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RESUME

ETV1, 4, 5 sont des facteurs de transcription appartenant au groupe PEA3 de la
famille ETS. Ces facteurs sont exprimés lors du développement embryonnaire dans les
organes se mettant en place par morphogenése de branchement puis chez I'adulte au
niveau physiologique comme pathologique; ainsi leur surexpression est souvent

associée au développement de nombreux cancers.

Le projet de these a porté sur deux approches orientées autour de cancers homono-
dépendants; le cancer du sein et suite a un changement d’équipe, le cancer de la

prostate:

® La premiére approche concerne l'étude de limplication d’ETV4 dans la
tumorigenese mammaire et la caractérisation de MMP13 en tant que gene cible et relais

potentiel de I'effet pro-tumorigene induit par ETV4.

Nous avons ainsi montré, dans des cellules mammaires cancéreuses, la régulation de
I'expression de MMP13 par ETV4 via l'étude de son promoteur, au niveau
transcriptionnel et protéique. Nous avons ensuite montré par des tests phénotypiques in
vitro de mesure de la migration, de la prolifération, de I'invasion cellulaires et de clonage
sans ancrage, que ETV4 promeut la tumorigenése mammaire et que MMP13 en est un
relais. En effet, la surexpression de MMP13 contribue aux effets pro-tumorigene in vitro
et I'inhibition de MMP13 dans un contexte de surexpression d’ETV4 les diminue. Cette
approche a été complétée in vivo via l'injection sous cutanée des cellules en souris
immunodéficientes et a permis de révéler que de la méme fagon que dans les tests in
vitro, MMP13 est un médiateur de l'activité pro-tumorigene d’ETV4. Enfin, nous avons
analysé I'expression de MMP13 et ETV4 dans une cohorte de 456 échantillons de cancer
du sein et montré que la surexpression concomitante d’ETV4 et de MMP13 est associée a

un mauvais pronostic en termes de survie.

Ainsi, ce premier projet a permis de définir que MMP13 agit en tant que relais du

facteur ETV4 dans la tumorigenese mammaire.

Mandy Dumortier 1
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@ La seconde approche que nous avons développée porte sur le réle du facteur
ETV1, du groupe PEA3, dans la progression métastatique du cancer de la prostate (CaP)

et la recherche de génes cibles impliqués.

Les fusions de génes impliquant les facteurs ERG et ETV1 de la famille ETS et leur
surexpression sont fréquentes dans les cancers de la prostate et représentent environ

50% et 10% des cas respectivement.

Afin de décrypter le réle du facteur ETV1, en comparaison avec les données déja
bien caractérisées sur ERG, différents modeéles de cellules de CaP
surexprimant/réprimant ETV1 ont été mis en place. Leur phénotype a été étudié in vitro
grace a différents tests phénotypiques mais aussi in vivo via I'injection des cellules en
intra-cardiaque. Nous avons ainsi montré que le facteur ETV1 augmente les capacités
tumorigenes de cellules cancéreuses prostatiques et qu'une forme tronquée (retrouvée
de facon récurrente dans les fusions associées au CaP) a des effets opposés ; et qu’in vivo
le facteur ETV1 induit une capacité de formation de métastases osseuses plus

importante que la forme tronquée.

Nous avons complété cette étude par la définition de SPARC (codant
I'Ostéonectine, une glycoprotéine matricielle) comme gene cible du facteur ETV1 et
étudié le statut d’expression d’ETV1, de sa forme tronquée et de SPARC dans une
cohorte de 88 échantillons de cancers de la prostate et 20 échantillons de prostate
« saine ». Ainsi les résultats obtenus ont permis de confirmer le statut pro-tumorigene
du facteur ETV1 dans le CaP, de définir une différence entre la forme pleine longueur et
la version tronquée et de préciser 'implication d’ETV1 dans la formation des métastases

osseuses du CaP.

Ces résultats ouvrent la voie vers la recherche plus approfondie de Ila
meécanistique liée a ces propriétés métastatiques et aux différences potentielles d’action
par rapport aux fusions ERG, avec pour but final la recherche d’outils de diagnostic, de

pronostic ou de thérapie du CaP, outils manquants actuellement.

Mandy Dumortier 2
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ABSTRACT

ETV1, 4, 5 constitue the PEA3 group of the ETS transcription factor family. This

factors are involved in the embryonic development and control the branching
morphogenesis of various organs. They are then involved in the adult physioligical and

in some cancer pathological. Indeed, PEA3 factors are overexpress in various cancer.

This thesis project focused on two approaches around hormono-dependent cancers ;

breast cancer and prostate cancer following a team change.

® The first part is focus in the implication of ETV4 in breast tumorigenesis and
caracterisation of MMP13 like target gene. Indeed, MMP13 is potentially implicated in

the mammary tumorigenesis induced by ETV4.

Thus we first investigate, in mammary breast cancer cell line, the regulation of
MMP13 expression by ETV4 through her promoter study, at the transcriptional and
protein level. Next, by the measurement of phenotypic tests in vitro of migration,
proliferation, cell invasion and anchorage independent growth, we show that ETV4
promotes the mammary tumorigenesis and that MMP13 is a relay. In fact, the
overexpression of MMP13 is implicate in pro-tumorigenesis effect in vitro and the
repression of MMP13 in context of ETV4 overexpression decreases this effect. This
approach was completed by the injection of cells lines in the inguinal flank of immuno-
compromised mice and show MMP13 mediate the pro-tomorigene effect of ETV4 like
shown in vitro tests. Finally, we analysed expression of MMP13 and ETV4 in a serie of
456 primary breast tumors and show the overexpression concomintant of ETV4 and

MMP13 are associated with a poor prognosis.

So we show in the first part of this project that MMP13 potentiates effects of the ETV4

oncogene during breast cancer tumorigenesis.

@ The second part of our study is about the ETV1 factor, member of PEA3 group, in the
progression of metastasis of prostate cancer (PCa) and the research of involved target

genes.

Gene fusion involving ERG and ETV1 of ETS family and their overexpression are

frequent in prostate cancer and occur in over 50% and 10% of cases respectively.

Mandy Dumortier 3
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In order to understand the role of ETV1, in comparison with available data on ERG,
differents prostate cancer cells overexpress or repress ETV1 were used. Their
phenotypes was study in vitro by differents phenotypic tests but also by injection intra
cardiacly in vivo of this cells. We have shown that the ETV1 factor enhance
tumorigenesis capacities prostate cancer cell lines and her truncated form (reccurent
form of ETV1 in PCa) has opposite effects; and ETV1 full-lenght induces more bones

metastasis formation than her truncated form.

Next, we have complete this study by the definition of SPARC (encoding for Osteonectin,
matricial glycoprotein) like target gene of ETV1 factor and study the expression statut of
ETV1, and his truncated form as well as SPARC in 88 prostate cancer samples and 20
prostate « normal » samples tissus. Thereby, we confirmed the pro-tumorigenic statute
of ETV1 factor in PCa by our results, and we defined differences beetwen full-length and
truncated length and complet the comprehension of the ETV1 function in the formation

of bones metastasis of PCa.

This results open the gate around more depth research of mechanisms linked to
metastasis proprietes and potential action difference with ERG fusions, with for final
objectif to found diagnostic, pronostic or therapeutic tools of PCa, who currently

missing.

Mandy Dumortier 4
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ACTH : adenocorticotropic hormone
AD : activation domain

ADN : acide desoxyribonucléique
AIB1: amplified-in breast cancer 1

AR : androgen receptor

ARE : androgen response element
AR-V : androgen receptor variant
bHLH : basic helix-loop-helix

BMECs : bone marrow endothelial cells
BMP: bone morphogenetic protein

BP: paires de bases

BPH : hyperplasie prostatique bégnine
bZIP : basic leucine zipper region

CAF: cancer associated fibroblaste

CaP : cancer de la prostate

Cbfal : core binding factor 1

CBP : CREB- binding protein

ChIP : chromatine immuno precipitation
COPA : cancer outlier profile analysis
COX-2: cyclooxygenase-2

CRPC : cancer de la prostate resistant a
la castration

CT : chimiothérapie

CZ : central zone

DBC1 : deleted in breast cancer 1
DHEA : déhydroépiandrostérone
DHT : dihydroxytestostérone
EBS : ETS binding site

ECM: matrice extracellulaire
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EGF : Epidermal Growth Factor

EMT : transition épithélio-
meésenchymateuse

ERG : ETS related gene

ERM : Ets related molecule

ETS : E-twenty-six

ETV : Ets variant

FDA : Food and Drug Administration
FGF : fibroblast growth factor

GDNF : glial derived neurotrophic factor
GH : growth hormone

HAT : histone acétyltransférase
HDAC : histone déacétylase

HGF : Hepatocyte growth factor
HLH : helix loop helix

HSC : hematopoietic stem cell

HT : hormonothérapie

ID : inhibition domain

IGF : insulin-like growth factor-1

IL : interleukine

KLKs : kallikréines

LH: luteinizing hormone

LHRH : luteinizing hormone releasing
hormone

MAPK : mitogen activated protein
kinases

MMP : métalloprotéases
NFKB : nuclear factor- kappa B
OSE-2 : osteoblast specific element

OST : on-sighT
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PCA3 : prostate cancer antigen 3

PHI : prostate Health Index

PIN : néoplasie intra-épithéliale

PNT : pointed

PSA : prostate specific antigen

PT : prostatectomie totale

PTEN : Phosphate and Tensin Homolog
PTH : parathyroid hormone

PTHLH : parathyroide hotmone like
hormone

PZ : peripheral zone

Rb : rétinoblastome

RD : repression domain

RMN : résonance magnétique nucléaire
RT : radiothérapie

SAM : sterile alpha motif
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SCC: carcinoma a cellules squameuses

SPARC : secreted protein acidic and rich
in cystein

SRC : steroid receptor coactivators
SRE : serum response element

SRF : serum response factor

SRR : serine rich region

SUMO : small ubiquitin-like modifier
TAM : tumor associated macrophages
TCF : ternary complex factor

TEB : terminal end buds

TGF- 1 : transforming growth factor 1
TNFa : tumor necrosis factor alpha
TP53 : Tumor protein p53

TZ : transitional zone

VEGF: vascular endothelial growth
factor
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Partie I: Les facteurs de transcription ETS

1 Origine et évolution des facteurs de transcription ETS

Les facteurs ETS ont été identifiés pour la premiere fois en 1983 dans le rétrovirus
aviaire transformé E26, dans lequel se trouvent fusionnés les oncogénes gag-myb et ets.
Ce rétrovirus induit chez le poulet une leucémie érythroblastique et myéloblastique
(Leprince et al. 1983). Les facteurs ETS pour E-Twenty-Six forment une large famille de
facteurs de transcription tres conservée au cours de I'évolution. En effet, ces facteurs
sont retrouvés depuis la branche des métazoaires jusqu’aux invertébrés puis chez les
vertébrés (Hsu and Schulz 2000; Oikawa and Yamada 2003; Papas et al. 1986). On
compte ainsi 27 facteurs ETS chez 'Homme, 26 chez la souris, 10 chez Caenorhabditis
elegans et 9 chez la Drosophile (Galang et al. 2004; Hollenhorst, Jones, and Graves 2004;
Gutierrez-Hartmann, Duval, and Bradford 2007). Les 27 facteurs retrouvés chez
I'Homme sont subdivisés en 11 sous-groupes établis en fonction des homologies de
séquence au niveau du domaine ETS: ETS, ERG, ELG, ELF, ESE, ERF, TEL, PEA3, SPI, TCF
et PDEF (Figure 1).

Famille ETS Membres ETS

ETS —>»  ETS1, ETS2 [ Ab__ Jent[ 1o [ERSH] |
ERG —>» ERG, FLI1, FEV AD_[PNT AD
GABPA > GABPa Cap_[PNF "I

ELF =—> ELF4, ELF2, ELF1 a0 el

ESE —> ESE1, ESE2, ESE3 | NT|__AD _ [ETSH]]

ERF —> ETV3, ERF
ETV6 =—>» ETV6, ETV7, YAN PNT|__RD

PEA3 —» PEA3, ERM, ER81 [ap 1o [EvS] ]
SPI = SPI1, SPI1B, SPI1C

TCF —>FELK1, ELK4, ELK3 ]
PDEF —» PDEF/SPDEF PNT

Figure 1: Schéma représentant la structure des protéines de la famille des ETS.
Représentation des 11 sous-groupes ETS et des membres associés a chacune et schématisation
de la structure des différents membres. Les rectangles roses représentent le domaine ETS et en
vert le domaine PNT. Sont aussi indiqués les domaines d’activation (AD), de répression (RD) et
d’auto-inhibition (ID) (Hollenhorst, McIntosh and Graves, 2011).
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2 Domaines fonctionnels des facteurs ETS

Cette famille de facteurs est composée de différents domaines dont le domaine ETS
sur lequel se base la composition des différents groupes. D’autres régions fortement
conservées composent également ces facteurs: les domaines Pointed (PNT), les
domaines d’activation (AD), les domaines de répression (RD) et les domaines d’auto-

inhibition (ID) (Figure 1).

L’analyse de la structure du domaine ETS par spectroscopie RMN (résonance
magnétique nucléaire) a permis de mettre en évidence trois hélices alpha (al-a3) et 4
feuillets béta anti-paralleles (f1-B4). Ces structures sont organisées dans |'ordre suivant
al-B1-B2-a2-a3-B3-f4 formant ainsi une structure de type hélice-boucle-hélice
(Kodandapani et al. 1996; Donaldson et al. 1996a) (Figure 2a). Comme on peut le voir
sur la Figure 1, ce domaine est situé pour la majorité des facteurs de transcription ETS
en partie C terminale de la protéine.

Ce domaine a pour fonction la fixation a I'’ADN au niveau des séquences cibles
spécifiques appelées EBS pour « ETS binding site ». Quatre vingt cinq acides aminés
composent le domaine ETS et le corps de cette séquence permettant la reconnaissance
de la séquence cible de I’ADN est 5’-GGA(A/T)-3’ (Yuan et al. 2014; Donaldson et al.
1996a; Papas et al. 1986; C. Y. Wang et al. 1992). Cependant, des variations de séquence
consensus ont été détectées grace a la technique de ChIP-Seq. On peut ainsi subdiviser
les 11 groupes en 4 classes (Barski and Zhao 2009; Farnham 2009; Hollenhorst et al.
2007) :

v’ La classe I est composée des groupes ETS, ERG, GABPA, ERF, PEA3, TCF, dont le

corps de la séquence consensus est ACCGGAAGT (Tableau 1, ligne 1).

v' La classe II est composée des membres ELF, ESE et ETV6, dont la séquence
consensus d’affinité differe de la classe I via les premiers acides aminés, cette
séquence est CCCGGAAGT (Tableau 1, ligne 2).

v La classe III est composée du groupe SPI, dont la séquence est riche en adénine
en 5’ et le corps de celle-ci est GGAA (Tableau 1, ligne 3).

v La classe IV est composée uniquement du groupe SPDEF, qui posséde une forte
affinité pour les séquences dont le corps est GGAT contrairement a la séquence

GGAA retrouvée dans les autres groupes (Tableau 1, ligne 4).
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Tableau 1: Séquences consensus de fixation spécifique pour les membres de la famille

ETS.
Classe Famille ETS Séquence d’affinité
I ETS, ERG, GABPA, ERF, ACCGGAAGT
PEA3, TCF
11 ELF, ESE, ETV6, CCCGGAAGT
11 SPI AGAGGAAGT
IV PDEF ACCGGATGT

Le domaine Pointed aussi appelé HLH (helix-loop-helix) a été identifié a I'origine
dans la protéine Pointed (PNT) retrouvée chez Drosophila melanogaster (Klambt 1993).
Le domaine PNT est semblable au domaine SAM (Sterile alpha motif) retrouvé dans de
nombreuses protéines comme Smaug, EPHB1, LIP (Chongwoo A Kim and Bowie 2003).

C’est un domaine de 80 acides aminés qui est retrouvé dans environ un tiers des
protéines ETS en N-terminal (Figure 1). Ce domaine est composé de quatre hélices
alpha (H2-H5) et d'une autre hélice alpha plus courte (H2")(Figure 2b) (Slupsky et al.
1998). D’autres hélices peuvent s’associer au corps de ce domaine pour certains facteurs
ETS (HO-H1).

