion TMPRSS2:ERG par RT-PCR et FISH montre qu’il
s’agit d’un événement commun, retrouvé dans environ 50% des cas de cancer de la prostate
selon une méta-analyse effectuée sur plus de 2000 cas issus d’une vingtaine d’études
indépendantes (Tableau 4.2) (Kumar-Sinha et al., 2008). Notons que I’étude de Demichelis et
al., identifiant la fusion TMPRSS2:ERG dans seulement 16% des cas, est effectuée sur des
cancers de la prostate de stades Tla-b, alors que par exemple, I’étude de Cerveira et al.,
identifiant cette fusion dans 50% des cas, est effectuée sur des cancers de stades plus avancés
T1c-T2. De plus, I’apparition de la fusion augmente en fréquence a partir des 1ésions PIN
(Prostatic Intraepithelial Neoplasia) de haut grade (19-21%) jusqu’au carcinome (48-50%)
(Cerveira et al., 2006; Perner et al., 2007). De manicre intéressante, les Iésions PIN (Prostatic
Intraepithelial Neoplasia) de haut grade contenant la fusion se retrouvent adjacentes a des
zones de cancer agressif, associé a la fusion, et les deux partagent le méme type de fusion
(Perner et al., 2006). Le tissu prostatique normal ne présente pas de fusion TMPRSS2:ERG
(Cerveira et al., 2006; Clark et al., 2007; Perner et al., 2007) ; cependant, le tissu normal
adjacent a un site de cancer de la prostate contient parfois la fusion (15,6%) (Clark et al.,
2007; Robert et al., 2013). Par ailleurs, des fusions ont également été détectées a basse
fréquence dans I’hyperplasie bénigne de la prostate (6-8,3%) (Clark et al., 2007; Robert et al.,
2013; Velaeti et al., 2014). Cela pourrait indiquer que la présence de la fusion dans une

hyperplasie bénigne de la prostate augmente le risque de développer un carcinome.
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Tableau 4.2 : Etudes cliniques de ’incidence du gene de fusion TMPRSS2:ERG dans les
cancers de la prostate

Adapté d’apres (Kumar-Sinha et al., 2008).

Référence de I’étude Nombre d’échantillons Incidence
(Demichelis et al., 2007) 111 17 (16%)
(Attard et al., 2008) 445 134 (30%)
(Mosquera et al., 2009) 100 34%
(Rajput et al., 2007) 101 36 (36%)
(Winnes et al., 2007) 50 18 (36%)
(Wjin et al., 2006) 19 7 (37%)
(Yoshimoto et al., 2006) 15 6 (40%)
(Nam et al., 2007a) 26 11 (43%)
(Hermans et al., 2006) 11 5 (46%)
(Mosquera et al., 2007) 253 120 (48%)
(Perner et al., 2006) 136 65 (48%)
(Perner et al.,2007) 237 115 (48%)
(Tu et al., 2007) 52 25 (48%)
(Nam et al., 2007b) 165 81 (49%)
(Cerveira et al., 2006) 34 17 (50%)
(Barry et al., 2007) 32 17 (53%)
(Tomlins et al., 2005) 29 16 (55%)
(Hessels et al., 2007) 29 17 (59%)
(Wang et al., 2006) 59 35 (60%)
(Mehra et al., 2007b) 96 62 (65%)
(Lapointe et al., 2007) 63 44 (70%)
(Clark et al., 2007) 26 19 (73%)
(Soller et al., 2006) 18 14 (78%)
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4.3.4 Role du gene de fusion TMPRSS2:ERG

4.3.4.1 Etudes fonctionnelles in vivo

Pour étudier le role du gene de fusion TMPRSS2:ERG in vivo, plusieurs modeles de
souris transgéniques ont été établis (Tableau 4.3). L’expression d’une protéine ERG tronquée
ou pleine longueur, I’expression de la protéine de fusion TMPRSS2:ERG, ou I’induction
d’une recombinaison produisant la fusion Tmprss2/Erg chez la souris donne des résultats
contradictoires, et semble capable, ou non, d’induire des Iésions PIN chez la souris
(Klezovitch et al., 2008; Tomlins et al., 2008; Carver et al., 2009; King et al., 2009; Zong et
al., 2009; Casey et al., 2012; Baena et al., 2013). Ces lésions PIN, considérées comme des
lésions précancéreuses chez 1’homme précédant de 5 a 10 ans le développement d’un cancer
invasif (Montironi et al., 2011; Merrimen et al., 2013), ne sont pas capables d’induire la
formation d’adénocarcinomes prostatiques chez ces souris. Ainsi, la surexpression du gene
ERG ou du gene de fusion TMPRSS2:ERG ne semble pas suffisante pour initier le

développement d’un adénocarcinome de la prostate chez la souris.

Par ailleurs, étant donné que le gene de fusion TMPRSS2:ERG, ou le gene ERG, seul
n’a que de faibles effets de transformation, plusieurs équipes ont étudié le rdle de cette fusion,
en combinaison avec d’autres altérations génomiques fréquentes dans les cancers de la
prostate, telles que la perte des genes suppresseurs de tumeur P53 et PTEN (Phosphatase and
TENsin homolog deleted on chromosome 10) et la surexpression d’AR (présenté
précédemment dans le Tableau 2.7) (Carver et al., 2009; King et al., 2009; Zong et al., 2009).
Bien que la surexpression de ERG associée a la perte de P53 induise le développement de
lésions PIN, ces deux altérations génomiques ensemble ne sont pas capables de former un
adénocarcinome prostatique. En revanche, la surexpression de ERG agit en synergie avec des
altérations dans la voie de signalisation PI3K/AKT, notamment la perte de PTEN ou la
surexpression d’une forme AKT constitutivement active, pour former un adénocarcinome
bien différencié. Par ailleurs, la surexpression de ERG et AR favorise le développement d’un
adénocarcinome invasif plus faiblement différencié et plus agressif. Ainsi, ces résultats
suggerent que le géne de fusion TMPRSS2:ERG, plus particulierement la surexpression du
proto-oncogene ERG qui en résulte, coopere avec d’autres altérations génomiques pour initier

le développement d’un adénocarcinome prostatique plus ou moins agressif.

92



Tableau 4.3 : Modeles de souris transgéniques pour I’étude du réle de la fusion
TMPRSS2:ERG et leurs phénotypes

Référence de I’étude Type de souris transgéniques Phénotypes

Protéines ERG humaines tronquées ou

(Carver et al., 2009; pleine longueur et spécifiquement exprimées Pas de 1ésions PIN

King et al., 2009) dans la prostate grace au promoteur Aucun adénocarcinome prostatique

du gene Probasine de rat

Injection orthotopique de cellules épithéliales

prostatiques murines primaires Développement de 1ésions PIN
(Zong et al., 2009) . . .
(avec surexpression du gene Aucun adénocarcinome prostatique
ERG pleine longueur)

Injection orthotopique de cellules épithéliales Développement de 1ésions PIN
prostatiques murines primaires Adénocarcinomes bien différenciés
(avec surexpression du gene (AKT seul développe des Iésions PIN)
ERG pleine longueur, (PTEN seul développe des lésions PIN, un
et altérations de la signalisation PI3K/AKT) adénocarcinome, et parfois des métastases)

Chromosome artificiel bactérien contenant le

(Casey et al., 2012) fragment génomique de TMPRSS2:ERG et la

Pas de I1ésions PIN

Aucun adénocarcinome prostatique
région promotrice du gene TMPRSS2
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4.3.4.2 Coopération avec d’autres altérations génomiques

Un événement précoce dans les cancers de la prostate est 1’altération génétique de la
voie de signalisation PI3K/AKT, le plus souvent via la perte de fonction de PTEN, un gene
suppresseur de tumeur qui régule négativement cette voie de signalisation (Li et al., 1997).
Les altérations génomiques concomitantes menant a la surexpression de ERG et a la perte de
PTEN augmente la migration et I’invasion cellulaire, et favorise rapidement la progression de
lésions PIN en cancer invasif (Carver et al., 2009; King et al., 2009; Zong et al., 2009). La
perte de fonction de la protéine MAG1 (Metastasis-Associated Gene 1) a également été
observée dans le cancer de la prostate (Mahdian et al., 2014). Cette protéine augmente la
capacité de PTEN a réguler négativement la voie de signalisation PI3K/AKT. Ainsi, la perte
de fonction de MAGI1 réplique le phénotype observé lors de la perte de fonction de PTEN.
L’association de ces deux altérations génomiques, le réarrangement TMPRSS2:ERG et la
perte de PTEN, a été démontrée dans des cohortes de cancers de la prostate humains, et peut
étre associ€e a un mauvais pronostic (Yoshimoto et al., 2008; Carver et al., 2009; Taylor et
al., 2010; Bismar et al., 2011), plus particulicrement lorsque la perte de fonction de PTEN
s’effectue par un mécanisme de délétion chromosomique (Leinonen et al., 2013; Nagle et al.,

2013).

Par ailleurs, grace a la technique de ChIP-seq, un réseau complexe d’interactions
transcriptionnelles a été révélé entre le facteur de transcription ERG et le récepteur aux
androgeénes AR (Wei et al., 2010; Yu et al., 2010; Chng et al., 2012). En outre, la
signalisation AR est cruciale pour la différenciation spécifique de 1’épithélium prostatique, et
ERG est capable de perturber cette différenciation et de maintenir les cellules dans un état
dédifférencié (Sun et al., 2008). Cette perturbation peut s’effectuer par différents mécanismes,
incluant une interaction physique avec la protéine AR ou une fixation directe sur I’ADN via le
domaine ETS, soit au niveau du promoteur d’AR, soit au niveau des promoteurs de ses genes
cibles (Yu et al., 2010; Chng et al., 2012). Lorsque ERG se fixe sur ’ADN au niveau des
promoteurs des genes cibles d’AR, il peut recruter des corépresseurs transcriptionnels, tels
que HDACI-3 et EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2), pour former un complexe répressif,
et atténuer la transcription régulée par les androgenes et notamment impliquée dans la
différenciation épithéliale (Yu et al., 2010; Chng et al., 2012). De plus, I’inhibition de ERG
dans des cellules tumorales prostatiques conduit a I’induction de AR, et a 'inversion du

programme transcriptionnel induit par ERG. Par exemple, ERG et AR sont capables de se lier
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aux promoteurs de PSA, SLC45A3, TFF3 (Trefoil Factor 3) et Prostéine, et de respectivement
réprimer ou induire leur transcription (Wright et al., 2003; Sun et al., 2008; Rickman et al.,
2010). Un autre exemple est celui du facteur de transcription et oncogene MYC (Avian
myelocytomatosis viral oncogene homolog), dérégulé dans de nombreux cas de cancers de la
prostate. Une activation de ce facteur MYC par le facteur de transcription ERG a été observée
grace a 'utilisation de siRNA, et est liée a une augmentation de la survie cellulaire, de
I’invasion, de I’indépendance aux androgenes et de la récidive biochimique (Sun et al., 2008).
L’inhibition de ERG est capable d’induire le recrutement d’AR au niveau du promoteur de
MYC, et bloque son activité transcriptionnelle (Bernard et al., 2003; Hawksworth et al.,
2010).

Par ailleurs, deux autres altérations génomiques ont été rapportées dans des cas de
cancers de la prostate. D’une part, la perte de fonction du facteur de transcription NKX3.1
(NK3 homeobox 1), un autre géne suppresseur de tumeur connu dans la prostate, conduit a
une prolifération accrue des cellules épithéliales (Chen et al., 2002). NKX3.1 régule
négativement la fusion TMPRSS2:ERG (Sreenath et al., 2011), et est essentiel pour la
différenciation précoce de la prostate (Abate-Shen et al., 2008). Ainsi, la perte de fonction de
ce facteur coopere avec le réarrangement TMPRSS2:ERG dans la tumorigenese prostatique
(Chen et al., 2002; Thangapazham et al., 2014). D’autre part, I’expression de la protéine
CRISP3 (Cysteine Rich Secretory Protein 3) est nettement augmentée dans un sous-groupe de
cancers de la prostate possédant le réarrangement TMPRSS2:ERG et la perte de PTEN, et ces
trois altérations génomiques ensemble peuvent indiquer un plus mauvais pronostic du cancer

de la prostate (Ribeiro et al., 2011; Grupp et al., 2013; Al Bashir et al., 2014).

4.3.4.3 Recherche de genes cibles et de signatures génétiques associées in vitro

Des expériences de modulations d’expression du gene de fusion TMPRSS2:ERG ont
été effectuées dans différents types de lignées cellulaires prostatiques. L’inhibition de
I’expression de ERG diminue la prolifération, la migration, et I’invasion dans les cellules
VCaP, la seule lignée tumorale prostatique exprimant la fusion de maniere endogene (Sun et
al., 2008; Tomlins et al., 2008; Wang et al., 2008). De plus, des expériences d’implantations
orthotopiques de ces cellules réprimant le facteur de transcription ERG montrent un retard de
croissance tumorale par rapport aux témoins (Wang et al., 2008). Cependant, en accord avec
les modeles de souris transgéniques précédemment présentés, I’expression ectopique du gene

de fusion dans des cellules prostatiques normales immortalisées n’est pas en mesure d’induire
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une transformation tumorale de ces cellules (Tomlins et al., 2008), mais elle est suffisante
pour favoriser la prolifération, la migration, et I’invasion in vitro (Klezovitch et al., 2008;

Tomlins et al., 2008; Wang et al., 2008; Carver et al., 2009; Yu et al., 2010).

Ainsi, afin de comprendre le role du géne de fusion TMPRSS2:ERG dans le cancer de
la prostate, des études s’intéressent désormais a identifier les génes cibles du facteur de
transcription ERG dans ce cancer. Ainsi, la surexpression de ERG dans des lignées cellulaires
prostatiques augmente les capacités invasives via I’activation de deux genes cibles directs de
ERG, PLAU (Plasminogen Activator, Urokinase) et PLAT (Plasminogen Activator, Tissue),
deux activateurs du plasminogene (Tomlins ef al., 2008). De plus, ce facteur de transcription
régule également directement I’expression de plusieurs métalloprotéases matricielles,
notamment MMP2, MMP3, MMP9 (Matrix Metallopeptidase) et ADAMTSI1 (A Disintegrin
And Metalloproteinase with Thrombospondin type 1 motif 1) (Attiga et al., 2000; Tomlins et
al.,2008; Carver et al., 2009; Tian et al., 2014), ainsi que de deux molécules impliquées dans
le guidage axonal, PLXNA2 et PLXNBI1 (Plexin A2 and B1) (Tian et al., 2014; Liu et al.,
2017). L’expression de MMP9, PLXNB1 et PLXNA?2 est significativement plus élevée dans
les cancers de la prostate métastatiques, et est corrélée au groupe de patients exprimant la
fusion, mais de maniere intéressante, seules les protéines de guidage axonal, PLXNA?2 et
PLXNB1, semblent impliquées dans 1’augmentation de la migration et de l’invasion des
cellules tumorales prostatiques observée in vitro (Tian et al., 2014; Liu et al., 2017). Par
ailleurs, la protéine de fusion TMPRSS2:ERG est également capable de réguler I’expression
de IGFIR (Insulin-like Growth Factor 1 Receptor), un récepteur de facteur de croissance
jouant un role clé dans la prolifération cellulaire et la tumorigenese de la plupart des tumeurs
malignes, via le recrutement de co-activateurs, et notamment le facteur de transcription Spl
(Specific protein 1) (Meisel Sharon et al., 2016). La surexpression de la protéine formant les
microtubules, la tubuline B-III, a été associée a la fusion TMPRSS2:ERG et a la délétion de
PTEN, particuliecrement dans les tumeurs avec un haut score de Gleason (Tsourlakis et al.,
2014). TMPRSS2:ERG a également été montrée interagissant physiquement avec PARP1
(Poly (ADP-Ribose) Polymerase 1) et avec la sous-unité catalytique de la DNA-PK (DNA-
dependent Protein Kinase). Ils agissent comme des cofacteurs de ERG, impliqués dans
I’invasion des cellules tumorales, et contribuent a endommager davantage I’ADN en induisant
des cassures double brin (Brenner ef al., 2011). Une autre étude a montré que le facteur de
transcription ERG module la signalisation de la prostaglandine PGE2 (Prostaglandin E2) dans

les cellules tumorales prostatiques (Mohamed et al., 2011), et notre équipe a identifié COX2

96



(Cyclooxygenase 2), pouvant inhiber la production de PGE2, comme un geéne cible direct de
ERG (résultats non publiés). L’OPN, une glycophosphoprotéine de la matrice extracellulaire
jouant un role clé dans la métastase de nombreux cancers, est également un gene cible direct
du facteur de transcription ERG (Flajollet ez al., 2011). De maniere intéressante, le récepteur
de chimiokines CXCR4, impliqué dans les phénomenes de chimiotactisme, d’invasion des
cellules tumorales prostatiques dans 1’os et décrit dans la section 3.1.1 de I'introduction, est
également un gene cible direct des protéines TMPRSS2:ERG, surexprimé dans 80% des

cancers de la prostate primaires (Cai et al., 2010; Singareddy et al., 2013).

De récentes études ont identifié des signatures de genes li€s au facteur de transcription
ERG dans des cohortes de patients atteints de cancers de la prostate, c’est-a-dire des genes ou
des voies de signalisation en aval de la surexpression de ERG potentiellement régulés par ce
facteur, et qui pourraient expliquer comment ERG fonctionne pour promouvoir la progression
de ce cancer (Setlur et al., 2008; Gasi Tandefelt et al., 2013; Barfeld et al., 2014; Bismar et
al., 2014; Mochmann et al., 2014; Rajan et al., 2014; Xiao et al., 2016). Par exemple, une
signature génétique de 36 genes a été identifiée dans un sous-ensemble de cancers de la
prostate primaires exprimant le géne de fusion TMPRSS2:ERG et ayant un pronostic clinique
particulierement mauvais (Gasi Tandefelt et al., 2013). Le TGFp et d’autres génes dépendant
de cette signalisation font partie de cette signature et pourrait jouer un role dans le phénotype

agressif de ces tumeurs.
4.3.5 Marqueur diagnostique et/ou pronostique

Le gene de fusion TMPRSS2:ERG a une forte prévalence, principalement dans les
cellules prostatiques tumorales. Ainsi, il est un bon candidat pour diagnostiquer le cancer de
la prostate, mais également pour établir un pronostic d’évolution de ce cancer, compte tenu de
sa présence a différents stades de la pathologie comme présenté dans la section 4.3.4.
Cependant, 1’utilisation de ERG en tant que marqueur diagnostique et/ou pronostique est
encore largement débattu, compte tenu de la complexité de ses genes cibles et des processus
biologiques associés. En effet, des données contradictoires suggeérent une corrélation
significative entre la présence du gene de fusion et des caractéristiques agressives de la
maladie, associées a un mauvais pronostic (score de Gleason haut, stade clinique avancé,
rechute biochimique...) (Perner et al., 2006; Demichelis et al., 2007; Mehra et al., 2007b;
Nam et al., 2007a; Nam et al., 2007b; Rajput et al., 2007; Attard et al., 2008; Spencer et al.,
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2013; Teng et al., 2013; Berg et al., 2014; Huang et al., 2014), ou des caractéristiques
associées plutdt a un bon pronostic (score de Gleason bas, survie sans progression...)
(Petrovics et al., 2005; Winnes et al., 2007; Saramaki et al., 2008; Darnel et al., 2009b;
Bismar et al., 2012) (Tableau 4.4). En revanche, d’autres études suggerent également qu’il
n’existe aucune association significative avec des caractéristiques de bon ou mauvais
pronostic (rechute biochimique, survie...) (Yoshimoto et al., 2006; Lapointe et al., 2007; Tu
et al., 2007; Rouzier et al., 2008; Gopalan et al., 2009; Falzarano et al., 2010; Minner et al.,
2011; Toubaji et al., 2011; Hoogland et al., 2012) (Tableau 4.4). La divergence entre ces
études pourrait étre due a plusieurs facteurs, notamment la taille des cohortes (de 15 a 3261
cas), I’hétérogénéité des méthodes de collectes (prostatectomie radicale, résection
transurétrale de la prostate ou biopsie diagnostique) ou de détection (RT-PCR, FISH ou
séquencage), la conservation des tissus (paraffine ou congélation), ou encore les éventuels
traitements recus par les patients. Par ailleurs, la surexpression de ERG seule n’est pas
suffisante pour induire un cancer de la prostate (voir sections 4.3.4.1 et 4342 de
I’introduction). Ainsi, le statut de ERG peut servir de marqueur pronostic, mais seul, il n'est
pas nécessairement li€¢ a une récidive biochimique ou une diminution de la survie, il faudrait

également évaluer le statut d’autres altérations génomiques, par exemple PTEN.

Les geénes de fusion TMPRSS2:ERG peuvent étre détectées par qPCR dans les
prélevements urinaires de 42% des patients présentant un cancer de la prostate (Laxman et al.,
2006). Les résultats obtenus sont en corrélation avec les expériences de FISH sur les biopsies
tissulaires de ces patients. Cependant, ERG n’est présent que dans la moitié des cas de
cancers de la prostate, alors que d’autres marqueurs, et notamment AMACR (Alpha-
Methylacyl-CoA Racemase) est présent dans environ 90% des cas (Yaskiv et al., 2011). De
plus, la détection des fusions ERG est tres spécifique mais peu sensible pour le diagnostic,
tant dans les prélevements urinaires que dans les biopsies tissulaires (Hessels et al., 2007; Lee
et al., 2015). Par ailleurs, le géne PCA3 (Prostate Cancer Gene 3), produisant un ARN non-
codant dont les fonctions sont encore largement inconnues, pourrait également constituer un
marqueur prédictif du cancer de la prostate, détectable dans les prélevements urinaires (Tallon
et al., 2014; Vlaeminck-Guillem et al., 2015). Ainsi, 1’utilisation d’une combinaison de ces
marqueurs, détectables de maniere non invasive dans 1’urine des patients, pourrait constituer
un bon complément au dosage sérique de PSA, et permettre le diagnostic précoce des cancers

de la prostate (Lamy et al., 2016).
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Tableau 4.4 : Association pronostique du gene de fusion TMPRSS2:ERG dans les
cancers de la prostate

Adapté d’apres (Kumar-Sinha et al., 2008; Abou-Ouf et al., 2016).

Référence de I’étude

Statut ERG

Nombre

d’échantillons

Association prognostique

Tumeurs de haut grade

(Perner et al., 2006) Fusion TMPRSS2:ERG 136
Meétastases aux ganglions lymphatiques
Métastases
(Demichelis et al., 2007)  Fusion TMPRSS2:ERG 111
Mortalité
(Mehra et al., 2007b) Fusion TMPRSS2:ERG 96 Stade clinique avancé
(Nam et al., 2007a) Fusion TMPRSS2:ERG 26 Rechute apres prostatectomie
(Nam et al., 2007b) Fusion TMPRSS2:ERG 165 Rechute apres prostatectomie
Tumeurs moyennement a faiblement
(Rajput et al., 2007) Fusion TMPRSS2:ERG 196
différenciées
(Attard et al., 2008) Fusion TMPRSS2:ERG 445 Survie réduite
Rechute biochimique
(Spencer et al., 2013) Expression de ERG 100
Métastases et Mortalité
Stade clinique avancé
(Teng et al., 2013) Expression de ERG 198
Extension extra-prostatique
(Berg et al., 2014) Expression de ERG 265 Progression tumorale
Score de Gleason haut
(Huang et al., 2014) Expression de ERG 121
Rechute biochimique
(Yoshimoto et al.,2006)  Fusion TMPRSS2:ERG 15 Aucune de maniere significative
(Lapointe et al., 2007) Fusion TMPRSS2:ERG 63 Aucune de maniére significative
(Tu et al., 2007) Fusion TMPRSS2:ERG 82 Aucune de maniere significative
(Rouzier et al., 2008) Fusion TMPRSS2:ERG 55 Aucune de maniere significative
(Gopalan et al., 2009) Fusion TMPRSS2:ERG 521 Aucune de maniere significative
(Falzarano et al., 2010) Fusion TMPRSS2:ERG 62 Aucune de maniere significative
(Minner et al., 2011) Fusion TMPRSS2:ERG 3261 Aucune de manigre significative
(Toubaji et al., 2011) Fusion TMPRSS2:ERG 344 Aucune de maniére significative
(Hoogland et al., 2012) Expression de ERG 481 Aucune de maniere significative
Survie sans progression et Stade clinique bas
(Petrovics et al., 2005) Expression de ERG 114
Tumeurs bien a moyennement différenciées
Score de Gleason bas
(Winnes et al., 2007) Fusion TMPRSS2:ERG 50
Survie
(Saramaki et al.,2008)  Fusion TMPRSS2:ERG 253 Survie sans progression
(Darnel ef al., 2009b) Fusion TMPRSS2:ERG 196 Score de Gleason bas
Survie sans progression et Score de Gleason bas
(Bismar et al., 2012) Expression de ERG 312

Meilleure réponse aux hormonothérapies
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4.3.6 Nouvelles thérapies potentielles ciblant ERG ou ses cofacteurs

Le facteur de transcription ERG résultant de la fusion joue un r6le dans plusieurs
aspects de la biologie du cancer de la prostate, notamment dans 1’agressivité de la maladie, et
dérégule de nombreuses voies de signalisation impliquées dans la différenciation, la
croissance, la motilité, ’invasion, la formation de métastases, le controle épigénétique et
I’inflammation. Etant donné la prévalence de la fusion TMPRSS2:ERG dans le cancer de la
prostate, les protéines ERG et leurs cofacteurs offrent des cibles potentielles intéressantes

pour de nouvelles thérapies.

Concernant le ciblage des cofacteurs, 1’utilisation d’un inhibiteur de I’enzyme PARP1
(Olaparib) réduit considérablement les capacités invasives des cellules exprimant la fusion
(Brenner et al., 2011). De plus, un autre inhibiteur de PARP1 (Rucaparib) sensibilise les
cellules possédant a la fois le réarrangement chromosomique TMPRSS2:ERG et la perte de
fonction de PTEN aux radiations a faible dose, produisant des dommages de I’ADN, une
activation de la senescence, et une réduction de la survie clonogénique (Chatterjee et al.,
2013). De méme, I’inhibition d’autres partenaires de ERG, les HDAC, pourrait empécher la
progression du cancer de la prostate. En effet, des lignées cellulaires prostatiques exprimant
ERG traitées avec des inhibiteurs de HDAC, notamment la Trichostatine A, montrent une
inhibition de la prolifération et une induction de la mort cellulaire (Bjorkman et al., 2008). En
outre, I’inhibition de HDAC par ’utilisation d’un siRNA a empéché le transport nucléaire
d’AR en le séquestrant dans le cytoplasme (Bjorkman et al., 2008). L’utilisation d’un
inhibiteur de HDAC diminue significativement 1’expression de la fusion TMPRSS2:ERG, et
augmente 1’acétylation de P53, I’apoptose, et I’expression du gene de contréle du cycle
cellulaire CDKNIA (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1A), induisant ainsi un arrét du cycle
cellulaire et la sénescence (Fortson et al., 2011).

D’autres inhibiteurs fonctionnent en ciblant directement le facteur de transcription
ERG. La petite molécule inhibitrice YK-4-279 peut se lier directement a ERG, et inhiber son
activité transcriptionnelle en interférant avec les interactions protéine-protéine plutét qu’avec
la liaison a ’ADN (Rahim et al., 2011). Cette molécule a initialement été utilisée dans le
sarcome d’Ewing dans lequel elle bloque I’interaction entre la protéine de fusion EWS:FLI1
et ’ARN hélicase A, inhibant ainsi la croissance tumorale (Erkizan ef al., 2009). Dans des
lignées cellulaires tumorales prostatiques positives pour ERG, son inhibition diminue la

motilité et I’'invasion (Rahim et al., 2011). Un autre inhibiteur DB1255 (di-thiophene-phenyl-

100



amidine) cible le site consensus 5’-GGAA/T-3 au niveau des promoteurs des geénes cibles de
ERG, empéchant ainsi le domaine ETS de se lier a I’ADN (Nhili et al., 2013).

La stabilit¢ de la protéine ERG est un médiateur important de son activité
oncogénique. En effet, I’enzyme dé-ubiquitinase USP9X (Ubiquitin Specific Peptidase 9, X-
linked) est capable de dé-ubiquitiner et stabiliser la protéine ERG in vitro, jouant ainsi un role
dans la progression du cancer de la prostate (Wang et al., 2014b). Une inhibition de USP9X,
par 'utilisation d’un siRNA ou d’un inhibiteur direct (WP1130), entraine une ubiquitination
et une dégradation accrue de la protéine ERG (Wang et al., 2014b). Ainsi, cibler la protéine
ERG pour diminuer sa stabilité et entrainer sa dégradation semble &tre un bon moyen de
traitement potentiel. De plus, deux études récentes ont montré que 1’ubiquitine ligase SPOP
(Speckle-type POZ protein), mutée dans des cancers de la prostate n’exprimant pas de
facteurs de transcription de la famille ETS (Barbieri et al., 2012), se lie a ERG et entraine sa
dégradation protéosomique (An et al., 2015; Gan et al., 2015). La majorité des cancers de la
prostate possédant les fusions TMPRSS2:ERG exprime une version tronquée de la protéine
ERG, affectant sa capacité a se lier a SPOP, empéchant ainsi sa dégradation (An et al., 2015;
Gan et al., 2015). Par ailleurs, de maniere intéressante, de nouveaux peptides inhibiteurs de
ERG (EIP, ERG inhibitory peptides) ont été développés et sont capables d’interagir
spécifiquement avec le domaine ETS de liaison a I’ADN, de bloquer les interactions protéine-
protéine et I’activation de la transcription, et d’entrainer une dégradation protéolytique de la
protéine ERG dans les cellules tumorales prostatiques VCaP exprimant la fusion
TMPRSS2:ERG de manicere endogeéne (Wang et al., 2017). Ils suppriment également la
croissance tumorale, I’intravasation, et la formation de métastases in vivo. Ces EIP présentent
également ’avantage de se lier préférentiellement a la version oncogénique tronquée du
facteur de transcription ERG dans les cellules VCaP, contrairement a SPOP, alors qu’ils ne se

lient pas au facteur ERG pleine longueur dans les cellules HUVEC.
Ainsi, cibler le facteur de transcription ERG ou ses cofacteurs dans le cancer de la

prostate présente un potentiel thérapeutique important, mais d’autres études seront nécessaires

afin d’améliorer leur faisabilité clinique, notamment en terme de spécificité.
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5. PROJET DE THESE

Avec environ 71000 nouveaux cas en 2011, le cancer de la prostate est le cancer le plus
fréquent chez I’homme en France métropolitaine. Une tumeur locale de la prostate est
associée a une évolution lente de la maladie et une trés bonne survie des patients. En
revanche, les stades plus avancés de cancer de la prostate révelent, dans environ 80% des cas,
la présence de métastases osseuses caractéristiques, phase incurable et dévastatrice qui
conduit a une morbidité et une mortalité élevées des patients (Rubin et al., 2000; Logothetis

and Lin, 2005).

La découverte de genes de fusion, issus de remaniements chromosomiques, a ouvert
une nouvelle voie dans la compréhension du processus de cancérisation de la prostate
(Tomlins et al., 2005; Rubin et al., 2011). Ces genes de fusion impliquent d’une part la partie
promotrice non codante du gene TMPRSS2 (Transmembrane Protease Serine 2), dont
I’expression est hormono-dépendante (Lin ef al., 1999), et d’autre part la partie codante des
genes de la famille des facteurs de transcription ETS (E Twenty-Six), ERG (ETS-Related
Gene) dans plus de 50% des cas (Kumar-Sinha et al., 2008; Tomlins et al., 2009). La
présence de ce gene de fusion peut étre associée a un mauvais pronostic (Perner et al., 2006;
Attard et al., 2008; Tomlins et al., 2009). Cependant, son role précis au cours de la
cancérisation et de la progression du cancer de la prostate reste a déterminer. L’équipe
d’accueil travaille, depuis longtemps, sur le role physiologique et pathologique des protéines
ETS et a montré, ainsi que d’autres équipes, que le geéne Erg est associé a la mise en place du
cartilage et plus largement du squelette chez la souris (Dhordain et al., 1995; Vlaeminck-
Guillem et al., 2000; Iwamoto et al., 2007). Sachant que la fusion TMPRSS2:ERG existe dans
plus de 50% des cas de cancer de la prostate, il est intéressant d’essayer de comprendre si ce
gene de fusion, et ses geénes cibles, jouent un role important dans la formation des métastases

osseuses du cancer de la prostate.

L’équipe a ainsi mis en place plusieurs approches in vitro et in vivo pour comprendre
le role des fusions dans 1’évolution des cancers vers la formation des métastases osseuses.
Parmi les lignées disponibles, les cellules PC3 sont des cellules épithéliales hormono-
indépendantes isolées a partir d’une métastase osseuse vertébrale d’un patient souffrant de

cancer de la prostate. Les PC3c dérivent des cellules PC3 et ont été obtenues par 1’équipe du

103



docteur Philippe Clézardin avec qui nous collaborons (INSERM U1033 Lyon) (Fradet et al.,
2013). Contrairement aux cellules PC3, qui induisent des métastases purement ostéolytiques
lors d’implantation intra-tibiale chez les souris SCID (Severe Combined Immunodeficiency),
les cellules PC3c provoquent efficacement des métastases osseuses de type mixte,
ostéolytiques et ostéoblastiques. Elles refletent ainsi mieux le phénotype des métastases
osseuses observées chez les patients. Ces deux lignées de cellules cancéreuses prostatiques
sont fusion-négatives et n’expriment pas le gene ERG endogene. Parmi les ARN messagers
issus de la fusion, la forme T1E4 est la plus fréquente. Il s’agit d’une fusion de I’exon 1 du
gene TMPRSS2 (non codant) et ’exon 4 du gene ERG (codant) (Clark et al., 2007; Tomlins et
al., 2009), correspondant a une protéine ERG tronquée des 32 premiers acides aminés. Cette
construction a été choisie pour réaliser des clones stables de surexpression variable a partir de
la lignée PC3c. Trois types de clones ont été retenus en fonction du niveau d’expression de la

fusion : les PC3c-T1E4-L (Low), -T1E4-M (Medium) et -T1E4-H (High).

Leur caractérisation phénotypique et transcriptomique a permis de montrer que
I’expression de la fusion augmente leurs capacités d’invasion et de migration cellulaires et
modifie I’expression de nombreuses catégories de genes (Tian et al., 2014). Pour aller plus
loin, en collaboration avec le docteur Edith Bonnelye, ces clones cellulaires ont été utilisés
dans un modele d’induction de métastases osseuses par injection intra-tibiale chez les souris
SCID. Cette expérience a montré que I’expression de la fusion est associée a une
augmentation du phénotype ostéocondensant des métastases induites, phénotype

majoritairement observé chez I’homme (Delliaux et al., Soumis).

L’objectif de ma these était d’identifier, dans 1’étude transcriptomique précédemment
publiée par 1’équipe (Tian et al., 2014), des genes exprimés par les cellules tumorales fusion-
positives et qui participent au tropisme et/ou au phénotype des métastases ostéocondensantes

du cancer de la prostate.

Plusieurs génes ont ainsi été étudiés afin de répondre aux questions suivantes :
1- L’expression de ces genes est-elle relevante dans la pathologie humaine ?
2- Existe t-il une régulation transcriptionnelle par le facteur de transcription ERG ?
3- Quel est le role de ces genes dans le tropisme et/ou le phénotype des métastases

ostéocondensantes du cancer de la prostate ?
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Dans les parties suivantes, nous aborderons d’abord la caractérisation des métastases
osseuses induites par les cellules PC3-TMPRSS2:ERG et PC3c-TMPRSS2:ERG lors de
I’implantation intra-tibiale chez la souris. Trois nouveaux genes cibles directs des protéines
TMPRSS2:ERG ont été mis en évidence : ET-1 (Endothelin-1), ALPL (Alkaline Phosphatase
Liver/Bone/Kidney) et COLIAI (Collagen Type 1 Alpha I). Ensuite, nous aborderons 1’étude
de deux autres genes, FSCNI (Fascin 1) et HCARI (Hydroxycarboxylic Acid Receptor 1)
modulés par la fusion TMPRSS2:ERG dans les cellules PC3c.
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II. RESULTATS
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6. CARACTERISATION DES METASTASES OSSEUSES
INDUITES PAR LES CELLULES PC3-TMPRSS2:ERG ET
PC3c-TMPRSS2:ERG LORS DE L’ IMPLANTATION
INTRA-TIBIALE CHEZ LA SOURIS.

Publication N°1 (en annexe)

TMPRSS2:ERG gene fusion expression enhances

the osteoblastic phenotype of prostate cancer bone metastases.

DELLIAUX C.*, TIAN V.T.*, BOUCHET M., FRADET A., VANPOUILLE N.,
FLOURENS A.,DEPLUS R., VILLERS A., LEROY X.,CLEZARDIN P.,
DE LAUNOIT Y., BONNELYE E., DUTERQUE-COQUILLAUD M.

*Co-first authors

Submitted for publication in Cancer Research on 24" February 2017
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7. ETUDE DE GENES MODULES PAR LA FUSION
TMPRSS2:ERG DANS LES CLONES PC3c

Le point de départ de cette étude est la publication par 1’équipe d’une étude
transcriptomique réalisée sur les clones PC3c-T1E4-L (Low), -M (Medium) et -H (High)
(Tian et al., 2014). Celle-ci a en effet permis I’obtention de listes de genes dont I’expression
est modulée en fonction de I’expression de la fusion T1E4 et donc, en fonction de
I’expression du facteur de transcription ERG. Ces listes contiennent environ 2000 genes,
mais, dans un premier temps, nous les avons restreintes a une liste d’environ 120 genes
modulés faiblement dans le clone -L, moyennement dans le clone -M et fortement dans le
clone -H. Ces 120 genes ont une expression « dose-dépendante » par rapport a I’expression de
la fusion T1E4 et donc du facteur de transcription ERG, ce qui en fait des genes cibles
potentiels directs du facteur de transcription ERG.

Au début de la these, le choix des geénes a étudier parmi la liste restreinte de 120 génes
s’est fait sur deux criteres : (1) leur régulation transcriptionnelle potentielle par le facteur de
transcription ERG et (2) leur pertinence dans le cancer de la prostate et les métastases
osseuses associées. Ainsi, afin d’étudier le role de la fusion dans la formation des métastases
osseuses du cancer de la prostate, deux genes ont été choisis et seront décrits dans les deux

parties suivantes : FSCN1 (Fascin 1) et HCARI (Hydroxycarboxylic Acid Receptor 1).
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7.1 Etude de FSCNI1 (Fascin 1)

Lors de I’étude transcriptomique publiée par I’équipe (Tian et al., 2014), le gene
FSCNI est surexprimé dans les clones PC3c-T1E4-L, -M, et -H par rapport au clone contrdle
-pcDNA, et de manicre dépendante de la quantité de ERG surexprimée dans ces clones. Ce
gene répond donc a notre premier critere de sélection, nous avons alors effectué une revue
bibliographique de la littérature afin d’évaluer la pertinence de ce géne dans le sujet de cette
theése, c’est-a-dire la recherche de genes cibles des protéines de fusion TMPRSS2:ERG, et

leur role dans la formation des métastases osseuses du cancer de la prostate.
7.1.1 Revue bibliographique

Les fascines sont des protéines globulaires de liaison et de regroupement d’actine
d’approximativement 55 kDa, identifiées a partir d’extraits cytoplasmiques d’ovocytes et de
coelomocytes d’oursins marins dans les années 1970 (Bryan and Kane, 1978; Otto et al.,
1979). Elles sont hautement conservées tout au long de I’évolution. Les génomes des
vertébrés en codent trois formes : la fascine 1 (FSCN1 ou fascine, la plus étudiée) largement
exprimée dans les tissus mésenchymateux et nerveux, la fascine 2 (FSCN2) et la fascine 3
(FSCN3) spécifiquement exprimées dans la rétine et les testicules, respectivement (Jayo and

Parsons, 2010). Seule la premiere forme, la fascine 1, sera décrite ci-apres.
7.1.1.1 Structure et expression

Chez I’homme, le gene FSCNI se situe sur le chromosome 7p22, et code un
polypeptide de 493 acides aminés dont la séquence est différente des autres protéines de
regroupement d’actine (Adams, 2004). La protéine FSCN1 s’organise en quatre domaines en
feuillet béta plissé et contient deux sites de liaison a 1’actine, localisés en N- et C-terminal de
la protéine, facilitant ainsi I’efficacité de regroupement entre les filaments d’actine adjacents.

Au cours du développement embryonnaire chez la souris, I’expression de FSCN1 est
principalement retrouvée au niveau de régions de différenciation et de migration cellulaire
tres actives telles que le systéme nerveux, les somites en développement, ou encore le
mésenchyme (De Arcangelis et al., 2004). Chez I’homme, I’expression de FSCN1 au cours du
développement embryonnaire est similaire a celle décrite chez la souris ; dans les tissus

adultes, on la retrouve dans les cellules endothéliales vasculaires, les cellules neuronales, les

fibroblastes et les cellules dendritiques (Zhang et al., 2008). En fait, I’expression de cette
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protéine est décrite comme hautement tissu-spécifique, cellule-spécifique, et temps-spécifique
au cours du développement et de la croissance chez I’homme. En revanche, dans les cellules
épithéliales normales, FSCN1 est absente, comme dans 1’épithélium du canal biliaire, du sein,
du cdlon, de I'ovaire, du pancréas et de I’estomac, ou présente a tres faible niveau, comme

dans celui de la peau et de 1’cesophage (Hashimoto et al., 2005).

7.1.1.2 Implications physiologiques

FSCNI1 agit en coordination avec la polymérisation de I’actine. Elle est un régulateur
clé du cytosquelette qui, en se liant a deux molécules d’actine, permet le regroupement
parallele des filaments d’actine (notés F-actine), de maniere trés ordonnée et étroitement
serrée. Ce regroupement est nécessaire a la formation d’une large gamme de structures
transitoires et dynamiques a base d’actine de deux formes principales: les protrusions
cellulaires corticales et les faisceaux de microfilaments cytoplasmiques. Les structures
corticales, incluant les filopodes, les lamellipodes, les microvillosités et les dendrites, ont des
fonctions d’adhésion matricielle, d’interactions cellulaires et de motilité, de migration et
d’invasion cellulaire, alors que les faisceaux d’actine cytoplasmiques semblent participer a
I’architecture cellulaire (Kureishy et al., 2002). Cette protéine est donc impliquée dans le
remodelage du cytosquelette, les adhésions cellule-matrice, les interactions cellulaires, la
migration cellulaire ainsi que l’invasion, et contribuent a 1’architecture cellulaire et aux
mouvements intracellulaires.

Dans les cellules dendritiques, par exemple, FSCNI1 est absente des cellules
immatures, mais est tres hautement régulée dans les cellules matures (Mosialos et al., 1996).
Les cellules dendritiques sont des cellules sentinelles du systéme immunitaire, largement
distribuées dans le sang périphérique, la circulation lymphatique et les tissus solides. Apres le
contact avec l’antigéne, les cellules dendritiques immatures migrent vers les ganglions
lymphatiques drainants ou elles deviennent des cellules dendritiques matures capables de
présenter I’antigene traité aux lymphocytes T lors de la réponse immunitaire primaire
(Kureishy et al., 2002; Hashimoto ef al., 2011). Les cellules dendritiques matures sont
caractérisées par de nombreuses projections dynamiques longues appelées dendrites, qui
contiennent a la fois F-actine et FSCN1. L’expression de FSCN1 est nécessaire pour la
formation des dendrites au cours de la maturation cellulaire, la migration des cellules
dendritiques et 1’activité présentatrice d’antigene des cellules dendritiques, c’est-a-dire

I’activation des cellules T (Ross et al., 1998). D’ailleurs, I’expression de FSCNI1 est utilisée
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comme un marqueur de maturation fiable des cellules dendritiques, facilitant ainsi
I’identification et la quantification de ces cellules dans des échantillons de tissus.

Chez la souris, I’inactivation du gene Fscnl donne des embryons viables et une 1étalité
néonatale de 48% ; les souris survivantes ont un poids corporel réduit (Yamakita et al., 2009).
A ce jour, les phénotypes majeurs détectés chez ces souris sont des altérations spécifiques du
systéme nerveux central mais les conséquences pathologiques ou comportementales de ces

défauts sont encore inconnues.
7.1.1.3 Implications pathologiques dans les cancers

La métastase est la principale cause de mortalité liée au cancer et, au niveau cellulaire,
FSCNTI a pour effet majeur de promouvoir la migration et I'invasion des cellules de carcinome
en culture. Ceci est associé a un potentiel invasif et métastatique plus élevé dans plusieurs
modeles de xénogreffes tumorales chez la souris (Tan et al., 2013).

Au cours des 10 dernieres années, des études in vitro, in vivo et cliniques ont impliqué
FSCN1 comme nouveau biomarqueur candidat pour 1’identification précoce des carcinomes
les plus agressifs avec un potentiel métastatique, et ceci pour les carcinomes du canal biliaire,
de la vessie, du cerveau, du sein, du colorectum, de I'endometre, du rein, du foie, du poumon,
du cou, de I'eesophage, du pharynx, de l'ovaire, du pancréas, de l'estomac et de la prostate
(Tan et al., 2013). En effet, ces études montrent que 1'absence ou la faible expression de
FSCNI dans les épithéliums normaux est radicalement altérée dans de nombreux carcinomes
humains et est corrélée a un mauvais pronostic. De plus, FSCNI a été associée a un risque
accru de mortalité, de progression de la maladie, et de métastases ganglionnaires et a distance
dans certains de ces cancers (Kulasingam and Diamandis, 2013; Tan et al., 2013).

Ainsi, FSCN1 est un élément clé dans la motilité cellulaire et 1'invasion, un marqueur
pronostique potentiel mais également une cible potentielle pour le développement
d'inhibiteurs spécifiques pour le traitement de la maladie métastatique. D’ailleurs, récemment,
une petite molécule, la migrastatine, a été identifiée pour cibler FSCN1 (Chen et al., 2010).
La migrastatine et ses analogues étaient déja connus pour inhiber la croissance et la migration
des cellules tumorales mammaires chez la souris, mais le mécanisme d’action était inconnu.
Désormais, les données montrent que la migrastatine se lie a FSCNI1, au niveau du site de
liaison a I’actine situé en C-terminal, et inhibe ainsi le regroupement des filaments d’actine in
vitro, et I’invasion in vivo. Ceci a particulicrement augmenté 1’intérét de FSCN1 comme cible

thérapeutique potentielle (Jayo and Parsons, 2010; Hashimoto et al., 2011; Tan et al., 2013).
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L’invasion des cellules tumorales a travers les différents tissus dépend de la capacité
de ces cellules a franchir la membrane basale et a dégrader la matrice extracellulaire. Ce
processus de dégradation s’effectue au niveau de structures particulieres, de podosomes
spécialisés, appelés les invadopodes (Figure 7.1). Ce sont des régions de réorganisation du
cytosquelette d’actine au niveau desquelles s’accumulent également diverses
métalloprotéases, telles que MMP2, MMP9 ou encore MT1-MMP (Membrane Type 1-Matrix
Metalloproteinase 1), capables de dégrader la matrice extracellulaire (Murphy and
Courtneidge, 2011). Plusieurs autres protéines ont déja été décrites pour jouer un role lors de
I’initiation, de I’assemblage, puis de la maturation de ces structures. En particulier, FSCN1 est
d’ores et déja connu pour étre une protéine de regroupement de F-actine, impliquée dans le

but de stabiliser la structure lors de 1’étape d’assemblage.
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Figure 7.1 : Les étapes de formation des invadopodes

Ces étapes sont représentées sur trois niveaux : la forme de base de la structure par rapport a
la cellule (en haut), une représentation simple des protéines clés par rapport a la membrane
cellulaire (au milieu), et un apercu moléculaire plus détaillé (en bas). Adapté d’apres (Murphy
and Courtneidge, 2011).
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7.1.1.4 Implications pathologiques dans le cancer de la prostate et ses

métastases osseuses

Les études de FSCN1 dans le cancer de la prostate et ses métastases osseuses
associées restent peu nombreuses. En 2009, une premicre étude a montré que cette protéine
est exprimée dans les cellules épithéliales tumorales de cancers de la prostate primaires et, de
maniere plus intense, dans les cancers de la prostate résistants a la castration, par rapport au
tissu sain (Darnel et al., 2009a). Cette expression est associée a une rechute biochimique du
taux de PSA apres une prostatectomie radicale, ce qui signifie une évolution clinique plus
agressive de la maladie. FSCN1 est ainsi impliquée dans la progression du cancer de la
prostate et pourrait constituer un marqueur pronostique ou une cible thérapeutique pour les
cancers de la prostate agressifs résistants a la castration.

D’une part, in vitro, une inhibition de 1’expression de FSCN1, par I'utilisation d’un
siRNA spécifique (Darnel et al., 2009a), ou par la restauration du miR-145 (Fuse et al.,
2011), diminue la prolifération, la migration et I’invasion cellulaire et augmente les propriétés
adhésives des cellules tumorales prostatiques. Le miR-145 est un microARN, petit ARN non
codant, régulant I’expression de FSCNI1 au niveau post-transcriptionnel. Il est régulé
négativement dans de nombreux carcinomes, dont le cancer de la prostate, et fonctionne
comme un suppresseur de tumeur. De maniere intéressante, I’implication de FSCN1 dans les
propriétés invasives des cellules tumorales prostatiques peut s’expliquer par son rdle, avec la
cortactine, une autre protéine impliquée dans les trois étapes d’initiation, d’assemblage et de
maturation, dans la formation d’invadopodes, de petites protrusions riches en actine (Figure
7.1) (Van Audenhove et al., 2014). En effet, en perturbant le regroupement de F-actine par
FSCN1, les auteurs ont démontré 1’importance de la stabilisation des faisceaux d'actine dans
l'organisation et le renouvellement des invadopodes, la dégradation de la matrice
extracellulaire, et l'invasion des cellules tumorales. D’autre part, in vivo, I’implantation
orthotopique chez la souris de cellules dépourvues de FSCN1, directement dans la prostate, a
montré une diminution significative de la croissance et de la formation des métastases
ganglionnaires par rapport aux cellules controles (Darnel ef al., 2009a).

Récemment, en utilisant des modeles de xénogreffes de cellules humaines
ostéoinductives de cancer de la prostate provenant d’une métastase osseuse, une signature
moléculaire a été mise en évidence dans le stroma des métastases osseuses ostéocondensantes
ainsi induites (Ozdemir et al., 2014). En effet, les cellules cancéreuses de la prostate

colonisent préférentiellement 1'os (ostéotropisme), ou elles alterent 1'équilibre physiologique
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entre la formation osseuse médiée par les ostéoblastes et la résorption osseuse médiée par les
ostéoclastes, et provoquent une réponse ostéoblastique (ostéoinduction). Cependant, les
signaux moléculaires fournis par les ostéoblastes pour la survie et la croissance des cellules
métastatiques osseuses du cancer de la prostate sont largement inconnus. De maniere
intéressante, le géne le plus surexprimé dans cette signature moléculaire est FSCNI. Or dans
les cancers solides, FSCN1 a été principalement associée aux cellules cancéreuses et son
expression stromale a été négligée. Pour la premiere fois, I’expression de FSCNI1 n’est
retrouvée ni dans les cellules tumorales du cancer de la prostate primaire, ni dans les cellules
tumorales de la métastase osseuse, ce qui est en contradiction avec la littérature (Darnel et al.,
2009a). De maniere remarquable, dans la métastase osseuse, elle est induite de novo dans les
ostéoblastes, les ostéocytes, ainsi que les CAF (Cancer Associated Fibroblast). FSCN1

pourrait ainsi constituée un biomarqueur candidat pour la métastase osseuse ostéoblastique.

7.1.2 Résultats

Nous avons ainsi choisi d’étudier FSCN1 dans la formation des métastases osseuses
associées au cancer de la prostate en raison (1) de sa régulation transcriptionnelle potentielle
par le facteur de transcription ERG, et (2) de la revue bibliographique présentée ci-avant. En
effet, FSCNI est impliquée dans les phénomenes de migration et d’invasion cellulaire dans de
nombreux carcinomes, dont le cancer de la prostate, ainsi que dans I’agressivité de la maladie
et les métastases.

Dans un premier temps, nous avons étudié D’expression et la régulation
transcriptionnelle de FSCNI dans des lignées cellulaires tumorales prostatiques, puis son role
dans la migration et I’invasion in vitro, et enfin, nous nous sommes intéressés a son

expression dans la pathologie humaine du cancer de la prostate et ses métastases.

7.1.2.1 Expression et régulation transcriptionnelle de FSCN1 dans des lignées

cellulaires tumorales prostatiques

Nous avons débuté cette étude in vitro, dans les clones cellulaires PC3c. L’expression
de FSCNI a d’abord été mesurée par RT-qPCR permettant ainsi d’observer une
surexpression, dose-dépendante par rapport a la quantité de ERG (Figure 9.1A en annexe),
dans les clones PC3c-T1E4-L (7.6 fois), -M (17 fois) et -H (67,7 fois) par rapport au clone
contrle -pcDNA (Figure 7.2A). Ces résultats confirment ceux de notre é&tude

transcriptomique dans les clones PC3c-T1E4-L (2,1 fois), -M (3,1 fois) et -H (5,7 fois) par
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rapport au clone controle -pcDNA, bien que le différentiel soit plus grand lorsqu’il est mesuré
par RT-qPCR. Un western blot réalisé a partir d’extraits protéiques cellulaires a ensuite
permis d’observer le méme profil d’expression (Figure 9.1B en annexe ; Figure 7.2B). Enfin,
dans le clone PC3c-T1E4-H, I’utilisation d’un siRNA inhibant I’expression de ERG de 80%
(Figure 9.1C en annexe) diminue I’expression de FSCNI de plus de 50% au niveau ARN
(Figure 7.2C). Ainsi, il semble exister un lien direct entre 1’expression de ERG et I’expression
de FSCNI dans les clones PC3c. En effet, en présence de T1E4, FSCN1 est surexprimée de
maniere dépendante de la quantité de ERG, alors qu’en absence de ERG, suite a I’utilisation

d’un siRNA, FSCN1 est inhibée.
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Figure 7.2 : Expression de FSCN1 dans les clones PC3c androgéno-indépendants
surexprimant la fusion de maniére ectopique

A, Expression de FCSNI analysée par RT-qPCR dans les clones PC3c-pcDNA contrdle,
PC3c-T1E4-L, -M et -H exprimant différents niveaux de la fusion T1E4 (L: Low, M:
Medium, H : High). ***P<0,001, one-way analysis of variance (ANOVA) with Dunnett’s
multiple comparison test. B, Expression de FSCN1 analysée par WB dans les clones PC3c-
pcDNA controle, PC3c-T1E4-L, -M et -H. L’anticorps spécifique de HPRT a été utilisé
comme contrdle d’équicharge. C, Expression de FSCNI analysée par RT-qPCR dans les
cellules PC3c-T1E4-H traitée avec un siRNA contréle ou spécifique de ERG. Le niveau
d’expression des cellules traitées avec le siRNA controle a été normalisé a 1. ***P<0 001,
one-way analysis of variance (ANOV A) with Dunnett’s multiple comparison test.

Les observations précédentes nous confortent dans 1’hypothése d’une régulation
directe de FSCNI par le facteur de transcription ERG dans ce modele d’étude PC3c. Une
étude in silico de la partie promotrice de ce gene, utilisant les logiciels ECRBrowser et
Mulan, a permis d’identifier quatre sites de fixation de ERG (EBS, ETS Binding Site)
potentiels conservés entre I’homme, le singe et la souris. Nous avons ensuite choisi deux
paires d’oligonucléotides, ciblant respectivement trois des sites de fixation en raison de leur
proximité (FSCN1-1; -2620 pb du TSS), ou un seul site (FSCN1-2; -2445 pb du TSS)
(Figure 7.3A). Pour tester I’hypothese d’une régulation directe de FSCNI par le facteur de

transcription ERG, nous avons réalisé des expériences de ChIP. Lorsque nous avons utilisé
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I’anticorps spécifique de ERG pour I’'immunoprécipitation dans le clone PC3c-T1E4-H, nous
avons pu mettre en évidence par PCR une fixation de ERG sur I'un des sites de fixation
FSCNI1-1, contenant trois EBS potentiels (Figure 7.3B). En revanche, le site de fixation
potentiel FSCN1-2 ne semble pas permettre la fixation de ERG. Nos résultats suggeérent que
le facteur de transcription ERG est capable de se fixer sur la partie promotrice de FSCNI, sur
un ou plusieurs EBS a -2620 pb du TSS. Une expérience de qChIP devra confirmer et

compléter de maniere plus quantitative cette observation.

A
TSS
-3000 -2620 -2445 -2000 ATG Stop
> P < >
FSCN1-1 FSCN1-2 FSCN1 (13852 pb)
B PC3c-pcDNA PC3c-T1E4-H
Input PM IgG AcH3 ERG Input PM IgG AcH3 ERG
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100bp
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Figure 7.3 : Fixation de ERG sur le locus FSCN1 dans les cellules PC3c-T1E4-H

A, Schéma du gene FSCNI et sa partie promotrice. Quatre sites potentiels de fixation de ERG
(EBS) (ovales gris) ont été identifiés sur la région promotrice du gene et deux couples
d’oligonucléotides ont été choisis pour le ChIP (fleches noires). Les séquences codant le
5’UTR (gris foncé), la séquence codante (gris clair) et le 3’UTR (gris foncé) de I’ARNm sont
représentées, ainsi que les 5 exons et 4 introns présents sur la séquence génique. B, ChIP-PCR
réalisé pour tester la fixation de ERG dans les clones PC3c-T1E4-H et PC3c-pcDNA controle
avec les anticorps ERG, AcH3 et IgG. PM : Poids Moléculaire.

Un deuxieme modele cellulaire a ensuite été utilisé. Les cellules VCaP, isolées d’une
métastase osseuse d’un patient atteint de cancer de la prostate, constituent la seule lignée
cellulaire possédant la fusion TMPRSS2:ERG de maniere endogene. Elles expriment
également un AR fonctionnel, leur conférant des caractéristiques d’hormono-dépendances
(Korenchuk et al., 2001). Le gene codant la protéine FSCNI1 est exprimé dans les cellules
VCaP (4,9 fois plus par rapport au clone contréle PC3c-pcDNA) (Figure 7.2A). Dans ces
cellules, I’expression du gene de fusion, sous contrdle de la région promotrice du gene
TMPRSS?2 contenant des éléments de réponse aux androgenes, est androgéno-dépendante et

peut étre augmentée avec un traitement par les androgenes (Tomlins ef al., 2005). Ainsi, afin
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d’évaluer si ’expression de FSCNI est modulée suite a une augmentation de 1’expression de
la fusion, nous avons traité les cellules VCaP avec des androgenes, en particulier de la Sa-
dihydrotestostérone (DHT) a 10nM pendant 16 heures. Comme attendu, ce traitement a
entrainé une augmentation d’expression de ERG d’environ 7 fois par rapport aux cellules
VCaP non traitées (Figure 9.1A et C en annexe). De maniere étonnante, ce traitement a
entrainé une diminution d’expression de FSCNI d’environ 80% par rapport aux cellules
VCaP non traitées (Figure 7.4A et C). D’autre part, quand 1’expression endogene du gene de
fusion est inhibée par I'utilisation d’un siRNA dirigé contre ERG et efficace a 75% (Figure
9.1B et C en annexe), I’expression de FSCNI demeure inchangée (Figure 7.4B et C). Ainsi, la
modulation de I’expression du gene de fusion endogeéne n’a pas d’influence sur I’expression

du géne FSCNI dans les cellules VCaP.
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Figure 7.4 : Expression de FSCN1 dans les cellules VCaP androgéno-dépendantes
exprimant la fusion de maniere endogene

A-C, Expression de FSCNI analysée par RT-qPCR dans les cellules VCaP exprimant la
fusion et traitées avec soit de I’éthanol (Veh) ou de la dihydrotestostérone (DHT) (A)
(P=0,0012, two-tailed unpaired t test), soit un siRNA contrdle ou spécifique de ERG (B)
(P=NS, two-tailed Mann Whitney t test), soit I’ensemble de ces traitements (C) (***P<0,001,
*#*+#%P<0,0001, one-way analysis of variance (ANOVA) with Dunnett’s multiple comparison
test). Le niveau d’expression des cellules traitées avec 1’éthanol (A), le siRNA controle (B),
ou I’éthanol et le siRNA contrdle (C) a été normalisé a 1.

En revanche, étant donné que le traitement a la DHT a entrainé une diminution
importante de I’expression de FSCNI, nous nous sommes interrogés sur une régulation
négative potentielle par le récepteur aux androgenes. En effet, la premiere conséquence du
traitement a la DHT est I’activation d’AR, dont un des geénes cibles directs est le gene de
fusion TMPRSS2:ERG. De plus, et comme présenté en introduction, un réseau complexe
d’interactions transcriptionnelles a été révélé entre le facteur de transcription ERG et le
récepteur aux androgenes AR (Wei et al., 2010; Yu et al., 2010; Chng et al., 2012). 1ls sont
d’ailleurs tous deux capables de se fixer au niveau des promoteurs de leurs genes cibles

communs, et d’induire des effets opposés sur la transcription de ces genes, c’est-a-dire une

121



activation par I’un, et une répression par 1’autre, comme cela a été montré pour plusieurs
genes impliqués dans la différenciation de 1’épithélium prostatique (voir section 4.3.4.2 de
I’introduction) (Wright et al., 2003; Sun et al., 2008; Rickman et al., 2010). Ainsi, méme si
dans les clones PC3c n’exprimant pas AR, FSCNT1 semble étre régulée positivement par ERG,
il n’est pas exclu que dans les cellules VCaP exprimant un AR fonctionnel, FSCNI puisse
étre régulée négativement par AR. Pour tester cette hypotheése, nous nous sommes d’abord
intéressés a I’expression de FSCN/ dans toutes les lignées tumorales prostatiques disponibles
au laboratoire, exprimant ou non AR. De maniere tres intéressante, les cellules n’exprimant
pas le récepteur aux androgenes ont des taux plus élevés de FSCNI que les cellules qui
I’expriment (Figure 7.5A). Par ailleurs, dans le clone PC3c-pcDNA contrdle, ne surexprimant
pas la fusion, I’expression de FSCNI est identique a celle dans les cellules exprimant AR
(VCaP, LNCaP et MDA-PCa-2b) (Figure 7.5B). Dans les cellules PC3c, I’expression de ERG
semble nécessaire a 1’activation de la transcription de FSCNI, d’environ 70 fois dans le clone
-T1E4-H (Figure 7.2A). Ainsi, il semble exister une régulation négative de FSCNI en

présence d’un AR fonctionnel.
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Figure 7.5 : Expression de FSCN1 dans des lignées de cellules tumorales prostatiques
exprimant ou non AR

A-B, Expression de FSCNI (A) et de AR (B) analysée par RT-qPCR dans les cellules PC3c-
pcDNA, PC3-plpcx, PC3M-Luc et DU145 n’exprimant pas AR, et LNCaP, MDA-PCa-2b et
VCaP exprimant un AR fonctionnel. *P<0,05, ****P<0,0001, one-way analysis of variance
(ANOVA) with Bonferroni’s multiple comparison test. Le niveau d’expression des cellules
PC3c-pcDNA a été normalisé a 1.

Pour confirmer cette régulation négative par AR, nous avons utilisé un agoniste de ce
récepteur, la DHT, ou un antagoniste spécifique de ce récepteur, le bicalutamide (BIC),
permettant ainsi d’activer ou de réprimer AR dans les cellules VCaP, et de suivre I’expression

correspondante de FSCNI. L’expression de deux genes cibles de ce récepteur,
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TMPRSS2:ERG et PSA, a été suivie afin de confirmer 1’induction ou la répression de son
potentiel de régulateur transcriptionnel en fonction du traitement (Figure 7.6A, B, D et E).
Dans la premiere expérience, des doses croissantes de DHT ont été appliquées aux cellules
VCaP (Figure 7.6A, B et C). Comparée aux cellules controles non traitées, une baisse
significative de I’expression de FSCNI a été observée dans les cellules traitées avec les doses
croissantes de DHT, confirmant les résultats précédemment observés (Figure 7.6C ; Figure
7.4A et C). Dans la deuxieme expérience, les cellules VCaP, préalablement traitées avec du
BIC a 50puM pendant 8 heures afin d’inhiber le potentiel de régulateur transcriptionnel d’AR,
ont ensuite recues des doses croissantes de DHT pendant 16 heures afin de déplacer cet
équilibre vers une réactivation d’AR (Figure 7.6D, E et F). Le traitement au BIC n’induit
aucune différence d’expression de ERG, PSA, et FSCNI comparé aux cellules contréle non
traitées, ce qui est cohérent étant donné que les cellules controles n’ont pas été hormono-
induites (Figure 7.6D, E et F). De manicre intéressante, 1’équilibre entre répression et
activation d’AR est progressivement déplacé vers une activation avec les doses de DHT de
100nM et 1000nM, comme en témoignant 1’augmentation d’expression de ERG et PSA
(Figure 7.6D et E). En adéquation avec les résultats précédents, I’expression de FSCNI est
progressivement diminuée lorsque AR est activé, c’est-a-dire avec les doses de DHT de

100nM et 1000nM (Figure 7.6F).
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Figure 7.6 : Expression de ERG, PSA et FSCNI dans les cellules VCaP androgéno-
dépendantes exprimant la fusion de maniére endogéene

A-C, Expression de ERG (A), PSA (B) et FSCN1 (C) analysée par RT-qPCR dans les cellules
VCaP exprimant la fusion et traitées avec de I’éthanol (Veh) ou différentes doses de
dihydrotestostérone (DHT) comme indiqué (***P<0,001, one-way analysis of variance
(ANOVA) with Dunnett’s multiple comparison test). D-F, Expression de ERG (D), PSA (E)
et FSCNI (F) analysée par RT-qPCR dans les cellules VCaP exprimant la fusion et traitées
avec du DMSO (-BIC et -DHT), ou du bicalutamide (BIC) avec différentes doses de
dihydrotestostérone (DHT) comme indiqué (** P<0,01 ; ***P<0,001, one-way analysis of
variance (ANOVA) with Dunnett’s multiple comparison test). Le niveau d’expression des
cellules traitées avec 1’éthanol (A-C) ou le DMSO (D-E) a été normalisé a 1.

Ainsi, FSCNI semble étre un geéne cible direct d’AR, lequel réprime son expression.
Afin d’évaluer I’existence d’une fixation directe de ce récepteur sur le promoteur du gene
codant FSCNI1, nous avons analysé des données de ChIP-seq publiées dans sept lignées
différentes de cellules tumorales prostatiques exprimant AR (Figure 7.7) (Cai et al., 2012;
Decker et al., 2012; Asangani et al., 2014; Chan et al., 2015; Chen et al., 2015). Cette analyse
montre qu’il existe une fixation de AR sur le promoteur de FSCNI, conservée dans toutes les
lignées tumorales prostatiques étudiées, et augmentée par un traitement avec un agoniste de

AR (DHT), diminuée par un traitement avec un antagoniste de AR (BIC, bicalutamide ou

ENZ, enzalutamide) (Figure 7.7).
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Figure 7.7 : Analyse de ChIP-seq publiés du récepteur aux androgenes AR sur le locus
FSCNI1 dans sept lignées de cellules exprimant AR

Les jeux de données proviennent de cinq publications et ont été analysés en utilisant UCSC
Browser (Cai et al., 2012; Decker et al., 2012; Asangani et al., 2014; Chan et al., 2015; Chen
et al., 2015). Les pistes sont montrées pour les marques épigénétiques H3K27Ac et
H3K4Mel (souvent trouvées pres d’éléments régulateurs), H3K4Me3 (souvent trouvées pres
des promoteurs), I’hypersensibilité a la DNase I (les régions régulatrices, et en particulier les
promoteurs, sont sensibles a la DNase), et pour les ChIP AR dérivés de cellules 22RV1, C4-
2B, CWR22Pc, LNCaP, R1-AD1, VCaP et VC2S, non traitées (en noir), traitées soit avec un
agoniste de AR (DHT pour dihydrotestostérone en rouge), soit avec un antagoniste de AR
(BIC pour bicalutamide ou ENZ pour enzalutamide en bleu), soit avec les deux, antagoniste et
agoniste de AR (BIC et DHT en vert). Pour I’hypersensibilité a la DNase I, une zone grise
indique I'étendue de la région hypersensible (DNase Clusters), et l'intensité de gris est
proportionnelle a la force de signal maximal observé.
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L’ensemble de ces résultats permet d’envisager une régulation transcriptionnelle
complexe de FSCNI, avec une répression induite par AR dans les cellules VCaP, et une

activation induite par ERG en absence d’un AR fonctionnel dans les cellules PC3c.

7.1.2.2 Role de FSCN1 dans la migration et I’invasion cellulaire in vitro

De nombreux articles dans la littérature ont établi un role de FSCNT1 dans la migration
et 'invasion des cellules tumorales, via la stabilisation de structures particulieres d’actine
appelées invadopodes (Figure 7.1). De plus, I’équipe a déja montré que les clones PC3c-
T1E4-M et -H présentent une augmentation de 1’expression de MMP9, une métalloprotéase
présente au niveau de ces invadopodes et impliquée dans la dégradation de la matrice
extracellulaire, en comparaison au clone -pcDNA contrle (Tian et al., 2014). Un test de
dégradation de la gélatine a également montré 1’association entre 1’augmentation de sécrétion
de MMP9 et la dégradation d’une matrice de gélatine dans le clone PC3c-T1E4-H. D’autre
part, dans le clone PC3c-T1E4-H, un siRNA dirigé contre ERG a montré une diminution de la
migration cellulaire de plus de 50%, et de I’invasion cellulaire de 70% (Tian et al., 2014).
Nous avons donc orienté nos études fonctionnelles dans ce sens, afin de voir si dans notre

modele d’étude, FSCN1 joue un rdle dans ces processus de migration et d’invasion cellulaire.

Ainsi, une premiere expérience d’immunofluorescence a permis de montrer que le
clone PC3c-T1E4-H exprime un haut niveau de FSCNI, exclusivement au niveau
cytoplasmique, et de ERG, exclusivement au niveau nucléaire, comparé au clone contrdle
(Figure 7.8). Ceci confirme nos observations en Western blot et en RT-qPCR, a savoir une

surexpression de FSCN1 dans les clones PC3c-T1E4 par rapport au clone contréle -pcDNA.

Nous nous sommes alors intéressés aux capacités invasives des clones cellulaires
exprimant la fusion et plus particulierement a la formation d’invadopodes. Pour cela, une
expérience de dégradation de la gélatine a été réalisée. Les invadopodes correspondent aux
structures riches en F-actine et se développent sur la face ventrale des cellules, en contact
avec la matrice de gélatine couplée a un fluorophore émettant dans le vert. Les filaments
d’actine sont visualisés en tirant profit des propriétés naturelles de liaison a 1’actine de la
Phalloidine, une toxine extraite de certains champignons et empoisonnant la cellule en se liant

a l’actine afin d’empécher sa dépolymérisation, préalablement couplée a un fluorophore

émettant dans le rouge. Ainsi, les cellules PC3c-T1E4-H sont capables de former des
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invadopodes, visualisés par les points rouges, et de dégrader la matrice extracellulaire sous-

jacente, phénomene visualisé par les points noirs dans la gélatine verte (Figure 7.9).

FSCN1 ERG DAPI Merge

PC3c clones
pcDNA

TMPRSS2:ERG-H

Figure 7.8 : Marquage immunofluorescent de FSCN1 et ERG dans les clones PC3c
androgéno-indépendants surexprimant la fusion de maniere ectopique

Expression de FSCN1 (rouge) et ERG (vert) analysée par immunofluorescence dans les
clones PC3c-pcDNA controle et -T1E4-H exprimant la fusion T1E4. Barre d’échelle, 20um.

Cortactin F-actin Gelatin Merge

pcDNA

PC3c clones

TMPRSS2:ERG-H

Figure 7.9 : Test de dégradation de la gélatine et marquage immunofluorescent de
Cortactin et F-actine dans les clones PC3c androgéno-indépendants surexprimant la
fusion de maniére ectopique

Expression de Cortactine (gris) et F-actine (rouge) analysée par immunofluorescence dans les
clones PC3c-pcDNA controle et -T1E4-H exprimant la fusion T1E4.

Afin de confirmer le role de FSCN1, établi dans la littérature, dans la stabilisation de
ces structures lors de I’étape d’assemblage, nous avons souhaité réaliser un co-marquage des
filaments d’actine et de FSCN1. Cependant, apres plusieurs expériences, nous avons établi

qu’une incompatibilité technique concernant les différentes méthodes de fixation des cellules
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ne permettrait pas la réalisation de ce co-marquage. Par ailleurs, malgré le nombre important
d’articles étudiant les invadopodes, ce co-marquage n’a jamais été effectué dans des cellules
exprimant de maniere endogene FSCN1. De manicre générale, les auteurs utilisent des
transfections de protéines de fusion FSCNI1-GFP. En effet, afin de visualiser FSCNI1 par
immunofluorescence, il est nécessaire de fixer les cellules au méthanol. Cependant, le
méthanol détruit la conformation native de certaines protéines, et ne permet par le marquage

de F-actine a ’aide de Phalloidine.

Pour contourner cette difficulté technique et justifier la présence spécifique
d’invadopodes dans notre modele d’étude, une colocalisation a été effectuée entre un autre
régulateur clé de la polymérisation de I’actine impliqué de I’initiation a la maturation des
invadopodes, la cortactine, et F-actine (Figure 7.9). De maniere indirecte, nous avons
également pu visualiser une colocalisation de FSCN1 et de cortactine dans les cellules PC3c-
T1E4-H par rapport aux cellules contrdles n’exprimant pas FSCN1 (Figure 7.10). Par ailleurs,
ces cellules contrdles -pcDNA expriment la cortactine, mais ne sont pas capables de former
des invadopodes lors du test de dégradation de la gélatine, semblant confirmer le rdle

essentiel de FSCN1 dans la stabilisation de ces structures (Figure 7.9 ; Figure 7.10)

FSCN1 Cortactin DAPI Merge

PC3c clones
pcDNA

TMPRSS2:ERG-H

Figure 7.10 : Marquage immunofluorescent de FSCN1 et Cortactine dans les clones
PC3c androgéno-indépendants surexprimant la fusion de maniere ectopique

Expression de FSCN1 (rouge) et Cortactine (vert) analysée par immunofluorescence dans les
clones PC3c-pcDNA controle et -T1E4-H exprimant la fusion T1E4. Barre d’échelle, 20um.

Enfin, nous nous sommes intéressés au role de FSCN1 dans la migration des cellules
tumorales in vitro. Pour cela, nous avons utilisé un siRNA inhibant I’expression de FSCNI
d’environ 85% dans le clone —H, puis un test de migration a été effectué (Figure 7.11A).

L’inhibition de FSCN/ induit une diminution de la migration d’environ 50% apres 20 heures
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de culture des cellules sur un systeme de plaques de 24 puits spécifiques, permettant le

comptage automatisé des cellules ayant migrées (FluoroBlok) (Figure 7.11B).
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Figure 7.11 : Test de migration effectué sur le clone PC3c-T1E4-H traité avec un siRNA
controle ou spécifique de FSCN1

A, Expression de FSCNI analysée par RT-qPCR dans le clone PC3c-T1E4-H traité avec un
siRNA contrdle ou spécifique de FSCNI1. Le niveau d’expression des cellules traitées avec le
siRNA contrdle a été normalisé a 1. ***P<0,001, one-way analysis of variance (ANOVA)
with Dunett’s multiple comparison test. B, Test de migration effectué¢ sur le clone PC3c-
T1E4-H traité avec un siRNA conrdle ou spécifique de FSCN1. Pour chaque temps, le niveau
d’expression des cellules traitées avec le siRNA controle a été normalisé a 1. *P<0,05 ;
**P<0,01 ; ***¥P<0,0001, two-way analysis of variance (ANOVA) with Bonferroni’s
multiple comparison test.

L’ensemble de ces résultats met en évidence le role établi de FSCN1 dans I’invasion
des cellules tumorales via la formation des invadopodes, ainsi que dans la migration cellulaire

in vitro, dans notre modele d’étude du cancer de la prostate.

7.1.2.3 Expression de FSCN1 dans le cancer de la prostate et ses métastases

chez ’homme

D’abord, en 2009, une équipe a montré que 1’expression de FSCN1 est détectée dans
les cellules tumorales de cancer de la prostate primaire et CRPC (Darnel et al., 2009a). Ainsi,
en parallele des études in vitro, nous avons utilisé une cohorte, composée de 52 échantillons
humains de tissus prostatiques cancéreux primaires (CaP) et 20 échantillons humains de tissus
prostatiques sains, adjacents a la tumeur (N-CaP), obtenue en collaboration avec la
tumorotheque du Cancéropdle Nord Ouest, et déja publiée par 1’équipe (Tian et al., 2014).