Différentes fonctions ont pu étre identifiées pour les facteurs de transcription qui le
possedent. Une étude de Nelson et collaborateurs en 2010 montre que la
phosphorylation de la protéine Etsl au niveau des domaines HO0-H1 induit un
changement de conformation du domaine PNT et une augmentation des interactions
avec le domaine TAZ de la protéine CBP (Nelson et al,, 2010). Il a aussi été montré que le
domaine PNT des facteurs ETS1 et ETS2 peut étre phosphorylé par ERK2 ce qui induit la
formation d’'un complexe. Les facteurs ETS1 et ETS2 participent ainsi a la voie des MAP
kinases (Seidel and Graves 2002; Callaway et al. 2010). Dans d’autres cas, le domaine

PNT peut aussi avoir un role inverse et agir comme répresseur (C. A. Kim et al. 2001).
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D’autres domaines constituent certains facteurs de la famille ETS (Figure 1):
v Les domaines d’activation et de répression

De nombreuses protéines ETS présentent des domaines permettant I'activation
ou la répression de la transcription de genes cibles (Figure 1). La majorité de ces
domaines sont activateurs mais certains ont une activité répressive (O’Neill et al. 1994;
Maira, Wurtz, and Wasylyk 1996; Lopez et al. 1999; Sgouras et al. 1995). De nombreuses
études montrent que certains facteurs peuvent étre a la fois activateurs ou répresseurs
en fonction du contexte (Zinck et al. 1993; Borras et al. 1995; Sieweke et al. 1996; Foos
et al. 1998; R. Li et al. 2000). Ces activités d’activation ou de répression des différents
genes cibles par les facteurs ETS s’effectuent en coopération avec d’autres facteurs de
transcription ou co-facteurs qui vont également jouer un réle majeur dans de
nombreuses fonctions de la régulation cellulaire (Oikawa and Yamada 2003; Sharrocks

et al. 1997; Mavrothalassitis and Ghysdael 2000).

v" Les domaines d’auto-inhibition

Certains membres de cette famille sont capables d’auto-inhiber leur fixation a
I’ADN grace a une réduction d’affinité avec celui ci. Pour cela différents mécanismes ont

7

été mis en évidence comme la protéolyse, les modifications post-traductionnelles ou
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encore la fixation a un ligand (Pufall and Graves 2002; Lim et al. 1992; Graves et al
1998; Hagman and Grosschedl 1992).

L’auto-inhibition la plus décrite est celle du facteur ETS1. En effet, Lim et
collaborateurs montrent que la délétion d’'une région centrale et d’'une région en C-
terminale du facteur ETS1 induit une augmentation de la fixation a '’ADN de 10 a 20 fois
en comparaison a la protéine pleine longueur (Figure 1)(Lim et al. 1992). Il a été
montré ensuite que la phosphorylation des régions SRR (Serine Rich Region) ainsi que
des modules HI-1 et HI-2 en amont du domaine ETS va induire un état rigide inactif ou
flexible actif et donc la liaison ou non a 'ADN (Figure 3 a et b) (Cowley and Graves
2000; Donaldson et al. 1996b; C. Wasylyk, Kerckaert, and Wasylyk 1992b; Pufall and
Graves 2002).

Cette auto-inhibition de fixation a I’ADN a aussi été observée dans d’autres
facteurs ETS comme ETS2 (C. Wasylyk, Kerckaert, and Wasylyk 1992a), PEA3 (Greenall
et al. 2001) et ERM (Laget et al. 1996). Cependant aucune homologie de séquence en

acides aminés n’est retrouvée dans ce domaine d’auto-inhibition.
v" Autres domaines

Il existe d’autres domaines, spécifiques, comme le domaine OST pour On-SighT,
retrouvé uniquement dans le facteur GAPBPA. Ce domaine a pour fonction le
recrutement d’autres co-facteurs et va se fixer par exemple aux domaines CH1 et CH3 de

la protéine co-activatrice CBP/p300 (Kang et al. 2008).
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Figure 3: Fonction d'auto-inhibition du facteur ETS1 via la phosphorylation des régions

en amont du domaine ETS.

a. Le corps du domaine ETS est composé de 3 hélices alpha (rectangle rose) et de 4 feuillets béta
antiparalléle (fleches rose). b. L’auto-inhibition du domaine ETS1 induit par le changement de
confirmation rigide inactif induit par la phosphorylation et la forme flexible active en absence de

phosphorylation. (Adaptée de Hollenhorst et al., 2011)

3 Régulation de I'’expression des genes cibles

Comme décrit dans la partie précédente, les facteurs ETS possedent une

conservation globale de leur séquence de fixation a I’ADN. Cette conservation se reflete

souvent dans certaines similarités fonctionnelles, moléculaires et biologiques des sous-

groupes ETS. Cependant des variations de fonction sont également observées dans les

différents sous-groupes, ce qui traduit des propriétés propres a chacune. Ces

spécificités d’actions peuvent s’effectuer grace a la formation de complexes ternaires,

grace aux interactions avec différents partenaires protéiques ou par l'implication de

voies de signalisation.

3.1 Formation de complexes ternaires

Les facteurs ETS peuvent étre phosphorylés en réponse a certaines stimulations

meédiées par des récepteurs de facteurs de croissance et la signalisation des intégrines.

Les facteurs ETS s’associent a d’autres protéines et forment un complexe ternaire avec

I’ADN.
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Figure 4 : Systéme d’activation et de désactivation d’'un membre du groupe TCF : Elk1 via
la SUMOylation et la phosphorylation de la protéine.

Composition de la protéine Elk1 avec la position de ses différents domaines conservés : ETS (en
rose), le domaine de fixation SFR, le site d’accueil des MAPK et le domaine de transactivation.
Représentés aussi les trois sites de SUMOylation ainsi que les deux sites de phosphorylation. b.
Représentation du passage de la forme inactive sumoylée d’Elkl a sa forme activée apres
phosphorylation par les MAPK (Adaptée de Yang et al., 2003 ; Besnard et al.,, 2011).

Trois facteurs du complexe ternaire TCF (ternary complexes factors) ont été
identifiés a l'origine : Elk1, Sapla et Net/Sap2 (B. Wasylyk, Hagman, and Gutierrez-
Hartmann 1998), leur activation dépend de leur état de phosphorylation via les MAPK.
Par exemple il a été montré que la phosphorylation de Elk1 au niveau des sérines 383 et
389 par les MAPK (Janknecht et al. 1993; Gille et al. 1995) induit un changement de
conformation de la protéine et augmente son affinité avec I'’ADN (R. Li, Pei, and Watson
2000; Gille et al. 1995; S.-H. Yang et al. 1999). En effet, Elk1 passe d’'une forme inactive
induite par la SUMOylation (SUMO : small ubiquitin-like modifier) des lysines 230, 249
ou 254 a un état phosphorylé actif (Figure 4a & b) (Shen-Hsi Yang et al. 2003; Salinas et
al. 2004). La phosphorylation de Elk1 induit par exemple I'interaction avec un dimere de
co-facteur de transcription Serum response factor (SRF) (Janknecht et al. 1994; Ling et al.
1997, 1998) fixé au niveau du domaine serum response element (SRE) des géenes cibles
(B. Wasylyk, Hagman, and Gutierrez-Hartmann 1998; Besnard et al. 2011). Ce
mécanisme va renforcer la fixation du facteur de transcription Elk1l a I'ADN et ainsi

permettre la transcription des genes cibles (Figure 5).
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Figure 5: Voie d’activation de la transcription
des génes cibles d’Elk1.
Formation du complexe Elk1/ SRF/ SRE au niveau

des génes cibles via la phosphorylation d’Elk1 par la
voie de signalisation des MAPK. (Adaptée de
Janknecht et al., 1994)

\ o

3.2 Coopération avec d’autres facteurs de transcription

Les séquences qui entourent I'EBS forment différents domaines (Cf I-2), qui vont
participer a la spécificité de liaison des facteurs de transcriptions ETS, permettant ainsi
de coordonner différents processus cellulaires. Le controle de la transcription des genes
cibles va donc dépendre, des interactions avec d’autres protéines nucléaires, de la
coopération entre les membres de la famille ETS et d’autres facteurs de transcription.
Ainsi, différents exemples de coopération ont été mis en évidence dans la littérature

comme par exemple les coopérations ETS/AP1, ETS/NFxB, ETS/Rb entre autres.

v' Coopération ETS/AP1: AP1 est un dimeére de facteur de transcription
composé de protéines se fixant a ’ADN. Les protéines composant ce dimere
sont caractérisées par une région de type bZIP (basic leucine zipper region) et
comportent également un domaine permettant la fixation a I’ADN. Deux
familles composent ce dimere, les protéines Fos (c-Fos, Fral, Fra2, FosB) et
Jun (c-Jun, JunB, JunD). Des sites de liaison ETS et AP-1 se retrouvent
adjacents dans de nombreux promoteurs (Wasylyk et al. 1993 ; Westermarck
and Kahari, 1999) ce qui permet une coopération fonctionnelle et la
régulation de l'expression de nombreux genes cibles comme certaines
meétalloprotéases (Crawford and Matrisian, 1996 ; Gutman and Wasylyk,
1990 ; Javaraman et al., 1999, Kapila, Xie, and Wang 2009; Otero et al. 2012),
des cytokines (Gottschalk et al. 1993 ; Wang et al. 1994), des geénes viraux
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(Nothias et al. 1993; B. Wasylyk et al. 1990) ou encore de nombreux autres
genes (Clementz et al. 2011; Britton et al. 2017).

v' Coopération ETS/ NfkB: Nf«B (nuclear factor-kappa B) est un facteur de
transcription ubiquitaire impliqué dans l'immunité, l'inflammation et la
réponse au stress (Gilmore 1999). La coopération de NfkB avec les facteurs
ETS va induire la transcription de IL-2 ainsi que de son récepteur (Gri et al.
1998), d’'IL-3 (Gottschalk, Giannola, and Emerson 1993), d’'IL-12 (Gri et al.
1998) ainsi que de genes viraux (SETH et al. 1993). Cette coopération
nécessite une interaction directe entre ces deux facteurs. Par exemple le
domaine ETS du facteur Ets1 est essentiel pour l'interaction avec la région HD
de la sous-unité p50 de NfkB (Bassuk, Anandappa, and Leiden 1997).

v' Coopération ETS/ Rb: Rb pour rétinoblastome est une protéine impliquée
dans le contrdle du cycle cellulaire et qui interagit avec de nombreuses
protéines du cycle cellulaire comme les cyclines et certains facteurs de
transcription comme E2F et AP-1. Les interactions entre les ETS et Rb jouent
un roéle important pour la production de lymphokine et l'activation
lymphocytaire. Par exemple il a été montré une interaction entre Rb et Elf1,
lorsque Rb n’est pas phosphorylé Elk1 va pouvoir se fixer a Rb et a I'inverse il

est relaché lors de la phosphorylation de celui-ci (C. Y. Wang et al. 1993).

Les domaines spécifiques des facteurs ETS peuvent interagir avec de nombreux

motifs protéiques comme les domaines bHLH et bZipper. Ces coopérations vont ainsi

réguler un grand nombre d’éléments stimulateurs ou répresseurs du promoteur au

niveau des éléments de controle.

v Interaction ETS/ bHLH: bHLH pour basic helix-loop-helix est une structure de
type hélice boucle hélice présente dans de nombreuses familles de facteurs de
transcription capables de se dimériser. Les facteurs de transcriptions possédant
ce domaine peuvent ainsi se regrouper pour former des homo ou hétéro-dimeres
(Amoutzias et al. 2008). La structure bHLH va se fixer sur ses génes cibles au
niveau d’'une séquence consensus canoniquale palindromique CACGTG, appelée
E-box (Chaudhary and Skinner 1999; Murre et al. 1994). 1l existe de nombreuses

coopérations comme par exemple la coopération entre la protéine USF-1 fixée

Mandy Dumortier 25

© 2017 Tous droits réservés.

lilliad.univ-lille.fr



. ) L. Thése de Mandy Dumortier, Lille 1, 2017
Introduction : Partie 1 Les facteurs de transcription ETS

sur la E-box du gene HIV-1 et le facteur de transcription Ets1l (Sieweke et al.
1998). Dans le cadre de cette étude, les auteurs montrent que Ets1 peut se lier a
USF-1 en absence de son site EBS (Sieweke et al. 1998)(Figure 6a).

v Interaction ETS/ bZIP: la structure cristallographique de bZIP montre que le
domaine leucine zipper va participer aux interactions protéine-protéine (Glover
and Harrison 1995). Par exemple, une étude montre que le facteur PU-1 (aussi
appelé SPI1) forme un dimere avec le facteur c-Jun via les domaines bZIP. Ce
dimere va ainsi réguler 'expression du récepteur M-CSF qui possede un domaine
de fixation EBS mais pas de domaine de fixation pour les facteurs AP-1 dont fait

partie c-Jun (Behre et al. 1999) (Figure 6b).

Transtm
Figure 6: Modulation de

l'expression de génes cibles des
facteurs ETS via des interactions de
type bHLH ou bZIP.

Promoteur
HIV-1

';'ﬁf‘g‘.;’; Transcription a. Régulation de I'expression du géne
HIV-1 via une interaction de type
Pro bHLH entre le facteur Etsl et le
HIV-1 facteur USF-1 en présence ou absence
du site de fixation EBS. b. Régulation
b.

de l'expression du récepteur M-CSF
via une interaction de type bZIP entre

Transcription le facteur PU-1 et c-Jun. (Adaptée de
Sieweke et al., 1998 (a) et Behre et al.,

\ Promoteur / 1999 (b))
récepteur M-CSF

3.4 Coopération avec des co-facteurs

Les facteurs ETS peuvent aussi coopérer avec des co-facteurs comme par
exemple CBP/p300 (CREBBP) qui est une histone acétyltransférase (HAT). Cette famille
de co-activateurs est composée de deux protéines p300 et CBP (CREB- binding protein)
qui vont réguler l'expression de genes cibles via l'acétylation des histones ou via
'interaction avec d’autres facteurs de transcription (X. Liu et al. 2008). De nombreuses
protéines ETS comme ELK-1, ETS1, ETS2 et ETV1 interagissent avec le co-activateur
CBP/p300 pour activer la transcription, comme par exemple celle de la métalloprotéase
stromélysine (Jayaraman et al. 1999). Il a été montré que le facteur ETS1 est capable de

recruter CBP/p300 afin de former un complexe stable possédant une HAT (C. Yang et al.
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1998). Puisque CBP/p300 interagit avec de nombreux facteurs de transcription, son role
biologique dépend donc de ses partenaires. Ainsi, d’autres co-facteurs peuvent aussi étre
co-répresseurs lorsqu’ils sont associés aux facteurs ETS dans le cas d’'une activité de
désacétylation des histones (HDAC). Ce mécanisme conduit ainsi a une perte de l'activité
de transcription. C’'est le cas par exemple de l'interaction entre HDAC et Ets-1 qui induit
I'inhibition de la transcription de I'IL-10 dans la lignée cellulaire Th-1 (C.-G. Lee et al.
2012).

Ainsi en fonction des co-facteurs, les facteurs ETS vont activer ou réprimer la

transcription de leurs genes cibles via I'acétylation ou la désacétylation des histones.

Cette liste non exhaustive d’acteurs pouvant interagir avec les facteurs ETS afin
de moduler positivement ou négativement l'expression de leurs genes cibles, montre
bien que malgré la redondance des séquences cibles, ces facteurs possedent une
régulation assez spécifique de leurs genes cibles. Ainsi ces facteurs de transcription
jouent un role important dans les processus physiologiques et pathologiques que nous

allons développer dans les deux prochaines parties de ce mémoire.

Dans la suite de cette introduction, nous allons nous intéresser plus

particulierement au goupe de facteurs de transciption PEA3.

4 Implication biologique du groupe PEA3 (ETV1, ETV4 et ETV5)

Le groupe PEA3 est composé de différents membres comprenant les facteurs : ETV1
(ETV1: Ets variant gene 1, aussi appelé ER81), ETV4 (ETV4 : Ets variant gene 4, aussi
appelé PEA3) et ETV5 (ETV1 : Ets variant gene 5, aussi appelé ERM).

Les facteurs de transcription du groupe PEA3 sont impliqués dans de nombreux
processus du développement. En effet ils vont agir a différents niveaux: @ au niveau
cellulaire via la régulation de la prolifération, la différenciation, la migration, I'apoptose
et au niveau de l'interaction cellule-cellule, @ au niveau tissulaire; en effet les facteurs
vont participer au remodelage des tissus notamment durant le développement

embryonnaire et @ au niveau des organes chez 'adulte.
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Les facteurs du groupe PEA3 sont impliqués au niveau de la formation osseuse, dans

la fertilité, dans la placentation ainsi que dans la coordination motrice.

L’expression de nombreux facteurs de transcription ETS est fortement liée a la
formation des os et du cartilage durant le développement embryonnaire, mais aussi chez
I'adulte. La formation osseuse est un processus complexe: les cellules souches
meésenchymateuses vont former soit les chondrocytes soit les précurseurs des
ostéoblastes appelés pré-ostéoblastes avant de maturer en ostéoblastes (Aubin 1998).
Durant ces processus de formation et de développement osseux vont étre impliqués

différents facteurs ETS comme Ets-1, Ets-2, ERG et le groupe des facteurs PEA3.

Une étude spatio-temporelle de I'expression des trois membres ETV1, ETV4 et ETV5
dans 'embryon de souris a permis de mettre en évidence qu’ils sont exprimés dans les
chondroblastes ainsi que dans les cellules péri-chondrales mais ne persistent pas dans la
matrice cartilagineuse (Chotteau-Lelievre et al. 1997). Les membres du groupe PEA3
sont ainsi détectés dans les cellules du slérotome qui vont servir a la mise en place de

'axe vertébral, des cotes et du squelette appendiculaire.

La famille ETS joue un rdle crucial dans la régulation de la reproduction aussi bien

chez la femme que chez ’homme.

Chez 'homme, le facteur ERM (ERM : Ets related molecule) ou ETV5 est impliqué
dans la spermatogenéese. En effet, une étude montre que le facteur ETV5 est exprimé
dans différents tissus comme le cerveau, les poumons et les testicules (Chotteau-
Lelievre et al, 1997). L’implication du facteur ETV5 dans la fertilité a été mise en
évidence chez la souris male, ou une délétion du facteur ETV5 (ETV577) entraine une
diminution de la taille des testicules qui conduit au développement de males stériles
(Chen Chen et al. 2005). Dans les cellules de testicules normales, les cellules de Sertoli
vont maintenir I'auto-renouvellement des cellules souches ainsi que leur différenciation,

mais dans les souris dont I'expression d’ETV5 est réprimée, I'auto-renouvellement des
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cellules souches ne fonctionne plus méme si ces cellules continuent a se différencier

(Chen Chen et al. 2005).