Cependant, grace a des expériences de RT-qPCR effectuées sur ces échantillons, nous

129



n’avons pas observé de différence d’expression de FSCN/ entre les CaP et les N-CaP (Figure
7.12A). Ensuite, étant donné I’expression « dose dépendante » de FSCNI en fonction de
I’expression de la fusion dans 1’étude transcriptomique, nous avons étudié son expression
dans les 52 échantillons humains de tissus prostatiques cancéreux dont 32 expriment la
fusion, et 20 ne I’expriment pas. Cependant, aucune différence significative entre les deux
types d’échantillons, ni aucune corrélation entre 1’expression de FSCNI et celle de ERG n’a

pu étre mise en évidence par des expériences de RT-qPCR (Figure 7.12B et C).
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Figure 7.12 : Expression de FSCNI1 dans des échantillons humains de cancers primaires
de la prostate

A, Expression de FSCNI analysée par RT-qPCR dans des échantillons humains de cancers
primaires de la prostate CaP (n=52) ou de tissus sains prélevés au large de la tumeur N-CaP
(n=20). P=NS, two-tailed Mann Whitney t test. B, Expression de FSCNI analysée par RT-
gPCR dans des échantillons humains de cancers primaires de la prostate TMPRSS2:ERG-
positifs (n=32) et -négatifs (n=20). P=NS, two-tailed Mann Whitney t test. C, Représentation
en nuage de points montrant I’expression relative de FSCNI et celle de ERG dans les
échantillons humains de cancers primaires de la prostate (n=52). Spearman r=0.2025, P=NS,
two-tailed non parametric Spearman correlation test with alpha=0.05.

Ensuite, en 2014, une autre équipe a montré que I’expression de FSCN1 n’est pas
retrouvée dans les cellules tumorales, ni au niveau de la tumeur primaire de la prostate, ni au
niveau de la métastase osseuse associée (Ozdemir et al., 2014). En revanche, I’expression est
retrouvée de novo dans les ostéoblastes, ostéocytes, et les fibroblastes associés a la tumeur
(CAF) dans la métastase osseuse. C’est pourquoi, pour analyser plus finement I’expression
éventuelle de FSCN1 dans les tumeurs prostatiques humaines ou les métastases associées, des
expériences d’immunohistochimie (IHC) sur des coupes de tissus sont intéressantes a réaliser.
En effet, elles permettent de localiser 1I’expression de la protéine directement au niveau des
cellules tumorales, ou éventuellement dans d’autres cellules présentent dans le stroma. Cette

distinction n’est pas possible par RT-qPCR.
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Concernant les coupes de tumeurs primaires, I’expression de FSCNI1 est retrouvée au
niveau des cellules endothéliales de vaisseaux, comme attendu d’apres la littérature, mais pas
dans les cellules épithéliales normales de la prostate, dans des échantillons de tissus sains
prélevés au large de la tumeur, ni dans les cellules tumorales de la prostate, dans des
échantillons de tissus prostatiques tumoraux primaires exprimant ou non la fusion (Figure
7.13). Cette observation, faite sur trois coupes individuelles de tissus ainsi que sur un TMA
(Tissue Microarray) contenant 65 coupes de tissus prostatiques tumoraux primaires, explique
nos résultats obtenus précédemment par RT-qPCR, et est en accord avec la publication de
Ozdemir et al., mais en désaccord avec celle de Darnel et al. (Darnel ef al., 2009a; Ozdemir et
al., 2014). Pour renforcer nos résultats, deux anticorps ont été utilisés dont le clone 55K2,
commercialisé par plusieurs fournisseurs et régulierement utilisé et cité dans la littérature. De
plus, la fonctionnalité de ces anticorps a été confirmée par un anatomopathologiste, le Pr
Xavier Leroy, qui confirme un marquage des cellules endothéliales vasculaires et des cellules

dendritiques, connues pour exprimer cette protéine dans la littérature.

TMPRSS2:ERG Negative TMPRSS2:ERG Positive
Normal Prostate Primary PCa Primary PCa

FSCN1
(Abcam-IM20)

FSCN1
(Thermo-55K2)

. 5qum ]

Figure 7.13 : Marquage immunohistochimique de FSCN1 dans des échantillons humains
de cancers primaires de la prostate

1 >

Les marquages ont été effectués a 1’aide de deux anticorps obtenus aupres de deux
fournisseurs différents comme indiqué. Trois coupes individuelles de tissu ainsi qu’'un TMA
(Tissue Microarray) contenant 65 coupes de tissu ont été analysées et trois images
représentatives ont été sélectionnées. L’hématoxyline a été utilisée comme contre-colorant
pour augmenter le contraste (bleu). NG, Glandes Normales (Normal Glands) ; BV, Vaisseaux
Sanguins (Blood Vessels) ; T, Tumeur (Tumor).
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Concernant les coupes de métastases osseuses et ganglionnaires associées au cancer de
la prostate, I’expression de FSCNI1 est retrouvée au niveau des cellules endothéliales
vasculaires et des cellules dendritiques, comme précédemment, mais pas dans les cellules
tumorales (Figure 7.14; Figure 7.15A). De maniere intéressante et en accord avec la
publication de Ozdemir et al., I’expression de FSCN1 est retrouvée dans les ostéoblastes et les
ostéocytes des métastases osseuses du cancer de la prostate (Figure 7.15B) (Ozdemir et al.,

2014).
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Figure 7.14 : Marquage immunohistochimique de FSCN1 dans des échantillons humains
de métastases ganglionnaires associées au cancer de la prostate

Les marquages ont été effectués a 1’aide d’un seul anticorps comme indiqué. Trois coupes de

tissu ont été analysées, et deux sont présentées. L’hématoxyline a été utilisée comme contre-

colorant pour augmenter le contraste (bleu). LT, Tissu Lymphoide (Lymphoid Tissue) ; T,

Tumeur (Tumor).
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de métastases osseuses associées au cancer de la prostate
A-B, Les marquages ont été effectués a 1’aide d’un seul anticorps comme indiqué. Cinq

coupes de tissu ont été analysées, et trois sont présentées. L’hématoxyline a été utilisée
comme contre-colorant pour augmenter le contraste (bleu). BM, Matrice Osseuse (Bone
Matrix) ; T, Tumeur (Tumor) ; OB, Ostéoblaste ; OCy, Ostéocyte.

Compte tenu des difficultés a obtenir des échantillons métastatiques de patients, seules
trois métastases ganglionnaires et cinq métastases osseuses ont pu étre analysées par IHC au
cours de ma these. Cependant, pour pallier cette difficulté et compléter ce résultat, des
banques de données publiées et disponibles permettent d’effectuer des méta-analyses et de
suivre I’expression de genes dans différents types d’échantillons tumoraux. Quatre banques
de données publiées ont été utilisées et ont permis d’observer une surexpression significative
du gene codant FSCNI1 dans les métastases associées au cancer de la prostate par rapport aux

cancers de la prostate primaires et aux tissus normaux (Figure 7.16A, B, C et D) (Yu et al.,

2004; Varambally et al., 2005; Grasso et al., 2012).
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Figure 7.16 : Méta-analyses de I’expression de FSCN1 dans des échantillons humains de
cancers de la prostate

Comparaison des profils d’expression de FSCNI dans des échantillons humains prostatiques
normaux, adjacents a la tumeur, de cancers de la prostate primaires et métastatiques (A) ; des
échantillons humains prostatiques normaux, de cancers de la prostate primaires et
métastatiques (B-D) utilisant différentes données publiées (Yu et al., 2004; Varambally et al.,
2005; Grasso et al., 2012). **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001, one-way analysis of
variance (ANOVA) with Dunnett’s multiple comparison test.

De plus, une étude transcriptomique récemment publiée a été effectuée sur 149
échantillons humains métastatiques de CRPC, prélevés au niveau de différents sites, dont 20
au niveau de métastases osseuses associées au cancer de la prostate (Haider et al., 2016).
Nous avons utilisé ces données publiées et effectué une méta-analyse afin de voir si
I’expression de FSCNI pouvait étre spécifique d’un type de métastases en particulier,
notamment osseuses. Nos résultats montrent que I’expression de FSCNI dans les métastases
osseuses est significativement supérieure a celle dans les autres métastases (Figure 7.17). Ce
résultat est en accord avec la publication de Ozdemir et al., mais des marquages
immunohistochimiques complémentaires devront étre effectués sur des coupes de métastases
osseuses de cancer de la prostate, afin de valider la localisation de cette protéine, soit au
niveau des cellules de I’0s, ostéocytes et ostéoblastes, soit directement au niveau des cellules

tumorales exprimant ERG mais ne possédant pas un AR fonctionnel (Ozdemir et al., 2014).
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Figure 7.17 : Méta-analyse de ’expression de FSCN1 dans des échantillons humains de
métastases associées au cancer de la prostate

Comparaison des profils d’expression de FSCN1 dans des échantillons humains de métastases
osseuses ou d’autres métastases (Haider et al., 2016). ****P<0.0001, two-tailed Mann
Whitney t test.

L’ensemble de ces résultats met en évidence une surexpression de FSCN1 dans les
métastases du cancer de la prostate, et plus spécifiquement les métastases osseuses, par
rapport au cancer de la prostate primaire et au tissu sain. Cette expression semble limitée aux

ostéocytes et ostéoblastes présents dans 1’os, autour de la tumeur.
7.1.3 Discussion et Perspectives

7.1.3.1 Expression et régulation transcriptionnelle de FSCN1 dans des lignées

de cellules tumorales prostatiques

Les résultats obtenus concernant I’expression et la régulation transcriptionnelle de
FSCNI dans les lignées prostatiques tumorales permettent d’envisager une régulation
transcriptionnelle complexe de FSCNI. En effet, il existe une répression de la transcription
induite par AR dans les cellules VCaP, et une activation de la transcription induite par ERG
dans les cellules PC3c n’exprimant pas AR.

Cependant, I’expression du gene de fusion TMPRSS2:ERG est sous la dépendance de
AR. L’existence d’une régulation transcriptionnelle positive de FSCNI par les protéines de
fusion en absence d’AR est donc peu envisageable. En revanche, il existe un réseau complexe
d’interactions transcriptionnelles entre ERG et AR, qui peuvent entrer en compétition pour la
fixation au promoteur de leurs geénes cibles, et induire des effets opposés. De maniere
intéressante, il existe un site consensus de fixation de ERG, 60 bases avant le site consensus
de fixation d’AR, au niveau de la région promotrice de FSCNI identifiée précédemment en
ChIP-seq (Figure 7.7). Des expériences de ChIP seront prochainement effectuées, en utilisant

un couple d’oligonucléotides encadrant les deux sites, afin d’évaluer si les deux régulateurs
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transcriptionnels sont capables de se fixer au niveau de la méme région promotrice de FSCN/,

et d’en réguler I’expression, de maniere positive pour ERG, négative pour AR.

7.1.3.2 Role de FSCNI1 dans la migration et I’invasion cellulaire in vitro

Par ailleurs, nous avons mis en évidence par des tests de dégradation de la gélatine,
des expériences d’immunofluorescence, et des tests de migration in vitro, que le clone PC3c-
T1E4-H exprimant ERG est capable de former des structures particulieres d’actine, les
invadopodes, conférant a ces cellules des capacités migratoires et invasives accrues. Etant
donné le réle de FSCN1 dans la stabilisation de ces invadopodes, nous envisageons désormais
de réaliser a nouveau ces expériences ainsi que des tests d’invasion in vitro, mais en présence
d’un siRNA spécifique de FSCNI1, afin de voir s’il existe un différentiel, et plus précisément
une diminution de la formation d’invadopodes et de 1’invasion cellulaire, par rapport au clone

PC3c-T1E4-H traité avec un siRNA contrdle.

7.1.2.3 Expression de FSCN1 dans le cancer de la prostate et ses métastases

chez ’homme

La protéine FSCNI1 est exprimée dans les ostéocytes et les ostéoblastes au niveau des
métastases osseuses de patients atteints d’un cancer de la prostate (Figure 7.15) (Ozdemir et
al., 2014). Pour I’'instant, nous n’avons pas détecté d’expression de FSCN1 au niveau des
cellules tumorales dans les échantillons dont nous disposons, c’est-a-dire dans les tissus issus
de cancers primaires de la prostate, ou de métastases ganglionnaires et osseuses associées.

Notre hypothese est que les cellules tumorales prostatiques réprimant I’activité
transcriptionnel de AR, ou celles ne I’exprimant plus, pourraient exprimer FSCN1, n’étant
alors plus réprimée par AR. Deux types de patients pourraient ainsi respectivement présenter
ces caractéristiques : les patients en cours de traitement par hormonothérapie a base
d’antagonistes d’AR, ou les patients ayant été traités par hormonothérapie mais ayant
développés un CRPC particulier de type neuroendocrine. Chez ces deux types de patients,
nous pensons que 1’expression de FSCN1, augmentant les capacités migratoires et invasives
des cellules tumorales, pourrait participer a 1’acquisition d’un phénotype plus agressif et étre
un facteur de mauvais pronostic, associé¢ a une espérance de vie maximale estimée a 2 ans.
Cependant, il sera difficile d’obtenir de tels échantillons de tissus pour valider notre
hypothese, puisque des biopsies sont rarement effectuées chez ces patients. En revanche, nous

pensons effectuer des cultures organotypiques ou de cellules tumorales prostatiques primaires,
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prélevées chez des patients, naifs vis-a-vis de I’hormonothérapie, notamment au cours d’une
prostatectomie radicale. Nous pourrons traiter ces cultures soit avec 1’agoniste de AR (DHT),
soit avec I’antagoniste de AR (BIC), puis suivre I’évolution de I’expression de FSCN1 dans

les cellules tumorales prostatiques primaires humaines.

7.1.2.4 Effet de AR sur I’expression de FSCN1 et le développement de tumeur

in vivo

Une autre maniere d’étudier 1’effet du récepteur aux androgenes sur I’expression de
FSCNI1 serait d’injecter des cellules tumorales prostatiques exprimant un AR fonctionnel,
notamment les VCaP, en xénogreffe chez la souris. Les souris seront réparties en plusieurs
groupes en fonction des traitements, notamment deux groupes traités ou non avec 1’agoniste
de AR (DHT), et deux autres dans lesquels les souris pourront ou non é&tre castrées soit
chimiquement, grace a l'utilisation de I’antagoniste de AR (BIC), soit physiquement. Par
ailleurs, I'utilisation de shRNA ou de la nouvelle technologie CRSPR-Cas9 permettant
d’inhiber ’expression de FSCN1 de manicre stable est également envisagée. Apres le
développement d’une tumeur sous-cutanée, les souris seront sacrifiées, les tumeurs prélevées,
et nous étudierons I’expression de FSCN1 dans ces échantillons de tissus. Nous pourrons
également comparer d’autres parametres, notamment la taille des tumeurs induites, indicateur
de la prolifération cellulaire. FSCN1 étant impliquée plutdét dans la migration et dans
I’invasion, 1’idéal serait d’utiliser des cellules tumorales prostatiques capables de développer
spontanément des métastases, mais ce type de modele est rare pour 1’étude du cancer de la

prostate, et est plus difficile a mettre en ceuvre.

7.1.2.5 Role de FSCN1 dans le tropisme des cellules tumorales vers 1’0s, et le

développement de métastases ostéocondensantes in vivo

En fonction des résultats obtenus in vitro et in vivo pour ce gene, et de 1’obtention de
clones stables PC3c dépourvus de la protéine FSCNI1, nous pourrions nous orienter vers
d’autres expériences, notamment in vivo avec le développement de modeles murins de type
injections intra-cardiaques, permettant d’étudier son r6le dans le tropisme des cellules
tumorales vers 1’0s, ou injections intra-tibiales, permettant d’étudier le développement de
métastases ostéocondensantes, comme cela a déja été effectué dans I’équipe (Deplus et al.,

2017; Delliaux et al., Soumis).
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7.2 Etude du récepteur HCAR1 (Hydroxycarboxylic Acid Receptor 1)

Lors de I’étude transcriptomique publiée par I’équipe (Tian et al., 2014), le gene
HCARI est surexprimé dans les clones PC3c-T1E4-L, -M et —H par rapport au clone controle
-pcDNA, et de maniere dépendante de la quantité de ERG surexprimée dans ces clones. Ce
gene répond donc a notre premier critere de sélection, nous avons alors effectué une revue
bibliographique de la littérature afin d’évaluer la pertinence de ce géne dans le sujet de cette
theése, c’est-a-dire la recherche de genes cibles des protéines de fusion TMPRSS2:ERG, et

leur role dans la formation des métastases osseuses du cancer de la prostate.
7.2.1 Revue bibliographique

De nombreux nutriments et intermédiaires métaboliques sont non seulement des
substrats de base pour le métabolisme énergétique, mais fonctionnent également comme des
molécules de signalisation activant des récepteurs spécifiques, et modulant ainsi diverses
fonctions cellulaires. Récemment, divers récepteurs couplés aux protéines G (GPCR) ont été
décrits comme étant activés par des intermédiaires métaboliques et jouent ainsi un role
important dans la médiation des effets de ces métabolites (Blad et al., 2012). Parmi eux, la
famille des récepteurs aux acides hydroxycarboxyliques (HCARs) est composée de trois
membres, HCAR1, HCAR2 et HCAR3, également connus sous le nom de GPR81, GPR109A
et GPR109B respectivement. Dans la suite de I’exposé, HCARI sera le récepteur le plus
décrit ; quelques similarités ou différences entre les trois récepteurs de cette famille seront

rapidement abordées.
7.2.1.1 Structure, ligand, expression et régulation

Chez I’homme, les geénes codant les récepteurs HCARs sont tous localisés en tandem
sur le chromosome 12q24.31 et sont composés d’un seul exon qui, dans le cas de HCARI,
code un polypeptide de 346 acides aminés. HCAR1 a d'abord été identifié comme un
récepteur orphelin, appelé GPR81, par une analyse BLAST utilisant les bases de données de
séquences génomiques et de séquences connues pour coder des GPCR. Il a ensuite été isolé a
partir d'un clone de chromosome artificiel bactérien portant la région génomique humaine 12q
(Lee et al., 2001). Le récepteur HCAR1 partage approximativement 55% d'homologie de
séquence d'acides aminés avec HCAR2 et HCAR3, partageant eux-mémes 96% d’homologie

de séquence. Les trois récepteurs partagent un résidu arginine dans I'hélice transmembranaire
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3, essentiel pour la liaison des ligands de type acide carboxylique (Tunaru et al., 2005).
HCARI1 est le récepteur phylogénétiquement le plus ancien, déja retrouvé chez le poisson,
alors que HCAR?2 semble restreint aux mammiferes, et HCAR3 aux primates supérieurs
(Ahmed, 2011; Kuei et al., 2011; Offermanns, 2017).

Les ligands physiologiques des HCARs présentent une similarité structurelle, ceux
sont tous des acides hydroxycarboxyliques, des intermédiaires métaboliques clés dont les
niveaux locaux et systémiques refletent des états métaboliques particuliers (Offermanns et al.,
2011). Ainsi, HCART1 est activé par un métabolite glycolytique, I’acide 2-hydroxypropionique
(acide lactique ou lactate), HCAR2 par un corps cétonique, 1’acide 3-hydroxybutyrique ([3-
hydroxybutyrate), ainsi que par 1’acide butyrique, et HCAR3 par un intermédiaire de la f3-
oxydation, I’acide 3-hydroxyoctanoique (Offermanns, 2017).

Le récepteur a I’acide lactique HCART est principalement exprimé par les adipocytes
des tissus adipeux blanc et brun (Lee et al., 2001; Jeninga et al., 2009; Liu et al., 2009). Des
niveaux d’expression relativement faibles de HCARI1 ont été décrits dans plusieurs autres
tissus, tels que le foie, le rein ou encore le muscle squelettique, mais sans savoir si cela est dii
a la présence d’adipocytes dans ces tissus, ou si cela reflete une expression par d’autres types
de cellules résidentes (Offermanns, 2017).

La différenciation des adipocytes a partir des pré-adipocytes 3T3-L1, ainsi que la
fixation d’un hétérodimere PPARY/RXR (Peroxysome Proliferator-Activated Receptor-
gamma/Retinoid X Receptor) au niveau du promoteur proximal du gene entrainent une
augmentation d’expression du récepteur HCARI1 (Lee et al., 2001; Jeninga et al., 2009; Liu et
al., 2009). Par ailleurs, une alimentation hypercalorique ou une exposition a divers stimuli
inflammatoires entrainent une diminution de son expression dans le tissu adipeux (Feingold et

al.,2011; Wanders et al., 2012).
7.2.1.2 Implications physiologiques

Les récepteurs HCARs sont des GPCR tous couplésa une protéine G de type
inhibitrice (Gi/Go) et dont l'activation entraine une diminution de l'activité de l'adénylyl
cyclase et donc, une diminution de la production d'AMPc dans des systemes d’expression
hétérologues ainsi que dans les adipocytes primaires humains et murins (Figure 7.18)
(Ahmed, 2011). Dans les adipocytes, I'AMPc est un second messager important pour induire
la lipolyse (voie métabolique de dégradation des lipides en acide gras et glycérol), par

activation de la protéine kinase A (PKA), qui a son tour phosphoryle et active des enzymes
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lipolytiques, telles que la lipase hormono-sensible (HSL). Ainsi, l'activation des récepteurs
HCARs a pour résultat un effet anti-lipolytique dans les adipocytes primaires et chez la
souris dans différentes conditions : pour HCAR1, pendant la période postprandiale en servant
d’intermédiaire a I’insuline, pour HCAR?2 et HCAR3, pendant des conditions physiologiques
ou physiopathologiques d’une augmentation de la [-oxydation (voie métabolique de
dégradation des acides gras produisant de I’acétyl-CoA, du NADH et du FADH, dans la
mitochondrie), tels que le jeline prolongé (Cai et al., 2008; Liu et al., 2009; Ahmed et al.,
2010; Offermanns et al., 2011). Les trois récepteurs HCARs régulent donc la lipolyse de

maniere négative et fonctionnent ainsi comme des capteurs métaboliques.

Lactate
Insulin Glucose
b !‘ ! o

HCA,
Lactate =

Glucose

t Pyruvate

AMP cAMPL ATP

/N

Lipolysis formation+

Adipose tissue

Figure 7.18 : Régulation de la fonction adipocytaire par le récepteur HCAR1

HCARI1 agit comme médiateur d'une régulation autocrine et/ou paracrine de la fonction
adipocytaire par le lactate. Le lactate est libéré des adipocytes, un processus augmenté par
I'absorption de glucose induite par l'insuline. Le lactate peut activer le récepteur HCAR1 sur
les adipocytes et ainsi inhiber la formation d'’AMPc, ce qui entraine d’une part un effet anti-
lipolytique, et d’autre part une diminution de la production de chaleur et du brunissement du
tissu adipeux. AC, adenylyl cyclase; Akt, protéine kinase B; HCA, acide
hydroxycarboxylique ; PDE3B, phosphodiesterase 3B ; PI3K, phosphatidylinositol-3-kinase.
D’apres (Offermanns, 2017).

En 2008, le lactate a été décrit comme un ligand agoniste spécifique du récepteur
HCARI1 (Cai et al., 2008). Les taux rapportés de lactate pour activer HCARI sont plutdt
faibles par rapport aux ligands classiques de GPCR tels que les hormones ou les
neurotransmetteurs. Cependant, alors que les concentrations plasmatiques basales de lactate
sont comprises entre 0,5 et 2 mM (et seraient donc trop faibles pour activer completement le

récepteur HCART1), les taux de lactate systémique peuvent augmenter jusqu'a 20 mM pendant
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un exercice intensif mais les études chez des souris dépourvues de HCART1 ne favorisent pas
un réle de ce récepteur dans la lipolyse pendant 1’exercice intensif (Ahmed et al., 2010;
Offermanns, 2017). Une autre source d’acide lactique agissant sur HCARI1 dans le tissu
adipeux provient des adipocytes eux-mémes; le glucose est pris dans des conditions basales
ou stimulées par l'insuline, et le lactate peut €tre produit a partir du pyruvate lors de la
fermentation lactique suivant la glycolyse (voie métabolique d’assimilation du glucose et de
production d’énergie dans le cytoplasme) (Figure 7.18) (Offermanns, 2017). Le lactate libéré
par les adipocytes sert alors de substrat pour la gluconéogenese hépatique en entrant dans la
circulation, mais augmente également la concentration locale de lactate dans le tissu adipeux
(Ahmed et al., 2010; Offermanns, 2017). Ainsi, l'acide lactique peut agir de maniere autocrine
et/ou paracrine sur les effets anti-lipolytiques de l'insuline en activant HCART.

Des souris dépourvues de HCAR1 montrent une réduction de 1’inhibition de la
lipolyse induite par l'insuline (Ahmed er al., 2010). L'insuline pourrait donc inhiber la
formation d’AMPc induite par le lactate agissant via HCARI1, et ainsi exercer ses effets anti-
lipolytiques. Chez ces souris, I’absence de HCAR1 n’a pas d’effet sur le poids corporel en
conditions d’alimentation normale, mais induit une diminution significative du gain de poids
en condition d’alimentation hypercalorique. Ceci pourrait résulter d'une faible désinhibition
de l'activité de 1'adénylyl cyclase entrainant des niveaux d'AMPc plus élevés, et une lipolyse
accrue dans le tissu adipeux blanc ainsi qu’une augmentation de la production de chaleur et

un brunissement dans les tissus adipeux brun et blanc (Figure 7.18) (Offermanns, 2017).

7.2.1.3 Implications pathologiques

Le blocage de HCARI dans les adipocytes par ’utilisation d’un antagoniste pourrait
prévenir et traiter I’obésité induite par 1’alimentation (Ahmed ef al., 2010). En effet, les études
effectuées sur les souris déficientes en HCAR1 suggerent que I’inhibition du récepteur
pourrait étre utilisé pour traiter 1’obésité en réduisant les effets anabolisants induits par 1’anti-
lipolyse postprandiale de I’insuline médiée par HCAR1. Par ailleurs, I’activation de HCAR1
dans les adipocytes par 1’utilisation d’un agoniste pourrait réduire la résistance a 1’insuline
chez les patients diabétiques de type 2 par I’induction d’une inhibition pharmacologique de la
lipolyse (Offermanns, 2017). En effet, une inhibition partielle de la lipolyse améliore le
métabolisme du glucose et la sensibilité a I'insuline sans altérer la masse grasse. Il faudrait

étudier plus en détail dans quelles conditions les patients pourraient bénéficier de 1’'une ou
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I’autre stratégie de traitement, c’est-a-dire les effets de réduction du poids par le blocage du
récepteur, ou les effets anti-lipolytiques par 1’activation du récepteur.

Tres récemment, il a été montré que le récepteur HCARI est exprimé dans diverses
cellules tumorales primaires (Roland et al., 2014; Staubert et al., 2015; Wagner et al., 2015;
Lee et al., 2016; Wagner et al., 2017). Ceci est intéressant car la plupart des tumeurs solides
montrent une augmentation de I’absorption du glucose et de la formation de lactate méme
dans des conditions normoxiques, appelé 1’effet Warburg, avec des concentrations de lactate
dans le microenvironnement tumoral de 1’ordre de 30 mM, suffisantes pour activer HCAR1
(Warburg, 1925; Walenta et al., 2000; Liberti and Locasale, 2016). De plus, le lactate est un
composé métabolique impliqué et nécessaire dans toutes les principales étapes de la
carcinogenese, en particulier l'angiogenese, 1'échappement immunitaire, la migration
cellulaire, la métastase et 1’autosuffisance métabolique (San-Millan and Brooks, 2016). Ainsi,
plusieurs études in vitro ont montré que l'inhibition ou la suppression de l'activation de
HCARI peut entrainer une survie réduite des cellules tumorales. Pour expliquer cela,
différents mécanismes ont été proposés : un déséquilibre du métabolisme lipide/acide gras
pouvant affecter la prolifération de cellules cancéreuses surexprimant HER2 (Menendez,
2010; Staubert et al., 2015), une expression réduite des transporteurs de lactate entrainant une
absorption réduite (Roland et al., 2014), ou une réduction de la réparation de I’ADN induite
par le lactate (Wagner et al., 2015; Wagner et al., 2017). De plus, I’extinction de 1’expression
de HCART1 dans des cellules humaines d'adénocarcinome pancréatique montre une réduction
significative de la croissance tumorale et des métastases hépatiques dans un modele de
xénogreffe in vivo (Roland et al., 2014). Des données plus récentes suggerent que l'activation
de HCARI1 dans les cellules tumorales mammaires favorise également I'angiogenese tumorale
en stimulant I'expression de 1’amphiréguline, un médiateur pro-angiogénique (Lee et al.,
2016). HCARI1 pourrait ainsi affecter la progression tumorale, mais plus de données sont
nécessaires pour définir le role exact de ce récepteur dans les tumeurs, notamment in vivo, par

I’utilisation de modeles appropriés.

7.2.2 Résultats

Nous avons ainsi choisi d’étudier HCAR1 dans la formation des métastases osseuses
associées au cancer de la prostate en raison (1) de sa régulation transcriptionnelle potentielle
par le facteur de transcription ERG, et (2) de la revue bibliographique présentée ci-avant. En

effet, méme s’il n’existait au début de ma theése aucun lien entre le récepteur HCARI1 et le
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cancer, son ligand, le lactate, était déja connu pour étre tres présent dans le
microenvironnement tumoral via D’effet Warburg, et influencer les différentes étapes de la
carcinogenese.

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a I’expression de HCAR1 dans
la pathologie humaine du cancer de la prostate et ses métastases, puis nous avons étudié¢ son
expression et sa régulation transcriptionnelle dans des lignées de cellules tumorales

z N 2z

prostatiques, et enfin, nous avons cherché a élucider son rdle dans le cancer de la prostate.

7.2.2.1 Expression de HCARI1 dans le cancer de la prostate et ses métastases

chez ’homme

En commencant ce projet en 2012 pendant le Master 2 Recherche, aucun lien entre
I’expression de HCARI1 et le cancer de maniere générale n’avait encore été établi dans la
littérature. Il était donc crucial pour nous, avant de poursuivre notre étude, de savoir si une
surexpression de HCAR1, comme obtenue lors de 1’étude transcriptomique, est observée dans
la pathologie humaine du cancer de la prostate. Ainsi, nous avons utilis€é une cohorte,
composée de 52 échantillons humains de tissus prostatiques cancéreux (CaP) et 20
échantillons humains de tissus prostatiques sains, adjacents a la tumeur (N-CaP), obtenue en
collaboration avec la tumorotheque du Cancéropdle Nord Ouest et déja publiée par I’équipe
(Tian et al., 2014). De maniere tres intéressante, grice a des expériences de RT-qgPCR
effectuées sur ces échantillons, nous avons observé une surexpression significative de HCAR/
dans les CaP par rapport aux N-CaP (Figure 7.19A). Ce résultat montre pour la premiere fois
un lien entre la surexpression de ce récepteur et le cancer de la prostate chez 1’homme.
Ensuite, étant donné I’expression « dose-dépendante » de HCARI en fonction de I’expression
de la fusion dans I’étude transcriptomique, nous avons étudié son expression dans les 52
échantillons humains de tissus prostatiques cancéreux dont 32 expriment la fusion, et 20 ne
I’expriment pas. Cependant, aucune différence significative entre les deux types
d’échantillons, ni aucune corrélation entre I’expression de HCARI et celle de ERG n’a pu €tre

mise en évidence par des expériences de RT-qPCR (Figure 7.19B et C).
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Figure 7.19 : Expression de HCAR1 dans des échantillons humains de cancers primaires
de la prostate

A, Expression de HCARI analysée par RT-qPCR dans des échantillons humains de cancers
primaires de la prostate CaP (n=52) ou de tissus sains prélevés au large de la tumeur N-CaP
(n=20). P=0,0002, two-tailed Mann Whitney t test. B, Expression de HCARI analysée par
RT-gPCR dans des échantillons humains de cancers primaires de la prostate TMPRSS2:ERG-
positifs (n=32) et -négatifs (n=20). P=NS, two-tailed Mann Whitney t test. C, Représentation
en nuage de points montrant 1’expression relative de HCARI et celle de ERG dans les
échantillons humains de cancers primaires de la prostate (n=52). Spearman r=0,1521, P=NS,
two-tailed non parametric Spearman correlation test with alpha=0.05.

Pour analyser plus finement I’expression de HCAR1 dans les tumeurs prostatiques
humaines ou les métastases associées, et voir un lien potentiel avec I’expression de la fusion,
des expériences d’immunohistochimie (IHC) sur des coupes de tissus ont été réalisées,
permettant de localiser 1’expression de la protéine directement au niveau des cellules
tumorales, ou éventuellement dans d’autres cellules présentent dans le stroma. Cette

distinction n’est pas possible par RT-qPCR.

Concernant les coupes de tumeurs primaires, I’expression du récepteur HCAR1 est
retrouvée a la fois dans les cellules glandulaires normales de la prostate, dans des échantillons
de tissus sains prélevés au large de la tumeur, ainsi que dans les cellules tumorales de la
prostate, dans des échantillons de tissus prostatiques tumoraux primaires exprimant ou non la
fusion (Figure 7.20). Une faible surexpression de HCAR1 peut étre observée en présence de
la fusion dans le cancer de la prostate primaire. Par ailleurs, dans ces coupes, I’expression de
HCARI1 est également largement retrouvée au niveau du stroma, ce qui pourrait partiellement
expliquer ’absence de corrélation mesurée par RT-qPCR entre I’expression du récepteur et

celle de la fusion ou de ERG (Figure 7.20).
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Figure 7.20 : Marquage immunohistochimique de HCAR1 dans des échantillons
humains de cancers primaires de la prostate

Trois coupes de tissus ont été analysées, une coupe de tissus sains, prélevés au large de la
tumeur, et deux coupes de tissus tumoraux de cancer de la prostate primaires exprimant ou
non la fusion. L’hématoxyline a été utilisée comme contre-colorant pour augmenter le
contraste (bleu). NG, Glandes Normales (Normal Glands) ; T = Tumeur (Tumor).

Concernant les coupes de métastases associées au cancer de la prostate, aucune
expression du récepteur HCAR1 n’est détectée dans les métastases ganglionnaires, alors
qu’une expression faible a modérée est retrouvée dans les métastases osseuses (Figure 7.21 ;

Figure 7.22). Une fois encore, le récepteur HCAR1 semble étre plus exprimé en présence de

la fusion dans les métastases osseuses associées au cancer de la prostate (Figure 7.22).

TMPRSS2:ERG Negative TMPRSS2:ERG Positive
Lymph Node Metastasis Lymph Node Metastasis

-
3
;

HCAR1

Figure 7.21 : Marquage immunohistochimique de HCAR1 dans des échantillons
humains de métastases ganglionnaires associées au cancer de la prostate

Deux coupes de tissus ont été analysées et sont présentées. L ’hématoxyline a été utilisée
comme contre-colorant pour augmenter le contraste (bleu). LT, Tissu Lymphoide (Lymphoid
Tissue) ; T, Tumeur (Tumor).
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TMPRSS2:ERG Negative TMPRSS2:ERG Positive
Bone Metastasis Bone Metastasis

HCAR1

Figure 7.22 : Marquage immunohistochimique de HCAR1 dans des échantillons
humains de métastases osseuses associées au cancer de la prostate

Cinqg coupes de tissu ont été analysées et deux sont présentées. L.’hématoxyline a été utilisée
comme contre-colorant pour augmenter le contraste (bleu). BM, Matrice Osseuse (Bone
Matrix) ; T, Tumeur (Tumor).

Compte tenu des difficultés a obtenir des échantillons métastatiques de patients, seules
deux métastases ganglionnaires et cinq métastases osseuses ont pu étre analysées par [HC au
cours de ma these. Cependant, pour pallier cette difficulté et compléter ce résultat, des
banques de données publiées et disponibles permettent d’effectuer des méta-analyses et de
suivre I’expression de genes dans différents types d’échantillons tumoraux. Quatre banques
de données publiées ont été utilisées et ont permis d’observer une surexpression significative
du gene codant le récepteur HCART1 dans les cancer de la prostate primaires (Figure 7.23A, B
et D) ainsi que dans les métastases associées au cancer de la prostate, par rapport aux tissus
normaux (Figure 7.23C et D) (Yu et al., 2004; Taylor et al., 2010; Peraldo-Neia et al., 2011;
Grasso et al., 2012).
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Figure 7.23 : Méta-analyses de I’expression de HCARI dans des échantillons humains de
cancers de la prostate

Comparaison des profils d’expression de HCARI dans des échantillons humains prostatiques
normaux et de cancer de la prostate primaires (A-B) ; des échantillons humains prostatiques
normaux, adjacents a la tumeur, de cancer de la prostate primaires et métastatiques (C) ; des
échantillons humains prostatiques normaux, de cancers de la prostate primaires et
métastatiques (D) utilisant différentes données publiées (Yu et al., 2004; Taylor et al., 2010;
Peraldo-Neia et al., 2011; Grasso et al., 2012). *P<0,05, ***P<0,001, two-tailed Mann

Whitney t test (A-B), one-way analysis of variance (ANOVA) with Dunnett’s multiple
comparison test (C-D).

De plus, une étude transcriptomique récemment publiée a été effectuée sur 149
échantillons humains métastatiques de CRPC, prélevés au niveau de différents sites, dont 20
au niveau de métastases osseuses associées au cancer de la prostate (Haider et al., 2016).
Nous avons utilisé ces données publiées et, compte tenu de nos résultats obtenus lors des
expériences d’IHC sur les métastases ganglionnaires et osseuses, nous avons effectué
différentes méta-analyses afin de voir si I’expression de HCARI pouvait étre spécifique d’un
type de métastases en particulier, notamment osseuses, ou alors si elle pouvait étre spécifique
des métastases a distance, par rapport aux métastases ganglionnaires qui ne 1I’expriment pas
(Figure 7.21 ; Figure 7.22). Nos résultats montrent que ’expression de HCARI dans les
métastases hépatiques est significativement supérieure a celle dans les métastases osseuses, et
ne montrent pas de différence significative entre I’expression de HCARI dans les métastases a
distance par rapport aux métastases ganglionnaires (Figure 7.24A et B). Une étude a déja
montré une corrélation entre I’expression de HCARI1 et I’apparition de métastases hépatiques

liées au cancer du pancréas chez la souris (Roland et al., 2014). Une possible explication de
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cette corrélation est le fait que les taux de lactate au niveau du foie sont importants, étant
donné que cet organe est le siege de la gluconéogenese hépatique (voir section 7.2.1.2 des
résultats). Par ailleurs, les patients atteints d’un cancer de la prostate présentant des
métastases hépatiques ont le plus mauvais taux de survie globale comparés a d’autres patients

présentant des métastases a d’autres sites (Halabi et al., 2016)
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Figure 7.24 : Méta-analyses de I’expression de HCARI dans des échantillons humains de
métastases associées au cancer de la prostate

Comparaison des profils d’expression de HCARI dans des échantillons humains de
métastases osseuses, hépatiques, pulmonaires, et ganglionnaires (A) ou dans des échantillons
humains de métastases a distance par rapport aux métastases ganglionnaires (B) (Haider et al.,
2016). **P<0,01, one-way analysis of variance (ANOVA) with Bonferroni’s multiple
comparison test (A) ; two-tailed Mann Whitney t test (B).

L’ensemble de ces résultats met en évidence, pour la premiere fois, une surexpression
de HCARI dans le cancer de la prostate et ses métastases associées, osseuses ou hépatiques,

par rapport au tissu sain.

7.2.2.2 Expression et régulation transcriptionnelle de HCARI dans des

lignées de cellules tumorales prostatiques

La corrélation entre I’expression de HCARI1 et celle de la fusion n’est pas claire. En
effet, nos résultats précédents ont montré une absence de corrélation par des expériences de
RT-gqPCR dans notre cohorte d’échantillons humains, mais une possible corrélation par des
expériences d’IHC dans les cancers de la prostate primaires et les métastases osseuses
associées. Nous avons poursuivi cette étude in vitro, dans les clones cellulaires PC3c.
L’expression de HCARI a d’abord été mesurée par RT-qPCR permettant ainsi d’observer une
surexpression, dose dépendante par rapport a la quantité de ERG (Figure 9.1A en annexe),
dans les clones PC3c-T1E4-L (4,1 fois), -M (8,1 fois) et -H (10,8 fois) par rapport au clone

contrdle -pcDNA (Figure 7.25A). Ces résultats confirment ceux de 1’étude transcriptomique
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dans les clones PC3c-T1E4-L (3.4 fois), -M (4,9 fois), et -H (8,8 fois) par rapport au clone
contrdle -pcDNA, bien que le différentiel soit plus grand lorsqu’il est mesuré par RT-qPCR.
Ensuite, dans le clone PC3c-T1E4-H, I'utilisation d’un siRNA inhibant I’expression de ERG
de 80% (Figure 9.1C en annexe) diminue I’expression de HCARI d’environ 40% au niveau
ARN (Figure 7.25B). Ainsi, il semble exister un lien direct entre I’expression de ERG et
I’expression de HCARI1 dans les clones PC3c. En effet, en présence de T1E4, HCARI est
surexprimée de maniere dépendante de la quantité de ERG, alors qu’en absence de ERG, suite

a I’utilisation d’un siRNA, HCARI1 est inhibée.
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Figure 7.25 : Expression de HCARI dans les cellules PC3c et VCaP, deux lignées
tumorales prostatiques humaines

A, Expression de HCARI analysée par RT-qPCR dans les clones PC3c-pcDNA contrdle,
PC3c-T1E4-L, -M et -H exprimant différents niveaux de la fusion T1E4 (L: Low, M:
Medium, H : High). ***P<0,001, one-way analysis of variance (ANOVA) with Dunnett’s
multiple comparison test. B, Expression de HCARI analysée par RT-qPCR dans les cellules
PC3c-T1E4-H traitée avec un siRNA contrdle ou spécifique de ERG. Le niveau d’expression
des cellules traitées avec le siRNA controle a été normalisé a 1. ***P<0,001, one-way
analysis of variance (ANOV A) with Dunnett’s multiple comparison test. C-E, Expression de
HCARI analysée par RT-qPCR dans les cellules VCaP exprimant la fusion et traitées avec
soit de 1’éthanol (Veh) ou de la Sa-dihydrotestostérone (DHT) (C) (P=0,0022, two-tailed
unpaired t test), soit un siRNA contréle ou spécifique de ERG (D) (P=NS, two-tailed Mann
Whitney t test), soit I’ensemble de ces traitements (E) (**P<0,01, ***P<0,001, one-way
analysis of variance (ANOVA) with Dunnett’s multiple comparison test). Le niveau
d’expression des cellules traitées avec 1’éthanol (C), le siRNA contréle (D), ou le siRNA
contrdle et I’éthanol (E) a été normalisé a 1.
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Ces observations nous confortent dans 1’hypothese d’une régulation directe de HCARI
par le facteur de transcription ERG dans ce modele d’étude PC3c. Pour aller plus loin et
confirmer ce résultat, un deuxieme modele cellulaire a ensuite été€ utilisé. Les cellules VCaP,
présentées précédemment, ont été isolées d’une métastase osseuse d’un patient atteint de
cancer de la prostate et constituent la seule lignée cellulaire possédant la fusion
TMPRSS2:ERG de maniere endogene. Elles expriment également un AR fonctionnel, leur
conférant des caractéristiques d’hormono-dépendances (Korenchuk et al., 2001). Le gene
codant le récepteur HCARI est exprimé dans les cellules VCaP (16,2 fois par rapport au
clone controle -pcDNA) (Figure 7.25A). Dans ces cellules, I’expression du geéne de fusion,
sous contrdle de la région promotrice du gene TMPRSS2 contenant des éléments de réponse
aux androgenes, est androgéno-dépendante et peut étre augmentée avec un traitement par les
androgenes (Tomlins et al., Science, 2005). Ainsi, afin d’évaluer si I’expression de HCARI
est modulée suite a une augmentation de 1’expression de la fusion, nous avons traité les
cellules VCaP avec des androgenes, en particulier de la DHT a 10nM pendant 16 heures.
Comme attendu, ce traitement a entrainé une augmentation d’expression de ERG d’environ 7
fois par rappport aux cellules VCaP non traitées (Figure 9.1A et C en annexe), ainsi qu’une
augmentation d’expression de HCARI de 2 fois (Figure 7.25C et E). D’autre part, quand
I’expression endogene du gene de fusion est inhibée par 1’utilisation d’un siRNA dirigé contre
ERG et efficace a 75% (Figure 9.1B et C en annexe), I’expression de HCARI n’est pas

modulée de maniere significative (Figure 7.25D et E).

Ainsi, la modulation de I’expression du gene de fusion a une faible influence sur
I’expression du géne HCARI dans les cellules VCaP. Afin d’évaluer I’existence d’une
fixation directe du facteur de transcription ERG sur le promoteur du gene codant le récepteur
HCARI, nous avons analysé des données de ChIP-seq publiées dans les cellules VCaP, les
seules disponibles pour 1’étude de la fixation de ERG dans le cancer de la prostate (Chng et
al., 2012; Asangani et al., 2014; Sharma et al., 2014). Cette analyse montre qu’il existe une
fixation de ERG sur le promoteur de HCARI, partiellement conservée entre les trois
différentes études (Figure 7.26). Nous avons ensuite choisi une paire d’oligonucléotides
ciblant cette région promotrice représentée par 1’encadrement gris, et possédant un site de
fixation de ERG potentiel (EBS, ETS Binding Site) (Figure 7.26). Des expériences de ChIP
sont en cours au laboratoire dans les clones PC3c, afin de tester 1’hypothese d’une régulation

directe de HCARI par le facteur de transcription ERG.
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Figure 7.26 : Analyse de ChIP-seq publiés du facteur de transcription ERG sur le locus
HCARI dans les cellules VCaP

Les jeux de données proviennent de trois publications et ont été analysés en utilisant UCSC
Browser (Chng et al., 2012; Asangani et al., 2014; Sharma et al., 2014). Les pistes sont
montrées pour les marques épigénétiques H3K27Ac et H3K4Mel (souvent trouvées pres
d’éléments régulateurs), H3K4Me3 (souvent trouvées pres des promoteurs), I’hypersensibilité
a la DNase I (les régions régulatrices, et en particulier les promoteurs, sont sensibles a la
DNase), et pour les ChIP ERG dérivés de cellules VCaP non traitées ou traitées au R1881 ou
au DHT comme indiqué. Pour I’hypersensibilit¢ a la DNase I, une zone grise indique
I'étendue de la région hypersensible (DNase Clusters), et l'intensité de gris est proportionnelle
a la force de signal maximal observé.

L’ensemble de ces résultats permet d’envisager une régulation transcriptionnelle de

HCARI par le facteur de transcription ERG dans les cellules tumorales prostatiques humaines.
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7.2.2.3 Role de HCAR1 dans la migration cellulaire in vitro

De nombreux articles dans la littérature ont établi une augmentation des
concentrations de lactate, ligand de HCARI1, dans le microenvironnement tumoral, via 1’effet
Warburg, et ce composé métabolique joue notamment un réle dans la migration cellulaire et
la formation de métastases (voir section 7.2.1.3 des résultats) (Warburg, 1925; Walenta et al.,
2000; Liberti and Locasale, 2016; San-Millan and Brooks, 2016). En outre, I’équipe a déja
montré que la présence du gene de fusion TMPRSS2:ERG est associée a une augmentation
des capacités migratoires et invasives des cellules tumorales in vitro (Tian et al., 2014), a une
augmentation du tropisme des cellules tumorales vers 1’os in vivo (Deplus et al., 2017), et a
une augmentation du phénotype ostéocondensant des métastases osseuses induites in vivo
(Delliaux et al., Soumis). Nous avons donc orienté nos études fonctionnelles dans ce sens,
dans un premier temps, avant la publication des articles décrivant un réle de HCAR1 dans
différents cancers, afin de voir si dans notre modele d’étude, HCAR1 joue un réle dans ce

processus de migration cellulaire.

Pour cela, nous avons utilis€¢ un siRNA inhibant ’expression de HCAR1 d’environ
80% dans le clone -H, puis un test de migration a été effectué (Figure 7.27A). L’inhibition de
HCARI induit une diminution de la migration d’environ 50% apres 20 heures de culture des
cellules sur un systeme de plaques de 24 puits spécifiques, permettant le comptage automatisé
des cellules ayant migrées (FluoroBlok) (Figure 7.27B). Des tests d’invasion pourront
également étre effectués afin d’évaluer I’implication de HCAR1 dans ce phénotype. Nous
devrons également évaluer si le phénotype observé est dii a I’activation du récepteur par son

ligand, le lactate.
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Figure 7.27 : Test de migration effectué sur le clone PC3c-T1E4-H traité avec un siRNA
controle ou spécifique de HCAR1

A, Expression de HCARI analysée par RT-qPCR dans le clone PC3c-T1E4-H traité avec un
siRNA controle ou spécifique de HCARI1. Le niveau d’expression des cellules traitées avec le
siRNA contrdle a été normalisé a 1. ***P<0,001, one-way analysis of variance (ANOVA)
with Dunett’s multiple comparison test. B, Test de migration effectué¢ sur le clone PC3c-
T1E4-H traité avec un siRNA contrdle ou spécifique de HCARI1. Pour chaque temps, le
niveau d’expression des cellules traitées avec le siRNA contrdle a ét€ normalisé a 1.
*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001, two-way analysis of variance (ANOVA) with
Bonferroni’s multiple comparison test.

Ce résultat montre que le récepteur au lactate HCAR1 est impliqué dans
I’augmentation des capacités migratoires des cellules tumorales prostatiques PC3c exprimant

la fusion.
7.2.3 Discussion et perspectives

7.2.3.1 Expression de HCARI1 dans le cancer de la prostate et ses métastases

chez ’homme

Pour la premiere fois, une surexpression du récepteur HCARI1 est associée au cancer
de la prostate. En effet, nous avons démontré que ce récepteur est surexprimé dans les cancers
primaires de la prostate par rapport aux tissus prostatiques sains, grace a des expériences de
RT-qPCR et d’IHC effectuées sur des échantillons humains disponibles au laboratoire, ainsi
que par des méta-analyses de données publiées dans la littérature. L’expression de ce
récepteur semble également corrélée a la présence de la fusion au niveau protéique en IHC,
mais pas par RT-qPCR, potentiellement en raison de ’expression stromale de HCAR1 dont
on ne peut pas s’affranchir par RT-qPCR. L’ensemble de ces résultats pourrait étre complété
par une analyse plus fine d’un TMA (Tissue Microarray) de cancers primaires de la prostate

exprimant ou non la fusion.
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Ces expériences nous laissent également penser que 1’expression de ce récepteur est
associée au caractere métastatique de la pathologie, mais ce résultat reste a confirmer par
I’analyse d’un plus grand nombre d’échantillons de métastases. Ces analyses
complémentaires pourront également permettre de déterminer si la surexpression de HCAR1
est spécifique d’un type de métastases en particulier, notamment osseuses ou hépatiques. En
effet, cette piste est suggérée par les expériences d’IHC effectuées sur des échantillons
humains disponibles au laboratoire dans lesquelles HCAR1 est plus exprimé dans les
métastases osseuses par rapport aux métastases ganglionnaires, et par les méta-analyses de
données publiées dans lesquelles HCARI1 est plus exprimé dans les métastases hépatiques par

rapport aux métastases osseuses.

7.2.3.2 Développement d’outils pour les études fonctionnelles de HCAR1

Classiquement, pour étudier le réle d’un gene, des expériences de modulation de son
expression sont effectuées permettant ensuite d’effectuer des études fonctionnelles in vitro et
in vivo. Ainsi, nous développons actuellement des outils permettant d’éteindre de maniere
stable I’expression du récepteur HCAR1. La premiere stratégie vise a utiliser des particules
lentivirales contenant des shRNA spécifiques de HCAR1, dont I’expression est inductible par
la doxycycline, obtenues directement aupres de la société Dharmacon. Une premiere infection
de cinq constructions différentes a été effectuée, un shRNA controle non spécifique (controle
négatif), un shRNA spécifique de GAPDH (contrdle positif) et trois shRNA spécifiques de
HCARI1. Cependant, les trois constructions de sShRNA spécifiques de HCARI se sont révélées
inefficaces pour éteindre I’expression de HCARI, alors que le contrdle positif est efficace
pour inhiber I’expression de GAPDH. Nous envisageons de réaliser de nouvelles infections
avec trois nouveaux shRNA spécifiques de HCAR1 que nous a fournis la société. En parallele
des shRNAs, nous développons pour la premiere fois au laboratoire la technique du CRISPR-
Cas9 qui permet une extinction totale du gene ciblé. Les infections lentivirales ont été
effectuées sur le clone PC3c-T1E4-H et les cellules VCaP, et les expériences de clonage sont

en cours afin d’obtenir des clones dépourvus de HCAR1 de maniere stable.

Afin de valider les résultats des études fonctionnelles, il est important de confirmer les
modulations d’expression du récepteur HCARI, surexpression ou inhibition, au niveau de
I’expression du gene d’une part par RT-qPCR, mais également au niveau de I’expression de la

protéine puisque c’est elle qui remplit la fonction du gene. Cependant, nous rencontrons des
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difficultés a détecter la protéine par des expériences de western blot malgré I’utilisation de
trois anticorps différents. Nous avons tenté d’optimiser nos protocoles de détection en
utilisant des vecteurs d’expression de HCARI1 construits au laboratoire, et tranfectés de
maniere transitoire dans les cellules PC3, exprimant un niveau basal plus faible de HCARI.
Quatre constructions ont été utilisées : une dans le vecteur pcDNA, permettant 1’expression de
la protéine HCARI, et trois dans les vecteurs pEGFP-N1, pEGFP-N1m, et pEGFP-CI,
permettant 1’expression d’une protéine de fusion HCAR1-GFP pouvant ainsi étre détectée
grace a un anticorps anti-GFP. Les vecteurs pEGFP-N1 et pEGFP-C1 permettent d’obtenir
une protéine de fusion dans laquelle 1a GFP est placée respectivement en N-terminal ou en C-
terminal de la protéine, c’est-a-dire, dans le cas de HCAR1 qui est un récepteur a sept
domaines transmembranaires, du c6té extracellulaire ou intracellulaire. Le vecteur pEGFP-
N1m contient un ATG muté dans le gene codant la GFP, permettant de nous affranchir d’une
traduction parasite de la GFP seule. L’efficacité de ces transfections pour la surexpression de
HCARI en ARN est présentée en Figure 7.28A. Nous avons également utilisé un siRNA
inhibant I’expression de HCARI en ARN d’environ 80% par rapport au siRNA contrdle dans
les cellules PC3 (Figure 7.28B). Cependant, les western blot n’ont donné aucun résultat
quelque soit I’anticorps utilisé. Des expériences d’immunofluorescence sont en cours mais
cette technique permettrait de visualiser la protéine, sans la quantifier de maniere précise.
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Figure 7.28 : Utilisation de vecteurs d’expression de HCARI1 et de siRNA spécifique de
HCARI1 pour ’optimisation de la détection de la protéine en western blot

A, Expression de HCARI analysée par RT-qPCR dans les cellules PC3 apres transfection des
différents vecteurs vides ou exprimant HCAR1 (pcDNA, pEGFP-N1, pEGFP-N1m (ATG, le
codon d’initiation de la transcription, de la GFP est muté), pEGFP-C1). ***P<0,001,
*#*%P<0,0001, one way analysis of variance (ANOVA) with Bonferroni’s multiple
comparison test. B, Expression de HCARI analysée par RT-qPCR dans les cellules PC3
traitée avec un siRNA contrdle ou spécifique de HCARI. Le niveau d’expression des cellules
traitées avec le siRNA contrdle a été normalisé a 1. P<0,0001, two-tailed unpaired t test.
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7.2.3.3 Role de HCARI1 dans le métabolisme des cellules tumorales in vitro

La source d’énergie de toute cellule est I’ATP (Adenosine Triphosphate),
principalement produite lors de la phosphorylation oxydative par la chaine respiratoire
mitochondriale, dont I’efficacité dépend de la disponibilité en équivalents réducteurs NADH,
NADH2 et FADH2 (Figure 7.29). Ces équivalents réducteurs sont essentiellement fournis par
le cycle de Krebs qui convertit 1’acétyl-CoA en citrate. Cet acétyl-CoA provient soit de la
glycolyse, voie de dégradation du glucose en pyruvate, soit de la [-oxydation, voie de
dégradation des acides gras en acétyl-CoA. Les cellules tumorales, plus particulierement, ont
une augmentation de 1’absorption de glucose (« high glucose ») et de la formation de lactate
(« high lactate »), méme en conditions normoxiques, appelé 1’effet Warburg (voir section
7.2.1.3 des résultats). Elles ont donc un apport énergétique important via la glycolyse. De
maniere intéressante, 1’activité du récepteur HCAR1 est controlée par le lactate, notamment
produit par la fermentation lactique du pyruvate, induisant une inhibition de la lipolyse, voie

de dégradation des triglycérides en acides gras.
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Figure 7.29 : Role de HCARI1 dans le métabolisme des cellules tumorales ?
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Notre premiere hypothese est que le récepteur HCARI1 pourrait agir comme un
senseur métabolique du lactate, et influencer I’expression de transporteurs spécifiques de
lactate a la membrane plasmique, les MCTs (Monocarboxylate Transporters), permettant
d’augmenter son entrée dans la cellule. En effet, le lactate peut €tre utilis€ comme métabolite
énergétique alternatif pour produire de I’ATP (Kroemer and Pouyssegur, 2008; Sonveaux et
al., 2008; Kennedy and Dewhirst, 2010; Hirschhaeuser et al., 2011). D’ailleurs, une étude
montre que ’ajout de lactate dans le milieu de culture de cellules tumorales pancréatiques
induit I’expression de genes impliqués dans le métabolisme du lactate dans les cellules
contrdles, mais pas dans celles traitées avec un siRNA ou un shRNA spécifique de HCAR1
(Roland et al., 2014). Ces genes sont MCTI, ayant une forte affinité pour le lactate et
responsable de son entrée dans la cellule, MCT4, ayant une faible affinité pour le lactate et
responsable de sa sortie de la cellule, PGCla (PPARY co-activator), régulant en partie
I’expression de MCT1 (Benton et al., 2008), et CD147, une chaperonne permettant le ciblage
approprié de MCT1 et MCT4 a la membrane (Kirk e al., 2000). De plus, ’inhibition de
I’expression de HCAR1 n’a pas d’effet sur les cellules tumorales cultivées en condition « high
glucose », mais induit la mort cellulaire de ces cellules si elles sont cultivées en «low
glucose, high lactate » (Roland et al., 2014).

Pour tester cette hypothese, nous pourrions cultiver les cellules tumorales prostatiques
traitées ou non avec un siRNA spécifique de HCARI, en condition «low glucose, high
lactate », et étudier 1’expression des genes précédemment cités, impliqués dans le
métabolisme du lactate, ainsi que la survie ou la mort cellulaire. La difficulté sera d’établir les
conditions de culture adéquate, tres peu décrites dans la littérature. En effet, nous devrons
prendre en compte certains parametres métaboliques de nos conditions de culture habituelles.
D’une part, le milieu de culture contient du glucose, de la glutamine et du pyruvate, pouvant
tous les trois €tre convertis en lactate respectivement via la glycolyse, la glutaminolyse, ou la
fermentation lactique. D’autre part, celui-ci est supplémenté de 10% de sérum de veau foetal
dont nous ne maitrisons pas la composition exacte, et qui contient des métabolites
énergétiques tels que ceux cités précédemment. Ainsi, une des alternatives sera I’utilisation du
ligand artificiel de HCARI, I’acide 3,5-dihydroxybenzoique (3,5-DHBA), non métabolisable
par la cellule (Dvorak et al., 2012; Liu et al., 2012).

Notre deuxieme hypothese est que le récepteur HCAR1 pourrait agir comme un
senseur métabolique du lactate, et influencer le métabolisme mitochondrial en fonction de la

présence ou non de lactate dans le milieu extracellulaire. En effet, en condition « high
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glucose », la cellule est capable de produire du pyruvate via la glycolyse, puis I’acétyl-CoA
est convertit en citrate par le cycle de Krebs qui permet la production d’équivalents réducteurs
alimentant la chaine respiratoire mitochondriale et produisant de I’ATP. Dans cette condition,
le récepteur HCARI1 est également activé par la fixation de son ligand, le lactate produit par la
fermentation lactique du pyruvate, et inhibe la lipolyse, c’est-a-dire la voie de dégradation des
lipides en acides gras. Il y a alors moins d’acides gras libres disponibles pour la [3-oxydation,
c’est-a-dire la voie de dégradation des acides gras en acétyl-CoA, donc moins d’acétyl-CoA
disponible pour le cycle de Krebs, et donc moins d’équivalents réducteurs pour la respiration
mitochondriale. En fait, le récepteur HCAR1 pourrait permettre de détecter la présence de
taux élevé de lactate dans le microenvironnement tumoral, t¢émoignant d’une glycolyse active
et suffisante pour la production d’acétyl-CoA et la production d’ATP. En réponse a ces taux
élevés de lactate et a cette « suffisance énergétique », le récepteur HCART inhibe la lipolyse,
favorisant ainsi le stockage des triglycérides. Cependant, en condition « low glucose » moins
favorable a la glycolyse et a I’alimentation du cycle de Krebs en acétyl-CoA via cette voie, ce
stock de triglycérides pourrait étre rapidement sollicité. En effet, la glycolyse ne produisant
plus de lactate, le récepteur HCAR1 n’est alors plus activé en absence de son ligand, ce qui
entraine une levée d’inhibition de la lipolyse, produisant ainsi des acide gras pour la f3-
oxydation, de 1’acétyl-CoA pour le cycle de Krebs, et des équivalents réducteurs pour la

phosphorylation oxydative mitochondriale produisant de I’ATP.

Pour tester cette hypothese, nous pourrions cultiver les cellules, exprimant ou non le
récepteur HCAR1, dans des conditions particulieres de culture, permettant de ne pas utiliser
(«low glucose ») ou d’inhiber (2-DG (2-Deoxy-D-Glucose)) la glycolyse (Tableau 7.1). La
seule possibilité de production d’ATP et de survie pour la cellule serait alors d’utiliser la [3-
oxydation pour fournir de I’acétyl-CoA au cycle de Krebs et des équivalents réducteurs a la
chaine respiratoire mitochondriale. Le lactate, ligand naturel de HCARI, ou le 3,5-DHBA,
ligand artificiel de HCART, seront utilisés pour activer ce récepteur. L’activation du récepteur
sera validée par des mesures des taux d’AMPc, comme cela a été fait dans la littérature
(Staubert et al., 2015; Wagner et al., 2015). L’etomoxir ou la perhexiline, deux inhibiteurs de
la Carnitine O-Palmitoyltransférase (CPT), enzyme mitochondriale impliquée dans la f3-
oxydation, pourront étre utilisés pour bloquer la -oxydation, comme cela a été fait pour
I’étude du role de HCAR3 dans le contréle du métabolisme lipide/acide gras des cellules
tumorales mammaires (Staubert et al., 2015). Le palmitate, acide gras saturé capable

d’alimenter la B-oxydation, pourra étre utilisé pour activer la P-oxydation. L’effet de ces
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différentes conditions de culture et de traitements sera évalué sur la survie ou la mort
cellulaire d’une part (les résultats attendus sont présentés sur fond gris dans le Tableau 7.1),
ainsi que sur le métabolisme mitochondrial d’autre part, via I’utilisation du systeme Seahorse
Biosciences dans le laboratoire du professeur Pierre Sonveaux avec qui nous avons débuté
une collaboration. Ce systeme permet d’évaluer la respiration mitochondriale via la mesure de
I’OCR (Oxygen Consumption Rate : la mitochondrie consomme de I’oxygene pour générer
de I’ATP lors de la phosphorylation oxydative) ; et la glycolyse via la mesure de ECAR
(Extracellular Acidification Rate : les cellules génerent de I’ATP via la glycolyse en

produisant du lactate et des protons acidifiant le milieu).

Tableau 7.1 : HCARI1, un senseur métabolique influencant la }-oxydation et le
métabolisme mitochondrial ?

Cellules HCART1 positives cultivées en condition « low glucose » / 2-DG
= HCARI1+ et glycolyse inactive / inhibée
+ Lactate / 3,5-DHBA

- Lactate / 3,5-DHBA

= pas d’activation de HCAR1 donc lipolyse active = activation de HCAR1 donc inhibition de la lipolyse

Survie Mort

= acides gras disponibles pour la 3-oxydation = pas d’acide gras disponible pour la f-oxydation

- Etomoxir / Perhexiline

+ Etomoxir / Perhexiline

- Palmitate

= pas d’acide gras saturé

+ Palmitate

= acide gras saturé

= pas d’inhibition de la f3- = inhibition de la -
disponible pour la f3- disponible pour la f3-
oxydation oxydation
oxydation oxydation
Mort Mort
Survie Survie

= acétyl-CoA disponible

pour le cycle de Krebs

= pas d’acétyl-CoA
disponible pour le cycle de

Krebs

= pas d’acétyl-CoA
disponible pour le cycle de

Krebs

= acétyl-CoA disponible

pour le cycle de Krebs

Cellules HCAR1 négatives (siHCAR1) cultivées en condition « low glucose » / 2-DG

= HCARI1- et glycolyse inactive / inhibée

- Lactate / 3,5-DHBA

= pas d’activation de HCARI1 donc lipolyse active

+ Lactate / 3,5-DHBA

= pas d’activation de HCARI1 donc lipolyse active

Survie

= acides gras disponibles pour la 3-oxydation

Survie

= acides gras disponibles pour la 3-oxydation

- Etomoxir / Perhexiline

+ Etomoxir / Perhexiline

- Etomoxir / Perhexiline

+ Etomoxir / Perhexiline

= pas d’inhibition de la f3- = inhibition de la - = pas d’inhibition de la f3- = inhibition de la -
oxydation oxydation oxydation oxydation
Mort Mort
Survie Survie

= acétyl-CoA disponible

pour le cycle de Krebs

= pas d’acétyl-CoA
disponible pour le cycle de

Krebs

= acétyl-CoA disponible

pour le cycle de Krebs

= pas d’acétyl-CoA
disponible pour le cycle de

Krebs
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De maniere plus large, une autre hypothese est que le développement et I’utilisation
d’un inhibiteur pharmacologique du récepteur HCAR1 pourrait forcer les cellules tumorales a
utiliser la 3-oxydation plutot que la glycolyse pour 1’apport énergétique, les rendant ainsi plus
sensibles a des traitements a base d’etomoxir ou de perhexiline. Autrement dit, une inhibition
de HCARI associée a un traitement inhibant la [-oxydation pourrait nettement diminuer
I’apport énergétique dans les cellules tumorales et induire la mort cellulaire, en particulier
dans des conditions «low glucose », notamment induite par 1’hypoxie, dans lesquelles la

glycolyse est diminuée.

7.2.3.4 Role de HCAR1 dans le tropisme des cellules tumorales vers I’os, et le

développement de métastases ostéocondensantes in vivo

En fonction des résultats obtenus in vitro pour ce geéne, et de I’obtention de clones
stables PC3c et/ou VCaP dépourvus du récepteur HCARI, nous pourrions nous orienter vers
d’autres expériences, notamment in vivo, afin d’étudier son rdle encore inconnu dans le
cancer de la prostate. Nous pourrons envisager de mettre en place des modeles murins de type
injections intra-cardiaques, permettant d’étudier son role dans le tropisme des cellules
tumorales vers 1’0s, ou injections intra-tibiales, permettant d’étudier le développement des
métastases ostéocondensantes, comme cela a déja été effectué dans I’équipe (Deplus et al.,

2017; Delliaux et al., Soumis).
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8. DISCUSSION ET PERSPECTIVES GENERALES

8.1 Choix des modéeles cellulaires et animaux

Dans la littérature, plusieurs lignées cellulaires tumorales prostatiques sont disponibles
(voir section 3.3 de I’introduction). Les lignées cellulaires DU145 et PC3, isolées
respectivement d’une métastase cérébrale ou osseuse d’adénocarcinome prostatique humain,
ne possedent pas de fusion ETS, sont androgéno-indépendantes et n’expriment pas AR (Stone
et al., 1978; Kaighn et al., 1979). Ces cellules induisent des lésions ostéolytiques lors
d’injections intra-osseuses, ce qui ne reproduit pas le phénotype des métastases osseuses chez
I’homme, et les cellules DU145 possedent un potentiel métastatique inférieur aux cellules
PC3. Différentes lignées cellulaires dérivées des cellules PC3 ont été développées, suite a des
implantations en série chez la souris. En effet, plusieurs cycles de récupération des tumeurs
induites suivie de la réinjection des cellules tumorales ont été effectués. Ainsi, les cellules
PC3M ont été sélectionnées pour leur capacité métastatique accrue, au poumon lors
d’injections intravasculaires, a I’os lors d’injections intra-cardiaques (Pettaway et al., 1996) ;
les cellules PC3c ont été sélectionnées pour leur capacité a former des Iésions osseuses mixtes
(ostéolytiques et ostéoblastiques) lors d’injections intra-osseuses (Fradet et al., 2013). La
lignée cellulaire VCaP, isolée d’une métastase osseuse vertébrale de CRPC, possedent la
fusion TMPRSS2:ERG, est androgéno-dépendante et expriment AR et PSA (Korenchuk et
al., 2001). Ces cellules présentent un temps de doublement relativement long (120 a 144
heures), des taux d’efficacité de transfection ou d’infection faibles (expériences de notre
équipe), mais sont capables d’induire des 1é€sions mixtes (ostéolytiques et ostéocondensantes)
lors d’injections intra-osseuses (Li et al., 2009). La lignée cellulaire LNCaP, isolée d’une
métastase ganglionnaire d’adénocarcinome prostatique humain, possede une translocation
ETV1, est androgéno-dépendante et exprime un AR muté (T877A) (Horoszewicz et al., 1980;
Veldscholte et al., 1990a; Veldscholte et al., 1990b). Ces cellules ont été tres utilisées pour
développer des lignées cellulaires dérivées apres des injections sous-cutanées ou
orthotopiques chez la souris. Elles sont capables, ainsi que leurs dérivées, d’induire des
métastases osseuses mixtes ou ostéocondensantes lors d’injections intra-osseuses (Tso ef al.,
2000; Corey et al., 2002; Corey et al., 2003a). Ainsi, les cellules C4-2 androgéno-
indépendantes ont été sélectionnées pour leur capacité a métastaser a 1’os, mais avec une
incidence faible (2/20) ; les cellules C4-2B androgéno-indépendantes ont été sélectionnées

pour leur plus grande propension a métastaser a 1’os par rapport aux cellules C4-2 (Wu et al.,
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1998; Thalmann ez al., 2000). Les lignées cellulaires MDA-PCa-2a et MDA-PCa-2b, isolées
d'une métastase osseuse de CRPC, sont androgéno-indépendantes et exprime un AR
doublement muté (T877A et L701H) (Navone et al., 1997). Cette double mutation diminue la
sensibilité aux androgenes et modifie la spécificité vis-a-vis du ligand (Zhao et al., 1999;
Zhao et al., 2000). Ces cellules induisent des lésions ostéocondensantes lors d’injections

intra-osseuses. La lignée cellulaire MDA-PCa-2b possede une translocation ETV1.

Le récepteur aux androgenes, ainsi qu’un certain nombre d’altérations génétiques
présentes dans les cellules tumorales prostatiques, jouent un rdle central dans la tumorigenese
prostatique. Cependant, les cellules DU145 et PC3 n’expriment pas AR, alors que la majorité
des cellules tumorales, y compris celles issues de CRPC, maintiennent une expression de AR
(voir section 2.3 de I’introduction) et n’expriment pas de fusion ETS, alors que 65 a 80% des
cellules tumorales prostatiques possedent des réarrangements chromosomiques a I’origine de
ces fusions (voir section 4.3.1 de l’introduction). Les cellules LNCaP et MDA-PCa-2b
possedent une translocation ETV1 présente dans 5 a 10% des cellules tumorales prostatiques,
et seules les cellules VCaP possedent une fusion TMPRSS2:ERG présente dans 50 a 60% des
cellules tumorales prostatiques. Ainsi, il n’existe pas de modele cellulaire idéal pour 1’étude
du cancer de la prostate. Ceci est d’autant plus vrai lorsque nous nous intéressons aux
capacités d’induction de métastases osseuses chez la souris, avec une incidence suffisamment
élevée pour permettre des études fonctionnelles, et un phénotype similaire a celui retrouvé

dans les métastases osseuses chez les hommes présentant un cancer de la prostate.

Ainsi, nous avons choisi d’utiliser principalement les cellules parentales PC3 et ses
dérivées PC3M et PC3c, et dans une moindre mesure les cellules VCaP plus difficile a
manipuler, pour étudier le réle du gene de fusion TMPRSS2:ERG, exprimé respectivement de
maniere ectopique ou endogene dans ces cellules, dans le développement de métastases
osseuses associées au cancer de la prostate. Par ailleurs, concernant les différentes techniques
d’injections utilisées pour étudier les métastases osseuses chez la souris, nous avons choisi
I’injection intra-cardiaque, pour I’étude du tropisme des cellules tumorales a 1'os, et
I’injection intra-osseuse, pour 1’étude du phénotype des 1ésions induites (voir section 3.3 de
I’introduction). L’ injection orthotopique serait plus idéale mais aussi plus difficile a mettre en
ceuvre, et peu de lignées cellulaires tumorales prostatiques sont capables de former

spontanément des métastases osseuses chez la souris suite a ce type d’injection.
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8.2 Role du gene de fusion TMPRSS2:ERG dans la formation des

métastases osseuses du cancer de la prostate

Les résultats obtenus au cours de cette these soulignent le role du gene de fusion
TMPRSS2:ERG dans le cancer de la prostate et les métastases osseuses associées. En effet,
nous avons démontré que des injections intra-cardiaques et intra-tibiales de cellules tumorales
prostatiques exprimant la fusion TMPRSS2:ERG chez la souris SCID influencent
respectivement le tropisme des cellules tumorales vers 1’os (Deplus et al., 2017), et le

phénotype ostéocondensant des lésions osseuses induites (Delliaux et al., Soumis).

Pour comprendre 1’influence de la fusion sur le tropisme des cellules tumorales vers
I’os et le phénotype ostéocondensant des 1ésions osseuses induites, nous avons cherché des
genes différentiellement exprimés suite a son expression dans les cellules tumorales
prostatiques, respectivement par une étude transcriptomique des clones PC3c (microarray)
(Tian et al., 2014), et des cellules PC3M-Luc-C6 (RNA-seq) (Deplus et al., 2017). En
particulier, trois génes sont surexprimés dans les clones PC3c utilisés pour les injections intra-
tibiales, et directement régulés par le facteur de transcription ERG : ET-1, connue pour jouer
un role dans la formation de métastases osseuses ostéocondensantes, ALPL et COLIAI, deux
marqueurs osseux témoignant de I’acquisition d’un ostéomimétisme par les cellules tumorales

prostatiques exprimant la fusion (Delliaux et al., Soumis).

Ces dernicres années, de plus en plus d’études ont cherché a définir une signature
transcriptionnelle liée au facteur de transcription ERG dans des cohortes de patients atteints
de cancer de la prostate (voir section 4.3.4.3 de l'introduction) (Setlur et al., 2008; Gasi
Tandefelt et al., 2013; Barfeld et al., 2014; Bismar et al., 2014; Mochmann et al., 2014; Rajan
et al., 2014; Xiao et al., 2016). Ainsi, il serait intéressant de compléter nos études
transcriptomiques des clones PC3c et des cellules PC3M, permettant d’avoir une vue globale
sur la variation du profil d’expression génique, par des expériences de ChIP-seq, permettant
d’étudier les sites de fixation de TMPRSS2:ERG a I’échelle génomique, et ainsi de
déterminer quel géne parmi nos études sont des genes cibles directs de la fusion. Par ailleurs,
la réalisation de ces expériences (microarray, RNA-seq, ChIP-seq) sur nos modeles cellulaires
fournit une premiere information, mais a terme, il serait intéressant d’obtenir des échantillons
de métastases osseuses de patients atteints de cancer de la prostate afin de définir une

signature de genes cibles de ERG, impliquée dans le développement des métastases osseuses.
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L’ensemble de ces genes pourrait constituer de nouveaux marqueurs pronostiques ou de

nouvelles cibles thérapeutiques.

En plus des genes impliqués dans le phénotype ostéocondensant des métastases
osseuses, et le tropisme des cellules tumorales vers 1’os, deux autres génes ont été étudiés au
cours de cette thése, et ont un role dans 1’invasion des cellules tumorales (FSCNI), ou le
métabolisme (HCARI).

Le premier gene, FSCNI, codant une protéine de liaison a 1’actine impliquée dans la
stabilisation des invadopodes, est surexprimé dans la lignée cellulaire tumorale prostatique
PC3c, dépendamment de la quantit¢ de ERG. Cependant, I’expression de ce gene est
fortement réprimée par AR dans les lignées cellulaires tumorales qui I’expriment. Il semble
exister une régulation transcriptionnelle complexe de ce gene, avec une répression induite par
AR, et une activation induite par ERG a confirmer. FSCN1 joue un rdle dans les processus de
migration et d’invasion cellulaire, notamment via la formation d’invadopodes. Chez I’homme,
son expression est retrouvée dans les ostéoblastes et ostéocytes a proximité de la tumeur dans
les métastases osseuses, mais pas dans les cellules tumorales de cancer primaire ou
métastatique. L’obtention d’échantillons supplémentaires, notamment issue de patients sous
hormonothérapie ou atteints d’un cancer de la prostate neuroendocrine sera indispensable a la
poursuite de cette étude.