Chez la femelle, les différents membres du groupe PEA3 sont exprimés a différents
moments et endroits durant la péri-implantation des embryons de souris et dans les
ovaires (Koo et al. 2005). En effet, le facteur ETV5 est impliqué dans les stades précoces
de I'implantation et dans les fonctions ovariennes alors qu’ETV1 est impliqué dans
I'établissement de la vascularisation maternelle permettant le développement du
placenta, quant a ETV4, il semble étre un facteur de 'embryogenese précoce (Koo 2005).

D’autres facteurs ETS sont aussi impliqués dans la placentation, c’est le cas d’Ets-2.

Toutes ces données montrent que les facteurs du groupe PEA3 jouent un role
important au niveau du développement tout d’abord embryonnaire puis chez 'adulte,
qu’ils vont aussi induire la différenciation et le maintien de cellules souches
embryonnaires. De plus les facteurs du groupe PEA3 sont impliqués dans d’autres tissus
endocriniens, comme la glande mammaire et la prostate mais ces deux cas seront

développés plus en détail dans la suite du manuscrit.

Lors du développement de la moelle épiniere, les sous-types de neurones moteurs
vont s’étendre afin de former des connexions synaptiques avec les muscles et controler
ainsi la locomotion. La différenciation des neurones moteurs est régulée par les facteurs
GDNF (Glial Derived Neurotrophic Factor) et les facteurs de transcription PEA3 (J. H. Lin
et al. 1998; Kandemir et al. 2017). En effet, une expression d’ETV1 et d’ETV4 est
retrouvée dans les neurones proprioceptifs ainsi que dans les motoneurones dans une
étude menée dans des embryons de poulet (J. H. Lin et al. 1998). Initialement, ETV1 et
ETV4 sont co-exprimés par tous les neurones proprioceptifs mais I'expression de ces
deux protéines se sépare en des sous-ensembles neuronaux distincts. Ainsi la mutation
d’ETV1 chez la souris induit un défaut important dans la coordination motrice qui est
caractérisée par une ataxie des membres ainsi qu'un défaut postural de
flexion/extension (Arber et al. 2000). Cependant, ce phénotype n’est pas associé a une

perturbation de la formation des neurones proprioceptifs ou motoneurones mais est
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induit par une mauvaise arborisation des dendrites et des motoneurones qui se termine
prématurément au niveau de la moelle épiniére dorsale (Arber et al. 2000) (Figure 7).
De plus, 'absence d’expression d’ETV1 induit une diminution du nombre d’organes
tendineux de Golgi qui correspondent a un corpuscule sensoriel de tendons (Kucera et
al. 2002), ainsi qu’'une absence de formation des mécanorecepteurs de type corpuscule
de Pacini (Sedy et al. 2006). Toutes ces données montrent donc une implication

importante d’ETV1 dans la coordination motrice.

Wild type ETV1--

Motoneurones Neurones sensoriels

Figure 7: Représentation schématique de l'implication du facteur ETV1 lors de la mise en
place des neurones snesoriels et motoneurones.

Chez la souris normale les neurones innervent les muscles et transmettent les
informations aux motoneurones qui sont dans la moelle épiniere et envoient un signal
aux cellules musculaires cibles. Une inhibition de I'expression d’ETV1 induit un défaut
de projection des axones des neurones sensoriels et aussi une perte de connexion entre
ces neurones et les motoneurones. Adapté de (Koo and Pfaff 2002).

En ce qui concerne ETV4, il est exprimé au niveau des neurones sensoriels
musculaires au début du développement puis n’est plus exprimé apres la naissance.
ETV4 est également fortement exprimé dans un groupe particulier de motoneurones
situés au niveau de la moelle épiniere (Livet et al. 2002). Il a été montré que la perte
d’expression d’ETV4 chez la souris entraine une perte importante de I'arborisation ainsi
que de l'innervation des muscles cibles des motoneurones qui expriment normalement
ce facteur de transcription (Livet et al. 2002; Ladle and Frank 2002). Cependant le
facteur ETV4 n’influence pas les connexions interneuronales ou les neurones sensoriels

(Ladle and Frank 2002).
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Lors de I'organogenése qui se produit pendant le développement embryonnaire,
certains organes vont se former par morphogenése de branchement, c’est le cas par
exemple des poumons, des reins et de la glande mammaire. Les facteurs de transcription
du groupe PEA3 jouent un role lors de ce processus. En ce qui concerne le cas de la

glande mammaire, son développement sera étudié dans la partie II de I'introduction.

Une étude menée sur l'embryon de souris, pendant le développement
embryonnaire et la formation des poumons, montre que les facteurs PEA3 ETV4 et ETV5
sont exprimés a partir du stade E10,5 jusqu'au stade E17,5. Lors du processus de
branchement permettant la formation des bronches, le gene ETV5 est exprimé au niveau
de la croissance de I'épithélium distal mais ne I'est plus dans les tiges différenciées
(Chotteau-Lelievre et al. 2003). En parallele, ETV1 est exprimé dans le mésenchyme
tandis qu’'ETV4 I'est dans la partie distale croissante des canaux bronchiques (Chotteau-
Lelievre et al. 2003). D’autre études ont aussi mis en évidence I'expression des facteurs
PEA3 dans les poumons (Monté et al. 1995, 1994). De plus, I'expression d’ETV4 est

retrouvée non seulement dans le mésenchyme pulmonaire lors du développement

embryonnaire mais aussi au niveau de I'épithélium (Y. Liu et al. 2003).

Comme les poumons, les reins vont se former par morphogenése de branchement,
qui nécessite la différenciation ainsi que l'organisation des lignées épithéliales du
néphron. Différents modeles d’études ont permis de mettre en évidence I'implication des
facteurs PEA3 dans ce processus de formation des reins. Tout d’abord chez la souris ou
I'expression de ces facteurs est retrouvée (Monté et al. 1995). De plus, la mise en place
de souris dont 'expression d’ETV4 et d’ETV5 est délétée totalement ou partiellement
(ETV4-/-, ETV5*/-) met en évidence un arrét total du développement rénale (B. C. Lu et
al. 2009). Pour finir, une étude récente de 2016 confirme I'implication des facteurs ETV4

et ETV5 dans la morphogeneése du rein chez le poisson zebre (Marra and Wingert 2016).
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5 Implication des facteurs PEA3 au niveau pathologique

Les facteurs de transcription du groupe PEA3 comprenant ETV1, ETV4 et ETV5 sont
retrouvés au niveau pathologique uniquement dans le cancer. Ces trois facteurs sont
ainsi impliqués dans le mélanome, le sarcome d’Ewing, le cancer de I'ovaire mais aussi

de nombreux autres cancers (Oh, Shin, and Janknecht 2012).

Le projet de these porte sur les facteurs ETV1 et ETV4 et leur implication dans les
cancers hormono-dépendants du sein et de la prostate. La partie suivante de
I'introduction est donc focalisée plus particulierement sur ces aspects: I'étude de
I'implication du facteur ETV4 dans le cancer du sein fait 'objet de la Partie II de
I'introduction et I'implication du facteur ETV1 dans le cancer de la prostate fait I'objet de

la Partie III de I'introduction.
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Partie II: L'implication du facteur ETV4 dans la

tumorigenese mammaire (TM)

1 La glande mammaire

1.1

Anatomie et fonction de la glande mammaire

La glande mammaire dont la fonction est la production de lait est composée de

graisse, de quinze a vingt lobes, de tissus conjonctifs ainsi que de canaux. Les unités

ducto-lobulaires sont les structures permettant la production de lait, et sont elles mémes

constituées d’acini. Au niveau cellulaire, les acinis sont composés de deux tissus

principaux, I’épithélium parenchymateux dont la fonction est de produire et délivrer le

lait, et le stroma qui entoure et supporte I'épithélium. Le stroma est composé des

nombreux types cellulaires (fibroblastes, adipocytes et cellules immunitaires), de

vaisseaux sanguins, de nerfs et de fibres extracellulaires qui sont les composants

majoritaires du collagene de type [ (Figure 8).

Lumiére de
I’acini

Membrane
basale

\_

Macrophage

Matrice
extracellulaire

Vaisseaux
sanguin

~

Cellules
épithéliales

Cellules
myoépithéliales

Stroma

J

Figure 8 : Composition de la structure cellulaire d’un acini.

Composition cellulaire des différents compartiments des acinis, on retrouve ainsi
I'épithélium parenchymateux composé des cellules épithéliales et myopithéliales,
reposant sur la membrane basale. Sous cette membrane basale on retrouve le stoma lui
méme composé des macrophages, de vaisseaux sanguin et de la matrice extracellulaire.
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Le développement de la glande mammaire s’effectue en différents stades: @
pendant le développement embryonnaire, puis majoritairement post-nataux, a
différentes périodes @ pendant la puberté, @ lors de la gestation et de la lactation, @

puis apres la gestation lors de 'involution.

La glande mammaire se développe a partir du dixieme jour de développement
embryonnaire chez la souris, celle-ci dérive des feuillets ectodermiques et
meésodermiques. Se forment alors des bandes bilatérales d’ectoderme multicouches
allant du bourgeon de membre supérieur jusqu’aux bourgeons des membres inférieurs
au niveau de la face ventrale de I'embryon. Chez les humains, ces plaques disparaissent
pour ne laisser que les placodes mammaires au niveau épithélial. Puis ces placodes vont
s’'invaginer vers le mésenchyme jusq’au coussinet adipeux afin de former les bourgeons
de la glande mammaire (Sakakura et al. 1987; Julie R Hens and Wysolmerski 2005).
Lorsque le bourgeon atteint la couche adipeuse, la ramification du conduit commence
afin de former des bourgeons secondaires, dix a quinze branches sont alors générées
sans apport d’hormone et forment les conduits lactiferes. La « parathyroid hormone-
related protein » (PTHLH) joue un rdéle central dans la régulation de la transition
induisant la formation des bourgeons et le branchement via la sécrétion de différentes
protéines comme BMP4 « bone morphogenetic protein 4 » (J. R. Hens et al. 2007).

Avant que le développement embryonnaire ne se termine et que ce systeme reste
au repos jusqu’a la puberté, se forme la lumiére canalaire et la génération de la structure

du mamelon (Figure 9).
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Figure 9 : Développement embryonnaire des glandes mammaires.
Evolution de la formation de la glande mammaire lors du développement embryonnaire,
qui passe par différents stades : placode, invagination, arborisation.

Lors de la puberté, la glande subit une croissance allométrique sous l'influence

d’hormones endocriniennes et de facteurs de croissance. Ainsi les bourgeons terminaux

nommés TEB pour «terminal end buds» et les cellules de la coiffe situées aux

extrémités des bourgeons proliferent et pénétrent dans le coussinet adipeux. Ce

développement de I'arbre épithélial s’effectue donc par une étape de morphogenese de

branchement. Les structures ductales primaires sont mises en place grace aux

bifurcations des TEB, phénomeéne régulé par le stroma qui 'entoure et induit la

formation d’acini. Cette morphogenése de branchement est controlée par différentes

hormones :

v" L’hormone de croissance GH « growth hormone » :

est sécrétée par la

glande pituitaire et joue un réle important dans le développement de la

glande mammaire (Gallego et al. 2001). La GR induit la signalisation de

I'IGF1 au stroma.

v" L'IGF1 «Insulin-like growth factor 1 »:

peut donc étre produite dans le

stroma grace a la fixation de la GH sur son récepteur, elle peut aussi étre

produite par le foie et sera acheminée aux cellules de la glande mammaire.

L’IGF1 a donc une action endocrine et paracrine et est impliquée dans la

prolifération et le développement de la glande mammaire (Cannata et al.

2010).
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v’ Estrogéne : cette hormone est produite par les ovaires et joue aussi un role
lors du développement de la glande mammaire pendant la puberté en
induisant une forte croissance de celle-ci via sa fixation au niveau de son
récepteur ESR1 situé dans les cellules épithéliales mammaires (Silberstein

et al. 1994).

Ces trois facteurs vont donc induire la prolifération des cellules épithéliales qui
vont former I'arbre épithélial. D’autres facteurs de croissance sont aussi impliqués lors
de la morphogenese de branchement comme les membres des familles EGF et FGF, qui
vont influencer I'architecture de I'arbre épithélial ainsi que sa croissance (Gorska et al.
1998; Ingman and Robertson 2008). Enfin, d’autres protéines comme certaines
meétalloprotéases vont étre impliquées dans le remodelage de la membrane basale et
participer ainsi aux changements de 'architecture lors de la morphogenese (Tan et al.

2014; Radisky and Radisky 2010).

Lors de la gestation, la glande mammaire va se préparer a la lactation grace a des
changements comme la maturation de la glande mammaire et l'alvéogenése. Ces
processus sont effectués sous le controle de la prolactine et de la progestérone. La
progestérone va permettre une large ramification latérale de I'arbre épithélial ainsi que
'alvéogenése qui sont des processsus nécessaires a la production du lait. La prolactine
qui est synthétisée par la glande pituitaire posséde un role majeur lors de la lactation en
favorisant la différenciation des structures spécialisées des alvéoles. Celle-ci agit
également directement sur les cellules épithéliales mammaires en activant I'expression
des genes codant pour les protéines de lait comme la (3-caséine via I'activation de la voie
JAK2/STATS et participe également a la production de la progestérone ovarienne.

(Naylor et al. 2005).

Lorsque la période de lactation prend fin, la glande mammaire va revenir a son état
adulte d’origine. La production de lait par les cellules épithéliales est stoppée et la
structure de I'arbre épithélial se simplifie. L ‘involution s’effectue en deux étapes : lors
de la premiere étape qui est réversible, les cellules alvéolaires se détachent et sont

éliminées par apoptose grice a une augmentation de protéases perméabilisant la
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membrane lysosomale mais aussi via I'activation du programme de mort cellulaire au
stade précoce de I'involution (M. Li et al. 1997). Lors de la deuxieme phase les protéases
sont activées et induisent une seconde vague d’apoptose permettant un remodelage
tissulaire important; la majorité de I'épithélium sécrétoire est ainsi éliminé puis
remplacé par des adipocytes (M. Li et al. 1997). Certaines MMPs comme la MMP2 et la

MMP3 participent a la différenciation des adipocytes et au remodelage tissulaire

(Sympson et al. 1994; Fata et al. 2001).

Les génes du groupe PEA3 sont fortement co-exprimés au 15,5¢me jour de
développement embryonnaire au niveau du bourgeon épithélial de la glande mammaire
ce qui suggere qu’ils jouent un role dans le développement de celle-ci (Chotteau-Lelievre
et al. 1997). D’autres études ont mis en évidence une surexpression des membres PEA3
dans les cellules épithéliales lors de l'organogenése de la glande mammaire. Cette
expression se poursuit lors du développement de l‘épithélium entre les jours 10,5 et
15,5. A partir du jour 15,5 correspondant au début de la détermination du sexe,
I'expression de PEA3 est perdue chez le male mais continue dans '’embryon femelle (T.
Shepherd and Hassell 2001). Par la suite, lors du développement post-natal de la glande
mammaire, une forte expression des genes du groupe PEA3 est retrouvée lors de la
puberté et de la gestation, périodes pendant lesquelles ces facteurs vont participer a la
croissance de I'épithélium ainsi qu’a la morphogenese de branchement de la
glande avant de diminuer lors de la lactation (T. Shepherd and Hassell 2001; Chotteau-
Lelievre et al. 2003). Ces genes sont donc fortement exprimés lors des périodes
nécessitant une forte croissance épithéliale ainsi qu'une importante ramification. Leur
expression diminue ensuite au milieu de la gestation et reste relativement faible
pendant la lactation et l'involution (T. Shepherd and Hassell 2001). Les facteurs de
transcription du groupe PEA3 participent ainsi au controle de la prolifération et de la
migration des cellules souches épithéliales mammaires en régulant le programme de
différenciation de ces cellules. En effet, une étude menée sur des cellules épithéliales
mammaires met en évidence que les facteurs ETV4 et ETV5 sont capables d’induire leur
morphogénese de branchement in vitro, et qu’ils sont fortement exprimés durant ce

méme processus in vivo (Chotteau-Lelievre et al. 2003).

Mandy Dumortier 37

© 2017 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



. ) . ) Thése de Mandy Dumortier, Lille 1, 2017
Introduction : Partie 2 Implication du facteur ETV4 dans la TM

2 Généralités sur le cancer du sein

2.1 Incidence et mortalité du cancer du sein
Le cancer du sein est une tumeur maligne qui se développe a partir des cellules
épithéliales des conduits de la glande mammaire. C’est le cancer le plus diagnostiqué
chez la femme dans les pays industrialisés et la deuxiéme cause de mortalité par cancer
en France. La ligue contre le cancer estime a 54 000 le nombre de nouveaux cas eta 11
900 le nombre de déces par an en France. Le dépistage précoce par mammographie de
ce cancer accroit les chances d'une réponse positive aux traitements et diminue les

risques de mortalité (Heindvaara, Sarkeala, and Anttila 2016).

2.2 Biologie du cancer du sein
Dans des conditions physiologiques, I'épithélium de la glande mammaire forme
une couche uniforme, bien définie et structurée. La progression tumorale va étre
caractérisée par le développement d’'une masse a partir d’'une population cellulaire qui
est capable d’inhiber les mécanismes d’apoptose, d’induire I'invasion et la prolifération.
D’autres événements vont participer a la tumorigenése comme l'angiogenese, la
transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) (Figure 10), l'immunosuppression,

I’hypoxie intra-tumorale ainsi que de nombreuses voies de signalisation.
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Figure 10: Schéma
représentant la transition
épithélio-

mésenchymateuse lors de
la tumorigenese.

Les cellules subissant 'EMT
perdent leurs adhésions
cellules-cellules et gagnent
en motilité afin de pouvoir
rejoindre la circulation par
extravasation et permettre
la formation des métastases.
(Adapté de Peinado, Olmeda
and Cano, 2007)
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Le microenvironnement tumoral est composé de cellules cancéreuses, de cellules
stromales et de la matrice extracellulaire (ECM : extracellular matrix).

Les cellules cancéreuses sont caractérisées par un phénotype adapté a certaines
conditions comme un faible taux d’oxygene et de nutriments. Ces adaptations peuvent
étre induites par une instabilité génétique et par de nombreuses mutations.

Le stroma est composé de nombreux types cellulaires qui sont capables de
communiquer avec les cellules cancéreuses (Weber and Kuo 2012). Les fibroblastes
retrouvés dans le stoma sont recrutés dans la zone tumorale et appelés CAFs pour
fibroblastes associés au cancer. Ces CAFs vont permettre 'activation de nombreux
facteurs comme le TGF-f (transforming growth factor- ) participant a 'EMT (Y. Yu et al.
2014). Les CAFs vont aussi participer a la migration cellulaire grace a la sécrétion de

I'HGF (hepatocyte growth factor) (Tyan et al. 2011).
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De plus, le microenvironnement tumoral développe un processus inflammatoire
grace au recrutement de macrophages associés a la tumeur (TAM) qui permettent: le
remodelage tissulaire, la suppression de I'immunité ainsi que la progression tumorale
grace a la sécrétion de nombreuses cytokines, facteurs de croissance, de protéases et de
meétalloprotéases (MMP) (Carron et al 2017). La majeure partie du
microenvironnement tumoral est composé de 'ECM qui est dérégulé et remodelé lors du
développement tumoral par les MMPs, en particulier MMP2 et MMP9 qui digérent la
matrice et inhibent les adhésions cellules-cellules via la dégradation de la E-cadhérine

(B. Liu et al. 2016b).

Le métabolisme des tumeurs solides est différent de celui des tissus sains et passe
par I'activation d’une voie énergétique alternative. Cette altération du métabolisme dans
les cellules cancéreuses est caractérisée par la suppression de la phosphorylation
oxydative et l'activation de la glycolyse ainsi que l'utilisation de la glutamine. La
diminution de l'activité mitochondriale et 'augmentation de la glycolyse sont suivies
d’'une fermentation acide, d’'une production d’ATP moins efficace et d'une production
d’énergie dans des conditions anaérobiques, ce processus est nommé effet Warburg

(WARBURG 1956).

La croissance de la tumeur primaire induit le développement du systéeme
vasculaire en réponse a la production du VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), ce
processus est appelé angiogenese. Pour cela, la tumeur met en place un environnement
pro-angiogénique via I'augmentation de la production d’activateurs angiogéniques et
d’'une diminution de ses inhibiteurs. Ces processus induisent ainsi une structure et un
fonctionnement anormal des vaisseaux, caractérisé par une architecture altérée
provoquant une augmentation de la perméabilité microvasculaire (Geevarghese and
Herman 2014). Cette défaillance architecturale a pour conséquence d'induire un
mauvais apport en oxygene et en nutriments (Benjamin et al. 1999; De Bock,

Cauwenberghs, and Carmeliet 2011).

Le recrutement des péricytes le long des cellules endothéliales est essentiel pour la

formation des vaisseaux tumoraux, cependant leur recrutement est dépendant de
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nombreuses voies de signalisation, de facteurs de croissance et de la dégradation de

I’ECM par les métalloprotéases MMP4 et MMP9 (Jain 2003; Chantrain et al. 2006, 2004).

Les exosomes sont des nanovésicules de 50-100nm induisant un phénotype
invasif. En effet, ils sont chargés en lipides, en matériel génétique (ARNm et miRNA), en
protéines, en diverses héparanes sulfate et protéoglycanes qui vont étre impliqués dans
la progression tumorale (Record et al. 2014; Ratajczak et al. 2006; ].-K. Lee et al. 2013;
Ramani et al. 2013). La sécrétion d’exosomes par les fibroblastes induit la migration des
cellules cancéreuses mammaires via 'activation de la voie Wnt, voie qui est impliquée
dans les cellules métastatiques et lors de la modulation de 'angiogenése (J.-K. Lee et al.
2013; Hoffman 2013; Luga and Wrana 2013). De plus, I'expression a la surface des
exosomes issus des cellules cancéreuses du TGF- [ induit la différenciation des
fibroblastes en CAF qui ont un role important lors de l'invasion et de la progression

tumorale (Webber et al. 2010).

La dissémination cellulaire s’effectue lors de la désorganisation et la perte de
polarisation épithéliale qui est induite par 'absence des contacts entre les cellules. Cette
perte de contact provoquant le détachement et la migration cellulaire. Le programme de
I'EMT est caractérisé par une augmentation de la signalisation mésenchymateuse
comprenant la vimentine, la N-cadhérine ainsi que par une altération de nombreuses
protéines membranaires et intracellulaires comme la E-cadhérine et les glycoprotéines
transmembranaires qui sont responsables de I'adhésion entre les cellules et la polarité
endothéliale (Thiery 2002). L’'EMT est un processus important lors du développement
embryonnaire mais sa dérégulation joue une role important dans la progression du
cancer du sein, en participant au passage d’'un phénotype cancéreux non invasif a invasif
(Mallini et al. 2014).

Dans des conditions physiologiques, la E-cadhérine transmembranaire et la (3-
caténine intracellulaire sont responsables du maintien de l'intégrité de 1'épithélium
grace a la formation d’'un complexe se fixant a 'actine du cytosquelette. Dans les cellules
tumorales, l'absence de ces protéines couplées a l'expression des marqueurs
meésenchymateux comme la vimentine et la fibronectine sont associées a 'EMT induisant

7

ainsi des modifications morphologiques. L’EMT est donc corrélée a la migration,
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I'invasion et la formation de métastases (Mendez, Kojima, and Goldman 2010; Jing Yang
and Weinberg 2008; Craene and Berx 2013). Certains facteurs de transcription comme
Twist, Snail et NF-kB modulent 'EMT en réprimant l'’expression des protéines
endothéliales et en induisant I'expression des protéines mésenchymateuses (Vesuna et
al. 2008; Tsubaki et al. 2013). De plus, il a été montré que les facteurs MAPK, p38, TGF- 3
et PI3K appartiennent aux signaux participant a la régulation des genes impliqués lors

de 'EMT (Blanco et al. 2002; Jing Yang et al. 2004; Grund et al. 2008).

Les propriétés invasives des cellules cancéreuses sont régulées par de nombreuses
voies de signalisation. Ainsi les récepteurs membranaires HER2, EGFR et les récepteurs
couplés a la protéine G activent la voie PI3K/AKT/mTOR induisant ainsi la croissance
cellulaire via I'activation de la prolifération, la survie et 'EMT (Gillham et al. 1999; L.
Zhang, Zhou, and ten Dijke 2013). En effet, mTOR est par exemple capable d’inhiber la
protéine Bcl-2 qui est pro-apoptotique et favorise ainsi la survie (Joensuu, Pylkkanen,
and Toikkanen 1994; Bai and Wang 2014). De plus, lors de la progression tumorale et de
la formation de métastases, PI3K augmente via mTOR I'expression de HIF-1a induisant
'activation de Twist impliquée dans 'EMT (Harada et al. 2009; Mimeault and Batra
2013; Phillips et al. 2005; Nan and Nan 2011).

Les différences moléculaires basées sur le profil d’expression des génes révelent
que le cancer du sein peut étre classé en différents sous-types: luminal A, luminal B,
HER2+, basal-like et triple négatif. Ces sous-groupes prennent en considération le statut
d’expression des récepteurs hormonaux (estrogene, progestérone), le statut HER2 ainsi

que la prolifération des cellules luminales.

Les tumeurs de type luminal A représentent 50 a 60% des tumeurs mammaires.
Elles sont caractérisées par une forte expression des genes codant pour les récepteurs
aux estrogenes ainsi que des genes régulant ces récepteurs comme GATA-3, FOX A1 entre

autres. A I'inverse les génes impliqués dans la prolifération sont exprimés faiblement et
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une absence de surexpression de HERZ est observée. De plus, dans ce type de tumeur,
P53 est muté dans 13% des cas (Boisserie-Lacroix et al. 2013).

Les tumeurs de type luminal B représentent 20% des tumeurs mammaires.
Comparées aux tumeurs de type luminal A, une faible expression des récepteurs aux
estrogenes ainsi qu'une faible expression des genes les régulant sont observées, ce type
de tumeur présente une forte expression des genes régulant la prolifération (Sorlie et al.
2003). Dans ce type de tumeur P53 est muté dans 66% des cas (Boisserie-Lacroix et al.

2013).

Les tumeurs HERZ* représentent 10% des tumeurs mammaires. Elles sont
caractérisées par l'absence des genes associés aux récepteurs aux estrogenes, et
présentent une forte expression du gene HER2 ainsi que des genes associés a la
prolifération. En effet, la surexpression de HER2 induit la croissance tumorale par
I'activation des voies de signalisation MAPK et PI3K/AKT qui augmentent la
prolifération, l'invasion et la formation de métastases (Rimawi, Schiff, and Osborne
2015). Dans ce groupe, P53 est muté dans 71% des cas. Au regard du phénotype ce type
de tumeur est de moins bon pronostic que les tumeurs de type luminal A ou B

(Boisserie-Lacroix et al. 2013).

Les tumeurs basal-like représentent 10% des tumeurs mammaires et sont
présentes dans 56 a 85% des tumeurs triple-négatives (Billar et al. 2010; Whitman,
Albarracin, and Gonzalez-Angulo 2011). Ce type de tumeur est caractérisé par une
absence d’expression des récepteurs aux estrogenes et a une forte expression des genes
impliqués dans la prolifération. Dans ce groupe, P53 est muté dans 82% des cas. Au
regard du phénotype, ce type de tumeur est de moins bon pronostic que les tumeurs de

type luminal A ou B (Boisserie-Lacroix et al. 2013).

Les cancers triple négatif représentent 10 a 30% de tous les cancers mammaires et
70% des tumeurs mutées sur le gene BRCA1 (Billar et al. 2010; Whitman, Albarracin,
and Gonzalez-Angulo 2011). Ces tumeurs sont caractérisées par une absence complete
de I'expression des récepteurs aux estrogenes et a la progestérone ainsi que de HERZ2.

Cette triple négation d’expression de geénes est associée a la forte expression des géenes
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codant les cytokératines et 'EGFR. Au regard du phénotype, ce type de tumeur est tres

agressif et de mauvais pronostic. Les cancers du sein triple négatifs sont souvent

associés aux cancers se développant chez les femmes jeunes.

3 Implication du facteur de transcription ETV4 dans le cancer du

sein

Les facteurs du groupe PEA3 dont fait partie ETV4 ont un réle important dans le
développement embryonnaire puis chez 'adulte via leur implication sur la prolifération,

la différenciation, la migration ainsi que lors du remodelage tissulaire.

En plus de son implication dans le développement de la glande mammaire, ETV4
est associé au cancer mammaire chez la souris (Chotteau-Lelievre et al. 1997; Trimble et
al. 1993; T. Shepherd and Hassell 2001; Kurpios et al. 2003) ainsi que chez 'Homme
(Baertetal. 1997; Yuan et al. 2014).

De nombreuses études ont mis en évidence la surexpression du facteur ETV4 dans
le cancer du sein et la corrélation de cette surexpression avec le stade de la tumeur.
Ainsi, les données de la littératures montrent que I'expression en ARNm d’ETV4 est un
nouveau marqueur de la progression tumorale et de l'effusion maligne (Davidson et al.
2004). En effet, ce facteur de transcription joue un role important lors des processus
d’invasion et lors de la formation des métastases (Bieche et al. 2004; Yuan et al. 2014).
Une étude menée par Kaya met en évidence que la transfection de cellules cancéreuses
mammaires non invasives avec le facteur ETV4 apporte des capacités de motilité et
d’invasion a ces cellules lorsqu’elles sont injectées en sous-cutanée in vivo dans des

souris immunodéprimées (Kaya et al. 1996).

Cependant, une minorité d’études montre que la surexpression du facteur ETV4
est associée a une augmentation de la survie, c’est le cas d’'une publication Japonaise

effectuée sur une faible cohorte de patientes (J, Kinoshita 2002).
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Wntl est un oncogéne mammaire qui code pour un facteur impliqué dans la
signalisation. Lorsqu’il est exprimé, cet oncogene est capable d’induire le
développement d’'une hyperplasie épithéliale puis d'un carcinome dans les glandes
mammaires murines (Tsukamoto et al. 1988). Des études menées a partir de modeles
murins ont permis de mettre en évidence une surexpression du facteur ETV4 dans des
tumeurs développées suite a la surexpression de Wntl (Howe et al. 2001; R. Baker et al.
2010). Ces données indiquent donc un réle important d’ETV4 dans la tumorigenese

mammaire induite par Wnt1 (R. Baker et al. 2010)

Au niveau fonctionnel, la fixation de Wntl au niveau de son promoteur induit la
stabilisation cytosolique de la B-caténine activant ainsi son activité transcriptionnelle
suite a la formation du complexe B-caténine-TCF. Une étude met en évidence un lien
entre la voie Wnt1l/ B-caténine et ETV4. La formation d'un complexe entre ses facteurs
va induire la transcription de génes dont certains sont impliqués dans la tumorigenése
mammaire comme c’est le cas du gene codant pour la cyclooxygenase-2 (COX-2)(Howe
et al. 2001) (Figure 11). Des études réalisées dans d’autres cancers ont aussi mis en
évidence cette synergie entre le facteur ETV4 et la voie Wnt1/ -caténine et 'activation
de gene comme c’est le cas de la MMP-7 dans les tumeurs intestinales (Crawford et al.

2001).
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Tumorigeneése

mammaire

Figure 11: Schéma simplifié montrant la coopération entre la voie Wnt1/f caténine et le
facteur ETV4 dans la tumorigenése mammaire.

La surexpression de 'oncogene HER2 /neu/ ErbB2 est un événement moléculaire
fréquemment retrouvé dans les cancers et notamment dans les cas de tumeurs
mammaires et ovairiennes. Le gene HERZ code pour un récepteur a activité tyrosine
kinase appartenant a la famille des récepteurs de facteurs de croissance, et agit a travers
de nombreuses voies de signalisation comme Ras, PI3K afin d’altérer I'expression de
nombreux genes impliqués dans la tumorigenese. Comme nous avons pu le voir
précédemment les tumeurs mammaires surexprimant 'oncogene Her2 sont de mauvais

pronostic.

De nombreuses études ont mis en évidence une corrélation entre la
surexpression de HER2/neu et celle du facteur de transcription ETV4. Cette association
est rapportée dans 93% des échantillons de tumeurs mammaires HER2 positives (Benz
et al. 1997). De plus, de multiples autres études ont validé la corrélation de
surexpression d’ETV4 et HER2/Neu dans différents modeles : échantillons de tumeurs,
murins ou encore lignées cellulaires cancéreuses mammaires (Baert et al. 1997; Bieche

et al. 2004; Fleming et al. 2004; T. G. Shepherd et al. 2001; Myers et al. 2006).
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Cependant, une étude contradictoire menée sur des lignées cancéreuses
mammaires et ovariennes montre que l'activité du promoteur HERZ/neu peut étre

inhibée par ETV4 de facon dose dépendante (Xing et al. 2000).

Enfin, le lien de régulation positif entre HER2 /neu et ETV4 est mis en évidence
dans différentes publications. En effet, 'étude du promoteur HERZ/neu dans lequel le
site de fixation EBS est muté induit une diminution de I’expression du gene. L’étude de
ce promoteur permet aussi de mettre en évidence une synergie entre ETV4 et c-Jun dans
'activation de HERZ /neu (Matsui et al. 2006). De plus, I'inhibition du facteur ETV4 dans
une lignée de souris transgénique exprimant ErbB2 entraine une formation plus tardive
des tumeurs (T. G. Shepherd et al. 2001). Ces résultats portant sur I’étude du promoteur
et sur des expérimentations in vivo mettent bien en évidence un lien entre le facteur

ETV4 et'oncogene HER2/ neu dans la tumorigenéese de la glande mammaire.

Comme nous l'avons vu précédemment 'expression du facteur ETV4 est régulée par
de nombreuses voies de signalisation et son importance dans la tumorigenese
mammaire est suggérée non seulement par les données mettant en évidence sa
surexpression, mais aussi par la longue liste de génes pro-tumorigenes qu'’il transactive
a son tour. Les genes ainsi régulés par ETV4 vont étre responsables de divers processus

conduisant a la formation et au développement de tumeurs mammaires.