Le deuxieme gene, HCARI, codant un récepteur activé par le lactate et inhibant la
lipolyse, est surexprimé dans la lignée tumorale prostatique PC3c, dépendamment de la
quantit¢ de ERG. Pour la premicre fois, nous avons montré une forte expression de ce
récepteur dans le cancer de la prostate, et ses métastases associées, osseuses ou hépatiques. La
régulation transcriptionnelle de ce gene par le facteur de transcription ERG est encore en
cours d’étude. Nous avons également mis en évidence un rdle de ce récepteur dans la
migration cellulaire in vitro. Des études fonctionnelles permettront de mieux appréhender le
role de ce récepteur, notamment dans le métabolisme mitochondrial des cellules tumorales,

dans le tropisme vers 1’os, ou le développement de métastases osseuses ostéocondensantes.

Enfin, d’autres facteurs de transcription de la famille ETS sont également impliqués
dans des réarrangements chromosomiques du cancer de la prostate, notamment ETV1 dans 5
a 10% des cas (Tomlins er al., 2005). 11 serait intéressant d’étudier s’il existe une redondance,
ou au contraire une spécificité fonctionnelle, entre les genes de fusion impliquant ERG ou

ETV1. Ce travail fait d’ailleurs I’objet d’une autre these au laboratoire.
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8.3 Role du récepteur aux androgenes, un « garde-fou » ?

Le récepteur aux androgenes joue un role essentiel dans le maintien de la survie et de
la croissance des cellules prostatiques normales et tumorales (Abate-Shen and Shen, 2000;
Litvinov et al., 2003) (voir section 2.3 de l'introduction). C’est pourquoi la suppression
androgénique associée ou non a un blocage du AR par des antagonistes est le traitement de
référence des patients en récidive biochimique ou atteints d’un cancer de la prostate
localement avancé ou métastatique (Huggins and Hodges, 1972). Cependant, malgré une
réponse initiale allant de 2 a 3 ans, tous les patients finissent par progresser vers la résistance
a la castration, principale cause de déces lié au cancer de la prostate (Harris ef al., 2009). Le
plus souvent, la progression vers un CRPC est provoquée par la réactivation de la
signalisation AR via différents mécanismes (Watson et al., 2015). Cependant, 10 a 20% des
CRPC constituent un sous-ensemble de tumeurs, associées a 1’acquisition de caractéristiques
neuroendocrines, et échappant a la thérapie par suppression androgénique via un mécanisme

d’indépendance de la signalisation AR (Vlachostergios et al., 2017).

Au cours de cette these, nous avons étudié le géne FSCNI, codant une protéine de
liaison a I’actine impliquée dans la stabilisation des invadopodes, et ainsi dans I’invasion des
cellules tumorales prostatiques. L’expression de ce gene est fortement réprimée en présence
d’un AR fonctionnel, ce qui serait plutot de bon pronostic étant donné son rdle dans
I’invasion. Nous envisageons que 1’expression de ce gene, et potentiellement d’autres ayant
des roles similaires, ne soient plus réprimées chez des patients traités par hormonothérapie,
mais également chez des patients résistants a la castration, présentant un cancer de la prostate
neuroendocrine. Cette levée d’inhibition d’expression de ce groupe de genes pourrait
expliquer I’acquisition d’un phénotype plus agressif par les cellules tumorales prostatiques.
Ainsi, dans un premier temps, il serait intéressant de combiner des méta-analyses d’études
transcriptomiques publiées, afin d’identifier des génes réprimés ou activés respectivement en
présence ou en absence d’un AR fonctionnel, avec des méta-analyses de ChIP-seq publiés,
afin d’évaluer la fixation de AR sur les genes précédemment identifi€s. En fonction des
résultats obtenus, des études fonctionnelles pourront étre effectuées en utilisant différentes
lignées cellulaires tumorales prostatiques, exprimant AR ou non. Par ailleurs, méme si le
développement de modeles murins pouvait fournir des arguments supplémentaires, il est
impératif d’obtenir des échantillons humains de patients traités par hormonothérapie, ou ayant

développés un cancer de la prostate neuroendocrine, afin de valider notre hypothese.
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8.4 Sous-groupes de patients et thérapies ciblées

Dans la publication N°I, nous montrons que I’expression du gene de fusion
TMPRSS2:ERG influence le phenotype ostéocondensant des 1ésions osseuses induites lors
d’injections intra-tibiales chez la souris (Delliaux et al., Soumis). L’expression de ET-1,
codant un peptide sécrété jouant un role dans la formation des métastases osseuses
ostéocondensantes (Guise et al., 2003), est augmentée dans les clones PC3c, et directement
régulée par le facteur de transcription ERG, expliquant ainsi en partie le phénotype observé in
vivo. L’ET-1 exerce ses effets paracrines et autocrines en se liant a ses récepteurs spécifiques,
en particulier, I’activation de ETAR (Endothelin A Receptor) favorise la croissance tumorale
prostatique et les métastases, suggeérant que cet axe pourrait étre une cible thérapeutique
intéressante (Bagnato et al., 2011). Cependant, méme si les essais cliniques de phase II
utilisant des antagonistes de ETAR, atrasentan ou zibotentan, étaient prometteurs, les essais
de phase III n’ont produit aucun bénéfice concernant la progression des métastases osseuses,
les douleurs osseuses associées, ou encore la survie globale des patients atteints de CRPC et
possédant des métastases osseuses (James et al., 2010; Yu et al., 2012; Miller et al., 2013;
Qiao et al., 2015). Une des raisons pouvant expliquer cet échec pourrait étre une mauvaise
sélection des patients pour lesquels une inhibition de I’axe ET-1 serait bénéfique, opinion
partagée par le docteur Fred Saad, urologue ayant participé a ces essais cliniques (Yu et al.,
2012). En effet, les patients exprimant d’importants niveaux de marqueurs de renouvellement
osseux montrent une meilleure réponse a ce type de traitement (Lara et al., 2014). De plus,
nous montrons pour la premiéere fois que 1’expression du géne E7-1 est régulée par le facteur
de transcription ERG, produit du réarrangement chromosomique TMPRSS2:ERG dans le
cancer de la prostate. Ainsi, il serait intéressant de tenir compte de 1’expression du geéne de
fusion, en plus de I’expression de marqueurs de renouvellement osseux, tels que ALPL,
COLI1AL1, ou ET-1, afin d’évaluer si les patients présentant une altération d’expression de
I’ensemble de ces genes répondent mieux aux traitements par antagonisme du récepteur de

ET-1.

Récemment, une infrastructure multi-institutionnelle américaine a réalisé une étude
prospective de séquengage complet de I’exome et du transcriptome de biopsies de tumeurs
osseuses ou des tissus mous d’une cohorte de 150 patients atteints de CRPC (Robinson et al.,
2015). Les altérations génomiques des genes ETS, AR, P53 et PTEN ont été les plus

fréquemment retrouvées, représentant 40 a 60% des cas (voir section 2.4 de I’introduction)
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(Figure 8.1). Il existe de nombreuses autres altérations génomiques, notamment des génes de
réparation de I’ADN, tels que BRCA?2 (Breast Cancer 2), ayant une fréquence plus élevée
dans les CRPC par rapport aux cancers primaires. Finalement, 89% des patients atteints de
CRPC présentent au moins une altération génomique, suggerant I’importance du séquencage

clinique et son influence sur les décisions de traitements des patients.
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Figure 8.1 : Altérations génomiques retrouvées dans les CRPC métastatiques.
D’apres (Robinson et al., 2015).

A TDavenir, chaque patient présentant un cancer, quel qu’il soit, devrait pouvoir
bénéficier d’une thérapie ciblée en fonction des caractéristiques de celui-ci. En effet, il existe
une variabilité entre les cellules tumorales de sites primaires différents, mais également entre
les cellules tumorales d’un méme site primaire chez deux patients différents, et méme entre
les cellules tumorales du site primaire et du site métastatique chez le méme patient. Ainsi, il
serait intéressant de pouvoir établir une « carte d’identité » des cellules tumorales, permettant
de connaitre leurs caractéristiques, en particulier leurs altérations génomiques, afin d’utiliser
la meilleure combinaison de thérapies possible pour chaque cancer, chaque patient,

susceptible d’y répondre de maniére différente.
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9. Figure supplémentaire pour FSCN1 et HCAR1
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Figure 9.1 : Expression de ERG dans les cellules PC3c et VCaP, deux lignées tumorales
prostatiques humaines

A, Expression de ERG analysée par RT-qPCR dans les clones PC3c-pcDNA contréle, PC3c-
T1E4-L, -M et -H exprimant différents niveaux de la fusion T1E4 (L : Low, M : Medium, H :
High). **P<0.01, ***P<0.001, one-way analysis of variance (ANOVA) with Dunnett’s
multiple comparison test. B, Expression de ERG analysée par WB dans les clones PC3c-
pcDNA controle, PC3c-T1E4-L, -M et -H. C, Expression de ERG analysée par RT-qPCR
dans les cellules PC3c-T1E4-H traitée avec un siRNA contrdle ou ERG. Le niveau
d’expression des cellules traitées avec le siRNA contrdle a été normalisé a 1. ***P<0.001,
one-way analysis of variance (ANOVA) with Dunett’s multiple comparison test. D-F,
Expression de ERG analysée par RT-qPCR dans les cellules VCaP exprimant la fusion et
traitées avec soit de I’éthanol (Veh) ou de la dihydrotestostérone (DHT) pour augmenter
I’expression de ERG (D) (P=0.0016, two-tailed unpaired t test), soit un siRNA controle ou
ERG (E) (***P<0.001, two-tailed Mann Whitney t test), soit I’ensemble de ces traitements
(F) (**P<0.01, ****P<0.0001, one-way analysis of variance (ANOVA) with Dunnett’s
multiple comparison test). Le niveau d’expression des cellules traitées avec I’éthanol (D), le
siRNA contréle (E), ou le siRNA contrdle et 1’éthanol (F) a été normalisé a 1.
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10. Publications au cours de la these

Est présentée en annexe la Publication N°1 concernant la caractérisation des
métastases osseuses induites par les cellules PC3-TMPRSS2:ERG et PC3c-TMPRSS2:ERG

lors de I’implantation intra-tibiale chez la souris, citée dans la partie résultats.

Egalement, sont présentées en annexe deux publications supplémentaires auxquelles

Jj’ai participé au cours de mon Doctorat.

En ce qui concerne la Publication N°2, publiée par I’équipe du docteur Edith
Bonnelye avec qui nous collaborons, nous avons étudié¢ 1’implication de ERRa (Estrogen
Related Receptor o) dans la progression tumorale vers 1’os des CRPC. Par méta-analyses,
nous avons d'abord montré que l'expression de ERRa est corrélée aux CRPC. Nous avons
ensuite analysé la progression des cellules tumorales et les voies de signalisation associées
dans des modeles CRPC exprimant ou réprimant ERRa in vivo et in vitro. Ainsi, I’expression
accrue de ERRa a conduit a une progression tumorale rapide, avec a la fois une destruction et
une formation osseuse, en agissant directement sur les cellules de I’os. En effet, elle a entrainé
une surexpression du VEGF-A et de WNT5A, deux facteurs capables de réguler I’activité des
ostéoblastes et ostéoclastes. De plus, leur expression est positivement corrélée a celle de
ERRa dans des échantillons humains de CRPC. Enfin, cette surexpression de ERRa a
augmenté la sécrétion de TGFRI par les cellules tumorales, lui-méme capable de stimuler
I’expression stromale de la périostine, un facteur pro-métastatique. Ceci suggere un role de
ERRa dans la régulation du microenvironnement tumoral pour améliorer la progression
tumorale. L’ensemble de ces résultats démontre que ERRa est un régulateur de la progression

des cellules CRPC dans 1'os. Par conséquent, l'inhibition de ERRa pourrait constituer une

nouvelle stratégie thérapeutique pour les métastases osseuses du cancer de la prostate.
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Dans la Publication N°3, nous avons développé des lignées cellulaires
bioluminescentes exprimant la fusion TMPRSS2:ERG afin d’évaluer son rdle dans la
croissance tumorale et I’apparition de métastases osseuses dans un modele de souris. Tout
d'abord, nous avons montré que la fusion TMPRSS2:ERG augmente la migration cellulaire et
la taille des tumeurs sous-cutanées. Ensuite, en utilisant des expériences d'injections intra-
cardiaques chez la souris, nous avons montré que l'expression de la fusion TMPRSS2:ERG
augmente le nombre de métastases dans 1'os, et affecte également le profil de la propagation
métastatique, en augmentant l'incidence des tumeurs dans les membres postérieurs et la
colonne vertébrale, deux des sites les plus fréquents de métastases osseuses du cancer de la
prostate chez ’homme. Enfin, I'analyse transcriptomique par RNA-seq a mis en évidence une
série de genes régulés par la fusion et impliqués dans le processus métastatique. L.’ensemble
de ce travail a permis de montrer que TMPRSS2:ERG augmente le tropisme osseux des

cellules tumorales prostatiques et le développement de métastases osseuses.
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10.1 Publication N°1

TMPRSS2:ERG gene fusion expression enhances

the osteoblastic phenotype of prostate cancer bone metastases.

DELLIAUX C.*, TIAN V.T.*, BOUCHET M., FRADET A., VANPOUILLE N.,
FLOURENS A.,DEPLUS R., VILLERS A.,LEROY X., CLEZARDIN P.,
DE LAUNOIT Y., BONNELYE E., DUTERQUE-COQUILLAUD M.

*Co-first authors

Submitted for publication in Cancer Research on 24" February 2017.
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ABSTRACT

Prostate cancers have a strong propensity to metastasize to bone and promote osteoblastic
lesions. TMPRSS2:ERG is the most frequent gene rearrangement identified in prostate cancer,
and whether it is involved in prostate cancer bone metastasis is largely unknown. Using an
intra-tibial metastasis model, we found that ectopic expression of the TMPRSS2:ERG fusion
enhances the ability of prostate cancer cell lines to induce osteoblastic lesions through
stimulating bone formation and inhibiting the osteolytic response. In line with these in vivo
results, we demonstrate that the TMPRSS2:ERG fusion protein increases the expression of
Endothelin-1 - a protein with a documented role in osteoblastic bone lesion formation.
Interestingly, under osteogenic culture conditions, TMPRSS2: ERG-expressing prostate cancer
cells show a higher expression of osteoblastic markers such as type I collagen and alkaline
phosphatase. Importantly, the TMPRSS2:ERG fusion protein is able to bind to the regulatory
regions of these genes in both prostate cancer cell lines and human prostate cancer samples.
Correspondingly, the expression levels of these osteoblastic markers are correlated with the
expression of the TMPRSS2:ERG fusion in patients. Taken together, our results reveal an
unprecedented role for the TMPRSS2:ERG gene fusion in osteoblastic lesion formation

induced by prostate cancer cells.
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INTRODUCTION

Bone lesion metastases occur in more than 80% of men who die from prostate cancer (1).
Bone is a dynamic tissue that is constantly being remodeled by the interplay between bone-
resorbing osteoclasts and bone-forming osteoblasts. Through a process called osteomimicry,
metastatic prostate cancer cells acquire a bone cell-like phenotype that enables them to
survive and proliferate within the bone microenvironment (2-4). At the same time, tumor cells
homing into bone marrow promote alterations in osteoblast and osteoclast function (5-7). The
reciprocal stimulations between tumor and bone cells generate a vicious circle and result in an
alteration of bone structure (2). Despite the high occurrence of bone lesion formations found
in prostate cancer, and the incurability of this complication, little is known about the
molecular mechanisms underlying bone metastasis in this disease (8).

Chromosomal rearrangements involving genes encoding ETS (E-twenty-six) transcription
factors are found in more than 50% of human prostate cancer cases and constitute the most
frequent gene rearrangements in human malignancies (9, 10). The most common ETS gene
rearrangement is TMPRSS2:ERG - a fusion which causes the androgen-responsive promoter
of TMPRSS?2 to promote aberrant expression of ERG. This results in a significant upregulation
of the ERG transcription factor (9). Several clinical studies suggest that TMPRSS2:ERG
fusions are associated both with poorly differentiated samples (Gleason score >6) (11-13) and
with disease recurrence after surgery (14). Other studies however, claim that these fusions -
depending on the exact exons involved in the genomic rearrangement and on the copy number
- are associated with a favorable prognosis (15, 16). Nevertheless, a higher dosage of ERG
clearly leads to a more severe disease phenotype (15, 16). Indeed, using prostate cancer cell
lines and diverse mouse models, several studies have demonstrated that the overexpression of
TMPRSS2:ERG fusion proteins not only facilitates prostate cancer initiation (17, 18), but also

promotes both prostate cancer cell migration and invasion (19, 20). Mechanistically, ERG
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controls a transcriptional network related to the development of prostate cancer and its
progression into a metastatic disease (21, 22). Until now, whether, and how TMPRSS2:ERG
fusions are involved in prostate cancer bone metastasis remains unknown.

Recently, our group has shown that TMPRSS2:ERG fusions are involved in conferring
bone tropism to prostate cancer cells (23). Here, in the present study, we aim to
mechanistically dissect the role of TMPRSS2:ERG fusions in facilitating prostate cancer cells
to progress in the bone microenvironment and induce bone metastasis. We found that after
injection into the tibiae of severe combined immunodeficiency (SCID) mice, the human
prostate cancer cell lines PC3 and PC3c expressing one of the most frequent TMPRSS2:ERG
fusions, increase the osteoblastic phenotype of bone lesions and inhibit osteoclast-mediated
bone destruction. In agreement with these findings, we also demonstrated that
TMPRSS2:ERG directly controls the expression of two major osteoblastic markers, type 1
collagen (COLI1AI) and alkaline phosphatase (ALPL), as well as of endothelin-1 (ET-1),
which is known to favor the osteoblastic phenotype of bone metastases. Taken together, our
results reveal an unprecedented role for TMPRSS2:ERG fusions in the control of prostate

cancer cell-induced bone remodeling.

MATERIAL AND METHODS
Cell culture, treatment and chemical reagents

PC3 and VCaP cell lines were obtained from the American Type Culture Collection
(ATCC, Manassas, VA, USA). The PC3c cells, were isolated in vitro after single cell
population culture (24). PC3 cells were cultured in F12K nutrient mixture, whereas PC3c and
VCaP cells were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). All media was supplemented with 10% fetal bovine serum

(FBS, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) and cells were sub-cultured every 3-4
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days. To induce TMPRSS2:ERG expression, VCaP cells were treated with 10 nM DHT (50-
Androstan-17p-ol-3-one), or vehicle for 16 hours. Unless otherwise stated, all chemical

reagents were from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA).

Generation of TMPRSS2:ERG expressing cells

PC3c clones, stably transfected with either empty pcDNA3.1 vector or TMPRSS2:ERG
expression vector, were obtained as described previously (namely PC3¢-CT, PC3c-T1E4-L,
PC3c¢-T1E4-M and PC3c-T1E4-H) (19). To obtain the PC3 clones, the same TMPRSS2:ERG
cDNA was subcloned into the retroviral vector pLPCX (Clontech Laboratories, Mountain
View, CA, USA). For production of the virus, 7 x 10® GP2-293 cells (Clontech Laboratories,
Mountain View, CA, USA) were transfected with 25 pg of empty pLPCX or
pLPCX/TMPRSS2:ERG, and 6 pg of pVPack-VSV-G (Clontech Laboratories, Mountain
View, CA, USA) in the presence of 64 uL of Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). After incubating for two days with fresh medium, 4 mL of the viral
particle-containing supernatants were mixed with 8 pg/mL of Polybrene. This was then
incubated with 0.3 x 10° PC3 cells in a 6-well plate in order to generate the TMPRSS2:ERG
expressing cells (namely PC3-CT and PC3-T1E4). Successfully infected cells were selected
the next day by adding Puromycin (1 pg/mL) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,

USA) in the culture medium for one week.

siRNA transfection

Predesigned and pooled siRNAs were obtained from GE Dharmacon (Lafayette, CO,
USA). Cells were transfected with the siRNA (50 nM) using Lipofectamine 2000 reagent
according to the manufacturer’s instructions. Gene-knockdown effects were evaluated 72

hours after the transfection. The siRNAs used in this study were siERG (ON-TARGETplus
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SMARTpool L-003886-00) and the control siRNA (ON-TARGETplus Non-targeting Pool D-

001810-10).

RNA extraction and gene expression analysis

Total RNA was purified using the NucleoSpin RNA kit (Macherey-Nagel, Diiren,
Germany) according to the manufacturer’s instructions. For retrotranscription, 1 pg of total
RNA was used to generate cDNA using the High Capacity RNA-to-cDNA kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Quantitative PCRs (qPCRs) were performed using the
power SYBR-Green PCR Master kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) on a
Stratagene Mx3005P qPCR System (Stratagene, La Jolla, CA, USA) according to the
manufacturer’s instructions. The relative expression levels of individual genes were

22T method and normalized to that of the 18S or L32 housekeeping

calculated using the
gene. Optimal primer specificity and efficiency were validated according to the Mx3005P
qPCR system user’s guide. The primers used in this study can be found in Supplementary

Table S1.

Chromatin immunoprecipitation (ChIP)

ChIP assays were performed as described (19) using either a polyclonal rabbit anti-ERG
antibody (sc-353, Santa Cruz Biotech, Dallas, TX, USA) or a control rabbit IgG antibody
(Santa Cruz Biotech, Dallas, TX, USA). The genomic DNA was purified using NucleoSpin
Clean-up columns (Macherey-Nagel, Diiren, Germany) according to manufacturer’s
instructions. Immuno-precipitated genomic DNA was analyzed by PCR or qPCR, and details

of the primers used in this study can be found in Supplementary Table S1.

ELISA
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Conditioned media from cell culture were used for protein detection. The levels of ET-1
secreted by PC3c cells and by PC3¢-CT, PC3¢c-T1E4-L, PC3c-T1E4-M and PC3c-T1E4-H
clones were measured using a Quantikine ELISA kit (R&D Systems, Minneapolis, MN,

USA).

Human prostate cancer samples

Human prostate cancer samples (n=52) were obtained from the local tumor tissue bank,
C2RC (Lille, France), after approval by the internal review board (CSTMT-042, 27/07/20009).
These tumor tissue samples, which had previously been extracted and subsequently frozen,
originated from radical prostatectomies or trans-urethral prostatic resections performed at
Lille University Hospitals (CHRU de Lille). All patients were informed and consent was
obtained by the referring physician. To extract RNA, tissue samples were first homogenized
in TRIzol (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), and total RNA was prepared
using the NucleoSpin RNA kit. RNA quality and quantity were accessed using the Agilent
2100 Bioanalyser system. Pathological findings of these prostate cancer samples have

previously been described (19).

Image treatment and statistical analysis

All image treatments were carried out using Image J. Statistical analyses were performed
using the GraphPad Prism software (San Diego, CA, USA). The statistical methods used in
this study are indicated in the corresponding figure legends. Unless otherwise indicated, all

values in the figures are expressed as means =+ s.e.m.

Animal studies
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The mice used in this study were handled according to French national rules (Décret N°
87-848 du 19/10/1987, Paris). Experimental protocols were approved by the Institutional
Animal Care and Use Committee at the University Lyon-1, France (CEEA-55 Comité
d’Ethique en Expérimentation Animale DR2014-32). Animal experiments were routinely
inspected by the attending veterinarian to ensure continued compliance with the proposed
protocols. Animals bearing tumor xenografts were carefully monitored for established signs
of distress and discomfort and were humanely euthanized. Intra-osseous tumor xenograft
experiments in anaesthetized mice were carried out in six-week-old SCID male mice (Charles
River Laboratories, Wilmington, MA, USA). PC3 cells are known to induce pure osteolytic
lesions, while PC3c cells induce mixed lesions with both osteolytic and osteoblastic regions
in the bone marrow cavity (24, 25). PC3 and PC3c cells (6 x 10° in 15 pL PBS) were injected
into the bone marrow cavity. Mice were then sacrificed after either six weeks (PC3) or 10
weeks (PC3c). Radiographs (LifeRay HM Plus, Ferrania) of animals were taken using a
Faxitron MX-20 (Faxitron X-ray Corporation). The bone lesion surface, which includes both
osteolytic and osteoblastic regions, was measured using the computerized image analysis
system MorphoExpert (Exploranova). The extent of the bone lesions for each animal was
expressed in mm®. Once sacrificed, the hind limbs of mice were collected for histology and
histomorphometrics analyses. Tibiae were scanned using microcomputed tomography
(Skyscan1174, Skyscan Kontich, Belgium) with an 8.8 voxel size and an X-ray tube (50kV;
800mA) with a 0.5-mm aluminum filter. Three-dimensional reconstructions and rendering
were performed using the manufacturer’s software packages NRecon & CTVox, and Skyscan,
respectively. Bone volume/tissue volume (%BV/TV) measurements include residual
trabecular and remaining cortical bone for PC3 models, as well as new bone formation in the
bone marrow cavity in the PC3c model. Tibiae from animals were fixed, decalcified in

Osteosoft® (Merck, Darmstadt, Germany) for four weeks, and then embedded in paraffin. In

188



order to calculate the tumor burden to soft tissue volume (TB/STV) ratio (i.e., percentage of
tumor tissue), sections of 5 pm were stained with Goldner’s trichrome and histomorphometric
analyses were performed. The in situ detection of osteoclasts was carried out on metastatic
bone tissue sections using the tartrate-resistant acid phosphatases (TRAP) activity assay kit
(Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, USA). The osteoclastic surface (OC.S/BS) was calculated
as the ratio of TRAP-positive trabecular bone surface (OC.S) to the total bone surface (BS),

using the computerized image system MorphoExpert (Exploranova).

Immunohistochemistry

Immunohistochemistry of human and mouse tissue sections was performed using anti-
ERG (ab92513, Abcam, Cambridge, UK) at 1/100, anti-Ki67 (ab15580, Abcam, Cambridge,
UK) at 1/200, and anti-ET-1 (N0250640, Abbiotec, San Diego, CA, USA) at 1/100. Sections
were incubated with secondary HRP-conjugated antibody. Counterstaining was performed

using Mayer’s hematoxylin (Merck, Darmstadt, Germany).

RESULTS
Human prostate cancer bone metastasis samples exhibit higher ERG expression levels
TMPRSS2:ERG fusions have been identified in the majority of primary prostate cancer
cases and are known to control a transcriptional network related to the development of cancer
and its metastatic progression (21, 22). However, no study has evaluated the relative
expression of ERG in different prostate cancer metastasis samples. First, we analyzed a
microarray dataset (GSE74685) including CRPC (castration-resistant prostate cancer)
metastasis samples from both bone (n=20) and other sites (n=129) (26). Upon comparing

these two groups of samples, we found that ERG expression is significantly higher in bone
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metastasis than in samples derived from other sites (Fig. 1), thereby highlighting a potential

role of TMPRSS2:ERG fusions in prostate cancer bone metastasis progression.

TMPRSS2:ERG expression in prostate cancer cells enhances their capacity to induce
osteoblastic lesions in vivo

To assess whether TMPRSS2:ERG gene fusions are involved in prostate cancer bone
metastasis progression in vivo, we used a prostate cancer-induced bone metastasis murine
model. We first used the human TMPRSS2:ERG-negative prostate cancer cell line, PC3c,
which was originally derived from the PC3 cell line. PC3c cells are capable of inducing
mixed osteoblastic/osteolytic bone lesions when injected into the tibiae of male SCID mice
(24, 25). As such, these cells more precisely recapitulate the phenotype of human bone
metastasis progression than any other available prostate cancer cell lines. Notably, it has been
shown that the parental PC3 cells solely induce pure osteolytic bone lesions (24), and in fact,
mixed osteolytic/osteoblastic bone lesions have been found in most human prostate cancer
bone metastasis samples (6). We have previously established and characterized several PC3c
cell clones which stably express the most common TMPRSS2:ERG fusion. This fusion,
named T1E4, consists of the noncoding exon 1 of TMPRSS?2 fused with exon 4 of ERG (19).
Forced expression of TMPRSS2:ERG in PC3c cells (PC3c-T1E4) resulted in an increase of
their migration and invasion capacities in vitro. To avoid any single-clone cell effect, we
pooled PC3c cell clones expressing distinct levels (low, medium and high expression) of the
TMPRSS2:ERG fusion in a 1:1:1 ratio, and injected them into the tibiae of SCID mice. PC3c
cells expressing empty pcDNA vector (PC3c-CT) were also injected as a control. Ten weeks
after injection, radiographical analysis revealed that, compared to the control animals, animals
bearing tumors overexpressing the TMPRSS2:ERG fusion exhibited significantly smaller and

larger bone destruction and bone formation areas, respectively (Fig. 2A and B). Further
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analysis using three-dimensional micro-computed tomographic reconstruction, showed that
tibiae bearing PC3c-T1E4 cells had a larger bone volume than those injected with PC3¢c-CT
cells (Fig. 2C and D). Accordingly, Goldner’s trichrome staining of tissue sections and
histomorphometric analysis of tibiae lesions respectively showed that PC3c-T1E4 cell
inoculation resulted in an induced bone formation within the bone marrow cavity and a lower
skeletal tumor burden (Fig. 2E and F). Moreover, TRAP staining revealed 20% less TRAP-
positive osteoclast surface (OC.S/BS) in tibiae injected with PC3-T1E4 cells compared to
those inoculated with control PC3-CT cells (Fig. 2G and H). Immunostaining of the bone
lesions revealed the presence of Ki-67-positive proliferating tumor cells, for which ectopic
expression of ERG was also confirmed (Supplementary Fig. S1A). Collectively, these data
show that the expression of the TMPRSS2:ERG fusion in PC3c cells is capable of enhancing
the osteoblastic phenotype of skeletal lesions.

In contrast to PC3c cells, PC3 cells are known to solely induce pure osteolytic lesions
when injected into the tibiae of mice. We then hypothesized that ectopic expression of
TMPRSS2:ERG in PC3 cells would be capable of altering bone lesion characteristics just as it
did in the PC3c model. Six weeks after intra-tibial tumor cell injection, both the T1E4-
expressing PC3 cells (PC3-T1E4) and the PC3 control cells (PC3-CT) had induced osteolytic
lesions (Fig. 3A). However, the PC3-T1E4-bearing bone showed a significantly lower level of
bone destruction (Fig. 3B), a larger bone volume (Fig. 3C and D), and a lower tumor burden
(Fig. 3E and F). Similar to effect observed in the PC3c model, TRAP staining of tibial
sections from animals bearing PC3-T1E4 cells showed 5% less TRAP-positive osteoclast
surface compared to control tibiae (Fig. 3H). Cancer cells were detected in these bone lesions
using Ki-67 and ERG antibody-based immunostaining (Supplementary Fig. S1B). These
results suggest that the expression of TMPRSS2:ERG in PC3 cells inhibits osteoclasts and

decreases bone destruction.
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Taken together, our results indicate that overexpression of the TMPRSS2:ERG fusion in
prostate cancer cells increases the osteoblastic phenotype of bone lesions and inhibits

osteoclastic destruction in vivo.

ERG transcription factor regulates ET-1 expression in prostate cancer cells

To further understand the mechanism by which aberrant expression of TMPRSS2:ERG
fusions in prostate cancer cells contributes to osteoblastic lesion formation, we first focused
on gene expression comparisons between the PC3c-CT and PC3c-T1E4 cell clones (19).
Interestingly, among the 2,000 deregulated genes in cells expressing TMPRSS2:ERG, the
expression of E7-1 is upregulated. The E7-1 gene encodes a 21-amino acid secreted peptide
that has a documented role in osteoblastic lesion formation in prostate cancer bone metastasis
(27). In fact, this peptide is able to stimulate osteoblast differentiation (28) and prevent
osteoclast-mediated bone resorption (29, 30), thereby promoting overall osteoblastic lesion
formation.

By using PC3c clones expressing distinct levels of the TMPRSS2:ERG T1E4 fusion (low,
medium and high), we first confirmed that forced expression of the fusion results in E7-/
upregulation. In fact, the increase in E7-/ mRNA levels was correlated with the expression
level of the fusion (Fig. 4A). In agreement with these results, an ELISA assay revealed that
PC3c-T1E4 clones secreted significantly higher levels of ET-1 compared to control PC3¢c-CT
cells (Fig. 4B). Importantly, knocking down expression of the TMPRSS2:ERG fusion in
PC3c-T1E4 cells using an siRNA against ERG, led to approximately a 40% reduction in E7-1/
expression compared to in control siRNA-transfected cells (Fig. 4C). In addition, to further
test the possible role of TMPRSS2:ERG in regulating ET-1 expression, we used another
prostate cancer cell line, VCaP, which is the only cell line harboring endogenous expression

of TMPRSS2:ERG (31). Knocking down the TMPRSS2:ERG fusion in VCaP cells
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(Supplementary Fig. S2A) resulted in a significant decrease in E7-1 expression (40%; Fig.
4D). Furthermore, DHT-stimulated TMPRSS2:ERG fusion expression (Supplementary Fig.
S2B) was associated with a significant increase in £7-/ mRNA expression (Fig. 4E).

Interestingly, using published ERG ChIP-seq data (21, 32, 33) obtained from VCaP cells,
we found that there are three ERG binding sites at the E7-/ gene locus. Moreover, these sites
were marked by the active transcriptional regulatory epigenetic marks H3K4mel (histone 3
lysine 4 monomethylation), H3K4me3 (histone 3 lysine 4 trimethylation), H3K27ac (histone
3 lysine 27 acetylation) or DNasel sensitivity clusters (Fig. 4F). As such, we performed ChIP-
qPCR assays and also found significant ERG binding to these regulatory elements in PC3c-
T1E4 cells (Fig. 4G-I).

Taken together, our results highlight that ERG, which becomes aberrantly expressed due to

the TMPRSS2:ERG rearrangement, directly controls E7-1 expression in prostate cancer cells.

ET-1 expression positively correlates with ERG expression in human prostate cancer
samples

To verify whether ERG is capable of regulating E7-/ gene expression in human prostate
cancer samples, we used RNAs isolated from 52 human prostatectomy specimens that
belonged to a prostate cancer cohort (19). Among these human prostate cancer samples, 32
showed detectable TMPRSS2:ERG fusion transcripts (61.5%). Interestingly, we found that
ET-1 mRNA levels are significantly higher in TMPRSS2:ERG-positive prostate cancer
samples than in TMPRSS2:ERG-negative ones (Fig. 4J). Importantly, a two-tailed non-
parametric Spearman correlation analysis showed that ET7-1 expression significantly
correlates with ERG expression in this cohort (Fig. 4K).

In addition, we performed immunohistochemistry staining in fusion-positive and -negative

primary prostate cancer, lymph node and bone metastasis samples. As expected, ERG
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expression was strong in all fusion-positive cancer tissues, but was restricted to the
endothelial cells of blood vessels in fusion-negative or normal tissues (Fig. 4L and M).
Congruently, using an ET-1-specific antibody, we found that ET-1 expression is higher in
fusion-positive primary prostate cancer tissues (Fig. 4L). Moreover, while ET-1 was barely
detected in lymph node metastases, a strong expression of ET-1 was detected in fusion-
positive bone metastasis tissues (Fig. 4M).

Together, these results reveal a link between ERG and ET-1 expression in fusion-positive

human primary prostate cancer and bone metastasis samples.

TMPRSS2:ERG expression enhances osteomimicry properties of prostate cancer cells
The acquisition of a bone cell-like phenotype, namely osteomimicry, has been proposed to
help cancer cells survive within the bone microenvironment (2, 5). For instance, it has been
shown that prostate cancer cells can overexpress genes responsible for osteoblast
differentiation and bone matrix mineralization (4). Specifically, PC3c cells express bone-
associated markers such as OPN (osteopontin), BSP (bone sialoprotein), RUNX?2 (runt-related
transcription factor 2) and COLIAI (type I collagen), which allow them to form a calcified
matrix under osteogenic conditions (24). As ectopic expression of the TMPRSS:ERG fusion
gene in PC3c cells enhanced osteoblastic lesion formation, we contemplated whether this
aberrant ERG expression could have an impact on the osteomimicry properties of PC3c cells.
Indeed, after 3 weeks of culture in osteogenic conditions, including ascorbic acid and (-
glycerophosphate, PC3c-T1E4 cells showed some mineralization (black zones) and a higher
ALPL (alkaline phosphatase) activity than control PC3c-CT cells (in pink) (Fig. 5A).
Although the expression levels of BSP and OCN (osteocalcin) were comparable between
PC3c¢-T1E4 and PC3c-CT cells (Fig. 5B), in PC3¢c-T1E4 cells there was a higher expression

of the early osteoblast differentiation marker ALPL (alkaline phosphatase), as well as of
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COLIAI and OPN, two genes associated with crucial organic bone matrix components (Fig.
5B). Importantly, OPN has previously been shown to be a target gene of ERG in prostate
cancer (34), and has a documented role in osteoblastic lesion formation induced by cancer
cells (35). In addition, we found that the expression of OPG (osteoprotegerin), which is
known to inhibit osteoclastogenesis by interacting with RANKL (receptor activator of nuclear
factor kappa-B ligand), was also higher in PC3c-T1E4 cells (Fig. 5B). Moreover, this
osteomimicry enhancement was also observed, albeit to a lesser extent, in PC3-T1E4 cells
cultured under osteogenic conditions (Fig. 5C and D). Interestingly RANKL expression was
also down-regulated in PC3-T1E4 cells.

These data suggest that the expression of the TMPRSS2:ERG fusion in prostate cancer
cells enhances their osteomimicry properties, thereby explaining, at least in part, their

capacity to increase the osteoblastic response in vivo.

ERG directly controls the expression of ALPL and COL1A1 in prostate cancer cells

Our results demonstrate that aberrant expression of ERG in prostate cancer cells can
enhance their osteomimicry properties through increasing osteogenic marker expression. We
therefore asked whether these osteogenic markers are directly regulated by ERG in prostate
cancer cells. By analyzing published ERG ChIP-seq data performed in the VCaP cell line (21,
32, 33), we found that ERG binds to active regulatory regions of the ALPL and COLI1AI
genes (Fig. 6A and B). Importantly, knockdown of TMPRSS2:ERG fusion expression in
VCaP cells significantly decreased the expression of ALPL and COLI1A1 by 27% and 58%,
respectively (Fig. 6C and E). In contrast, when the same cells were treated with DHT to
increase TMPRSS2:ERG fusion expression, there was a significant increase in the expression

levels of ALPL (four-fold) and COL1A1 (seven-fold) (Fig. 6D and F).
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Furthermore, we also found that ectopic expression of the fusion in PC3c¢ cells resulted in
an increased expression of both ALPL and COLI1A1 (three-fold and two-fold, respectively)
even though cell cultures were performed without osteogenic conditions (Fig. 6G and I). This
ALPL and COLIAI upregulation was specific to ectopic expression of ERG because silencing
the TMPRSS2:ERG fusion in PC3c-T1E4 cells led to a reduced expression of both osteogenic
markers (Fig. 6H and J). Likewise, in PC3c-T1E4 cells, we also found that ERG significantly
binds to the same regulatory regions of ALPL and COLIA]I that were identified in VCaP cells
(Fig. 6K and L).