C’est le cas par exemple du gene DBC1 (deleted in breast cancer 1) qui est un
coactivateur des récepteurs nucléaires comme le récepeteur aux oestrogenes (ER:
estrogen receptor) et régule égalemement négativement certaines modifications
épigénétiques, tels que les désacétylases SIRT1 et HDAC3. De plus, DBC1 agit avec le
facteur ETV4 afin d’induire la progression des cancers du sein ER-négatifs (H. J. Kim et

al. 2015).

Le facteur ETV4 va réguler 'expression d’autres génes ayant une implication dans le

développement et la mise en place du cancer du sein.
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La transition épithélio-mésenchymateuse va permettre aux cellules de perdre leur
adhésion cellule-cellule et gagner ainsi en motilité, cela permettant ainsi d’augmenter
leur potentiel métastatique. Lors de cette transition, on observe une diminution des
marqueurs épithéliaux accompagnée d'une augmentation des marqueurs
meésenchymateux. L'implication du facteur ETV4 dans 'EMT est documentée dans de
nombreux cancers comme dans les tumeurs pulmonaires (Upadhyay et al. 2006) ou
ovariennes (Cowden Dahl et al. 2009). De plus, il a été mis en évidence dans le cas du
cancer du sein que le facteur de transcription ETV4 peut étre lui méme régulé au niveau
transcriptionnel par le facteur de croissance TGF-f3, conduisant a I'induction de 'EMT de

cellules épithéliales mammaires (Arase et al. 2017).

Le facteur ETV4 participe a 'EMT lors de la tumorigenese mammaire en régulant

I'expression de nombreux genes.

v" TWIST : lors de 'EMT, TWIST participe a I'inhibition de I'expression de la E-
cadhérine et de la B-caténine qui sont des marqueurs de cellules épithéliales.
Dans les cellules tumorales mammaires, le gene TWIST est activé grace a la
synergie d’action entre le facteur de transcription ETV4 et SRC-1 (steroid
receptor coactivaor-1) (Qin et al. 2009). Ce gene peut aussi étre activé par la
voie Wnt via I'activation d’ETV4 (Howe et al. 1906).

v Cycline : les cyclines sont impliquées dans la régulation du cycle cellulaire au
niveau de la progression de la phase G1. Ainsi les cyclines sont impliquées
dans différentes propriétés cellulaires comme la migration et I'invasion ou
encore la différenciation cellulaire. Une étude menée au sein de notre équipe
a partir de cellules épithéliales mammaires cancéreuses a permis de mettre
en évidence la cycline D2 comme gene cible d’ETV4. De plus, des expériences
de répression d’expression de la cycline D2 ont permis de montrer I'existence
une boucle de régulation négative entre le facteur ETV4 et la cycline D2
(Ladam et al. 2013). Le facteur de transcription ETV4 régule également
I'expression de la cycline D3 et induisant une augmentation de 1’ activité du
cycle cellulaire lors de la formation de tumeurs mammaires (Jiang et al. 2007).

v Snail : Snail induit 'EMT part la répression de la E-cadhérine durant le

développement et la progression tumorale et a I'inverse, son inhibition dans
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des cellules cancéreuses mammaires réverse partiellement 'EMT (Barrallo-
Gimeno and Nieto 2005; Peinado, Olmeda, and Cano 2007). ETV4 controle
I'expression de Snail grace a la présence sur son promoteur de domaine de
fixation. Snail agit donc comme relais du facteur ETV4 dans 'EMT lors de la

tumorigeneése mammaire (Yuen et al. 2011).

Lors du développement de la tumeur, les cellules cancéreuses participent a
différentes interactions avec l'environnement tumoral impliquant la matrice
extracellulaire (ECM), les facteurs de croissances, les cytokines associées a I'ECM ainsi
que les cellules environnantes (cellules endothéliales, fibroblastes...). Les
meétalloprotéases sont des enzymes jouant un role crucial dans la dégradation de

nombreuses cellules d’adhérence, modulant ainsi les interactions cellule-cellule et 'ECM.

v" MMP1 : est une collagénase capable de digérer le collagéne de type I qui est
retrouvé associée aux cellules stromales dans de nombreux cancers du sein
(Heppner et al 1996). Cette enzyme est également sécrétée par de
nombreuses cellules tumorales, incluant des cellules cancéreuses
mammaires tres invasivses les MDA231 (Templeton et al. 1990). De plus, une
étude de l'activité promotrice de MMP1 a permis de mettre en évidence la
présence de sites spécifiques permettant la fixation du facteur de
transcription ETV4 sur cette méme lignée cancéreuse mammaire (Benbow et
al. 1999). Enfin, une recherche menée sur des cellules fibro-cartilagineuses
met en évidence que les sites AP-1 et ETV4 présents sur le promoteur de
MMP1 sont essentiels pour induire 'expression de cette métalloprotéase
(Kapila, Xie, and Wang 2009).

v MMP2 et MMP9: les métalloprotéases 2 et 9 sont des gélatinases associées a
la dégradation osseuse et jouent donc un role important dans la formation
des métastases osseuses notamment dans le cancer du sein (J. Lee et al.
2001). MMP2 est sécrétée principalement par les fibroblastes et les
ostéoclastes et va participer a la dégradation de la membrane basale
(Ohshiba et al. 2003). Quant a MMP9, elle est produite principalement par les
ostéoclastes (Ohshiba et al. 2003) et les cellules du systeme immunitaire

comme les macrophages et les neutrophiles qui ont un role essentiel dans la
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croissance tumorale (Egeblad and Werb 2002; Huang et al. 2002). Les
meétalloprotéases 2 et 9 sont capables de cliver le collagéne de type I, [V et V
et sont importantes pour la dégradation de la matrice osseuse (Bjorklund
and Koivunen 2005) notamment dans le cancer du sein (B. Liu et al. 2016a).
Des études ont permis de mettre en évidence la régulation de ces deux
meétalloprotéases dans le contexte de la tumorigenese mammaire grace a la
formation d'un complexe entre ETV4 et AIB1 (amplified-in-breast-cancer 1)
afin d’induire leur expression (Qin et al. 2008). De plus une corrélation
positive est retrouvée entre les facteurs de transcription ETV4 et MMP2 dans

des échantillons de tumeurs mammaires (Bieche et al. 2004).

4 La métalloprotéase MMP13

Les métalloprotéases matricielles (MMPs) forment une famille de protéases a zinc
qui dégradent la majorité des composants de I'ECM. Les MMPs sont des endopeptidases
comprenant une vingtaine de membres chez 'Homme et sont subdivisées en six groupes
basés sur les spécificités de substrat: collagénases, stomélysines, gélatinases,

matrilysines, les MMPs liées a la membrane (MT-MMP) et les autres (Tableau 2).

Tableau 2: Classification des métalloprotéases.

Groupe Protéine MMP
Collagénase 1 MMP-1
Collagénase Collagénase 2 MMP-8
Collagénase 3 MMP-13
Stromélysine 1 MMP-3
Stomélysine Stromélysine 2 MMP-10
Stromélysine 3 MMP-11
Gélatinase-2 MMP-2
Gélatinase
Gélatinase-9 MMP-9
Matrilysine-1 MMP-7
Matrilysine
Matrilysine- 2 MMP-26
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MT1-MMP MMP14
MT2-MMP MMP15
MT3-MMP MMP16
MT-MMP
MT4-MMP MMP-17
MT5-MMP MMP-24
MT6-MMP MMP-25
MMP-12
MMP-19
MMP-20
Les Autres MMP-21
MMP-23
MMP-27
MMP-28

Les MMPs peuvent aussi étre classées en fonction de leur structure, on trouve ainsi
huit groupes, cinq de MMPs sécrétées et trois de type membranaire. Les MMPs chez les
mammiferes sont composées de deux domaines trés conservés: le pro-domaine et le
domaine catalytique possédant une région conservée (HEXXHXXGXXH) qui comprend
trois histidines permettant la fixation du zinc (Jackson, Nebert, and Vasiliou 2010). On
retrouve aussi d’autres domaines comme le domaine hémopexine connecté au domaine
catalytique, une région charniére entre le domaine hémopexine et le domaine
catalytique ainsi qu’un peptide signal, dont la fonction est de diriger les MMPs vers le
réticulum endoplasmique (Kerkeld and Saarialho-Kere 2003) (Figure 12 A). Les
domaines transmembranaires et cytoplasmiques sont présents dans le groupe des

MMPs transmembranaires (Figure 12 B).
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Figure 12: Domaines et structures des métalloprotéases.

A. Représentation de la strucutre commune des MMPs solubles dans lesquelles on
retrouve le domaine hémopexine, la région charniere, le domaine catalytique, le pro-
domaine et le peptide signal. B. Représentation de la structure des métalloprotéases
transmembranaires présentant en plus un domaine transmembranaire et un domaine
cytoplasmique.

Un des mécanismes permettant de réguler I'activité des MMPs est I'activation de
celles-ci. Les MMPs sont synthétisées sous forme de pro-enzymes inactives avec un pro-
domaine qui sera retiré lors de 'activation. Ce pro-domaine présente un motif conservé
de cystéine proche du domaine catalytique, et une interaction entre les cystéines et les
ions zinc du domaine catalytique permet le maintient de 'enzyme sous une forme
latente. L’activation des MMPs dépend d'un changement de conformation du pro-
domaine qui élimine le résidu cystéine permettant a I'eau d’interagir avec l'ion zinc

contenu sur le site actif (Figure 13).
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Figure 13: Schéma représentant le mécanisme d'activation des métalloprotéases.

Activation des MMPs grace au clivage du pro-domaine apres la cassure du lien zinc-

cystéine qui relie le pro-domaine et le domaine catalytique.

L’activité des MMPs peut aussi étre controlée négativement par des inhibiteurs

endogenes. L’inhibiteur principal des MMPs dans les tissus fluides est la aZ2-

macroglobuline qui est une protéine plasmatique (Sottrup-Jensen and Birkedal-Hansen

1989). L’a2-macroglobuline se fixe aux MMPs et forme un complexe se fixant au

récepteur scavenger permettant d’éliminer de fagon irréversible les MMPs par

endocytose (A. H. Baker, Edwards, and Murphy 2002). Il existe également quatre
inhibiteurs de MMPs appelés TIMPs (TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3, TIMP-4). Les TIMPs sont

des protéines sécrétées mais on les retrouve aussi associées a la membrane ainsi qu’a la

surface cellulaire. Les quatre TIMPs inhibent toutes les formes actives des MMPs (A. H.

Baker, Edwards, and Murphy 2002).

Mandy Dumortier

© 2017 Tous droits réservés.

53

lilliad.univ-lille.fr



. ) . . Thése de Mandy Dumortier, Lille 1, 2017
Introduction : Partie 2 Implication du facteur ETV4 dans la TM

MMP13 est le troisieme membre de la sous-famille des collagénases. Le gene de la
MMP13 a été cloné pour la premiere fois a partir une banque d’ADN complémentaire
derivée d'une tumeur mammaire (Freije et al. 1994a). Ce gene est localisé sur le
chromosome 11 en position q22-23 (A M Pendas et al. 1995) a coté de locus d’autres
MMPs (MMP-1, MMP-7, MMP- 8...) ce qui suggere une évolution ancestrale commune
des MMPs. La taille du gene codant la MMP13 est de 12,5 ko, il est composé de 10 exons
et 9 introns produisant un ARNm de 2,7kb qui permet la synhtése d'une protéine de 471
acides aminés (Alberto M. Pendas et al. 1997).

Une étude de la région proximale du promoteur de MMP13 a permis de mettre en
évidence différents sites majeurs de fixation de différents facteurs de transcription
comme la séquence consensus d’AP-1 en position -50 a -56bp (paires de bases) et un site
ETV4 en position -77 a -83bp (Tardif et al. 1997), ces deux sites sont essentiels pour la
transcription de MMP13. En effet, une étude a permis de démontrer que les facteurs AP-
1 et ETV4 agissent en synergie afin d’activer une transcription optimales de MMP13
(Gutman and Wasylyk 1990). Un autre site OSE-2 (osteoblast specific element) est aussi
identifié sur le promoteur proximal et coopére avec AP-1 afin d’augmenter I'expression
de MMP13 durant la différenciation des ostéoblastes (Winchester et al. 2000). D’autres
facteurs sont impliqués dans la régulation de l'expression de MMP13, c’est le cas de
Cbfal (core binding factor 1) via la site OSE-2 afin d'induire la formation des
ostéoblastes et des chondrocytes (Jiménez et al. 1999). Enfin MMP13 peut étre régulée
par les BMPs (bone morphogenetic proteins) qui sont impliquées dans la formation
osseuse. De nombreuses BMPs (BMPs 2, 4 et 6) inhibent I'expression en ARNm de

MMP13 par les ostéoblastes (Gazzerro, Rydziel, and Canalis 1999).

Différents facteurs de croissance et hormonaux sont impliqués dans I'activation ou

I'inhibition de MMP13.

v" PTH (parathyroid hormone) qui est un facteur impliqué dans 'homéostasie

calcique et est impliqué dans la résorption osseuse en faisant intervenir les
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ostéoblastes et les ostéoclastes. PTH induit une augmentation des ARNm de
MMP13, en effet la stimulation par la PTH d'une culture primaire de cellules
osseuses induit une augmentation des ARNm des collagénases et de la
gélatinase 9 (Witty et al. 1996).

v IGF-I et II (insulin-like growth factors) sont sécrétés par les cellules du
squelette et agissent de fagon autocrine sur la régulation fonctionnelle de la
formation osseuse. Ces deux facteurs stimulent la synthese du collagene de
type 1 squelettique (Canalis et al. 1995). Le traitement d’'une culture
cellulaire d’ostéoblates avec les IGF- I et Il induit une diminution en ARNm
des collagénases dont fait partie MMP13 (Canalis et al. 1995; Delany,
Rydziel, and Canalis 1996).

v" TGF-B1 (transforming growth factor f1) influence a la fois I'environnement
cellulaire et la production des MMPs. Dans les ostéoblastes, TGF-1 accélere
la dégradation des ARNm de MMP13 en diminuant leur demie vie qui
passent ainsi de 6,25 a 2 heures et diminue aussi leur expression génique

(Rydziel, Varghese, and Canalis 1997).

Les cytokines majeures impliquées dans la régulation de MMP13 sont les
interleukines (IL) 1 et 6 ainsi que le TNFa (tumor necrosis factor alpha). II-1, I1-6 et
TNFa sont impliqués dans la formation des ostéoclastes et donc dans la résorption
osseuse grace a 'augmentation de l'expression en ARNm de certaines MMPs comme
MMP13, MMP2, MMP9 et MMP3 (Kusano et al. 1998; Borden et al. 1996). La régulation
de 'ARNm de MMP13 par II-1 passe par les voies p38, JNK et NF-kB (Mengshol, Vincenti,
and Brinckerhoff 2001).

MMP13 appartient au groupe des collagénases et clive différents types de

collagene interstitiel :

v de type I: le plus abondant, il compose les ligaments, les tendons, les os ;

v' de type Il : représente plus de 50% des protéines du cartilage ;
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v de type III : renforce les parois des structures creuses comme le cceur, les

arteres, l'intestin et I'utérus.

Le clivage du collagene par MMP13 s’effectue au niveau d'un site
spécifique situé au % du fragment de collagene et produit ainsi deux fragments 3% et %
(Knauper et al. 1996). MMP13 clive le collagene de type Il cinq fois plus rapidement que
le type I et six fois que le collagene de type III (Knduper et al. 1996). MMP13 est la
collagénase qui possede la meilleure capacité de dégradation du collagene. En effet,
'activité de MMP13 pour dégrader le collagene de type Il est 10 fois plus importante que
celle de MMP1 (Mitchell et al. 1996). De plus, parmis toutes les collagénases c’est
MMP13 qui possede la meilleure capacité de dégradation de la gélatine, en effet, MMP13
dégrade la gélatine 44 fois plus efficacement que MMP1 et 3 a 8 fois plus efficacement
que MMP8 (Knauper et al. 1996).

D’autres composants de 'ECM sont susceptibles d’étre dégradés par MMP13,
comme les aggrécans (Fosang et al. 1996), la tenascine C (Knaduper et al. 1997) ainsi que

les fibrillines et les microfibrilles (Hindson et al. 1999).

Parmi toutes les collagénases, MMP13 est considérée comme ayant un role
important dans la biologie squelettique en raison de sa présence exclusive dans le
squelette lors du développement embryonnaire, au niveau des plaques de croissance
cartilagineuses et dans les centres primaires d’ossification. L’étude de I'expression de
MM13 lors du développement embryonnaire a mis en évidence une expression précoce
dés 4 semaines de gestation au niveau des cellules mésenchymateuses du cordon
ombilical (Nina Johansson et al. 1997; Stahle-Backdahl et al. 1997). A partir de la 10¢me
semaine et tout au long de la gestation, MMP13 est exprimée dans les vaisseaux
sanguins périostés et lors de l'ossification primaire des os longs (Stahle-Backdahl et al.
1997)

La technique d’hybridation in situ a mis en évidence des transcrits de MMP13 au
niveau des cartilages hypertrophiques des vertéebres de la colonne vertébrale, dans
I'extrémité des cotes dorsales subissant une ossification ainsi que dans les ostéoblastes
et dans les cellules périostiques lors de la 15¢me semaine du développement osseux

feetal (Nina Johansson et al. 1997). Puis, lors de la 16éme semaine de gestation, les ARNm
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de MMP13 sont détectés dans les ostéoblastes et les fibroblastes de l'os calcaire du
crane. Aucune expression de cette métalloprotéase n’est détectée dans les autres tissus
feetaux (peau, poumon, muscles...) (Nina Johansson et al. 1997). Chez I'adulte MMP13
est exprimée de nouveau lors des processus de remodelage du squelette et lors de la
formation osseuse (Stdahle-Backdahl et al. 1997).