These results demonstrate that ERG directly controls the expression of the ALPL and

COLI1AI osteogenic markers in prostate cancer cells.

The expression of ERG correlates with osteogenic marker expression in human prostate
cancer samples

So far, we found that aberrant expression of ERG enhances osteogenic marker expression,
namely ET-1, ALPL and COL1Al, in prostate cancer cells, and accordingly, that ERG-
expressing prostate cancer cells induce osteoblastic lesion formation in vivo. To further
confirm the clinical relevance of this regulatory network, we analyzed a gene expression
dataset based on 81 human prostate cancer metastasis samples using the cBioPortal platform
(36-38). In this cohort, we found that the expression levels of the novel targets E7-1, ALPL
and COLIAI, are indeed significantly correlated with the expression of ERG (Fig. 7). In
addition, a correlated expression also exists between ERG and the other bone remodeling-
associated marker, OPN, and to a lesser extent, with BSP (Fig.7). On the other hand, no
correlations were observed with OCN, OPG or RANKL. Such clinical relevance further
highlights the importance of the ERG transcription factor in the control of a bone turnover-

associated gene network in vivo.
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DISCUSSION

Prostate cancer cells most commonly metastasize to the bone, inducing osteoblastic or
mixed ostoblastic/osteolytic lesions (1, 6). We have recently shown that TMPRSS2:ERG - the
most common gene fusion found in prostate cancer cells - is involved in bone tropism of
prostate cancer (23). In the present study, we aimed to address whether the TMPRSS2:ERG
fusion is involved in bone metastasis formation. Using a murine intra-tibial prostate cancer
engraftment model, we focused on the critical interplay between prostate cancer cells and the
bone microenvironment. We found that ectopic expression of the TMPRSS2:ERG fusion in
PC3c or PC3 cells, which are known to induce mixed osteoblastic/osteolytic or solely pure
osteolytic lesions respectively (24), results in an increase in bone formation events and a
decrease in bone resorption. Since bone homeostasis is tightly controlled by the balance
between osteoclast and osteoblast activities (2, 7, 39), our results suggest that prostate cancer
cells harboring the TMPRSS2:ERG fusion are able to interrupt this balance in favor of
osteoblastic activity.

Indeed, we found that in prostate cancer cells the ERG transcription factor is capable of
directly controlling the expression of major bone markers, such as COLIAI and ALPL (40,
41). By enhancing the expression of COLIAI and ALPL in tumor cells, ERG promotes the
osteomimicry properties of the tumor cells, likely facilitating their survival and growth in the
bone microenvironment. Importantly, COL1A1 and ALPL directly participate in the bone
formation process (2, 7): COL1A1, which is mainly secreted by osteoblasts, makes up
approximately 90% of the bone matrix, and ALPL, a pivotal early marker of osteoblast
activity, has been shown as essential for matrix mineralization (42, 43). Moreover, using
human prostate cancer samples, we found that there is a positive correlation between the
expression of ERG and the expression of both COLIAI and ALPL. Noteworthy, among the

bone-related parameters detected in patient blood, the level of ALPL has been identified as an
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important predictor of bone metastasis (44, 45). Recently, it has been shown that ALPL may
be a major contributor to the progression of prostate cancer, and that ALPL reduction
increases cell death and epithelial plasticity in prostate cancer cells (46). In addition to the
COLIAI and ALPL genes, we have previously shown that ERG also controls the expression
of OPN (34), another gene involved in the bone remodeling and mineralization processes.
Thus, one of the principal consequences of the aberrant expression of TMPRSS2:ERG in
prostate cancer cells is a conferred bone-like phenotype. This not only enhances bone
formation, but is also the underlying cause that provides prostate cancer cells with a survival
advantage in the bone microenvironment.

Here, we also found the E7-1 gene to be a direct target of ERG in prostate cancer cells.
Importantly, E7-1 expression was also significantly associated with ERG expression in
human prostate cancer samples, both in terms of RNA and protein levels. The E7-1 gene
encodes a secreted peptide that is known to promote osteoblastic bone lesions during
metastatic growth of prostate tumors in mouse models (40). Moreover, higher concentrations
of ET-1 have been found in the plasma of metastatic prostate cancer patients (47). In fact, ET-
1 is known to exert paracrine and autocrine effects by binding to the ET-1 receptors, ETAR
and ETBR (41). Activation of ETAR by ET-1 can promote prostate cancer growth through
pathways involved in angiogenesis, osteogenesis, cell migration and invasion (48). This
suggests that the ET-1 axis could be an attractive therapeutic target for inhibiting cancer
growth and metastasis. Clinical trials have shown that ETAR antagonists such as atrasentan
(ABT-627, Abbott Laboratories, Abbott Park, CA, USA) and zibotentan (ZD4054, Astra-
Zeneca), result in a delay in skeletal metastasis progression, a decrease in cancer-related bone
pain, and an increase in the overall survival of patients with CRPC and bone metastases (49,
50). However, despite promising Phase II trials in patients with advanced metastatic prostate

cancer, Phase III trials using atrasentan and zibotentan mono-therapy or in combination with
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docetaxel chemotherapy, were unsuccessful in patients with established disease (51, 52). Two
possible reasons for these clinical findings could be that the dose of chemotherapy received
by the patients was too weak or, more importantly, that screening patients for non-metastatic
disease status can prove difficult (52). As patients with highly elevated bone turnover markers
appear to preferentially benefit from atrasentan therapy (53), TMPRSS2:ERG-positive or -
negative fusion levels — which we show to be associated with bone marker levels - could help
in selecting good responders for ETAR treatment in further Phase III trials.

In conclusion, our study provides both in vivo and in vitro evidence supporting that
aberrant expression of the TMPRSS2:ERG fusion in prostate cancer cells enhances their
osteomimicry and promotes osteoblastic lesion formation. This provides a novel therapeutic

concept for the management of patients with prostate cancer.
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Microarray Analysis
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Figure 1.
Prostate cancer bone metastasis samples exhibit higher expression of ERG.

Comparison of the ERG expression profile between bone (n=20) and other (n=129) CRPC

metastases using the GSE74685 dataset. P<0.0001, two-tailed Mann-Whitney test.
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Figure 2.

The expression of TMPRSS2:ERG in PC3c cells enhances their capacity to induce
osteoformation and to reduce osteolysis.

A, PC3c cells expressing empty vector (PC3c-CT), T1E4 (PC3c-T1E4) and PBS buffer
(Sham) were injected into the tibiae of SCID mice. Ten weeks” post-inoculation, radiography
revealed larger osteoblastic lesions (white arrows) in mice injected with PC3c-T1E4 cells
compared to those injected with PC3c-CT cells. PC3c-CT-injected mice showed both
osteoblastic lesions and osteolytic destructions (white asterisks). Multiple mice of each group
were analyzed, and representative radiographies are shown. B, Comparison of bone
destruction area (left panel; n=8, P=0.0148) and bone formation area (right panel; n=8,
P=0.0032). Two-tailed Mann-Whitney t test. C, 3D micro-CT reconstructions of tibiae
implanted with PC3c-CT or PC3c-T1E4 cells and PBS buffer (Sham). Multiple mice of each
group were analyzed, and representative radiographies are shown. D, Comparison of bone
volume over total tissue volume (BV/TV, %) between tibiae bearing PC3¢c-CT or PC3c-T1E4
cells (n=8, P=0.0207). Two-tailed Mann-Whitney t test. E, Goldner’s trichrome staining of
bone sections. Multiple mice of each group were analyzed, and representative images are
shown. F, Comparison of tumor burden over total soft tissue volume (TB/STV, %) between
tibiae bearing PC3c-CT or PC3c-T1E4 cells (n=8, P=NS). Two-tailed Mann-Whitney t test.
G, TRAP staining of tibiae. Six mice of each group were analyzed, and representative images
are shown. H, Comparison of osteoclast surface over bone surface (OC.S/BS, %) between
tibiae bearing PC3c-CT or PC3c-T1E4 cells (n=6, P=0.0125). Two-tailed unpaired t test. T,

Tumor; BM, Bone Matrix; OC, Osteoclasts; GP, Growth Plate.
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Figure 3.

The expression of TMPRSS2:ERG in PC3 cells enhances their capacity to reduce osteolysis.
A, PC3 cells expressing empty vector (PC3-CT) and T1E4 (PC3-T1E4) were injected into the
tibiae of SCID mice. Four weeks” post-inoculation, radiography revealed smaller osteolytic
lesions (white asterisks) in mice injected with PC3-T1E4 cells compared to those injected
with PC3-CT cells. Multiple mice of each group were analyzed, and representative
radiographies are shown. B, Comparison of bone destruction area (PC3-CT: n=10, PC3-
T1E4: n=11, P=0.0142). Two-tailed Mann-Whitney t test. C, 3D micro-CT reconstructions of
tibiae implanted respectively with PC3-CT and PC3-T1E4 cells. Multiple mice of each group
were analyzed, and representative radiographies are shown. D, Comparison of bone volume
over total tissue volume (BV/TV, %) between tibiae bearing PC3-CT or PC3-T1E4 cells
(PC3-CT: n=10, PC3-T1E4: n=11, P=0.0400). Two-tailed Mann-Whitney t test. E, Goldner’s
trichrome staining of bone sections from tibiae injected with PC3-CT or PC3-T1E4. Multiple
mice of each group were analyzed, and representative radiographies are shown. F,
Comparison of tumor burden over total soft tissue volume (TB/STV, %) between tibiae
bearing PC3-CT or PC3-T1E4 cells (PC3-CT: n=10, PC3-T1E4: n=11, P=0.0016). Two-tailed
Mann-Whitney t test. G, TRAP staining of tibiae bearing PC3-CT or PC3-T1E4 cells. Five
mice of each group were analyzed, and representative images are shown. H, Comparison of
osteoclast surface over bone surface (OC.S/BS, %) between tibiae bearing PC3-CT or PC3-
T1E4 cells (n=5, P=0.0496). Two-tailed unpaired t test. T, Tumor; BM, Bone Matrix; OC,

Osteoclasts; GP, Growth Plate.
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Figure 4.

ERG transcription factor regulates E7-/ gene expression in prostate cancer.

A, The expression of E7-1 was analyzed by RT-qPCR in the parental PC3c, control PC3¢c-CT
and PC3c-T1E4 cells expressing distinct levels of T1E4 fusion (H: high; M: medium; L: low).
One-way analysis of variance (ANOVA) with Dunnett’s multiple comparison test (n=3,
*#%P<0.001). B, The expression of the ET-1 protein was evaluated based on an ELISA of the
conditioned media collected from the parental PC3c cells, control PC3c-CT cells and PC3c-
T1E4 cells expressing distinct level of T1E4 fusion (H: high; M: medium; L: low). One-way
analysis of variance (ANOVA) with Dunnett’s multiple comparison test (n=3, ***P<0.001).
C, The expression of E7-1 was analyzed by RT-qPCR in PC3c-T1E4-H cells treated with
either control or ERG siRNA. The expression level of E7-1 found in cells treated with control
siRNA was normalized to 1. One-way analysis of variance (ANOVA) with Dunnett’s
multiple comparison test (n=3, ***P<0.001). D-E, The expression of E7-/ was analyzed by
RT-qPCR in fusion-positive VCaP cells treated with either control or ERG siRNA (D) (n=3,
*#%P<(0.001, one-way analysis of variance (ANOVA) with Dunnett’s multiple comparison
test), and in fusion-positive VCaP cells treated with either ethanol vehicle (Veh) or
dihydrotestosterone (DHT) to enhance ERG expression (E) (n=3, P<0.0001, unpaired t test).
The expression level of E7-7 found in cells treated with control siRNA was normalized to 1.
F, Analysis of ChIP-seq datasets for the binding of ERG at the £7-1 locus in VCaP cells. The
ChIP-seqs of H3K27Ac, H3K4Mel and H3K4Me3 marks, as well as of DNase-1
hypersensitivity peak clusters are from the human ENCODE project. ERG binding sites are
highlighted by grey bars and are numbered as (1), (2) and (3). Tracks are shown for H3K27Ac
and H3K4Mel marks (often found near regulatory elements), H3K4Me3 marks (often found
near promoters), DNase-1 hypersensitivity peak clusters, and for ERG ChIP derived from

untreated, R1881-treated, or DHT-treated VCaP cells as indicated.G-I, The binding of ERG at
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the E7-1 locus was analyzed using ChIP-qPCR in PC3c-T1E4-H and control PC3c-CT cells.
All three ERG binding sites ((1), (2) and (3)) identified in VCaP cells by ChIP-seq (shown in
figure 4D) were analyzed (G), (H) and (I). Non-specific rabbit-IgG was used as a negative
control. One-way analysis of variance (ANOVA) with Dunnett’s multiple comparison test
(n=3, ***P<0.001). J, The expression of ET7-I was evaluated using RT-qPCR in
TMPRSS2:ERG-negative (n=20) and -positive (n=32) human prostate cancer samples
(P=0.0021). Two-tailed Mann-Whitney t test. K, Scatter plot showing relative expression of
ET-1 and those of ERG in primary prostate cancer samples (n=52, r=0.4401, P=0.0011). Two-
tailed  non-parametric ~ Spearman  correlation test with  alpha=0.05. L-M,
Immunohistochemistry staining using ERG or ET-1 specific antibodies in TMPRSS2:ERG-
negative and -positive primary prostate cancer samples (L), bone metastasis and lymph node
metastasis samples (M). Representative images were shown. T: Tumor cells; BV: Blood

vessel; BM: Bone matrix; LT: Lymphoid tissue.
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Figure 5.

The expression of the TMPRSS2:ERG fusion enhances osteomimicry properties of prostate
cancer cells.

A and C, Von Kossa staining was performed on control PC3¢c-CT and PC3c-T1E4 cells (A)
or on control PC3-CT and PC3-T1E4 cells (C), both of which were cultured in osteogenic
conditions for 21 days. Von Kossa staining shows mineralization (black zones) and ALPL
activity (in pink) (e.g., PC3c-T1E4 cells). B and D, Comparison of the expression of
osteogenic markers evaluated by RT-qPCR between control PC3c-CT and PC3c-T1E4 (B), or
control PC3-CT and PC3-T1E4 (D) cells both cultured in osteogenic conditions for 21 days

(P values are indicated on each graph, two-tailed unpaired t test). Bar= 200 uM.
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Figure 6.

ERG directly controls the expression of ALPL and COLIA1I in prostate cancer cells.

A-B, Analysis of ChIP-seq datasets for the binding of ERG to the ALPL (A) and COLIAI (B)
loci in VCaP cells using UCSC Browser. The ChIP-seqs of H3K27Ac, H3K4Mel, and
H3K4Me3 marks, as well as of DNase-1 hypersensitivity peak clusters are from the human
ENCODE project. ERG binding sites are highlighted by grey bars. Tracks are shown for
H3K27Ac and H3K4Mel marks (often found near regulatory elements), H3K4Me3 marks
(often found near promoters), DNase-1 hypersensitivity peak clusters, and for ERG ChIP
derived from untreated, R1881-treated, or DHT-treated VCaP cells as indicated. C-J, The
expression of ALPL and COLIAI were analyzed using RT-qPCR in fusion-positive VCaP
cells treated with either control or ERG siRNA (C and E; n=3, ***P<0.001, one-way analysis
of variance (ANOVA) with Dunnett’s multiple comparison test), in fusion-positive VCaP
cells treated with either ethanol vehicle (Veh) or dihydrotestosterone (DHT) to enhance ERG
expression (D and F; n=3, P<0.0001 and P=0.0251, unpaired t test), in the control PC3c-CT
cells and PC3c-T1E4 cells expressing distinct levels (H: high; M: medium; L: low) of T1E4
fusion (G and I; n=3, ***P<0.001, one-way analysis of variance (ANOVA) with Dunnett’s
multiple comparison test), and in PC3c-T1E4-H cells treated with either control or ERG
siRNA (H and J; n=3, **P<0.01 and ***P<0.001, one-way analysis of variance (ANOVA)
with Dunnett’s multiple comparison test). The expression levels of ALPL and COL1A41 found
in cells treated with control siRNA were normalized to 1. K-L, ERG binding to the ALPL (K)
and COL1A1 (L) loci was analyzed using ChIP-qPCR in PC3c-T1E4-H and control PC3c-CT
cells. The ERG binding sites identified in VCaP cells by ChIP-seq (as shown in the figure 6A
and 6B) were analyzed. Non-specific rabbit-IgG antibody was used as a negative control.
(n=3, ***P<0.001, one-way analysis of variance (ANOVA) with Dunnett’s multiple

comparison test).
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Prostate cancer metastasis (81 cases)
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The expression of ERG positively correlates with osteogenic marker expression in human
prostate cancer samples.

cBioPortal platform analysis of a dataset of human prostate cancer metastasis samples (n=81)
from (38). The upregulation of ERG correlates with the osteogenic markers E7-/ (P<0.0001),
ALPL (P<0.0001), COL1A1 (P<0.0001), OPN (P<0.0001) and BSP (P=0.0041) (Fisher’s
exact test). Each vertical lane represents one patient, and those shaded in dark-grey highlight

the presence of mRNA upregulation.
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A Sham PC3c-CT PC3c-T1E4 B PC3-CT PC3-T1E4

Ki67

ERG
ERG

Supplementary Figure S1.
Tumor cell detection in bone lesions.
A-B, Immunohistochemistry detection of Ki67 and ERG in tumors induced by PC3¢c-CT and

PC3c-T1E4 cells (A) and PC3-CT and PC3-T1E4 cells (B). BM, Bone Matrix; T, Tumor.
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Supplementary Figure S2.

ERG gene expression in VCaP prostate cancer cell line.

A-B, ERG gene expression was analyzed in VCaP cells treated with control or ERG siRNA
(A) and in VCaP cells treated with EtOH vehicule or DHT (P=0.0001, two-tailed Mann
Whitney t test) (B) using RT-qPCR. The expression level in cells treated with control siRNA

or vehicle was normalized to 1. ***P<0.001, one-way analysis of variance (ANOVA) with

Dunnett’s multiple comparison test.
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Supplementary Table S1: Human Oligonucleotide Primers

Primer Direction Sequence Reference
ALPL (qPCR) Forward 5-AACACCAATGCCCAGGTCCC-3’ (1)
Reverse 5-CACAGATTTCCCAGCGTCC-3’
Forward 5’-CAGCTTCCCAAGAAGGCTGG-3
Reverse 5-CTCCTCCGCTGCTGCCGTTG-3’
COLIAI (qPCR) Forward 5-TCGTGGAAATGATGGTGCTA-3’ (1)
Reverse 5-ACCAGGTTCACCGCTGTTAC-3’
Forward 5’-CCACCGAGACACCATGAGAGCCC-3
OCN (aPCR) Reverse 5-GGGGACTGGGGCTCCCAGC-3’ D
OPG (qPCR) Forward 5-CACGACAACATATGTTCCGG-3’ (1)
Reverse 5-TGTCCAATGTGCCGCTGCACGC-3’
Forward 5-CGCCGACCAAGGAAAACTCA-3
Reverse 5-AACGGGGATGGCCTTGTATG-3’
RANKL (qPCR) Forward 5’-CACTATTAATGCCACCGAC-3’ @
Reverse 5-GGGTATGAGAACTTGGGATT-3’
Forward 5-AACGAGCGCAGAGTTATCGT-3’
Reverse 5-GTGAGCCTCTGGAAGTCGTC-3’

ET-1 (qPCR) Forward 5-GCCAAGGAGCTCCAGAAACAGCAG-3 This study
Reverse 5-AGCAGGAGCAGCGCTTGGAC-3’
Forward 5-CAGCTTCCGGGAAACCAAAGTC-3’
Reverse 5-AATTAAGCCGCAGGCTCCACTC-3’
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pGAPDH (ChIP) (5)
Reverse 5-CGCCCGTAAAACCGCTAGT-3’

BSP (qPCR)

This study

OPN (qPCR) @

ERG (qPCR)

3

18S (qPCR)

@

PET-1 (1) (ChIP) This study

PET-1 (3) (ChIP)

This study

pCOLIAI (ChIP) This study
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ABSTRACT

Bone metastases are one of the main complications of prostate cancer and they
are incurable. We investigated whether and how estrogen receptor-related receptor
alpha (ERRa) is involved in bone tumor progression associated with advanced prostate
cancer. By meta-analysis, we first found that ERRa expression is correlated with
castration-resistant prostate cancer (CRPC), the hallmark of progressive disease. We
then analyzed tumor cell progression and the associated signaling pathways in gain-of-
function/loss-of-function CRPC models in vivo and in vitro. Increased levels of ERRa in
tumor cells led to rapid tumor progression, with both bone destruction and formation,
and direct impacts on osteoclasts and osteoblasts. VEGF-A, WNT5A and TGFB1 were
upregulated by ERRa in tumor cells and all of these factors also significantly and
positively correlated with ERRa expression in CRPC patient specimens. Finally, high
levels of ERRa in tumor cells stimulated the pro-metastatic factor periostin expression
in the stroma, suggesting that ERRa regulates the tumor stromal cell microenvironment
to enhance tumor progression. Taken together, our data demonstrate that ERRa is a
regulator of CRPC cell progression in bone. Therefore, inhibiting ERRa may constitute
a new therapeutic strategy for prostate cancer skeletal-related events.

INTRODUCTION “castration-resistant prostate cancer”) with associated
poor five-year survival rate [1, 2]. They are not curable

Bone metastases are a frequent complication of and result in impaired mobility and pathological
cancer occurring in up to 80% of patients with advanced fractures [3]. To grow in bone, tumor cells alter bone
prostate cancer (PCa) and castration-resistance (CRPC formation and resorption by secreting proteins that
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directly affect osteoblasts (bone-forming cells) and
osteoclasts (bone-resorbing cells) resulting in the
development of mixed lesions [1, 4]. These signaling
proteins may include RANKL (receptor activator
of the NF-kB ligand) which stimulates osteoclast
differentiation [1, 5] and osteoprotegerin (OPG) which
acts as a decoy receptor for RANKL receptor and inhibits
osteoclastogenesis [5]. Therefore, the balance between
RANKL and OPG is critical in controlling osteoclast
activity and osteolysis in bone metastases. PCa cells
also express factors such as TGFf (transforming growth
factor beta), WNT family members such as Wnt5a
and the pro-angiogenic factor VEGFA that promote an
aggressive tumor phenotype and bone metastases by
directly affecting osteoclast and osteoblast formation
[6, 7]. The induction of stromal niche signals by tumor
cells, for example expression of extracellular matrix
proteins such as PERIOSTIN (POSTN) in the tumor
microenvironment, also contributes to the expansion of
the metastatic niches [8—11].

Nuclear receptors are transcription factors that
comprise ligand-dependent molecules, such as estrogen
receptors (ERs), and a large number of so-called orphan
receptors for which no ligand has yet been determined
[12]. Estrogen receptor-related receptor alpha (ERRa)
(NR3B1) shares structural similarities with ERo and
ERB (NR3A1/NR3A2) [13] but does not bind estrogen
[14]. Since very recently, ERRa was considering as the
oldest orphan receptor but Wei ef al. just described the
cholesterol as a potential ERRa agonist [15]. Synthetic
molecules like the inverse agonist XCT-790 were
also designed to block ERRa activity by preventing
its interaction with the co-activators peroxisome
proliferator-activated receptor gamma coactivator
(PGC1) [16].

ERRa is expressed in a range of cancer cell types
and ERRa-positive tumors (breast and prostate) are
associated with more invasive disease and higher risk
of recurrence [17, 18]. Indeed in prostate cancer, ERRa
is significantly higher in cancerous lesions compared
to benign foci and high level of ERRa correlates with
Gleason score and poor survival [18]. Moreover, in
androgen receptor (AR)-positive models, ERRo has
been implicated in AR signaling pathways and shown to
increase HIF-1 signaling and to promote hypoxic growth
adaptation of prostate cancer cells [19, 20]. ERRa is also
expressed in bone where it regulates differentiation and
activity of osteoblasts and osteoclasts, both of which
are implicated into the mixed osteolytic and osteoblastic
lesions observed in advanced prostate cancer patients [15]
[21]. Based on our previous data in bone metastases from
breast cancer [22], and on the fact that bone metastases
are the hallmark of progressive disease and CRPC, mainly
characterized by AR alterations [23], we investigated
whether and how ERRa is involved in bone progression
of CRPC (AR-negative) models.
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RESULTS

ERRa is more highly expressed in CRPC patients
and their associated bone metastases than normal
prostate and non-metastasizing PCa

To determine whether ERRa is involved in
PCa bone lesions, we first assessed ERRo mRNA
expression (ESRRA) levels during disease progression
by performing a meta-analysis of data from the gene
expression omnibus (GEO; GSE69129, GSE21034
and GSE32269) (Figure 1A-1C, Supplementary Table
S1)[24, 25, 26]. We found that FRRo expression was
significantly higher in CRPC compared to normal
prostate (P = 0.0172)(Figure 1A) and (P = < 0.05, n
= 22 (normal) vs n = 41 (CRPC)) (Figure 1B). Higher
ERRo.  expression was also observed in primary
tumors from CRPC patients who had developed bone
metastases compared to androgen-sensitive PCa patients
(P <0.005, (PCa) vs (CRPC bone Mets))(Figure 1B) and
(P = 0.0178, (PCa) vs (CRPC who all developed bone
metastases)) (Figure 1C). In the dataset GSE21034, we
also found that FRRo. mRNA was significantly higher
in primary cancerous prostate lesions from CRPC who
developed bone metastatic lesions (n = 5) compared to
patients with had developed other types of metastases
(brain, lung, bladder, colon or lymph nodes) (n = 41)
(P < 0.05; Figure 1B) suggesting that ERRa. is associated
with advanced prostate cancer and bone metastases.
Immunohistochemistry also revealed that ERRa protein
expression in human PCa cells was maintained in the
associated bone metastases (Figure 1D), suggesting
that ERRa is an overall poor prognostic factor for bone
metastases from CRPC.

ERRo in PCa cells promotes tumor -cells
progression in vive in bone microenvironment

To address ERRa function in PCa bone progression,
we used three CRPC pre-clinical models, two human
models (PC3 and PC3c) and one canine model (ACE-1).
Specifically, a full-length ERRa cDNA was stably
transfected into PC3 cells, which are known for their
capacity to form osteolytic lesions in vivo [27]. Three
independent PC3-ERRa clones (overexpressing ERRa)
and three PC3-CT clones (harboring empty vector) were
generated (Figure 1E, 1F). In parallel, to validate further
the human PC3 model, human PC3c¢ and canine ACE-1
PCa cells that both induce mixed bone lesions (with both
osteolysis and osteoformation) were stably transfected
with full-length ERRa. cDNA (Figure 1H, 1J) [28] [29].
ACE-1 cells were also transfected with cDNA containing
a truncated form of ERRa lacking the co-activator binding
domain AF2 (AF2) (Figure 1J) [22]. Western blotting
confirmed higher ERRa expression in PC3-ERRa, PC3c-
ERRa and ACE-1-ERRa than in their respective control



cells (Figure 1E, 1H, 1J). The presence of a slightly lower weeks (for PC3 (pool of the 3 clones for CT and ERRa

molecular weight band in AF2 in ACE-1 cells expressing respectively) and ACE-1 clones) (Figure 2 (PC3 (A-E),
the ERRa-AF2 deletion mutant corresponded well with its ACE-1 (K—Q)) and six weeks (for PC3c clones) (Figure 2
expected smaller size (AF2; Figure 1J) [22]. As expected, PC3c (F-J)) after tumor cell injections, radiographs
expression of mRNA for VEGF-A, a known ERRa target revealed that animals bearing ERRo overexpressing
gene [30] was higher in all of the ERRa overexpressing tumors had increased bone lesion surfaces whereas ACE-
clones (ERRa; PC3, PC3c and ACE-1) but not in the AF2 AF2 tumors had decreased bone lesion surface compared
ACE-1 clone, confirming the increased activity and the to CT tumors (Figure 2 -PC3 (A-B), (Mann-Whitney,
dominant negative functions of both wild-type ERRa and P =0.011) (bone lesion surface mm?)(E), -PC3c (F-G),
the truncated ERRa-AF2 constructs respectively (Figure (Mann-Whitney, P = 0.0175)(J) -ACE-1 (K-M) (Mann-
1G, 11, 1K). To assess whether and how levels of ERRa Whitney, P = 0.0079, P = 0.0304) (Q)). The stimulatory
in tumor cells affected progression of bone lesions, effect of ERRa on PCa-induced bone lesion surface
PC3, PC3c and ACE-1 clones were inoculated via intra- was confirmed by three-dimensional micro-computed
tibial injections into SCID male mice (Figure 2). Three tomographic reconstruction (%BV/TV) (cortical and
D
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Figure 1: ERRa expression and CRPC from PCa patients. (A) Meta-analysis using public datasets showed that ERRa mRNA
expression is higher in CRPC patients in GSE6919 (Student’s ¢-test P = 0.0172). (B) ERRa was also found to be higher in CRPC compared
to androgen-sensitive PCa, as well as in primary tumors from CRPC patients that developed metastases to bone compared to other sites or
normal prostate tissues in GSE21034 (One way ANOVA, bonferri post-hoc test : P < 0,05, normal (n=22) versus CRPC (n=41); P<0.0005,
normal (n = 22) versus CRPC bone mets (z=15); P <0.005, PCa (n = 104) versus CRPC bone mets (n = 5)) and (C) PCa versus CRPC (that
all had developed bone metastases) in GSE32269 (Student’s ¢-test P = 0.0178): *P < 0.05, **P < 0.005, ***P < 0.0005. (D) Visualization
of ERRa protein expression by IHC on sections of prostate primary tumor (a) and the associated bone metastatic lesions (b) from the same
patient. (E) Assessment of ERRa expression by Western blotting and (F) real-time RT-PCR on triplicate samples and normalized against the
ribosomal protein gene L32 (ANOVA, Student’s #-tests P < 0.0001) in PC3 control (CT-1-3) and PC3-ERRa (ERRa-1-3) overexpressing
ERRa clones. (G) Increased expression of VEGF-A mRNA in PC3-ERRa (ANOVA, Student’s ¢-tests P < 0.0001). (H) Increase of ERRa
protein expression in PC3c-ERRa (ERRa(c)) overexpressing ERRa shown by Western blot and (I) by real-time RT-PCR for VEGF-A
expression (Student’s #-tests P = 0.001). (J) Assessment of ERRa expression by Western blotting in an ACE-1 empty-vector CT clone, an
ACE-ERRa and a clone overexpressing the dominant negative ERRa with AF2 domain deletion (AF2). (K) VEGF-4 mRNA expression was
also increased in ACE-ERRa cells (Student’s ¢-tests P =0.0001). Bar = 200 um, T: Tumor; Ost: osteocytes; BM: Bone Matrix
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trabecular bone), with a decrease in bone volume in the %BV/TV: (Mann-Whitney, P = 0.022)), the surface of

animals bearing PC3-ERRa and ACE-1-ERRa tumors the tumor (TB/STV) decreased in animals bearing PC3c-
(%BV/TV, Mann-Whitney, PC3 P = 0.022 and, ACE-1 ERRa (Figure 2J (Mann-Whitney, P = 0.0023)) (asterisks
P = 0.0411) suggesting an increase in bone destruction showing bone formation). Similarly, 70% of mice bearing
in both ERRa overexpression models (Figure 2E and PC3-ERRa tumors exhibited small new bone formation
2Q, %BV/TV). The stimulatory effect of ERRa on PCa- compared to mice bearing PC3-CT tumors (Figure 2E).
induced bone lesion surface was also evident by histology New bone formation was also seen in animals bearing
(Figure 2 PC3(C,D)) and histomorphometric analysis (TB/ ACE-1-ERRa versus ACE-1-CT tumors (Figure 2Q:
STV) with an increase of skeletal tumor burden (Figure 2E extra-bone-new spicules surface formation/ tissue volume;
and 2Q). Since the osteoblastic region is highly stimulated Figure 2 (N-P) (asterisks mark extra-new spicules bone
in the PC3c model (Figure 2H, 2I) (see the increased of formation). The bone lesion surface and bone volume-new
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Figure 2: Over-expression of ERRa in prostate cancer cells induced bone lesions development. Radiography revealed larger
lesions in mice injected with (A, B) PC3-ERRa versus PC3-CT, and (F, G) with PC3c-ERRa versus PC3¢c-CT. Histology after Goldner’s
trichrome staining confirmed the radiography results in mice injected with (C, D) PC3-ERRa versus PC3-CT (H, I) with PC3c-ERRa versus
PC3c-CT (bone matrix in green). (E) Induction -of larger bone lesions surface in mice injected with PC3-ERRo (ERRa)(Mann-Whitney,
P =10.011), -of a decrease in %BV/TV (Mann-Whitney, P = 0.022) and an increase of %TB/STV (Mann-Whitney, P = 0.008) compared
with mice injected with PC3-CT (CT). Bone formation incidence show that 70% of mice injected with PC3-ERRa (ERRa) developed
some bone formation as opposed to 10% of mice injected with PC3-CT (CT). (J) Increased -of bone lesions surface in mice injected with
PC3c-ERRa (Mann-Whitney, P = 0.0175), -of the %BV/TV (Mann-Whitney, P = 0.022) and decrease of the %TB/STV (Mann-Whitney,
P = 0.0023) compared with mice injected with PC3¢-CT (CT). Radiography (K—M) and 3D micro-tomography reconstructions (N—P)
showed larger bone lesions in mice injected with ACE-ERRa versus ACE-CT with an abrogation of the bone lesion effects seen with ERRa
overexpression in tumors bearing the dominant negative AF2-truncated ERRa. (Q) After 3 weeks post inoculation of ACE-ERRa, ACE-
CT and ACE-AF2 cells, radiography revealed larger and smaller bone lesions surface in mice injected with ACE-ERRa and ACE-AF2
respectively compared to CT (Mann-Whitney, P = 0.0079, P = 0.0304) and microtomographic reconstructions of tibiae show a decrease in
mice injected with ACE-ERRa compared to CT (%BV/TV: Mann-Whitney, P = 0.0411), an increase in %TB/STV (Wilcoxon, P = 0.034)
compared to CT, and an increase in % new bone formation/TV (extra-bone spicules formation): (Mann-Whitney, P = 0.0025). The increase
in bone lesion surface (Mann-Whitney, P = 0.0011), in the %TB/STV (Mann-Whitney, P = 0.0052), in the extra-bone spicules formation
(Mann-Whitney, P = 0.0012) and the decrease in %BV/TV (Wilcoxon, P = 0.0273) effects seen with ERRa overexpression were markedly
abrogated in tumors bearing the dominant negative AF2-truncated ERRa. * = P < 0.05; ** = P < 0.001; *** = P < 0.0001. T: Tumor;
* bone formation; Arrow: bone degradation.
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bone formation effects seen with ERRa overexpression
were markedly abrogated in tumors bearing the dominant
negative AF2-truncated ERRa (Figure 2K, 2M and 2N, 2P,
2QQ). Taken together, our results indicate that overexpression
of ERRa in PCa cells stimulates both new bone formation
and destruction suggesting that it may be associated with
mechanisms mediating mixed lesions in vivo.

Modulation of ERRa expression in cancer cells
affects the bone microenvironment

Since our in vivo data suggested an impact of ERRa
expression levels on PCa-induced bone destruction and
formation, we next assessed whether PCa overexpressing
ERRa cells affected osteoclasts (bone-resorbing cells)
and osteoblasts (bone-forming cells). A 40% increase in
TRAP-positive osteoclast surface (%Oc.S/BS) was seen
at the bone-tumor cell interface in PC3-ERRa tumors
(Figure 3A). Consistent with these in vivo data, the number
of TRAP-positive cells (Figure 3B) and the expression of
osteoclast markers (trap, ck, call and rank) (Figure 3C)
were higher in co-cultures of primary mouse bone marrow
cells with PC3-ERRa cells compared to PC3-CT cells

[5]. Moreover, treatment of bone marrow cells by the
conditioned medium obtained from parental PC3 cells
treated with the inverse agonist XCT-790, which blocks
ERRa activity, inhibited osteoclast formation (Figure 3D).
Similarly, PC3c- ERRa cells co-cultured with primary
mouse bone marrow cells also stimulated osteoclast
formation compared to PC3c-CT cells (Figure 3E), as
did ACE-1-ERRa compared to ACE-1-CT cells while
ACE-1-AF2 inhibited osteoclastogenesis compared to
ACE-1-ERRa (Figure 3F) suggesting that cancerous cells
expressing ERRa increase osteoclastogenesis.

The increased bone formation observed in vivo
suggests that changes in ERRa expression in PCa cells
also alters the differentiation of osteoblasts. Consistent
with this hypothesis, a higher number of bone nodules
formed in primary mouse calvaria cells cultured with PC3-
ERRa versus PC3-CT conditioned medium (Figure 4A).
Similarly, the expression of the osteoblastic markers
alkaline phosphatase (alp), bone sialoprotein (bsp) and
osteocalcin (ocn) increased (Figure 4C) in co-cultures
of MC3T3-El and PC3-ERRa cells (ERRa) (Figure 4C)
[31]. The pro-osteoclastic factors rankl but not opg, was
increased in MC3T3-E1 cells co-cultured with PC3-ERRa
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Figure 3: ERRa overexpression in PCa-ERRa cells modified bone-resorbing cells. (A) Increase in osteoclast (Oc) surface in
bone lesions induced by PC3-ERRa cells in vivo (%0Oc.S/BS: Mann-Whitney, P = 0.0062; n =7 (CT) and n = 10 (ERRa)). (B) PC3-ERRa
cells increase the number of TRAP+ osteoclasts in vitro (Oc number/well: paired #-test, P = 0.0275). (C) mRNA was extracted from co-
cultures on day 7. The expression of trap (Tartrate Resistant Acid Phosphatase), ck (Cathepsin K), rank and call (Carbonic Anhydrase II)
was assessed by real-time RT-PCR on triplicate samples; all markers were higher in Oc/PC3-ERRo (ERRa) versus Oc/PC3-CT (Student’s
t-tests, P =0.0026; P = 0.0055, P =0.0057; P=0.008). (D) Conditioned medium obtained from parental PC3 cells treated with the inverse
agonist XCT-790 decreased Oc formation, confirming the results obtained with PC3-ERRa (Student’s #-tests, P = 0.0023). (E-F) PC3c-
ERRa (E) and ACE-ERRa (F) increased the number of TRAP+ osteoclasts in vitro compared to the respective controls (Oc number/well:
paired z-test, P =0.022 (PC3c-ERRa versus PC3C-CT) and ANOVA p = 0.0048, P < 0.05 (ACE-1-ERRa versus ACE-1-CT) while ACE-1-
AF2 inhibited Oc formation P < 0.005 (ACE-1-AF2 versus ACE-1-ERRa). Oc results are representative of two independent experiments,

each performed in triplicate samples.
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cells (Figure 4D). Consistent with this, we observed a cells overexpressing ERRa stimulate expression of

trend towards an increase in the number of bone nodules VEGF-A (Figure 1G, I, K), a known ERRa target and
formed in primary mouse calvaria cells cultured with stimulator of osteoblasts and osteoclasts [32, 33]. By
PC3c-ERRa conditioned medium (Figure 4B) and an immunohistochemistry, ERRa (Figure 5A, 5B) and
increase in osteoblastic markers bsp and ocn expression VEGF-A (Figure 5C, 5D) expression was observed in PCa
in co-cultures of MC3T3-E1 and ACE-1-ERRa cells cells and higher in PC3-ERRa-induced bone lesions in vivo
(ERRa) (Figure 4E). In contrast, no change in expression (Figure 5B and 5D respectively) compared to PC3-CT
of either osteoblastic markers was detected in co-cultures lesions (Figure 5A and 5C respectively). Regulation of
of MC3T3-El with ACE-1-AF2 cells (Figure 4E). Also VEGF-A by ERRa was confirmed in vitro in PC3 cells
no regulation of rankl and opg expression was noticed transfected with a pool of three ERRa-siRNA sequences
(Figure 4F). Taken together, our results suggest that ERRa (Si) compared to control sequences (Sc) (Figure SE-5G).
expression in PCa cells induces changes in osteoblast Blocking ERRa activity by treating PC3-ERRa cells with
lineage cells. the ERRa inverse agonist XCT-790 also demonstrated
a statistical down-regulation of VEGF-A (Figure 5H).
Identification of two factors regulated in PCa That ERRa regulates VEGF-A in both non-bone and
cells that couple bone resorption and formation: bone microenvironments was determined by assessing
VEGFA and Wnt5a subcutaneous (SC) tumors obtained by injecting PC3-ERRa
and PC3-CT clones in male SCID mice. VEGF-A expression
Since both osteoclasts and osteoblasts are stimulated was higher in PC3-ERRa (ERRa) -tumors compared to
by PCa cells overexpressing ERRo, we next sought to PC3-CT (CT)-induced SC tumors in vivo (Figure 51-5]).
identify factors secreted by PCa cells that may stimulate The correlation of increased ERRa and increased VEGF-A
both lineages. As shown earlier, PC3, PC3c and ACE-1 expression was confirmed in PC3c-ERRa-induced bone
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Figure 4: ERRa overexpression in PCa-ERRa cells stimulates bone-forming cells. (A) Osteoblasts (Ob) from primary mouse
calvaria cell cultures were treated with conditioned medium of PC3-ERRa (ERRa) or PC3-CT (CT) cells. Bone nodule number was higher
in co-cultures with PC3-overexpressing ERRa (Ob-ERRa) (Mann-Whitney, P = 0.0118). (B) When treated with conditioned medium of
PC3c-ERRa (ERRa), bone nodule number was increased but not significantly compared to PC3¢-CT (CT). (C) Confirming mouse calvaria
results, co-cultures of PC3-ERRa (ERRa) or PC3-CT (CT) cells with the MC3T3-E1 osteoblastic cell line for 2 weeks stimulated expression
of osteoblastic markers alp (Alcalin Phosphatase), bsp (bone sialoprotein) and ocn (osteocalcin) (ANOVA, P < 0.0001; Student’s #-tests,
P =0.0031; P=10.0098; P=0.0017) (D) Expression of rankl mRNA was also higher (ANOVA, P < 0.0001, Student’s #-tests, P = 0.0279)
while opg expression was not altered. (E) Co-cultures of ACE-1-ERRa (ERRa) or ACE-1-CT (CT) cells with the MC3T3-E1 osteoblastic
cell line for 2 weeks also stimulated bsp and ocn mRNA expression (ANOVA bsp, P = 0.004; Student’s #-tests, P = 0.0003 (ACE-1-CT
versus ACE-1-ERRa); ANOVA ocn, P = 0.0069; Student’s ¢-tests, P = 0.0067 (ACE-1-CT versus ACE-1-ERRa) while no regulation was
observed with ACE-1-AF2 cells (AF2). (F) Expression of rankl and opg mRNA was not regulated. Ob results are representative of two
independent experiments, each performed in triplicate samples.

230



lesions in vivo (Figure 5L, 5N) compared to PC3c-CT
lesions (Figure 5K, 5M). It is interesting to mention that
beside tumor mass, vegf-a was also highly expressed in peri-
tumoral cells in PC3c-CT and PC3c-ERRa (Figure 5M, 5N)
compared to PC3-CT and PC3-ERRa- induced bone lesions
in vivo (Figure 5C, 5D). This peri-tumoral vegf-a expression
that probably contributes to the formation of the mixed
phenotype observed in PC3c cells, was not modulated in
PC3-ERRa- induced bone lesions in vivo compared to CT.
Finally, in line with our pre-clinical models, we found that
VEGF-A positively correlated with ERRa expression levels
in primary CRPC tumor samples from combined microarray
datasets GSE1034, GSE6919 and GSE2269 (n = 140, r =
0.364, P < 0.0001) and in bone metastases (GSE29650,
GSE41619 and GSE74685) [34-36] (n =64, r=0.646, P <
0.0001) (Table 1; Supplementary Table S1).

The second factor that was found upregulated by
ERRa in our human preclinical models is WNT54, a
factor also known to stimulate osteoblasts and osteoclasts
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[37] and previously linked to ERRo in osteoblasts
[38]. Thus, WNT5A expression was higher in ERRa-
overexpressing PC3 cells (PC3-ERRa) compared to
PC3-CT clones (Figure 6A), and down-regulating ERRa
levels in PC3 cells with ERRa-SiRNA (pool of three
sequences) decreased WNT5A expression compared to
control sequences (Sc, Figure 6B). WNT5A expression
was also upregulated in PC3-ERRo— versus PC3-CT-
induced bone lesions in vivo (Figure 6C, a versus b).
XCT-790 treated PC3-ERRa cells also demonstrated
a down-regulation of WNT5A expression (Figure 6D).
Stimulation of WNT5A4 expression by ERRa was also
confirmed in PC3-ERRo— versus PC3-CT-induced SC
tumors in vivo (Figure 6E), and in PC3c-ERRa-versus
PC3c-CT clones in vitro (Figure 6F) as well as in PC3c-
ERRa versus PC3c-CT-induced bone lesions in vivo
(Figure 6G, a versus b). Notably, WNT5A expression also
positively correlated with ERRa expression levels in bone
metastases microarray datasets (GSE29650, GSE41619
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Figure 5: Stimulation of VEGF-A expression in PCa cells by ERRa. (A-B) Visualization of the overexpression of ERRa. protein
expression in tumor by IHC on bone lesions in vivo induced by PC3-ERRa (ERRa)(B) compared PC3-CT (CT)(A). (C-D) Paralleling the
overexpression of ERRa, VEGF-A expression in tumor was also stimulated in vivo in bone lesions induced by PC3-ERRa (ERRa) (D)
compared PC3-CT (CT) cells (C). (E) Decreased ERRa protein expression by transfection of three pooled siRNA sequences in parental
PC3 cells shown by Western blot and (F-G) by real-time RT-PCR for ERRa and VEGF-A expression (Student’s t-tests P = 0.0002;
P =0.0027). (H) Decreased VEGF-A mRNA expression was also observed after XCT-790 treatment at 10 °M for 48 h in PC3-ERRa cells
(Student’s #-tests P = 0.006). (I-J) Real-time RT-PCR was performed on triplicate samples and normalized against the ribosomal protein
gene L32 to evaluate ERRa (P = 0.0001) and VEGF-A (P = 0.0001) expression within subcutaneous (SC) tumors in vivo (pool of n =3
for each condition). (K-N) Similarly, to the PC3 model, IHC revealed that ERRa and VEGF-A protein levels in tumors were increased in
mixed lesions induced by PC3c-ERRa (ERRa) (L and N concomitantly) compared to PC3¢-CT (CT) (K and M concomitantly) in vivo.

Bar =200 um, T: Tumor; OB: osteoblasts; BM: Bone Matrix.
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and GSE74685) (n= 64, r=0.342, P = 0.00572). Contrary
to bone metastases specimens, a negative correlation
with a weak Pearson R value was observed in primary
CRPC tumor samples from combined microarray datasets
GSE1034, GSE6919 and GSE2269 (n = 140, r = -0.178,
P <0.0001) (Table 1; Supplementary Table S1).

Stimulation of stromal POSTN expression by
tumor cells overexpressing ERRa

Given that WNT signaling is known to be recruited
by the extracellular matrix protein PERIOSTINE (POSTN)
in the stroma of at least certain tumor types and to
participate in the steps required for cancer cell colonization
and tumor progression [8], we next analyzed postn
expression in our tumor models. By real time PCR, we
found mouse postn expression up-regulated in PC3-ERRa
versus PC3-CT SC tumors (Figure 7A). Immunostaining
confirmed the stimulation of postn in peri-tumoral
infiltrating cells in PC3-ERRa bone lesions (Figure 7B,
a versus b), in PC3c-ERRa bone lesions (Figure 7C, a
versus b) and in peri-tumoral cells in PC3-ERRa SC
tumor versus PC3-CT SC tumors (Supplementary Figure
S1A a versus b). Vimentin expression was also addressed
to show the stromal phenotype of the peri-tumoral cells
expressing postn (Figure 7Cc). Importantly, ERRa and
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postn expression levels were significantly positively
correlated in bone metastases specimens (n =44, r = 0.528,
P = 0.00023) (Table 1; Supplementary Table S1). A
positive correlation was also found in adjacent normal
tissue of primary CRPC tumors (n = 184, » = 0.401,
P = <0.0001) confirming the stimulation of POSTN in
peri-tumoral cells (Tablel; Supplementary Table S1).
Postn has been shown to be stimulated in infiltrating
stromal cells by factors secreted by breast cancer cells
such as TGFB [8, 9]. By real-time PCR, we found
higher human TGFbI expression in PC3-ERRa clones
compared to PC3-CT (Figure 7D). Regulation of TGFb1
expression by ERRa in PCa cells was also confirmed by
the lower levels of TGFbI expression in ERRa-SiRNA
versus control sequences-transfected PC3 cells (Si
versus Sc, Figure 7E), in XCT-790 treated PC3-ERRa
cells versus DMSO (Figure 7F) and by its stimulation in
PC3-ERRa versus PC3-CT SC tumors in vivo (Figure 7G).
Immunohistochemistry also confirmed higher TGFbl
staining in tumor cells in PC3-ERRa (Figure 7HD)
compared to PC3-CT-induced (Figure 7Ha) bone lesions
in vivo and in PC3c-ERRa (Supplementary Figure S1Bb)
compared to PC3c-CT-induced bone lesions in vivo
(Supplementary Figure S1Ba). Finally, ERRa. and TGFbl
expression levels were significantly positively correlated
in primary CRPC tumor samples (n = 140, » = 0.684,
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Figure 6: Stimulation of WNT5A expression in PCa cells by ERRa. (A) Assessment of WNTS5A expression by real-time RT-PCR
on triplicate samples and normalized against the ribosomal protein gene L32. WNTS5A (Student’s t-tests P = 0.0305) was higher in PC3-
ERRa versus PC3-CT (CT) cells in vitro. (B) WNT5A (Student’s -tests P = 0.0007) mRNA expression was decreased in Si-ERRa (pooled
of three SiRNA sequences) transfected cells compared to control-transfected (Sc) cells. (C) Paralleling the overexpression of ERRa,
WNT5A protein level expression was also stimulated in tumor in vivo in bone lesions induced by PC3-ERRa (ERRa)(b) compared PC3-
CT (CT) cells (a). (D) Decreased WNT54 mRNA expression was also observed after XCT-790 treatment at 10°M for 48 h in PC3-ERRa
cells (Student’s t-tests P = 0.0077). (E) By real-time RT-PCR, we also found WNT54 mRNA expression (Student’s ¢-tests P = 0.0001)
increased in PC3-ERRa SC tumors in vivo compared to PC3-CT SC tumors (F) WNT5A (Student’s ¢-tests P = 0.0026) mRNA expression
was also upregulated in the PC3c-ERRa ((ERRa(c)) clone compared to the PC3¢-CT (CT(c)) in vitro and (G) in tumor in vivo in bone
lesions induced by PC3c-ERRa (ERRa)(b) compared PC3¢-CT (CT) cells (a). Bar =200 um, T: Tumor; OB: osteoblasts; BM: Bone Matrix.
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Table 1: Meta-analysis using public datasets showing correlation between ERRa and VEGFA,
WNT5A, POSTN and TGFblI expression levels in bone metastases (GSE29650, GSE41619 and
GSE74685) and/or in primary CRPC tumor (GSE1034, GSE6919 and GSE2269)

Number of samples (N)

Genes names Database

Correlations

Primary tumour Bone Metastases

GSE21034/ GSE6919/ GSE32269  Pearson R = 0.364 140 CRPC N/A
P =0.00001
VEGFA/ERRA
GSE29650/ GSE41619/GSE74685  Pearson R = 0.646 N/A 64
P =0.000001
GSE21034/ GSE6919/ GSE32269  Pearson R =-0.178 140 CRPC N/A
P=0.035
WNTS5A/ERRA
GSE29650/ GSE41619/GSE74685  Pearson R = 0.342 N/A 64
P=0.00572
GSE21034/ GSE6919/ GSE32269  Pearson R = 0.401 184 in adjacent N/A
P=0.000001 normal tissue
POSTN/ERRA
GSE29650/ GSE41619 Pearson R =0.528 N/A 44
P=0.00023
GSE21034/ GSE6919/ GSE32269  Pearson R = 0.684 140 CRPC N/A
P =0.000001
TGFbl/ERRA
GSE29650/ GSE41619 Pearson R =—0.365 N/A 14

NS

To obtain z-scores, normalized data were log, transformed and calculated by subtracting the population mean from individual
expression values for each gene and then dividing the difference by the population standard deviation. Correlation scores
were calculated using the Pearson correlation coefficient. P-values less than 0.05 were considered statistically significant.

P =<0.0001) (Table 1; Supplementary Table S1). On the
contrary, no significant correlation was observed in bone
metastases (Table 1; Supplementary Table S1). The data
suggest that the upregulation of stromal cell POSTN may
be the initial step through which ERRa induces rapid bone
lesion progression.

DISCUSSION

Our findings indicate that ERRa is a stimulator
of prostate cancer cell progression in bone. In addition
to confirming the regulation of the previously identified
ERRo-regulated gene, VEGF-A4 [30] we identified WNT5A
and TGFbI as new ERRa-regulated genes. Together with
our observation that ERRa expression is higher in CRPC
patients with bone metastases than without, and that ERRa
in PCa alters molecular signaling in the stroma via the
regulation of POSTN expression in infiltrating fibroblasts
[10], our data provide new mechanistic insights into
ERRoa-regulated pathways mediating PCa progression in
bone.

ERRa-positive prostate tumors have been associated
with more invasive disease and a higher risk of recurrence
[18]. For example, ERRa immunoreactivity score has been
linked with Gleason scores [18]. ERRa was also recently
associated with hypoxia adaptation in PCa cells (AR+
(LNCaP) and AR-(PC3) pre-clinical models), suggesting
that ERRa might be involved in advanced progression
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of PCa [19]. Advanced PCa has a propensity of 90% to
metastasize to bone, of 25% to metastasize to liver and to
develop CRPC, all of which are associated with poor five-
year survival rate [2].

Since we had shown that ERRa may be involved
in bone metastases from breast cancer [22] that prompted
us to determine if and how ERRa could contribute to
malignant growth of PCa in bone. Interestingly, ERRa
stimulation of PCa-induced bone lesion progression is
different from what we observed in breast cancer [22].
ERRa plays a dual role in the progression of breast cancer
-by promoting local tumor growth but by decreasing
osteolytic lesions in bone, the latter due to the inhibition
of osteoclast differentiation. The opposite activity of
ERRa in PCa versus breast cancer on bone resorbing-cells
may explain the differences in tumor progression in bone
between breast and prostate cancers [22] and suggests
distinct clinical management of prostate versus breast
cancer patients with bone metastases.

ERRa expression levels in primary tumors and
bone metastases associated with PCa patients correlated
well with our results in three CRPC preclinical mouse
models. At the cellular level, we found that ERRa directly
stimulates both osteoclasts and osteoblasts, as well as
factors in PCa cells thought to stimulate osteoclasts and
osteoblasts, i.e., VEGF-A [33] [39]; WNT5A [37, 40,
41] and TGFbI [1, 6, 42] (Figure 8, pathways 1 and 2).
Notably, all these factors were also found to correlate



with ERRa expression in our meta-analysis studies of
human PCa datasets.

Previously, WNTI1I was shown to be regulated by
ERRa in PCa cells and implicated in cancer cell invasion
[43]. Our data on WNT54 and ERRa expression in
both in vivo and in vitro experiments and meta-analysis
of human PCa datasets reinforces the link between
ERRa activity and Wnt signaling. Interestingly, analysis
of circulating tumor cells (CTC) from patients had
indicate that WNT54 is activated, in keeping with a role
for WNT54 in cell polarization and cancer cell invasion
[44, 45, 46]. Indeed, analysis of CTCs from patients
progressing on AR inhibitor compared with untreated case
indicates activation of WNT5A [46]. Moreover, Miyamoto
D et al. show that ectopic expression of WNT5A inhibits
the anti-proliferative effect of AR inhibition suggesting
that it may participate in the acquisition of resistance
to androgen deprivation and to treatment failure [46].

However, WNT5A has variously been described as a pro
or an inhibitor of tumor growth in bone [47, 48]. Our
results suggest that ERRa-mediated WNT5A is associated
with advanced PCa metastatic disease in bone, but to fully
understand the molecular mechanisms and determine
direct versus indirect regulation by ERRa in tumor
cells, additional studies are required. Nevertheless, the
identification of WNT5A4 as an ERRa-regulated gene may
represent implications for its potential use as a prognostic
marker in prostate cancer.

With respect to PCa-induced osteolysis, we found
that rankl expression was stimulated in MC3T3-E1 cells
co-cultured with PC3-ERRa but not with the ACE-1
cell model, which is a mixed lesion model, whether or
not ERRa levels were modified in the latter. These data
suggest indirect regulatory effects on osteoclasts that
participate in the resorption observed in bone lesions in
animals bearing ERRa osteolytic tumors but not mixed

Bone Metastases PC3

>
w

postn /L.32

Bone Meta

_PC3c-ERRa_

stases PC3c

28 In vivo SC
ﬂ ©
F50 25
ED X%
sg 2 ostn
g% 15 P
53 1
2505
e 0
CT  ERRa
c PC3-CT
postn
D o TOFPILS2  E o TGFAIL32
2 Ly .
@ o
1 e
5% 0 g3 0-
§3  CT 'ERRa  £3 =6
= ec . _ TGFBI/L32
Fgs TGFpIL32  G22 67 yivo SC
88 15 ok *kk
cs e 4
5 1 .
* %
0,5 o
0 Ui
CT ' XCT79 CT " ERRa
(10M)

PC3c-ERRa - PC3c (Vimentin

Bone Metastases PC3
) PC3-CT_ PC3-ERRa
3 kg % TN

Figure 7: Regulation of stromal postn by ERRa. (A) Assessment of the mouse postn expression by real-time RT-PCR on triplicate
samples and normalized against the mouse ribosomal protein gene L32. Real-time RT-PCR showed increased postn mRNA expression
(Student’s t-tests P = 0.0026) in PC3-ERRa-induced SC tumors in vivo. (B) Increased expression of postn in peri-tumoral and infiltrating
fibroblasts was visualized by IHC on PC3-ERRa-induced bone lesions (b) compared to PC3-CT (a). (C) Similarly, postn protein was
upregulated in the infiltrating fibroblasts in vivo in bone lesions induced by PC3c-ERRa (ERRa)(b) compared PC3c-CT (CT) cells (a).
Vimentin antibody was used to show the fibroblastic type of the postn expressing cells (¢) (D) Real-time RT-PCR showed that TGFbI mRNA
expression (Student’s ¢-tests P = 0.0246) was higher in PC3-ERRa versus PC3-CT (CT) cells in vitro while (E) TGFb1 (Student’s t-tests
P = 0.022) mRNA expression was decreased in Si-ERRa (pooled of three sequences) transfected cells compared to control-transfected
(Sc) cells. (F) Real-time RT-PCR also showed decreased TGFb! mRNA expression (Student’s t-tests P = 0.0033) in XCT790 treated
PC3-ERRa cells and (G) increased TGFbI mRNA expression (Student’s #-tests P = 0.0002) in PC3-ERRa-induced SC tumors in vivo.
(H) TGFb1 staining was higher in PC3-ERRa (b) compared to PC3-CT (a) in tumor-induced bone lesions in vivo. Bar =200 um. T: Tumor;

OB: osteoblasts; BM: Bone Matrix; IF: infiltrating fibroblasts.
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lesions (Figure 8, pathway 3).

Our data suggest that ERRa may also have an
impact on the stromal microenvironment. The reciprocal
interaction between cancer cells and tissue-specific stroma
is known to be critical for primary and metastatic tumor
growth progression and POSTN is one of the extracellular
matrix molecules known to participate in tumor
proliferation and invasion when secreted from stromal
cells infiltrating tumors [8, 10, 11]. Here, we confirm that
postn is not only expressed in the stromal cells infiltrating
tumors of bone xenografts but also in orthotopic PCa
xenografts [10]. However, we also show for the first time
that mouse postn expression can be stimulated by PCa
cells overexpressing ERRa in bone and in SC tumors
in vivo. Our data also suggest that ERRa may participate
in the initial expansion of cancer cells by regulating the
extracellular matrix component postn in stromal cells
infiltrating tumors at least in part through the regulation of
TGFbI in prostate cancer cells (Figure 8, pathway 4) [8].
The link between ERRa/POSTN in the clinical models was
confirmed by our meta-analyses of bone metastases and in
tumor adjacent tissues in primary tumors, which suggests
that POSTN may constitute a new prognostic marker in
association with ERRa. The data also suggest that this
is may be the initial step by which ERRa induces rapid
bone lesion progression. Consequently, targeting the tumor

microenvironment may also constitute a new therapeutic
approach for prostate cancer patients with high levels of
ERRa [49]

Very recently, the ERRa coactivator PGCla has
been described as a suppressor of PCa metastasis [50].
PGCla is expressed at very low levels (i.e., CT: 33) in
our PC3, PC3c models, suggesting that the ERRa-PGCla
mechanisms described by Torrano et al. are unlikely
to occur in these models. Taken together, these data
suggest that ERRa is a suppressor when PGCla is highly
expressed and as an activator when PGCla expression is
low, in turn strongly suggesting that, depending on the
expression of ERRa cofactors in PCa cells, ERRa can
have opposite activities. Thus, it will be important to take
into account not only the expression of ERRa but also its
cofactors in tumors specimens.

In conclusion, we report for the first time on the
involvement of ERRa in the steps of PCa initiation
and tumor progression in bone, which results from
ERRa modifications of signaling molecules and the
microenvironment. Our findings contribute to a new
understanding of mechanisms underlying the overall
negative clinical outcome associated with ERRa in prostate
cancer and provide a rationale for the investigation of ERRa
as a therapeutic target to treat primary prostate cancers and
their associated bone metastases.
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Figure 8: Schematic diagram showing ERRa pathways that can mediate tumor progression in bone. Pathway 1: Increased
expression of pro-resorption factors (VEGF-A, WNT5A4, TGFB1) in PCa tumors overexpressing ERRa leads to direct stimulation of Oc
formation. Pathway 2: Increased expression of pro-osteoblastic factors (VEGF-A, WNT5A, TGFpB1) in PCa tumors overexpressing ERRa
that leads to direct stimulation of Ob formation. Pathway 3: Indirect stimulation of osteoclasts through osteoblasts (via the regulation of rankl/
in Ob for the osteolytic model). Pathway 4: Stimulation of the metastatic niche through the stimulation of postn in fibroblasts infiltrating
tumors by TGFp1 secreted by tumor cells. Ob: osteoblast; Oc: osteoclast; direct signaling (in green), indirect signaling (in orange).
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MATERIALS AND METHODS

Ethics approval

SCID male mice were purchased from Charles River
and handled according to the French Ministerial Decree
No.87-848 of 19 October 1987. Experimental protocols
were approved by the Institutional Animal Care and Use
Committee at the Université Lyon-1 (France) (CEEA-55
Comité d’Ethique en Expérimentation Animale DR2014-
32). Studies involving human primary prostate tumors
were carried out according to the principles embodied in
the Declaration of Helsinki.

PCa patient primary and bone metastases
specimens for IHC

Autopsy files (dating from 1991 to 1998) from
the Department of Pathology (Tumor Tissue Bank,
Centre Hospitalier Universitaire de Liége, Belgium)
were screened for diagnosis of disseminated prostate
cancer with histologically proven bone metastases [51].
For immunohistochemistry (IHC) analysis, we selected
a prostate cancer patient who died with disseminated
disease, including bone metastases. We retrieved patient
slides and their clinical history. Tumors were fixed and
paraffin-embedded.

Meta-analysis

For correlation analysis in clinical samples, gene
expression data and corresponding clinical annotations for
previously published datasets on normal prostate tissue,
adjacent prostate tissue, primary and bone metastases
were downloaded from the Gene-Expression-Omnibus
(GSE6919-GSE29650-GSE32269-GSE41619-GSE21034-
GSE74685) (Supplementary Table S1). To obtain z-scores,
normalized data were log, transformed and calculated
by subtracting the population mean from individual
expression values for each gene and then dividing
the difference by the population standard deviation.
Correlation scores were calculated using the Pearson
correlation coefficient. P-values less than 0.05 were
considered statistically significant. Statistical significance
was determined by GraphPad Prism v 5.02 using the two-
sided student #-test.

Animal studies

SCID male mice, 6 weeks of age, were housed in
barrier conditions under isolated laminar flow hoods.
Mice bearing tumor xenografts were closely monitored
for established signs of distress and discomfort and were
humanely euthanized.

PC3 cells induce osteolytic lesions, PC3c cells
induce mixed lesions with lytic and osteoblastic regions in
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the bone marrow cavity [28] while ACE-1 mainly induce
lytic lesions in the bone marrow cavity and osteoblastic
region outside the bone (spicules) [29].

Intra-osseous tumor xenograft experiments were
performed as previously described [28] as for technical
reason, we could not obtain bone lesions after intra-
arterial and intra-cardiac injections. PC3, PC3c¢ and ACE-
1 cells (6 x 10° in 15uL PBS) were injected in the bone
marrow cavity [28]. Mice were sacrificed after 3 weeks
(PC3 and ACE-1) and 6 weeks (PC3c). Radiographs
(LifeRay HM Plus, Ferrania) of animals were taken at
that time after inoculation using X-ray (MX-20; Faxitron
X-ray Corporation). Animals were sacrificed, hind limbs
were collected for histology and histomorphometrics
analyses. The bone lesion surface, that includes lytic and
osteoblastic regions, was measured using the computerized
image analysis system MorphoExpert (Exploranova). The
extent of bone lesions for each animal was expressed
in mm?. Tibiae were scanned using microcomputed
tomography (Skyscanl174, Skyscan) with an 8.1 uM
voxel size and an X-ray tube (50 kV; 80 pA) with 0.5 pm
aluminum filter. Three-dimensional reconstructions and
rendering were performed using the manufacturer’s suite
(Respectively, NRecon&CTVox, and Skyscan). Bone
Volume/Tissue Volume: (%BV/TV) includes residual
trabecular and remaining cortical bone for PC3 and ACE-
1 models, plus new bone formation into the bone marrow
cavity for PC3c model. For the ACE-1 model, since the
osteoblastic lesions is outside the cortical bone, the percent
(%) of extra-new bone spicules formation (only spicules
surface) with respect to total volume (trabecular, cortical
and spicule) (for the ACE model) were quantified. %BV/
TV and % of extra-new bone spicules formation were
carried out with CTAn (version 1.9, Skyscan) and CTVol
(version 2.0, Skyscan) software. Dissected bones were
then processed for histological and histomorphometric
analysis (tumor burden-to-soft tissue volume (% TB/STV))
and TRAP-positive trabecular bone surface (Oc.S) to the
total bone surface (BS) as described previously for the
PC3 model [22]. Results were plotted as the mean + SD.

Subcutaneous injections of PC3 cells (10° in 100 pul
PBS) were also performed in 6- to 8-week-old SCID mice.
Mice were sacrificed after 6 weeks and tumors were fixed
and embedded in paraffin.

Cell lines and transfection

The PC3 cell line was obtained from the American
Type Culture Collection (ATCC) (cell line authentication
was performed). The PC3c cells, a subculture cell line of
PC3 was isolated in our laboratory in vitro after single
cell population culture. Consequently to spontaneous
derivation of the cells, we finally obtained a subculture
cell line named PC3c which was chosen based on its
epithelial phenotype [28]. Osteoprotegerin (OPG) and
endothelin-1 (ET1) are highly expressed by PC3c while



dikkopf-1 (DKK1) expression is decreased. Finally, PC3c
highly expressed bone associated markers osteopontin,
Runx2, alkalin phosphatase, bone sialoprotein and
produced mineralized matrix in vitro in osteogenic
conditions showing a strong osteomimetism phenotype of
PC3c cells compared to PC3 [28]. ACE-1 were obtained
from Dr T Rosol [29]. PC3 and ACE-1 stably transfected
clones were routinely cultured in FI2K (Gibco/Life
Technologies) and PC3c clones were cultured in DMEM.
All cultures were supplemented with 10% (v/v) fetal
bovine serum (Perbio/Thermo Scientific) and 1% (v/v)
penicillin/streptomycin (Life technologies) at 37°C in a
5% CO, incubator.

Human ERRo cDNA (ERRa) and the dominant
negative form mutated into the co-activator domain
AF2 (AF2) was obtained previously [22]. Cells were
cultured under clonal selection for 4 weeks in the
presence of puromycin (1 pg/mL) (Life Technologies).
PC3 cells were also transfected (100 pmol) with

ERRo-siRNA  sequences specific to human (ON-
TARGET plus Human ESRRA SMART pool of
three sequences: GGCCUUCGCUGAGGACUUA /

GCGAGAGGAGUAUGUUCUA/GGGUGGGCAUGC
UCAAGGA) and control sequences (ON-TARGET
plus Human Non-targeting pool of three sequences:
UGGUUUACAUGUCGACUAA/UGGUUUACAUGUU
GUGUGA/UGGUUUACAUGUUUUCCUA) (Dharmacon)
and mRNA were extracted at 72 h after transfection.
Conditioned medium from PC3 and PC3c clones (used
on primary calvaria cells culture) and PC3 parental cells
treated with the XCT-790 at 10° M (Sigma) was obtained
after 48 hours in a-MEM supplemented with 0.5% of
serum, then filter sterilized and proteins quantified to use
equal concentration of proteins for each conditions (25 pg).
Dimethyl sulfoxide (DMSO) was used as control (CT).
PC3-ERRa cells (pool of three clones) were treated with
the inverse agonist XCT-790 at 10°M (Sigma) for 48 h.
DMSO was used as control (CT).

Osteoclastogenesis assay

Bone marrow cells from 6-week-old OF1 male mice
were cultured for 7 days as previously described [22].
Pools of PC3-CT/PC3-ERRa clones or PC3c-CT/PC3c-
ERRa or ACE-1-CT/ ERRa /AF2 were plated (10* cells)
on day 1 on bone marrow cells culture in presence of rankl
and m-csf. Mature osteoclasts were stained for TRAP
activity (Sigma-Aldrich). Multinucleated TRAP-positive
cells containing three or more nuclei were counted as
osteoclasts. Results were plotted as the mean = SD of three
wells for each condition and were representative of two
independent experiments.

Osteoblastogenesis assay

Cells were enzymatically isolated from the calvaria
as described previously [31]. Mouse calvaria cells were
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continuously exposed (21 days) to conditioned medium
isolated from cultures of PC3 pooled clones or PC3c
clones. Wells were stained with von Kossa stain for ALP
and bone nodules were counted on a grid [31]. Results
were plotted as the mean number of nodules + SD of
three wells and were representative of two independent
experiments. The murine osteoblastic MC3T3-E1 cell
line was cultured for 2 weeks with pooled PC3-CT versus
PC3-ERRa clones or ACE-1-CT/ERRa/AF2 that were
plated (10* cells) on day 1 for 2 weeks. mRNA were then
extracted and osteoblastic markers expression addressed
by real-time PCR.

Immunohistochemistry

Tibia bearing metastases were fixed and embedded
in paraffin. IHC analysis was performed by incubating
sections overnight with rabbit monoclonal against
human and mouse anti-VEGF-4 (1/50) (Abcam), rabbit
polyclonal antibodies against human and mouse WNT5a
(1/70)(Abcam), goat anti-mouse postn (1/200)(R&D),
mouse monoclonal anti- human/mouse TGFbi (1/40)
(R&D), rabbit polyclonal anti-mouse vimentin(1/50)
(Biovision) and mouse monoclonal anti-human/mouse
ERRa antibody (1/50)(Santa Cruz) [22]. Sections were
then incubated with HRP-conjugated anti-mouse (Dako),
anti-rabbit (Dako) or the anti-goat (Jackson) antibodies
for lhour and stained using 3,3'-diaminobenzidine
(Dako). Counterstaining was performed using Mayer’s
hematoxylin (Merck).

Immunoblotting

Protein extraction and immunoblotting were
performed as described previously [22]. As the mouse
monoclonal anti-human/mouse ERRa antibody (Santa Cruz)
did not work in Western-blots, we used a rabbit monoclonal
antibody against ERRa (Epitomics) (1:400) [22] and a rabbit
polyclonal antibody against GAPDH (Abcam) (1:10,000)
(Amersham) as a protein loading control.

Real time RT-PCR

Total RNA was extracted with Trizol reagent
(Life Technologies) and 2 pg was reverse-transcribed
using Superscript“II (Life Technologies) [22]. Real-
time PCR was performed on a Mastercycler-ep-Realplex
(Eppendorf) with primers specific to human and mouse
genes (Supplementary Table S2) using Quantifast SYBR
Green (Life Technologies). PCR was carried out according
to the manufacturer’s instructions. Melting curve analysis
was used to verify that a single peak was obtained for each
product with a 95-100% PCR efficiency (Roche software).
Relative gene expression levels were normalized according
to the Ct value of the housekeeping gene encoding the
ribosomal protein L32 and results were expressed as fold
differences equal to 24,



Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad
Prism software (San Diego,USA). Pairwise comparisons
were tested using a non-parametric Mann-Whitney U test for
bone metastases. /n vitro data were analyzed using ANOVA
and Student’s t-tests to assess the differences between
groups. Results of P < 0.05 were considered significant.
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Supplementary Materials

A Subcutaneous Tumor PC3

Supplementary Figure S1: (A) Immunohistochemistry showing the stimulation of postn in IF in SC tumor in PC3-ERRa (b)
compared to PC3-CT (a). (B) Reinforcing the PC3 model, TGFB! protein expression level was also up-regulated in tumor in vivo in bone
lesions induced by PC3c-ERRa (ERRa)(b) compared PC3c-CT (CT) cells (a). Bar = 200 um, T: Tumor; BM: Bone Matrix; IF: infiltrating
fibroblasts.
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Supplementary Table S1: General information on the public datasets used for meta-analysis on ERRa
in CRPC (Figure 1A-1C) and to obtain correlation between ERRa and VEGFA, WNT5A, POSTN and
TGFEpI expression levels in bone metastases (GSE29650, GSE41619 and GSE74685) and/or in primary
CRPC tumor (GSE1034, GSE6919 and GSE2269)

Number of samples (N)

.. . Primary Adjacent/ Normal Bone
Database Description Analysis Platform tumour stroma Prostate  Metastases
GSE21034  Human primary and metastatic Affymetrix Human 150 29 N/A N/A
prostate cancer samples and Exon 1.0 ST Array
control normal adjacent benign
prostate. CRPC samples are defined
by Dbiochemical recurrence and
metastases.*
GSE6919 Patients with androgen-insensitive Affymetrix Human 65 63 18 N/A
prostate cancer and normal prostate Genome U9sC
tissue from organ donors and Array and Version 2
adjacent tissue.” Array
GSE32269  Primary prostate cancer tissue from Affymetrix Human 51 N/A 4 N/A
patients with bone metastatic and Genome  U133A
localised disease. PCa samples are Array
defined as AR positive (PCa) or
AR negative (CRPC) based on the
presence of (bone) metastases. No
bone metastases were collected, only
primary tumour tissue available.*
GSE29650  Bone metastases were obtained from Illumina N/A N/A N/A 30
CRPC patients.* HumanHT-12 V3.0
expression beadchip
GSE41619  Osteoblastic and osteolytic bone Agilent-016162 N/A N/A N/A 14
metastases from patients with PEDB Whole
CRPC.*” Human  Genome
Microarray 4x44K
GSE74685  Metastases collected from autopsies Agilent-016162 N/A N/A N/A 20
of patients who died from metastatic PEDB Whole
CRPC.* Human  Genome
Microarray 4x44K
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Supplementary Table S2: SiRNA sequences and human and mouse primers and PCR using conditions

ERRa-SiRNA  GGCCUUCGCUGAGGACUUA - GCGAGAGGAGUAUGUUCUA - GGGUGGGCAUGCUCAAGGA

Control UGGUUUACAUGUCGACUAA — UGGUUUACAUGUUGUGUGA - UGGUUUACAUGUUUUCCUA
Gene . PCR T Size
Human Primers (PCR) cycles ©C) (bp) Reference

L32 CAAGGAGCTGGAAGTGCTGC

CAGCTCTTTCCACGATGGC 2 64 100 NM_000994.3
ERRa GGAGGCCCCCGGAAGACAGC

TCACAGAGGGTAGCCACGGCT 40 65 | 134 | NM_001282451.1
WNT5A GCAGGACGGTGTACAACCTGGC

AGCCGCATGGCCGCCGCGCTG 40 62 153 NM_003392.4
VEGF-A AGGAGGAGGGCAGAATCA

TCTATCTTTCTTTGGTCTGCATT 30 60 3151 NM_001025366.2
TGFbl AGAAGCGGTACCTGAACCCG

GCCGGTAGTGAACCCGTTG 30 T 303 NM_000660.5

. PCR T Size

Mouse Primers (PCR) cycles ©C) (bp) Reference
L32 CAAGGAGCTGGAGGTGCTGC

CTGCTCTTTCTACAATGGC 30 >9 100 NM_172086
rankl GTGGTCTGCAGGATCGCTCTG

CGCTGGGCCACATCCAACC 40 63 286 NM_011613.3
opg TGTGTGACAAATGTGCTCC

GTCTCACCTGAGAAGAACCC 33 9| 340 | NM_008764.3
trap TTCCTCCAGGATGGATTCATGG

CTGAAGATACTGCAGGTTGTGG 40 61 760 | NM_001102405.1
ck TTAATTTGGGAGAAAAACCT

AGCCGCCTCCACAGCCATAAT 40 56 400 NM_007802.4
call GCTCATCTGATGGCCAGGG

TAGCGGCTGAGCTGGACGCC 40 >9 489 NM_009801.4
rank TGCTCCTCTTCATCTCTGTGGTAGTAGTGG

TGGAGTGAAGTCTGCGCCCCACCCTGCTCC 40 61 1995 NM_009399.3
alp CCCGAATCCTTAAGGGCCAG

TATGCGATGTCCTTGCAGC 33 39 409 NM_007431.3
bsp TGCCTACTTTTATCCTCCTCTG

ACCCGAGAGTGTGGAAAGTG 40 >9 201 XM_011252013
ocn TGACAAAGCCTTCATGTCCA

GAGAGGACAGGGAGGATCAA 40 >9 276 NM_007541.3
postn AATGCTGCCCTGGCTATATG

GTAGTGGCTCCCACAATGC 40 >3 103 NM_015784.3

243




244



10.3 Publication N°3

TMPRSS2-ERG fusion promotes prostate cancer metastases in bone.