Cette meétalloprotéase est donc impliquée pendant les étapes d’ossification
primaire, lors du développement embryonnaire ainsi que dans le remodelage des tissus

chez I'adulte.

La métalloprotéase MMP13 est détectée dans de nombreuses conditions
inflammatoires : dans I'athérosclérose, la cicatrisation, ainsi que dans l'ostéoarthrite et
I'arthrite rhumatoide. Une implication de cette collagénase 3 dans la dégradation du
cartilage est mise évidence grace a la détection de son expression dans du cartilage
d’ostéoarthrite (Mitchell et al. 1996). Ces résultats ont aussi été confirmés par la
présence de l'expression de MMP13 au niveau de la membrane synoviale des patients
atteints de rhumatisme et d’arthrose (Wernicke et al. 1996). Enfin, I'utilisation d'un
inhibiteur spécifique de MMP13, le RS 102, 481(Billinghurst et al. 1997), met en
évidence une diminution de la libération des peptides issus de la dégradation du
cartilage lors de 'arthrose (Billinghurst et al. 2000), ainsi la détection de I'expression de
MMP13 suggere que cette enzyme joue un réle dans la dégradation du collagéne présent

dans le cartilage et donc joue un role dans cette pathologie.

4.5.2.1 Cancer de la téte et du cou
Les carcinomes a cellules squameuses (SCC) de la téte et du cou sont des tumeurs
malignes ayant une grande capacité a envahir et a métastaser. Une analyse effectuée par
Johansson et ses collaborateurs a permis de mettre en évidence I'expression de MMP13
dans les SCC de la téte et du cou. Les ARNm de MMP13 sont ainsi détectés dans 22
lignées cellulaires de SCC sur 29, dont 14 sur 15 sont des lignées cellulaires primaires de

SCC et dont 8 sur 14 sont des lignées cellulaires de SCC capables de former des tumeurs
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et des métastases (N Johansson et al. 1997). De plus, MMP13 est aussi détectée dans les
échantillons tumoraux de SCC en comparaison aux tissus de peau ou de muqueuses
orales ou l'expression de cette métalloprotéase n’est pas retrouvée (N Johansson et al.
1997; Cazorla et al. 1998). Enfin, la surexpression de MMP13 dans ces cancers est
associée a une invasion localement avancée de la tumeur suggérant que cette
meétalloprotéase contribue a la progression et qu’elle peut étre considérée comme un

marqueur de mauvais pronostic (Cazorla et al. 1998; Etoh et al. 2000; Osako et al. 2016).

4.5.2.2 Cancer de la peau

Le mélanome est le cancer de la peau le moins fréquent mais le plus agressif, c’est
la cause principale de décés par cancer de la peau, en effet le mélanome induit la
formation de meétastases. De toutes les collagénases, seule I'expression de MMP1 et
MMP13 est corrélée avec la progression du mélanome et a la formation précoce de
meétastases. Une premiere étude de Airola et collaborateurs montre que MMP13 est
exprimée dans les cellules de carcinome de I'épiderme et qu’elle est associée a la
différenciation de ces cellules (Airola et al. 1997). D’autres études ont ensuite conforté
ces résultats, et ont mis en évidence une expression de MMP13 dans les mélanomes
malins présentant une grande capacité d’invasion locale (Airola et al. 1999; Varani et al.

2000; Serini et al. 2016).

4.5.2.3 Cancer du sein

MMP13 a été cloné pour la premiere fois a partir une banque d’ADN
complémentaire dérivée d’'une tumeur mammaire (Freije et al. 1994b), son expression a
ensuite été observée dans différentes tumeurs malignes. L'analyse de I'expression de
MMP13 montre une localisation au niveau de l'endothélium entourant la tumeur
mammaire ce qui suggere un role important dans la modulation et la dégradation de
I'ECM lors du développement du cancer du sein (Freije et al. 1994b; Uria et al. 1997).
Depuis, d’autres études ont montrées l'implication de la MMP13 dans le cancer
mammaire, que ce soit au niveau du statut d’expression, au niveau de son association a
la progression tumorale ou au niveau du caractere métastatique (Rizki et al. 2008;
Vargas et al. 2012). Ainsi, la surexpression de MMP13 est retrouvée dans les cellules
cancéreuses tres invasives comme les MDA-MB-231 en comparaison aux cellules
cancéreuses mammaires moins invasives comme les T47D, les MCF-7 et les BT-20

(Balduyck et al. 2000; Lafleur et al. 2005). Cette corrélation est aussi confirmée par la
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technique d’immunohistochimie effectuée a partir d’échantillons de tumeurs
mammaires et met en évidence un lien entre une forte expression de MMP13 et la
diminution de la survie (B. Zhang et al. 2008a). La surexpression de MMP13 dans une
lignée cancéreuse prostatique montre une augmentation de la migration cellulaire, de
I'angiogeneése et participe aussi au potentiel métastatique des cellules (H. Li et al. 2014;
Folgueira et al. 2013; L. Wang et al. 2012a; Swamydas et al. 2013). A linverse,
I'inhibition de celle-ci réverse ces effets (L. Wang et al. 2012b; Swamydas et al. 2013).
Enfin, I'expression de la MMP13 a pu étre corrélée a celle de 'oncogenese HER2/Neu et
a la présence des métastases dans les ganglions lymphatiques (B. Zhang et al. 2008a) et
participe au développement des métastases osseuses grace a la différenciation et
'activation des ostéoclastes (Pivetta et al. 2017). Ainsi une surexpression de cette
meétalloprotéase entraine une baisse de l'espérance de vie moyenne. MMP13 est
considérée comme un marqueur de mauvais pronostic (B. Zhang et al. 2008a) et comme

un nouveau marqueur de diagnostic potentiel du cancer du sein (H.-]. Chang et al. 2009).
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Partie III: Implication du facteur ETV1 dans le cancer de la

prostate (CaP)

1 La glande prostatique

1.1 Organogenese prostatique
L’organogenése prostatique est un processus complexe qui est d’abord induit par
la présence d’androgéne puis poursuivit par des interactions entre le mésenchyme et
I’épithélium. La formation de la prostate s’effectue par morphogenese de branchement
via la formation des bourgeons épithéliaux a environ 10 semaines de gestation chez
I'homme (Kellokumpu-Lehtinen, Santti, and Pelliniemi 1980). Celle-ci s’effectue sous
I'influence continue des androgenes lors de son développement puis apres la naissance

ainsi que lors de la puberté période a laquelle la prostate atteint sa taille mature.

1.2 Différents types cellulaires de la prostate
La prostate est une glande masculine de quelques centimetres, située au dessous
du péritoine entre le diaphragme pelvien et la cavité péritonéale.
L’épithélium prostatique est composé de cellules ayant des morphologies

distinctes (Figure 14), il est composé :

» De cellules luminales qui expriment les cytokeranines 8 et 18 sécrétent des
protéines comme l'antigéne spécifique de la prostate appelé PSA (A. Y. Liu
et al. 1997; Y. Wang et al. 2001). Ces cellules expriment fortement les
récepteurs aux androgenes (AR), qui sont exprimés a la surface de presque
toutes ces cellules (El-Alfy et al. 1999; Abate-Shen and Shen 2000).

» De cellules basales situées qui forment une fine couche de cellules entre les
cellules luminales et la membrane basale. Ces cellules expriment
faiblement AR (El-Alfy et al. 1999).

» De cellules neuroendocrines qui sont aussi présentes en faible quantité au
niveau basal. Elles expriment des protéines sécrétées comme des

neuropeptides ou d’autres hormones (Abrahamsson 1999).
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Sous I'épithélium prostatique se trouve le mésenchyme qui est lui aussi composé

de différents types cellulaires :

» De cellules musculaires lisses qui longent I'épithélium et sont capables de se
contracter afin de permettre la libération des fluides synthétisés par la
prostate (Hayward et al. 1996).

» De fibroblastes matures qui sécretent dans la matrice extra-cellulaire des

glycoprotéines et des protéoglycanes.

D’autres éléments composent aussi le stroma comme les vaisseaux sanguins et

lymphatiques, des nerfs ainsi que des cellules immunitaires.

L’ensemble de ces cellules composant 1 ‘épithélium et le stroma forment des

glandes tubulo-alvéolaires qui composent la prostate.

Sécrétions

Cellule luminale

Cellule basale

Epithélium l

Membrane basale

Stroma Muscle lisse

Fibroblaste

Cellule
Neuroendocrine

Figure 14: Composition cellulaire de la prostate.

La protate est composée de deux compartiments, I'épithélium qui est en contact de la
lumiere de la glande et le stroma situé sous I'épithélium. Ces deux compartiments sont
composés de différents types cellualires.
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1.3 Anatomie de la prostate

C’est en 1968 que le concept de subdivision de la prostate en différentes zones
apparait grace aux travaux de 'urologue John E. McNeal mettant en évidence trois zones
prostatiques : la zone centrale (CZ), la zone de transition (TZ) et la zone périphérique

(PZ) (Figure 15)(McNeal 1968).

Ejaculatory duct cz Central zone
fz Fibromuscular zone

tz Transitional zone
pz Peripheral zone
pgr Periurethral gland region

Figure 15: Schéma représentant les différentes zones de la prostate.

Représentation des différentes zones présententes dans la prostate, en orange (PZ) est
représentées la zone périphérique, en jaune (TZ) la zone de transition et en bleu la zone
centrale (CZ) (Adapté d’apres: De Marzo et al., 2007).

Ces zones ont différentes origines embryonnaires et sont identifiables grace a leur
histologie, leur anatomie ainsi que par leurs fonctions biologiques. La CZ est décrite
comme étant un tissu glandulaire, constituant la plus grande partie a la base de la
prostate et entourant les conduits éjaculateurs. La PZ constitue le reste de la glande et
entoure la majeure partie de la CZ ainsi que la partie distale de I'uretre. Ces deux zones
présentent des différences histologiques au niveau du stroma ainsi que de la structure
glandulaire (Selman 2011; Aaron, Franco, and Hayward 2016). La TZ est la plus petite
zone et représente moins de 5% de la prostate normale (Aaron, Franco, and Hayward
2016). Au niveau clinique, la prostate est aussi décrite comme possédant deux lobes

latéraux, séparés par un sillon central, ainsi que d’'un lobe moyen.
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La prostate est une glande importante du systeme reproducteur masculin. Elle est
composée de deux compartiments qui sont le stroma et I'épithélium qui ont différents
roles en fonction des voies de signalisation permettant ainsi le développement et une
homeéostasie normale de la prostate (Nieto, Rider, and Cramer 2014). La fonction
principale du compartiment stromal de la glande prostatique est d’assurer un
microenvironnement spécifique pour le compartiment épithélial. Les cellules
épithéliales ont une fonction qui est principalement glandulaire, en effet les cellules vont
sécréter un fluide qui compose un-cinquieme a un-tiers du volume d’éjaculat (Verze, Cai,
and Lorenzetti 2016). Le fluide prostatique participe donc avec la sécrétion de fluides
prouduits par d’autres glandes accessoires masculines (vésicules séminales et glandes
bulbo-urétales) a la fertilité masculine. Le fluide produit par la prostate contient de
nombreux facteurs controlant le processus d’éjaculation et régule des protéines
permettant 'activation de la maturation du sperme. Ces facteurs sont importants pour la
liquéfaction du sperme, le cycle de coagulation et la motilité des spermatozoides (Gilany
et al., 2015). Dans les protéines sécrétées par la prostate, on trouve les kallikréines
(KLKs : kallikreines) qui sont une famille de 15 protéases sérines incluant le PSA (PSA :
postate specific antigen) ainsi que d’autres facteurs comme le citrate et le Zn?*(Kalinska
et al. 2016). En effet, la prostate accumule le Zn?* dans les cellules épithéliales qui va
dans un premier temps bloquer le cycle de Krebs conduisant ainsi a une accumulation
de citrate, le citrate va alors agir comme un substrat énergétique pour le sperme en
induisant 'augmentation de la production d’ATP (Medrano et al. 2006). Dans un second
temps, le Zn?* va inactiver temporairement les KLKs qui sont activées suite a
’éjaculation (Kalinska et al. 2016). L’accumulation du Zn?* et du citrate, I'inhibition du
cycle de Krebs et la libération du fluide prostatique sont régulées par les stéroides
sexuels males qui agissent via les récepteurs aux androgenes (AR)(Verze, Cai, and

Lorenzetti 2016).

La prostate va donc participer a la fertilité grace a la sécrétion de nombreux facteurs

participant entre autre a la motilité des spermatozoides.
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2 Généralités sur le cancer de la prostate

La prostate peut étre le site de formation de deux pathologies: I'hyperplasie
prostatique bégnine (BPH) et le cancer de la prostate (CaP).

Le CaP est un adénocarcinome qui se développe lentement et est localisé au
début de la maladie, 'age médian de son diagnostique est de 66 ans il est donc retrouvé
chez les populations agées. Cependant 1'dge médian de mortalité survient plus
tardivement vers 80 ans, cette mortalité est causée par la formation de métastases.

Le cancer de la prostate est le cancer le plus fréquent chez I'homme, c’est aussi la
deuxiéme cause de mortalité par cancer dans les pays les plus développés (Amérique du
Nord, Europe du Nord et de I'Ouest) (Siegel, Naishadham, and Jemal 2013). En effet, 181
000 nouveaux cas et 26 000 déces ont été comptabilisés aux Etats Unis en 2016
(‘American Cancer Society; 2016’; Siegel, Naishadham and Jemal, 2013). Cependant,
comme le montre le tableau établi par I’Association Francgaise d’Urologie, une
augmentation de l'incidence du CaP est observée ces dernieres décennies, cependant le
taux de mortalité lui varie tres peu (Tableau 3). Cette augmentation du nombre de cas
de CaP s’explique par une détection plus précoce de la maladie, de ce fait cette
prévention de détection induit un meilleur suivi des patients et donc un nombre

constant voir une diminution de la mortalité proportionellement a I'incidence.

Tableau 3: Evolution de l'incidence et des décés par CaP en France de 1980 a 2000
(Données extraites du site de I’Association Francaise d’Urologie)

1980 1985 Année 1990 1995 2000
Incidence
10856 14132 19499 27513 40309
(Nombre de cas)
Mortalité
6979 7852 8790 9575 10004

(Nombre de cas)

De plus, des disparités d’incidence sont observées en fonction de l'origine des
populations. En effet, on observe une augmentation du développement d’'un carcinome

prostatique dans les populations afro-américaines avec une incidence qui passe de 120 a
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200 cas pour 100 000 hommes, en comparaison a la population américaine blanche
(Barry and Simmons 2017). En parallele, une augmentation de la mortalité est aussi
retrouvée entre ces deux populations avec une incidence qui passe de 44 déces pour 100
000 homme afro-américains a 19 déces pour 100 000 hommes blancs (Barry and
Simmons 2017). Au contraire on observe une diminution du développement ainsi que de
la mortalité causée par le CaP dans les populations asiatiques avec une incidence
passant de 19 a 9 déces pour 100 000 cas, en comparaison a la population blanche
(Barry and Simmons 2017). Ces données laissent a penser que le style de vie ainsi que
I'alimentation pourraient avoir une influence sur le risque de développer un CaP.
Cependant une étude portant sur la relation possible entre le risque de développer un
CaP en fonction de la nourriture, I'importance et l'activité physique n’a pas permis
d’établir de lien réel (Markozannes et al. 2016). D’autres hypotheses peuvent expliquer
ces différences comme les antécédents familiaux, en effet on observe une augmentation
du risque de développer un CaP si celui-ci s’est développé chez un proche de premier

degré (Watkins Bruner et al. 2003).

Le cancer de la prostate ayant un développement lent et étant asymptomatique au
début de la maladie, un dépistage peut étre effectué chez les hommes le souhaitant a
partir de 50 ans ou a partir de 45 ans chez ceux ayant des antécédents familiaux de
cancers hormonaux dépendants.

Deux examens sont retrouvés en premiere ligne:

» Le toucher rectal, permettant au médecin de déceler des éventuels
changements de taille, de consistance ou de forme de la prostate. Cet
examen est recommandé avant le dosage du PSA total (Gosselaar et al.
2008).

» Le taux de PSA total dosé dans le sang peut indiquer en cas d’augmentation
le risque de développer un CaP. Cependant, le dosage systématique du PSA
est controversé car il peut entralner un surdiagnostic et donc un
surtraitement de la maladie. Le dosage du PSA peut cependant servir
d’indicateur pour la deuxieéme ligne de dépistage qui est la biopsie ainsi que

pendant le suivi de I’évolution de la maladie apres traitement.
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D’autres biomarqueurs pouvant étre dosés dans le sang ou les urines peuvent étre

utilisés afin de diagnostiquer le CaP.

1 Le PHI (PHI: Prostate Health Index) peut étre dosé dans le sang; il existe une
corrélation entre son expression, le taux de PSA et le stade de développement du
cancer de la prostate. Le PHI a recu les approbations de 'EMA (agence européenne
des médicaments) et de la FDA en 2012 (Food and Drug Administration) et peut
donc étre utilisé comme biomarqueur dans le cadre du dépistage du CaP (Loeb and
Catalona 2014; Ferrer-Batallé et al. 2017).

2 Le 4Kscore, qui correspond au dosage de quatre KLKs dans le sang sont aussi des
biomarqueurs potentiels en attente d’accréditation CLIA (Clinical Laboratory
Improvement Amenment). Un algorithme établi a partir du dosage de quatre KLKs
comprenant le PSA total, le PSA libre, le PSA intact et le KLK2 (kallikrein related
peptidase 2) permet d’obtenir des informations sur le stade et I'agressivité de la
maladie (Punnen, Pavan, and Parekh 2015).

3 Le PCA3 (Prostate Cancer Antigen 3) est fortement exprimé chez les patients ayant
un CaP. Cette longue chaine d’ARN non codante est un biomarqueur pouvant étre
dosé dans les urines des patients et sa concentration est indépendante de la taille de
la prostate ainsi que du niveau de PSA total dans le sang (Wei et al. 2014).
L’utilisation du PCA3 en tant que biomarqueur est approuvée par la FDA depuis

2012.

Ainsi, I'utilisation des différents biomarqueurs peut aider a distinguer les formes

agressives ou non de CaP et permettent également d’affiner le diagnostic clinique.

Une biopsie peut ensuite étre nécessaire afin d’établir le diagnostic dans le cas ou
le patient présente une anomalie de la prostate lors du toucher rectal ou alors un taux de

PSA élevé.

Une fois le cancer détecté, celui-ci doit étre classé en fonction du stade de la maladie
dans le but de mettre en place la thérapie la plus adaptée. Cette classification est

effectuée par un anatomopathologiste qui utilise différentes classifications possibles.
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Le premier systeme de classification des grades de cancer de la prostate basé sur
'aspect histopathologique fiit développé en 1966 par le Dr. Donald Gleason (Gleason
1966). Cette classification se divise en cinq grades en fonction de la différenciation des
cellules ; moins elles sont différenciées, plus le grade est élevé et plus le cancer est
agressif (Figure 16). Lors de I’étude histopathologique, différents grades peuvent étre
identifiés, les deux grades les plus représentés sont alors additionnés pour donner le
score de Gleason. Le score peut ainsi varier de 2 a 10, il est noté de 1-1 jusqu'a 5-5

(Tableau 4).

Petites glandes bien différenciées.
Foyers circonscrits.

°TT¥1 Glandes réguliéres en taille
et en forme.
Foyers a bords mal définis.

[HELER] Glandes de taille, de forme variables.
o-—% Espacements irréguliers.
\ Foyers a bords trés irréguliers.
o ﬁ gi‘“%
4 - i g “. =N Grade4 Glandes fusionnées, massifs et cordons
a Ve 7N . irréguliers.
v aa A2 o
5 W OR7L L TN

L LS >4
12 Yy ~
Q > 4 '\\\c e [ERIPH Disparition des structures glandulaires.

Figure 16: Représentation des différents grade de Gleason.
(Figure extraite de: http://prostanet.com)

Depuis son apparition, ce score de Gleason a été mis a jour a deux reprises tout
d’abord en 2005 (Epstein et al. 2005) puis en 2014 (Epstein et al. 2015) lors de deux
conférences de la société internationale des pathologies urologiques (ISUP:

international society of urological pathology).
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Lors de la premiére conférence en 2005, les modifications apportées sont les

suivantes :

- La suppression du score de 2 (1-1) et la limitation quant a I'utilisation des
scores 3 et 4.

- Le grade 4 a été redéfini, il comprend maintenant en plus des glandes
fusionnées et massives, les petites glandes mal formées et dont la lumiere est

difficilement visible.

La deuxieme conférence de 2014 a permis de rectifier d’autres défauts
persistants dans cette classification. Ainsi différents groupes pronostiques ont été
définis (Tableau 4).

Tableau 4: Nouvelle classification de Gleason
Nouveaux

Score de Gleason Caractéristiques
Grades

Groupe 1 Score de Gleason < 6 Glandes individuelles et bien formées

(3+3)
Groupe 2  Score de Gleason 7 Dominance de glandes bien formées mais
(3 majoritaire) présence de glandes mal formées/ fusionnées/
cribiformes
Groupe 3  Score de Gleason 7 Dominance de glandes mal formées/
(4 majoritaire) fusionnées/ cribiformes, avec peu de glandes
bien formées
Groupe 4  Score de Gleason 8 Présence uniquement de glandes mal formées
(4+ 4,3+ 5,0u 5+ 3) Ou prédominance de glandes bien formées avec
perte de formation glandulaire
Ou prédominance de mauvaise formation
glandulaire avec quelques glandes bien formées
Groupe 5 Score de Gleason 9 Perte de formation glandulaire avec la présence
ou 10 ou non de glandes mal formées/ fusionnées/
cribiformes
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Cette nouvelle classification en 5 groupes permet ainsi de différencier les scores

de Gleason 3 et 4 qui sont majoritaires et auparavant considérés comme identiques,

mais aussi de différencier les scores de Gleason allant de 8 a 10 qui étaient auparavant

tous caractérisés de « haut grade » méme s’ils présentent un pronostic différent. Depuis,

cette classification a été validée par différentes études et l'utilisation de celle-ci est

recommandée (Epstein et al. 2016).

La deuxiéme classification est appelée TNM, elle est couramment utilisée pour

déterminer le stade tumoral du cancer de la prostate. Cette classification peut étre

utilisée au départ lors du diagnostic, puis pendant le traitement et enfin en cas de

récidive. Cette classification s'intéresse a la tumeur primitive: T, aux ganglions

régionaux : N et ala présence ou non de métastases : M (Tableau 5).

Tableau 5: Classification TNM pour le cancer de la prostate.

T: Tumeur TO Tumeur primitive absente ou non retrouvée
T1 Tumeur non palpable au toucher rectal, ni visible en imagerie
Tla Tumeur occupant moins de 5% du tissu réséqué, score Gleason <7,
absence de grade 4/5
Tib Tumeur occupant plus de 5% du tissu réséqué, score Gleason =7 ou
présence de grade 4/5
Tumeur observable sur biopsie prostatique aprés augmentation de la valeur
Tic
du PSA
T2 Tumeur limitée a la prostate
T2a Tumeur atteint la moitié d'un lobe ou moins
T2b Tumeur atteint plus de la moitié d‘un lobe
T2c Tumeur atteint les deux lobes
T3 Tumeur s’étend au-dela de la prostate
T3a Extension extra-prostatique uni- ou bilatérale
T3b Tumeur atteint les vésicules séminales uni- ou bilatérale
T4 Tumeur fixée ou atteignant d’autres structures que les vésicules
séminales (ex: rectum)
N: Ganglions Nx Ganglions régionaux non évalués
Régionaux
NO Absence de métastases ganglionnaire dans la région prostatique
N1 Atteinte des ganglions dans la région prostatique
N1 mi Présence de métastases ganglionnaires
oM MO Absence de métastases a distance
Métastases
M1 Métastases a distance
Mila Atteinte des ganglions non régionaux
M1b Atteinte osseuse
Mic Autres sites avec ou sans atteinte osseuse
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Les tumeurs seront ensuite classées en 4 stades qui vont du cancer le moins

avancé au plus avancé:

> Stadel, cancer localisé : T1 ou T2a, NO, MO
» Stade 2, tumeur plus avancée : T2b/c, NO, MO
» Stade 3, tumeur étendue en dehors de la prostate : T3 ou T4, NO, MO

» Stade 4, cancer métastatique comprenant tous les T, tout les N et M1

On trouve également une troisieme classification appelée classification d’Amico ,
elle fait suite aux précédentes et va permettre une distinction des différentes tumeurs
prostatiques en fonction de 3 criteres qui sont : le dosage du PSA, le score de Gleason et
la classification TNM, dans le but de définir le risque de progression biologique de la
maladie ainsi que la mortalité apres traitement (D’Amico et al. 1998, 2003).

Trois groupes sont ainsi définis :

» Les cancers a faible risque:
- TNM: <T2a (et)
- PSA(ng/ml):<10 (et)
- Score de Gleason: < 6
» Les cancers a risque intermédiaire :
- TNM: T2b (ou)
- PSA (ng/ml) : 10- 20 (ou)
- Score de Gleason : 7
» Les cancers a risque élevé :
- TNM: =T2c (ou)
- PSA (ng/ml): > 20 (ou)

- Score de Gleason: = 8

Une fois la tumeur détectée et classifiée, le but sera de la traiter avec la stratégie la
mieux adaptée. Pour cela, le comité de cancérologie de I’Association francaise d'urologie
établi des recommandations spécifiques pour la prise en charge du CaP. Il existe de

nombreuses thérapies, plus ou moins invasives et avec plus ou moins d’effets
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indésirables. Ces différentes thérapies pouvent étre utilisées seules ou combinées

(Tableau 6).
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Tableau 6: Différentes options de traitement en fonction du stade tumoral

Stade de la maladie/ Etat Possibilités de traitement
du patient

¢ Traitement immédiat: prostatectomie total (patient

ayant surie >10 ans), radiothérapie, curiethérapie

e Surveillance active de type « Watchfull Waiting »

e Surveillance active pour patient avec probabilité survie
> 10 ans

e Cryothérapie et HIFU pour les patients ne pouvant
relever d’une chirurgie ou radiothérapie
¢ Traitement focal (lors d’essais clinique)
e Traitement hormonal non recommandé

Faible risque

e Surveillance simple de type « Watchfull Waiting » pour
les patients avec une probabilité de survie courte
e Prostatectomie totale avec ou sans curage (patient
avec probabilité survie > 10ans)
e Radiothérapie 74 a 78 Gy seule ou couplé a une
privation androgénique courte (4- 6 mois)
e Curiethérapie

e Cryothérapie et HIFU pour les patients ne pouvant
relever d’une chirurgie ou radiothérapie
e Traitement focal (lors d’essais clinique)
e Traitement hormonal non recommandé

Maladie localisée

Risque intermédiaire

e Hormono- radiothérapie
¢ Hormonothérapie longue (2 ou 3 ans)
e La prostatectomie pour CaP de haut risque ou
localement avancé, a envisager dans le cadre d’'une
approche multimodale

Haut risque

¢ Différentes homonothérapies sont proposées:
immédiate, retardée, continue, intermittente
e Hormono- chimiothérapie en cas de forte masse
Hormono-naif tumorale
e Traitement local non recommandé en dehors d’un
protocole de recherche clinique
e Médicaments ciblant I'os non recommandé

Approche multidisciplinaire
- En 1¢re |igne:
e Possibilité de souscrire un anti-androgéne de 1
génération
e Si blocage androgénique complet avec anti-androgéne
de 1re génération > l'arréter
e Si patient peu ou pas symptomatiques et sans
Maladie métastatique métastases viscérale > hormonothérapie de 2¢
génération
¢ Si tumeur indifférenciée, neuroendocrine, présence de
métastases viscérales ou osseuses, d’un échappement
Résistante a la castration rapide aprés hormonothérapie - chimiothérapie
- En 2éme Jigne:
e Tenir compte de la premiére ligne est des résistances
croisées entre abiraterone et enzalutamide
e Chimiothérapie si la premiére ligne de traitement était
une hormonothérapie
e En cas de métastases osseuse: radium -233 est une
option avant ou apreés le docétaxel
e Si progression avec docétaxel, utiliser en deuxiéme
ligne de cabazitaxel, I'acétate d’abiraterone ou
I’enzalutamide

Bon état général Traitement standard

¢ Traitement standard si la vulnérabilité est réversible

Maladie chez suiet Vulnérable e Traitement adapte si la vulnérabilité n’est pas
Al e réversible
agé
Fragile Traitement adapté
Etat général médiocre Traitement palliatif
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v Le CaP a un développement lent, le traitement de la maladie n’est donc pas
nécessairement utile lors de sa détection si celui-ci est asymptomatique et
qu’il présente un faible risque d’évolution. En effet, les traitements étant
souvent invasifs et ayant des effets secondaires il est préférable chez les
sujets agés de ne pas traiter la tumeur.

v" Dans le cas de la surveillance active, cela consiste a décaler le début du
traitement tout en contrdlant I'évolution de la maladie afin qu’elle reste
dans une fenétre curable. Des études cliniques ont validé cette approche
dans les cas de cancer localisés a faible risque.

v Enfin l'abstention de surveillance clinique encore appelé « Watchful
Waiting » concerne les hommes dont la pathologie est incurable. Dans ce

cas un traitement a visée palliatif est instauré en cas de symptome.

La prostatectomie totale (PT) est indiquée chez les patients ayant une espérance
de vie supérieure a 10 ans et présentant un cancer localisé de risque faible ou
intermédiaire. Cependant, elle peut aussi étre indiquée dans le cas d'un traitement
multimodal pour les tumeurs de haut risque selon la classification d’Amico. De plus, lors
de l'intervention chirurgicale de PT chez les patients des groupes intermédiaire et élevé
peut étre effectué le curage ganglionnaire qui consiste a l'exérese des ganglions ilio-
obturateur, iliaques internes et externes bilatéraux allant jusqu’a la bifurcation iliaque.
Cette technique permet d’améliorer la classification de la tumeur grace a I'identification
des ganglions positifs (Heidenreich, Ohlmann, and Polyakov 2007).

L’'incontinence urinaire ainsi qu’'un dysfonctionnement érectile sont les deux
complications majeures de la PT. Afin d’améliorer la qualité de vie des patients, les
bandelettes neurovasculaires accolées a la prostate peuvent étre préservées dans le cas

de cancer de risque faible ou intermédiaire, cela permet ainsi une récupération de leur

fonction érectile (Gontero and Kirby 2005).
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La curiethérapie est une technique qui consiste a irradier directement la prostate
grace a l'implantation permanente de grains d’iode 125. C’est une technique peu
invasive utilisée pour le traitement des cancers de faible risque ou risque intermédiaire

en suivant la classification d’Amico.

Cette technique est a visée curative et contrairement a la curiethérapie, la
radiation s’effectue de 'extérieur. La zone irradiée comprend I'’ensemble de la prostate
et parfois les vésicules séminales pour les groupes a risque intermédiaire et haut. La
radiothérapie (RT) est une technique conformationnelle, tridimensionnelle avec si
possible une intensité modulable. La modulation d’intensité montre une toxicité réduite
a dose équivalente par rapport a la RT conventionnelle et permet donc d’augmenter
'intensité des doses au niveau de la tumeur. La RT peut étre guidée par imagerie dans le
cas de doses supérieures a 74 Gy. Ainsi, ce traitement peut s’effectuer en escalade de
dose ou par hypofractionnement qui permet de délivrer des doses par fraction plus

élevées que 2Gy et ainsi diminuer la quantité de séances.

La chimiothérapie (CT) est envisagée dans le cas de cancer métastatique
hormono-naif ou résistant a la castration. Il existe de nombreuses chimiothérapies et
elles peuvent étre administrées par différentes voies, intraveineuse, orale ou encore
intra musculaire. On retrouve dans un premier temps les chimiothérapies néoadjuvantes
qui sont prescrites avant tout autre traitement (radiothérapie, chirurgie). Le but de cette
approche est d’'induire une diminution de la masse tumorale afin d’améliorer la
résection de la tumeur, ainsi qu’'une prolongation de I’espérance de vie. Le traitement
par des néoadjuvants va aussi permettre de connaitre les mécanismes moléculaires de la
tumeur et d’observer sa réponse au traitement (Cha and Eastham 2015). Dans le cas
d’une CT a la suite d'un autre traitement on parle d’'une CT adjuvante.

De nombreux agents chimiothérapeutiques administrés seuls ou en association,
c’est le cas du Docetaxel (Taxotere®) qui est souvent utilisé en premiére ligne dans le cas
d’'une CT. On retrouve ensuite d’autres agents comme le cabazitaxel (Jevtana®) la
mitoxantone (Novantrone®) ou encore le cisplatine (Cisplatyl®) (Mongiat-Artus et al.

2013). Ces différentes molécules ont différents modes d’actions sur les cellules
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cancéreuses, par exemple le Docetaxel va se lier a la tubuline et induire la
dépolymérisation du fuseau mitotique induisant ainsi un arrét de la mitose. Quant au
cisplatine il se lie aux nucléotides de ’ADN afin d’inhiber sa réplication (Mongiat-Artus

etal. 2013).

Au sein de la prostate les androgénes jouent un réle important aussi bien pour le
développement que pour le fonctionnement de la glande prostatique. Il est connu que
les androgenes stimulent la croissance et la survie des cellules épithéliales prostatiques
saines mais aussi des cellules cancéreuses. Différents moyens sont envisageables afin de
faire diminuer le taux de testostérone circulante. Ces approches sont mises en place chez
les patients ayant un cancer localisé de haut risque ou localement avancé ainsi que pour
les patients atteints de métastases. La premiere approche est l'orchidectomie, elle
consiste en I'ablation des testicules qui produisent la testostérone grace aux cellules de
Leydig (Oefelein et al. 2000). Cependant, cette technique étant irréversible, il existe
d’autres alternatives grace a l'inhibition de la testostérone circulante. Différentes cibles

sont possibles :

» Le blocage complet des androgenes: cette HT associe un agoniste de la
Luteinizing Hormonone-Releasing Hormone (LHRH) a un anti-androgene.
Cependant cette approche montre des résultats assez discordants (Kunath
etal. 2014).