DEPLUS R., DELLIAUX C., MARCHAND N., FLOURENS A., VANPOUILLE N.,
LEROY X., DE LAUNOIT Y., DUTERQUE-COQUILLAUD M.

Accepted for publication in Oncotarget on 31* December 2016.

245



246



Oncotarget, Advance Publications 2016

www.impactjournals.com/oncotarget/

TMPRSS2-ERG fusion promotes prostate cancer metastases
in bone

Rachel Deplus?, Carine Delliaux', Nathalie Marchand!, Anne Flourens!, Nathalie
Vanpouille?!, Xavier Leroy?, Yvan de Launoit?!, Martine Duterque-Coquillaud*

Tuniv. Lille, CNRS, Institut Pasteur de Lille, UMR 8161 - M3T - Mechanisms of Tumorigenesis and Target Therapies, F-59000
Lille, France

Institut de Pathologie-Centre de Biologie-Pathologie-Centre Hospitalier Régional et Universitaire, F-59037 Lille, France
Correspondence to: Martine Duterque-Coquillaud, email: Martine.Duterque@ibl.cnrs.fr
Rachel Deplus, email: rdeplus@ibl.cnrs.fr
Keywords: TMPRSS2-ERG, prostate cancer, bone metastasis, bone tropism
Received: March 10, 2016 Accepted: December 16, 2016 Published: December 31, 2016

ABSTRACT

Bone metastasis is the major deleterious event in prostate cancer (PCa).
TMPRSS2-ERG fusion is one of the most common chromosomic rearrangements in PCa.
However, its implication in bone metastasis development is still unclear. Since bone
metastasis starts with the tropism of cancer cells to bone through specific migratory
and invasive processes involving osteomimetic capabilities, it is crucial to better
our understanding of the influence of TMPRSS2-ERG expression in the mechanisms
underlying the bone tropism properties of PCa cells. We developed bioluminescent
cell lines expressing the TMPRSS2-ERG fusion in order to assess its role in tumor
growth and bone metastasis appearance in a mouse model. First, we showed that the
TMPRSS2-ERG fusion increases cell migration and subcutaneous tumor size. Second,
using intracardiac injection experiments in mice, we showed that the expression
of TMPRSS2-ERG fusion increases the number of metastases in bone. Moreover,
TMPRSS2-ERG affects the pattern of metastatic spread by increasing the incidence of
tumors in hind limbs and spine, which are two of the most frequent sites of human PCa
metastases. Finally, transcriptome analysis highlighted a series of genes regulated
by the fusion and involved in the metastatic process. Altogether, our work indicates
that TMPRSS2-ERG increases bone tropism of PCa cells and metastasis development.

lesions observed in breast cancers, PCa bone metastases are
mainly osteoblastic or mixed [8]. A major challenge for PCa
treatment is to identify factors controlling tumor growth and
metastases.

Gene fusions resulting from chromosomal
rearrangements are known to play an important role in
tumorigenesis and particularly in PCa [9, 10]. Tomlins et

INTRODUCTION

Prostate cancer (PCa) is one of the most commonly
diagnosed disease and the second cause of cancer-
related deaths affecting men in Western world [1]. Bone
metastases affect more than 80% of advanced stage PCa
patients and constitute the major injurious events [2] with

severe pain, nerve compression and pathologic fracture.
PCa that has metastasized to bone remains incurable and
more likely to lead to a fatal outcome than a primary
tumor. Metastatic prostate cancer cells acquire a bone cell-
like phenotype by a process called osteomimicry, which
allows their survival and their proliferation in the bone
marrow microenvironment [3, 4]. At this stage, the tightly-
controlled balance between osteoblastic bone formation and
osteoclastic bone resorption is aberrantly modified, thereby
altering bone metabolism [5-7]. Contrary to osteolytic
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al. first described a gene fusion between the regulatory
element of TMPRSS2 (Transmembrane Protease Serine

2) gene and ETS (ERG, ETVI, ETV4 or ETVS5) genes in
PCa [11, 12]. TMPRSS2 is a prostate-specific androgen-
regulated gene and its rearrangement leads to an increased
in the expression of the ETS members in response to the
androgen. ETS factors are a family of 27 transcription
factors in mammals and sharing a conserved DNA
binding domain recognizing 5’-GGAA/T-3’ sequence in
promoters or regulation regions. ETS transcription factors



play an important role in a variety of biological processes,
including cell proliferation, apoptosis, differentiation,
angiogenesis and invasiveness [13].

TMPRSS2-ERG gene fusions are one of the most
predominant genetic events in PCa [10, 12]. More than
20 TMPRSS2-ERG transcripts were described as result of
alternative splicing or different recombination mechanisms
(deletions, insertions or translocations) [10, 14]. The most
common rearrangement, involving exons 1 of TMPRSS2
fused to exon 4 of ERG (T1E4), is present in 50% of PCa
cases [10]. Transcriptomic studies have revealed that ERG
overexpression in TMPRSS2-ERG-positive PCa cell lines
leads to the deregulation of key genes for cell migration
and invasiveness [15-17].

The prognostic implications of TMPRSS2-ERG
gene fusion in PCa are still unclear. Since its discovery
in 2005, a large number of studies have been published
in this field. Some teams found a correlation between the
presence of this fusion and poor prognosis [18-22], but
several others report a correlation between the presence of
this fusion and good prognosis [23—25] or no correlation at
all [26-28]. Moreover, several studies have demonstrated
the presence of TMPRSS2-ERG gene fusion, in most
cases of metastatic PCa [29, 30], and that positive tumors
have a greater proclivity for developing metastases. On
the other hand, metastases arising from tumors without
rearrangement were also found [31]. This discrepancy
could come from clinical settings, the size of the patients'
cohort, the difference in sample collection or conservation,
but also from PCa heterogeneity, fusion variant or ethnical
differences.

Understanding the mechanisms of bone metastasis
formation remains a challenge to improve PCa prognosis
and treatment. This research field is a challenging area
to explore because of the difficulty in obtaining bone
metastatic tissues from patients. Animal models then
become essential tools in exploring the pathogenesis
of PCa. However very few cell lines reflect tumor
colonisation, quiescence and subsequent growth in the
bone following injection in the circulation [32].

In this paper, we used a luciferase expressing cell
lines derivatives from PC3M, PC3M-luc-C6 (PC3M-luc),
in a mouse model in order to evaluate the consequences
of TMPRSS2-ERG fusion on tumor development using
dynamic monitoring with bioluminescence imaging (BLI).
New PC3M-luc TMPRSS2-ERG cells stably expressing
the fusion showed increased migration ability and a
higher subcutaneous tumor development. Moreover, we
demonstrated that the presence of TMPRSS2-ERG results
in a greater number of tumors in bone after intracardiac
injection. In particular, site-specific patterns of spread are
influenced by more lesions at hind limbs and spine for
fusion positive cells. Finally, the TMPRSS2-ERG positive
tumors harbour more osteoblastic features compared to
TMPRSS2-ERG negative tumors. Our work provides
new elements in the knowledge of bone metastasis
development in PCa.
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RESULTS

TMPRSS2-ERG fusion increases migration in
prostate cancer cell lines

In order to assess the role of TMPRSS2-ERG
fusion in PCa development, we generated cell lines stably
overexpressing the fusion using retroviral translocation
from luciferase expressing cells PC3M-luc. The expression
of ERG was confirmed by RT-qPCR and immunoblotting
(Figure 1A). Equivalent luciferase activity for both cell
lines (PC3M-luc Ctrl and PC3M-luc TMPRSS2-ERQG)
was also checked to eliminate a possible bias in the
further bioluminescence measurements (Supplementary
Figure S1). Previously, it has been shown by our team
and others that no significant cell proliferation changes
were observed in TMPRSS2-ERG PC3c cells compared
with control cells, but that TMPRSS2-ERG promotes
PC3c cell migration [15-17]. To assess this influence
in PC3M-luc cell line, we performed proliferation and
migration assays in the xCELLigence system. This
instrument monitors cellular events in real time without
exogenous labelling through impedance-based technology
[33]. Compared with control PC3M-luc cells (Ctrl),
TMPRSS2-ERG overexpressing PC3M-luc cells exhibit
comparable proliferation profiles (Figure 1B, right panel).
The histograms presented in the left panel of Figure 1B
show rates of estimated cell proliferation similar to the
mean slope of the cell growth curves for four independent
experiments. We then evaluated the effect of TMPRSS2-
ERG on the migration behavior of PC3M-luc prostate
cancer cells. As usual, we performed the migration assays
using foetal bovine serum (FBS) as a chemoattractant. Cell
migration was measured every 15 min for approximatively
24h. We found that the TMPRSS2-ERG cells migrate
faster than the control cells (Figure 1C, left part). The
rates of cell migration as the means of four independent
experiments is presented in Figure 1C (right part). Our
data confirmed previous observations [15—-17] and thus
demonstrate that TMPRSS2-ERG fusion also promotes
cell migration in PC3M-luc.

TMPRSS2-ERG fusion increases subcutaneous
tumor growth

The influence of TMPRSS2-ERG fusion on
subcutaneous tumor growth has already been reported [14,
34, 35]. In an effort to characterize our new cell lines and to
evaluate whether TMPRSS2-ERG could influence tumor
development in an animal model system, we inoculated in
PC3M-Iuc control or TMPRSS2-ERG cells the right flank
of male SCID mice. Tumor development was monitored
weekly by measuring bioluminescence with IVIS Lumina
system (Figure 2A and Supplementary Figure S2). The
growth rate was relatively rapid. Measurable tumors
began to form 7 days after tumor cell inoculation in all the
injected mice. At the end of the experiment, the presence
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Figure 1: TMPRSS2-ERG fusion increases migration in prostate cancer cell line. A. ERG expression in PC3M-luc cell lines.
Left panel: ERG expression was evaluated by RT-qPCR analysis. Transcript levels were measured following infection of PC3M-luc with
pLPCX empty vector (Ctrl) or pLPCX TMPRSS2-ERG (TMPRSS2-ERG). Results are normalized with respect to endogenous control
GAPDH. Immunoblot analysis of ERG protein levels in PC3M-luc Ctrl or TMPRSS2-ERG. Actin was used as a loading control. Primer used
are avalaible in Supplementary Table S1. B. Left panel: Representative cell index (mean + standard deviation) as a measure of PC3M-luc
cell proliferation. Measurements were automatically collected by the RTCA DP analyser every 15 min for up to 3 days (n=2). Red: PC3M-
luc cells infected with pLPCX empty vector (Ctrl); Green: PC3M-luc cells infected with pLPCX TMPRSS2-ERG vector (TMPRSS2-ERQG).
Right panel: Results of the cell proliferation assays represented as slopes (changes in cell index/hour) (n=4) (*= p<0,05). C. Left panel:
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of TMPRSS2-ERG fusion resulted in a luciferase signal
six-fold higher than Ctrl cells (Figure 2B). Representative
time course of tumor development in mice injected with
Ctrl cells or TMPRSS2-ERG cells is presented in Figure

2B and Supplementary Figure S2. As can be seen from
Figure 2C, subcutaneous tumors formed by TMPRSS2-
ERG cells were much more bioluminescent than those
formed by Ctrl cells. Confirmation of the TMPRSS2-
ERG status was obtained on the tumor sample by
immunohistochemistry with anti-ERG (Figure 2D). Using
an anti-Ki67 antibody, we validated the high proliferation
rate in both tumor groups (Figure 2D).

TMPRSS2-ERG fusion increases dissemination
in bone mainly in hind limbs and the spine

Given that TMPRSS2-ERG increases both
the migration in vitro and the subcutaneous tumor
development, we then tested whether TMPRSS2-ERG
could be taking part in the bone metastasis formation
of prostate cancer cells in vivo. In this view, we used an
experimental metastasis model involving intracardiac
injections of PC3Mluc tumor cells in SCID mice. This
approach mimics the haematogenous dissemination of
cancer cells and allows the examination of the process of
metastatic colonization at various sites. PC3M-luc Ctrl
and TMPRSS2-ERG were injected in the left ventricle
of male SCID mice aged of six weeks (Figure 3A and
Supplementary Figure S3). The distribution of the cells
in the whole body 30 minutes after injection, indicating
successful injection, was apparent for 65% of the
mice. Only animals with diffuse photon accumulations
throughout the body were considered for further analysis.
Then, images were taken twice per week to monitor the
cell colonization. Mice were euthanized at day 24. These
experiments were repeated twice and similar results were
obtained. In total, 10 mice were used to inject PC3M-luc
Ctrl cells and 9 mice with PC3M-luc TMPRSS2-ERG.

Tumor cell dissemination was rapidly detectable.
Firstly, we observed a colonization of the nose and
mandibles (from day 4, with high sensitivity detection).
Luciferase was later detected in hind limbs and the spine
(around day 14) (Figure 3B and Supplementary Figure
S3). 24 days after injection 100% of both groups of mice
had developed bone metastatic foci and whole body
luminescent was comparable between the two groups
(Supplementary Figure S3B). Nevertheless, the fusion
status influences the total number of metastatic sites.
Animals injected with TMPRSS2-ERG cells had 57%
more bone metastases compared to the control group
(Figure 3B) at the end of the experiment.

A more detailed examination revealed that
TMPRSS2-ERG leads to a higher number of tumors in
hind limbs and the spine (Figure 3C, 3D). Other sites, such
as the mandible, nose or ribs were colonized in a similar
way by both cell lines. Supplementary Figure S4 shows
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the incidence of tumoral lesions per site for each mouse
considered in our experiment. Macroscopic dissection
and bioluminescence measurement analysis of metastatic
sites confirmed luciferase detection corresponding to the
presence of tumor cells (Figure 3C). Goldner coloration
of the collected bone samples confirmed bone tumor
localisation. A histological analysis with antibodies against
ERG and Ki67 respectively confirmed the TMPRSS2-ERG
status and the high rate of proliferation (Figure 3E and
Supplementary Figure S5). As expected, the endothelial
cells of small vessels show positive endogenous ERG and
are indicated with arrows.

Altogether, these observations show that the fusion
TMPRSS2-ERG plays an important role tumor cell
dissemination into the bone, by increasing the incidence
of bone metastases in hind limbs, in the spine and globally.

Although the clinical PCa bone metastases have
the predominant osteoblastic phenotype, PCa cell lines
induced mainly osteolytic lesions [36]. In order to
characterize bone metastases, we compared the transcript
levels of some osteoblast-specific markers (OSTERIX
and RUNX2) and osteoclast-related markers (RANK)
in PC3M-luc Ctrl or PC3M-luc TMPRSS2-ERG.
Supplementary Figure S6A shows the expression levels
in the spine sample of three different mice to account
for inter-individual wvariability. These results suggest
a deregulation of the bone metabolism in favour of an
osteoblastic phenotype as indicated by the trend towards
an increase in the expression of osteoblastic markers
(OSTERIX and RUNX?) and a decrease in the expression
of the osteoclastic key gene (RANK) (Supplementary
Figure S6A). Samples were also assessed by histological
analysis. In samples from mice injected with TMPRSS2-
ERG cells, we noticed an increase in bone matrix as
highlighted in Supplementary Figure S6B with arrows.
Finally, we performed immunohistochemistry with an
anti-RUNX2, which revealed more positive cells in bone
samples from mice injected with TMPRSS2-ERG cells
compared with Ctrl cells. To complete this histological
study, we performed immunohistochemistry experiments
on mouse bone lesions to detect the Cathepsin K
expression, which is specific to osteoclasts. As shown in
Supplementary Figure S6C, Cathepsin K was detected in
both Ctrl and TMPRSS2:ERG bone lesions in a similar
manner. This result suggests that, even though the fusion
expression is associated with osteoblastic feature as
revealed by the Goldner staining and the osteogenic
Runx2 gene expression, the TMPRSS2:ERG expression
does not decrease the osteoclasts number in this model.

TMPRSS2-ERG fusion expression deregulates
genes involved in cell migration, adhesion and
skeletal physiology

Since TMPRSS2-ERG fusion product correspond
to a functional transcription factor, we speculated that its
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Figure 3 (Continued ): E. Histologic analysis of bone tumors resulting from intracardiac injection of PC3M-luc Ctrl (left) or PC3M-luc
TMPRSS2-ERG (right) by Goldner staining (top), with anti-ERG antibody (middle) and anti-Ki67 antibody (bottom). B=Bone, T= Tumor

cells. Arrows indicate ERG positive vessels cells.

over-expression in PC3M-luc cells, induces differences
in their transcriptome. To address the biological
functions of TMPRSS2-ERG in bone metastasis
formation, RNA sequencing was employed to compare
the global gene expression of PC3M-luc TMPRSS2-
ERG cells versus Ctrl cells (Figure 4, Supplementary
Figure S7 and Supplementary Table S2-S6). Overall, the
quality of the RNA-Seq data and read mapping in our
current study met the requirements for the bioinformatic
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analyses. Moreover, the expression levels of a set
of genes in the corresponding clones were validated
using qRT-PCR (Figure 4E). These data confirmed the
RNA-seq results and showed the significantly up- and
down-expression of the genes. In order to explore the
gene function relevant to the in vitro and in vivo results
obtained with the PC3M-luc TMPRSS2-ERG clones,
GO analysis was conducted to group these differentially
expressed genes into molecular and cellular functions,
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diseases and physiological system development and
function (Figure 4E and supplementary Figure S7). In
brief, GO analysis of genes showed that these genes
are involved in cellular growth and proliferation, cell
movement, tissue development, skeletal and muscular
system development (Figure 4 and Supplementary
Figure S7 and Table S2-5). Most of the identified genes
are involved in cancer and metastasis (Supplementary
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Table S2). More importantly, a large part of the
deregulated genes are in the GO category “Connective
tissues” (Supplementary Table S5) and involved
in “Differentiation of bone cells” such as CCL2,
INHBA, ITGAS, NOS3, SIGLECIS5, WNT7B or in
“Development of connective tissue” such as CXCLI],
ICAM1, INHBA, ITGAS, ITGBS, MMP13, PECAMI,
PLA2G44, WNT74, WNT7B. Interestingly, some



genes belong to the “Homing of cell” GO categories (20
genes), others to “Migration of cells” (60 genes) or to the
“Extravasation” (6 genes) which is an important step of
metastatic mechanism (Supplementary Table S3 and S4).
In summary, over-expression of TMPRSS2-ERG was
sufficient to modulate transcription of genes involved
in cell migration/adhesion and mechanisms known to
be associated with bone physiology. In particular, de-
regulation of mRNAs whose gene products are involved
in cancer and metastasis was observed.

DISCUSSION
PCa is a global public health problem, and in
particular bone metastasis development which is

responsible for main morbidity. Bone lesions are difficult
to cure and are often synonym of fatal outcome. Therefore,
there is an urgent need to develop therapeutic strategies
that target advanced PCa and its interactions with the bone.
A prerequisite for the development of new therapeuties
is to improve our understanding of the fundamental
mechanisms that regulate the metastatic process, including
dormancy and growth of tumor cells in the bone. Previous
studies failed to reach clear conclusions about the role of
TMPRSS2-ERG in bone metastases. Finding good and
relevant models is a real challenge in prostate cancer
research. In this view, we developed PC3M-luc cells lines
stably overexpressing the fusion TMPRSS2-ERG.

In this study, in vitro experiments showed that the
TMPRSS2-ERG fusion increases cell migration. This
result is in agreement with previous studies obtained
with PC3 and other cell lines [15-17], confirming the
validity of our PC3M-luc model. By way of subcutaneous
injection, we clearly demonstrated that TMPRSS2-ERG
overexpression leads to higher bioluminescent signal,
which reflects the presence of more tumor cells. This
last data, in addition to be in line with in vitro migration
results, suggests that the fusion may be involved in
microenvironment interactions enhancing tumor growth
in vivo. Several previous studies have demonstrated
the presence of the TMPRSS2-ERG gene fusion in
the majority of metastatic PCa [29, 30, 37] and that the
positive foci have a greater proclivity for metastases [29].
Nevertheless, others reported that the metastases may also
arise from the tumor without ERG rearrangement [31].
Animal models are very useful tools to better understand
mechanisms involved in PCa metastases. Here, we used
intracardiac injections to evaluate whether the TMPRSS2-
ERG fusion plays a role in tumor propagation to the bone.
This technology imitates the propagation of cancer cells in
blood circulation and is the method of choice to follow the
homing of PCa cells in various tissues. Our work showed
that PC3M-luc cells, expressing TMPRSS2-ERG, show
a higher rate of colonization in bone compared to Ctrl
cells. Crucially, this indicates a major involvement of the
fusion in bone metastases, and therefore suggests that the
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TMPRSS2-ERG fusion may play a role in bone tropism
of PCa tumor cells.

Interestingly, anatomical sites presenting increased
tumors are hind limbs and spine, which are two of the most
affected tissues in human pathology [38, 39]. Metastatic
PCa cells in the spine and hind limbs provide some of
the worst symptoms of the disorder due to pathological
fracture or epidural spinal cord compression [40]. The
fact that these two bone lesion localisations reflect human
pathologies demonstrates that the intracardiac injection of
PC3M-luc cells are a good and relevant model to study
PCa pathology.

It was suggested that osteotropism of PCa cells is a
consequence of the development of a bone-like behavior.
This theory, called osteomimicry, is the ability of cancer
cells to express genes previously highly restricted to
bone cells during and after metastasis in order to adapt
and grow in the bone environment [3, 4, 41, 42]. We
have shown here that TMPRSS2-ERG influences the
transcription of bone master genes, suggesting that the
fusion TMPRSS2-ERG may be a driver of osteomimicry.
Moreover, TMPRSS2-ERG seems to destabilize the
bone metabolism by increasing the transcript level of
two osteoblastic genes, being RUNX2 and OSTERIX
[43, 44], and decreasing the expression of an osteoclastic
gene, RANK [45]. However, using immunohistochemistry
experiments on mouse bone lesions to detect Cathepsin K
expression, which is specific to osteoclasts, we revealed
that, compared to Ctrl tissue, osteoclast number was
not decresed in TMPRSS2-ERG bone lesions. This
result suggests that, even though the fusion expression
is associated with osteoblastic feature as revealed by
the Goldner staining and the osteogenic RUNX2 gene
expression (Supplementary Figure 6A-6B), the TMPRSS2-
ERG expression does not decrease the osteoclast number
in this model. In line with this results, Li ef al. showed
that osteoclastogenesis and bone resorption are mutually
essential for prostate cancer establishment in the bone
microenvironment [46]. Moreover, they demonstrated that
CCL2 (Monocyte chemoattractant protein 1) increased
osteoclastic bone resorption to facilitate prostate cancer
tumor growth in bone. Interestingly, as revealed by RNA-
Seq analysis, CCL2 gene is upregulated in PC3M-luc
TMPRSS2-ERG clone compared with the Ctrl clones. In
this respect, the TMPRSS2-ERG fusion seems to favour
the development of osteoblastic lesions. Since ERG is a
transcriptional factor which could act as an activator of
transcription but also as a transcriptional repressor [47,
48], the effect of TMPRSS2-ERG on RUNX2, OSTERIX,
RANK and CCL2 expression, suggests that these genes
could be potential ERG targets. Further studies should be
performed to establish if these genes are directly bound
by ERG factor.

Our results suggest that the TMPRSS2-ERG fusion
may be a target to inhibit bone metastases. Further to our
results, it would be interesting to assess if treatment with



ERG inhibitors could reduce the number of developed
bone metastases. An inhibitor such as DB1255, which
specifically targets the ERG DNA recognition sites [49]
or ERG-specific siRNA [34] could be potential anti-
metastatic compounds. Positive results could open new
promising therapeutic possibilities to treat prostate cancer
bone metastases.

In summary, our findings show that the TMPRSS2-
ERG fusion play a role in PCa bone metastasis formation.

MATERIALS AND METHODS

Cell lines and retroviral infection

PC3M-luc-C6 cell line was purchased from
Caliper (Perkin Elmer). PC3M-luc are derived from
PC3 cell line, originally isolated from a bone metastasis
of human prostatic adenocarcinoma [50] [51]. To
produce highly metastatic cells, they were obtained after
multiple selection cycles of orthotopic injection, after
the subsequent isolation of metastatic cells and after
orthotopic reinjection(s) [52].

Cells were grown in MEM (Life Technologies)
medium containing 10% foetal bovine serum and
glutamine (2mM final) under standard culture conditions.
Retroviral infections to stably expressed the TMPRSS2-
ERG fusion were realized as already described [15].
Briefly, 293 GP cells were transfected with pLPCX
retroviral vectors. Supernatant were then collected and
used to infect PC3M-luc-C6 target cells. For further
experiments, we used a pool of several clones obtained by
puromycine selection without clonal selection.

Cell proliferation and migration assays

To evaluate PCa cell proliferation, PC3M-luc-C6
cells infected with pLPCX empty vector (Ctrl) or pLPCX
TMPRSS2-ERG were seeded into the xCELLigence
E-plate 16 (Roche) (10000 cells/well) according to the
manufacturer’s instructions. Measurements were collected
by the RTCA DP analyser for up to 3 days. Four replicate
measurements per condition were obtained. The data
were analysed with the provided RTCA software. To
examine PCa cell migration, PC3M-luc-C6 cells Ctrl
or TMPRSS2-ERG were seeded 24 h post-transfection
into the xCELLigence CIM-plate 16 (Roche). Briefly,
a 165-ul volume of fresh medium containing 10% FBS
(chemoattractant) or with serum-free medium (control)
was added to the lower chambers of the CIM-plate 16.
The upper chambers were filled with serum-free medium
(30 pl/well) and the plate was incubated at 37°C in 5%
CO2 for 1 h. Cells (60000 cells/well) were then added to
each well of the upper chamber. After 30 min, the CIM
plate was assembled onto the RTCA DP analyser and cell
migration was assessed at 20 h at 37°C in 5% CO2. Four
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replicate measurements per condition were obtained. The
data were analysed with the provided RTCA software.

Animal tumor models

All animal experiments were approved by the
local ethics committee (CSTMT-042). Six to eight
week old male SCID mice were used. PC3M-luc-C6
(3.10°) suspended in 200ul of PBS were implanted
subcutaneously in the flank region of SCID mice. For
intracardiac injections, mice were maintained under
isoflurane anaesthesia during injection procedure. PC3M-
luc-C6 (10°) were suspended in 200ul of PBS and were
injected into the left ventricle using a29-G needle.
Bioluminescence imaging was performed 30 minutes after
intracardiac injection. Only animals with diffuse photon
accumulations throughout the body of the animal were
considered for further analysis. Animals were monitored
for 4 weeks after injection.

Bioluminescence imaging

Mice were injected subcutaneously with D-luciferin
(15 mg/ml in sterile PBS, Perkin Elmer) 10 min before
being imaged. The mice were anesthetized with 2%
isoflurane and were imaged in dorsal and/or ventral
position using an IVIS Lumina System (Caliper) to
monitor the tumor growth and metastatic dissemination.
A bioluminescent image was obtained with a 12.5 cm
field of view, a binning factor of 8, and a 1/f stop-and-
open filter. Regions of interest were defined manually,
and signal intensities were calculated with Living Image
software (Caliper) and expressed as photons per second.
Background photon flux was defined from a region of
interest drawn over a control.

RNA-sequencing

The total RNA was purified by RNeasy kit (Qiagen)
from two distinct infections (#1 and #2) of PC3M-luc
ctrl and TMPRSS2-ERG was used to perform RNA
sequencing. Construction of the library was done with
Ipg of total RNA and Tru-seq stranded mRNA sample
preparation kit (Illumina) according manufacturer’s
instructions. The reads were aligned to the hgl9 reference
assembly using RNA-STAR [53]. Counting reads
were mapped to genes with HTSeq-count under the
union-intersection mode on refSeq hgl9 transcriptome
annotations. PCR duplicates were filtered. A gene was
considered differentially expressed at transcript level when
unpaired t-test P-value <0.05.

Statistical analysis

All data are expressed as mean = SEM. Statistical
significance was tested for using an unpaired Student’s



t-test. p < 0.05 was considered to be significant and is
indicated as *.
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SUPPLEMENTARY MATERIALS AND
METHODS

RNA purification and quantitative real-time
PCR assays

Extraction of total RNA was carried out with the
TriPure reagent (Roche) according to the manufacturer's
instructions. DNase treatment was performed with a DNA-
free DNase kit (Ambion) according to the manufacturer's
protocol. Quantitative PCRs were performed using SYBR
Green dye (Eurogentec) on a LightCycler 480 (Roche).
Briefly, cDNA was reverse transcribed from 1 pg of RNA
using random hexamers (Invitrogen) and Superscript
IT reverse transcriptase (Invitrogen). To quantitatively
evaluate gene expression levels, real-time PCRs were
performed. The primer sequences are described in
Supplementary Table S1. GAPDH was amplified as an
internal control. In Figure 4A, total RNA was extracted for
spine tumors of mice injected in left ventricle with PC3M-
luc ctrl or TMPRSS2-ERG cells. Primer used are specific
of human template. Data are shown as mean of duplicates
for each mice.

Cell extracts, immunoprecipitations and western
blot analyses

Whole-cell extracts were prepared using IPH lysis
buffer (50 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NaCl, 5SmM
EDTA, 0.5% NP40). All procedures were performed at
4°C. Standard procedures were used for Western blotting
[15]. Primary antibodies used in these experiments were
anti-ERG (ab92513, Abcam) and anti-Actin (AS5316,
Sigma).

Cell proliferation and migration assays

To evaluate PCa cell proliferation, PC3M-luc-C6
cells infected with pLPCX empty vector (Ctrl) or pLPCX
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TMPRSS2-ERG were seeded into the xCELLigence
E-plate 16 (Roche) (10000 cells/well) according to the
manufacturer’s instructions. Measurements were collected
by the RTCA DP analyser for up to 3 days. Four replicate
measurements per condition were obtained. The data
were analysed with the provided RTCA software. To
examine PCa cell migration, PC3M-luc-C6 cells Ctrl
or TMPRSS2-ERG were seeded 24 h post-transfection
into the xCELLigence CIM-plate 16 (Roche). Briefly,
a 165-ul volume of fresh medium containing 10% FBS
(chemoattractant) or with serum-free medium (control)
was added to the lower chambers of the CIM-plate 16.
The upper chambers were filled with serum-free medium
(30 pl/well) and the plate was incubated at 37°C in 5%
CO2 for 1 h. Cells (60000 cells/well) were then added to
each well of the upper chamber. After 30 min, the CIM
plate was assembled onto the RTCA DP analyser and cell
migration was assessed at 20 h at 37°C in 5% CO2. Four
replicate measurements per condition were obtained. The
data were analysed with the provided RTCA software.

Staining and immunohistochemistry

After imaging, the samples were fixed with

paraformaldehyde (4%). Bones were decalcified
with  Osteosoft (Merk) according manufacturer’s
recommendations. All sample were embedded in

paraffin after tissue processing (dehydration, clearance
and impregnation). Serial 7-um paraffin sections were
processed and routinely stained with Goldner trichrome.
For immunohistochemistry, anti-ERG (ab92513, Abcam)
was used at a concentration 1/100, anti-Ki67 (ab15580,
Abcam) at 1/200, anti-Runx2 (sc 10758, Santa Cruz) at
1/100.
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Supplementary Figure S1 (related to Figure 1): Luciferase activity for PC3M-luc Ctrl and PC3M-luc TMPRSS2-
ERG. Representative data are shown.
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Supplementary Figure S2 (related to Figure 2): A. Bioluminescence imaging of SCID mice bearing PC3M-luc tumor cells (Ctrl
or TMPRSS2-ERG). Quantitative analysis of the luciferase expression as a measure of tumor growth at indicated time. Data represents the
means of 6 mice in Ctrl group and 5 mice in TMPRSS2-ERG group. * indicated p<0,05. B. Additional exemple of bioluminescence imaging
of SCID mice bearing PC3M-luc cells (Ctrl or TMPRSS2-ERG). Luminescence is expressed in radiance (p/sec/cm2/sr) and represented
by the color scale.
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Supplementary Figure S3 (related to Figure 3B): A. Representative bioluminescence imaging of SCID mice bearing PC3M-luc
tumor cells (Ctrl or TMPRSS2-ERGQG) at the indicated times after intracardiac injections with low or high sensitivity detection parameters
(top and bottom, respectively). Luminescence is expressed in radiance (p/sec/cm2/sr) and represented by the color scale. B. Whole body
luminescence of mice after intracardiac injections at indicated time. C. Number of tumors per mice at indicated days after intracardiac
injections. Data represents the mean of 10 mice in Ctrl group and 9 mice in TMPRSS2-ERG group. * indicated p<0,05.
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Supplementary Figure S4 (related to Figure 3): A. Incidence of metastasis to organ sites for mice injected in left ventricle with
PC3M-luc Ctrl or TMPRSS2-ERG at the end of experiment. B. Bioluminescence imaging of all SCID mice bearing PC3M-luc tumor cells
(Ctrl or TMPRSS2-ERG) after intracardiac injection. Automatic parameters were used to detected all tumors. Macroscopic dissection and
bioluminescence measurement analysis of metastatic sites confirmed luciferase detection corresponding to the presence of tumor cells
(Figure 3C).
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Anti-ERG

Anti-Ki67

Supplementary Figure S5 (related to Figure 3E): Additional Histologic analysis of bone tumors resulting from

intracardiac injection of PC3M-luc Ctrl (left) or PC3M-luc TMPRSS2-ERG (rigth) by Goldner staining (top), with
anti-ERG antibody (middle) and anti-Ki67 antibody (bottom). B=Bone, T= Tumor cells.
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Supplementary Figure S6 (related to Figure 3): A. Real-Time PCR analysis of Osterix, Runx2 and RANK in spine of mice injected
in left ventricle with PC3M-luc Ctrl or TMPRSS2-ERG cells. Data are shown as mean of duplicates for each mice. Results are normalized
with respect to endogenous control GAPDH. (*= p<0,05). B-C. Histologic analysis of bone tumors resulting from intracardiac injection
of PC3M-luc Ctrl (left) or PC3M-luc TMPRSS2-ERG (right) by Goldner staining (B, top), with anti-Runx2 antibody (B, bottom) or with
anti-Cathepsin-K (C). Magnified insert are shown on the right. Arrows indicate Bone matrix, Runx2 or Cathepsin-K positive cells at B top
or bottom and C panel respectively.
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Supplementary Figure S7 (related to Figure 4): A. Heatmap showing differentially expressed genes between PC3M-luc Ctrl and
TMPRSS2-ERG cells. A technical duplicate was analysed for each sample (#1 and #2). The heatmap scale shows the range of expression
level, whereby positive (red) and negative (blue) values correspond, respectively, to a higher and a lower expression. B. Additional examples
of RNA-Seq peaks. C. Ingenuity Pathway Analysis (IPA®) (“Physiological System Development and Function™) of the differentially
expressed genes. The x axis represents the number of molecules per categories. Range of p-value is indicated.
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Name Sequence 5°-3° Application
ERG-Fwd AACGAGCGCAGAGTTATCGT RT-qPCR
ERG-Rev GTGAGCCTCTGGAAGTCGTC RT-qPCR
CBX2-Fwd CCGAGTGCATCCTGAGCAA RT-qPCR
CBX2-Rev GCTCCCAGCTGTTATGTTTGG RT-qPCR
CREB3LI1-Rev CTGGAGAATGCCAACAGGACC RT-qPCR
CREB3L1-Fwd AGAACAAAGCACAAGGCTGC RT-qPCR
GNG11-Fwd GGCCTTCAGTTGTTTCGGGA RT-qPCR
GNG11-Rev TTAGACACTTGTTGTCTCTGCAA RT-qPCR
SCARAS-Fwd ATGCGTGGGTTCAAAGGTGA RT-qPCR
SCARAS-Rev GACCTGAGCCATTCACCAGG RT-qPCR
SIGLC15-Fwd GGTTCTCCCGACAGGCTCATT RT-qPCR
SIGLC15-Rev GCACCTCTGTGTTGAGCAAGT RT-qPCR
SDHA-Fwd TGGGAACAAGAGGGCATCTG RT-qPCR
SDHA-Rev CCACCACTGCATCAAATTCATG RT-qPCR
HPRT-Fwd TGACACTGGCAAAACAATGCA RT-qPCR
HPRT-Rev GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT RT-qPCR
GAPDH-Fwd GGGGAGGCGTGTGTGTC RT-qPCR
GAPDH-Rev ATGGTGTCTGAGCGATGTGG RT-qPCR
OSTERIX-Fwd AGAGCTAGGAGGACAGAGGC RT-qPCR
OSTERIX-Rev CTTGAGACAGCAGGGGACAG RT-qPCR
RUNX2-Fwd TGCTGGAGTGATGTGGTTTTC RT-qPCR
RUNX2-Rev TTTGCTATGAAGCCTGGCGA RT-qPCR
RANK-Fwd AGATGGCTTTCCCAGTGTGT RT-qPCR
RANK-Rev GCAACTATCTCCAGGCCTCA RT-qPCR
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Supplementary Table S2: Ingenuity pathway analysis “Top Disease and Bio Functions™: List of molecules implied in
cancer

See Supplementary File 1

Supplementary Table S3: Ingenuity pathway analysis “Molecular and Cellular Functions”: List of molecules implied
in Cell-To-Cell Signaling and Interaction

See Supplementary File 2

Supplementary Table S4: Ingenuity pathway analysis “Molecular and Cellular Functions”: List of molecules implied
in Cellular Movement

See Supplementary File 3

Supplementary Table S5: Ingenuity pathway analysis “Physiological System Development and Function™: List of
molecules implied in Connective Tissues Development and Function

See Supplementary File 4

Supplementary Table S6: List of differentially expressed genes between PC3M-luc Ctrl and TMPRSS2-ERG cells

See Supplementary File 5
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