» Antagoniste et agoniste de la LHRH: vont induire une diminution du taux de
cette hormone dans la circulation. Cependant I'administration d’'un agoniste
de la LHRH induit un pic de testostérone appelé effet « flare-up » qui n’est
pas retrouvé avec l'administration d’'un antagoniste. Aucune différence

d’efficacité n’est décrite entre ces deux approches.

Y

L’efficacité des différentes approches thérapeutiques visant a supprimer les
androgenes est définie par leur capacité a atteindre un taux de testostérone totale
inférieure a 50ng/ dl. Lorsque le cancer continue sa progression malgré le maintien

d’un taux hormonal faible, on parle de cancer résistant a la castration ou encore cancer
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androgéno-indépendant. Cette progression de la maladie est observée 2 a 3 ans apres le
début du traitement et induit la mort des patients apres 16 a 18 mois (Pienta and
Bradley 2006).

Différents traitements sont envisagés dans ce cas et vont dépendre de la thérapie
employée en premiere ligne : nouvelle hormonothérapie ou alors arrét de celle-ci et

chimiothérapie sont les approches mises en place dans ce cas.

3 Implication des androgenes dans le CaP

Les androgénes sont des hormones stéroidiennes comprenant Ia
dihydroxytestostérone (DHT) qui joue un role important dans le développement, la
croissance et le fonctionnement de la prostate et de la testostérone.

La synthese des androgenes dans les conditions physiologiques s’effectue selon les
axes hypothalamo- hypophyso- testiculaires avec la contribution de la glande surrénale.
Environ 90 a 95% de la testostérone est synthétisée par les testicules au niveau des
cellules de Leydig. Cette production est stimulée par les hormones lutéinisantes (LH)
produites par le lobe antérieur de I'’hypophyse, alors que 5 a 10% est produit par la
glande surrénale a partir de la déhydroépiandrostérone (DHEA) qui est un précurseur
synthétisé apres la stimulation par I'hormone corticotrope ACTH (Labrie 2004)(Figure
16). La testostérone est une hormone dont le précurseur est le cholestérol. Une fois
formée, la testostérone inactive est relachée dans la circulation sanguine (Wilson 1978).
Cette hormone circulante entre ensuite dans les cellules prostatiques ou elle est activée
grace a une enzyme: la 5a- réductase, permettant ainsi la biosynthese de la DHT

(Wilson 1978) (Figure 17).
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Figure 17: Différentes voies de synthése des androgenes.
3.2 Activation du récepteur aux androgenes

La protéine AR est un membre de la famille des récepteurs nucléaires fixant les
hormones stéroidiennes. Au niveau structurel, les AR peuvent étre divisés en quatre
domaines, @ le domaine N terminal impliqué dans la régulation de la transcription, @
un domaine de fixation a 'ADN, @ une région charniére et @ un domaine C terminal de
liaison du ligand (0O’Malley 1990). L’action des androgénes dans la glande prostatique
normale ou cancéreuse est médiée par leur fixation sur AR. En absence de ligand, AR
forme un complexe avec des protéines chaperones et co-chaperones appelé
« foldosome ». Ce complexe AR- foldosome est localisé dans le cytosol de la cellule en
absence de ligand et est composé, lorsqu’il est mature, des protéines HSP90, HSP70, p23
ainsi que de FKBP51/52. AR fixé au foldosome mature va ainsi pouvoir fixer les
androgenes circulants (Fang et al. 1996; Pratt et al. 2004). La fixation des androgenes
induit une série de changements de conformation et de structure induisant la
dissociation d’'une partie du foldosome. La séquence de localisation nucléaire située
dans la région charniére de AR est ainsi démasquée ce qui permet la relocalisation d’AR

dans le noyau via les microtubules (Black and Paschal 2004; Cutress et al. 2008). AR va
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subir différentes interactions avec des coactivateurs ainsi que son homodimérisation
induisant sa fixation aux éléments de réponse aux androgenes (ARE : androgen response
element) situés sur les régions promotrices des genes cibles d’AR. En plus des
coactivateurs, AR peut subir des modifications post-traductionnelles comme la
phosphorylation, I'acétylation, 'ubiquitinylation et la méthylation modifiant ainsi la

régulation des genes cibles. (Figure 18).

{:} Testostérone

| 5-a- réductase

‘L Cytoplasme

Foldosome
mature ‘ DHT

/ Fixation

coactivateurs

3 Dlmerlsatlon l 4 Recrutement

Figure 18: Représentation schématique de I'organisation spatio-temporelle de AR.

3.3 Implication d’AR dans le cancer de le CRPC
La privation d’androgéne est une thérapie standard dans le cas de CaP local ou
avancé mais la progression vers la résistance a la castration est possible apres 2 ou 3 ans
de traitement. De nombreux meécanismes de résistance peuvent contribuer a la

progression vers le CRPC, ces différents mécanismes sont développés ci-dessous.

Un faible niveau d’androgene persiste malgré leur blocage lors de
I’hormonothérapie. Dans ce microenvironnement, certaines cellules développent une

sensibilité au faible taux d’androgenes grace a une amplification des AR (Visakorpi et al.
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1995). De plus, environ 80% des patients présentent une augmentation du nombre de
copies et 30% présentent une forte amplification d’AR. Il a aussi été montré que
| ‘amplification d’AR est détectée dans seulement 2 cas sur 205 CaP non traités, ce qui
suggere que l'amplification est induite durant l'acquisition de la résistance a la

castration (Visakorpi et al. 1995; Koivisto et al. 1997; Kaltz-Wittmer et al. 2000).

Les mutations d’AR sont tres rares dans les stades précoces de CaP non traités
mais sont communes dans les CRPCs qui sont présentes dans 10 a 30% des cas. Les
différentes mutations touchant le gene AR induisent une augmentation de son activité en
présence d’un faible taux d’androgene. La majorité des mutations d’AR sont au niveau du
domaine de liaison au ligand, cependant des mutations touchant les domaines de
fixation a I'’ADN et le domaine N terminal sont aussi retrouvées (Gottlieb et al. 2004,

2012).

Plus de 150 molécules différentes ont déja été identifiées comme étant des co-
activateurs ou co-répresseurs d’AR (Heemers and Tindall 2007). Une série de complexes
co-régulateurs peuvent étre recrutés au niveau d’AR dans les conditions physiologiques,
ils peuvent agir comme activateurs (co-activateurs) ou répresseurs (co-répresseurs) de
'activité transcriptionnelle. Un grand nombre de ces co-régulateurs sont des enzymes
modulant d’autres protéines via la phosphorylation, la méthylation, I'acétylation ou
I'ubiquitylation, et ont aussi été identifiées comme des molécules chaperones, régulant
I'épissage des ARN et participant a la machinerie transcriptionnelle (Wolf et al. 2008;
Hermanson, Glass, and Rosenfeld 2002; Agoulnik and Weigel 2008). De nombreuses
études montrent une augmentation des co-activateurs comme les SRC pour « steroid
receptor coactivators » avec la progression du CaP et une diminution des co-represseurs

dans les CRPC (Xu, Wu, and O’Malley 2009).

Un autre mécanisme participant a la résistance a la castration est 'activation
constitutive d’AR indépente du ligand. De nombreuses études in vivo montrent que
différentes cytokines, facteurs de transcription ou encore des kinases impliquées dans
des voies de signalisation, sont capables d’augmenter la signalisation d’AR et participe

ainsi a la mise en place du CRPC (Q. Wang et al. 2009). Par exemple, 'augmentation de
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I'expression de NF-kB/p52 dans une lignée cellulaire cancéreuse prostatique induit sa
résistance a '’hormonothérapie comme I'’enzalutamide dont la réponse est médiée par
une activation aberrante d’AR. La résistance a ’hormonothérapie peut donc étre induite

par l'activation de AR par NF-kB/p52 par exemple (Nadiminty et al. 2013).

Ces dernieres années, différents variants d ‘épissage d’AR (AR-V: Androgen
Receptor-Variant) ont été identifiés et possedent différentes structures et fonctions. Ces
variants sont constitutivement actifs grace a la perte de la région C-terminale
comportant la région de fixation au ligand (Hu et al. 2009; Dehm and Tindall 2011; Guo
et al. 2009; Sun et al. 2010). De plus, cette altération d’épissage d’AR est identifiée
comme étant un mécanisme permettant la progression du CaP et du CRPC (Dehm and
Tindall 2011). L’activation indépendante de ces variants d’AR permet ainsi le ciblage et
la transcription des genes cibles d’AR. Parmi ces nombreux variants, le plus étudié est le
ARV?7 qui est caractérisé par la perte du domaine de liaison au ligand. Il est localisé dans
le noyau et est constitutivement actif (Guo et al. 2009). ARV7 va ainsi réguler les genes
cibles qui sont AR-dépendants, mais aussi d’autres genes AR-indépendants (Hu et al.
2009). Ces données suggerent donc un role semblable et distinct des ARV en
comparaison a la forme pleine longueur d’AR dans le cancer de la prostate (Dehm and

Tindall 2011).

Le CRPC se développe grace a la présence d’androgenes circulants suite a la castration.
En effet, le niveau d’androgénes dans les tumeurs CRPC est identique voire plus élevé
que chez les hommes eugonadiques, ce qui suggere un production alternative
d’androgenes (Montgomery et al. 2008; Kumagai et al. 2013). Ce phénomeéne peut
s’expliquer par une production d’hormone par la glande surrénale produisant la DHEA.
En effet, la DHEA circulante n’est pas ciblée lors de 'hormonothérapie. Cette DHEA est
donc transformée en une DHT tres active via une voie alternative. Cette voie alternative
permet la transformation de la DHEA en DHT sans passer par la testostérone grace a une
hormone, la 5a-dione (K.-H. Chang et al. 2011). Cette nouvelle voie de synthese qui

outrepasse la testostérone est prédominante dans le CRPC (K.-H. Chang et al. 2011).
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4 Altérations génétiques dans le CaP

Y

Le cancer résistant a la castration est une cause de mortalité du CaP. La
connaissance de cet événement a permis de progresser dans les traitements de ce cancer
grace a de nouvelles thérapies ciblant les androgenes. Plus récemment ont été
découvertes des altérations génétiques dans le cancer de la prostate, et leur
compréhension est un autre parametre important pour améliorer les connaissances
biologiques de ce cancer (Grasso et al. 2012; Barbieri et al. 2012; Berger et al. 2011;
Robinson et al. 2015). En effet, le CaP montre une hétérogénéité qui est reflétée dans la
diversité génomique et qui a été mise en évidence grace a des séquencgages et via I'étude
de microarray. Différentes aberrations autres que les AR dont certaines sont
développées ci-dessous, ont ainsi été mises en évidences. Ces mutations vont ainsi

participer a I'activité des cellules cancéreuses en augmentant leur prolifération.

Le gene TP53 est localisé sur le chromosome 17 et code une protéine de 393 acides
aminés. P53 est une protéine suppresseur de tumeur importante pour la stabilité du
génome nucléaire et limitant la formation de cancers. Cette protéine est impliquée dans
I'activation de facteurs de transcription en présence de différents types de stress
cellulaires comme les dommages a I’ADN et I’hypoxie. De plus, p53 exerce une fonction
antiproliférative (Petitjean et al. 2007). Dans le CaP, une expression anormale de p53 est
corrélée avec une augmentation du risque d’apparition de la maladie, ainsi que le
développement des métastases (Robles and Harris 2010). Un pourcentage plus
important d’altération de p53 est retrouvé dans les échantillons CRPC en comparaison

aux échantillons de tumeurs prostatiques primaires (Robinson et al. 2015).

PTEN est un gene suppresseur de tumeur situé sur le chromosome 10 et codant
pour une protéine de 403 acides aminés. Cette protéine est localisée dans le cytoplasme
et le noyau des cellules. PTEN est impliqué dans le controle de la progression du cycle
cellulaire au niveau du point de contréle G2/S, il prévient ainsi de linstabilité

génomique (Mulholland et al. 2012). Une implication importante de PTEN dans
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I'initiation, le développement et la progression du CaP a été démontrée (Valkenburg et
al. 2014; Tian et al. 2013). En effet, une étude de la base de donnée COSMIC a mis en
évidence un taux de mutation important de PTEN, qui joue donc un role important dans
le développement du CaP (Forbes et al., 2015).

En effet, PTEN contrdle la voie de signalisation PI3K-AKT-mTOR, p53 ainsi que des
kinases d’adhésion et participe ainsi au controle de la propagation et de la migration
cellulaire (Jin et al. 2010). Dans le CaP, la voie PI3K/Akt est I'une des voies de
signalisation les plus altérées. La perte de PTEN et 'augmentation de la voie Akt vont
permettre 'induction de la prolifération des cellules dans le CaP (Barnett et al. 2014). De
plus, PTEN régule aussi I'expression de GLUT1, qui est un transporteur du glucose situé
a la membrane plasmique des cellules. Un dysfonctionnement de PTEN induit une
surexpression de GLUT1, induisant une augmentation de captation de glucose ce qui
participe a I'effet Warburg. L’effet Warburg est connu comme étant un grand générateur
d’énergie dans le métabolisme du cancer et participe ainsi a la prolifération et la

propagation des cellules cancéreuses (Mulholland et al. 2012).

Le géne KRAS est situé sur le chromosome 12 et est composé de six exons. Ce géne
code pour une protéine impliquée dans la voie de signalisation Ras/MAPK. Son action
principale est d’interagir avec une protéine activatrice de la GTPase (GAPs: GTPase
activating proteins) et d’envoyer des signaux aux noyaux. La majorité des mutations de
KRAS affecte les codons 12, 13 et 61. Ses anomalies sont retrouvées dans de nombreuses
tumeurs comme le cancer du pancréas ou de 'ovaire (Nodin et al. 2013). Une analyse
des tissus a permis de mettre en évidence de nombreuses anomalies de KRAS dans le
CaP, de plus, I'activation de KRAS en parallele de la surexpression d’AR ou de la voie de

signalisation Akt contribue a la progression du CaP (H. Cai et al. 2012).

Rb est une protéine suppresseur de tumeur qui agit sur le controle de la progression
du cycle cellulaire. Sa délétion ou sa mutation est retrouvée dans de nombreux cancers
chez 'Homme. RBI1, est localisée sur le chromosome 13 en q14 et est rarement délétée
dans les cancers de la prostate localisés ; cependant, RB1 est inactivé dans plus de 45%

des cancers résistants a la castration (Grasso et al. 2012; Taylor et al. 2010; Beltran et al.
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2013). Des données récentes suggerent que Rb module la signalisation d’AR et inhiberait

la progression vers la résistance a la castration (Aparicio, Den, and Knudsen 2011).

Le géne MYC code pour un facteur de transcription c-Myc qui possede de nombreux
genes cibles pouvant étre impliqués dans la progression du cycle cellulaire, la survie
cellulaire et la tumorigenése. Des mutations, amplifications, surexpressions,
réarrangements et translocations impliquant MYC sont souvent retrouvés dans les
cellules tumorales. MYC est I'un des activateurs oncogéniques les plus courants dans les
cancers chez 'Homme. Il est situé au niveau 8q24 et est couramment amplifié dans le
CaP (Barbieri et al. 2012; Grasso et al. 2012; Taylor et al. 2010; Beltran et al. 2013).
L’amplification du bras entier du chromosome 8 pourrait aussi induire la surexpression

d’autres oncogenes retrouvés dans cette région.

De nombreuses autres altérations génétiques par exemple BRAF, KIT, SPOP, KRAS,
ont aussi été référencées comme étant impliquées dans la mise en place et/ou le

développement du CaP.

5 Les métastases osseuses dans le CaP

La formation de métastases passe par différents processus qui sont: la perte de la
cohésion cellulaire, la migration, I'angiogenese, l'intravasation, la survie dans la
circulation, I'’échappement a I'immunité et la croissance dans un tissu ou dans des
organes distants. L’os est le site majeur de formation de métastases dans le CaP avec une
incidence d’environ 70% (Coleman 2006). Suite a la formation de métastases osseuses
dans le CaP, la médiane de survie varie de 12 a 53 mois apres le diagnostic (Selvaggi and
Scagliotti 2005). Les métastases osseuses sont la cause majeure de mortalité et
induisent une forte diminution de la qualité de vie causée par une grande douleur, une
perte de la mobilité, 'augmentation du risque de fractures, une compression de la

moelle épiniere et une hypercalcémie (Selvaggi and Scagliotti 2005).
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Les métastases osseuses sont classées en trois types : ostéolytiques, ostéoblastiques

ou mixtes, qui vont interférer avec le remodelage osseux normal.

v Ostéolytiques : ces métastases sont caractérisées par la destruction des tissus
osseus normaux. Cette destruction est médiée principalement par I'activation
des ostéoclastes.

v’ Ostéoblastiques : ces métastases sont caractérisées par la formation osseuse.
Ce type de métastases est présent dans le cancer de la prostate et implique
les cellules ostéoblastiques (Mundy 2002).

v' Mixtes: chez certains patients on retrouve les deux types de métastases
ostéolytiques et ostéoblastiques sur le méme site métastatique. Bien que la
majorité des études montrent un phénotype ostéoblastique majoritairement
dans le CaP, d’autres études montrent la présence des deux types de lésion
ostéolytique et ostéoblastique au sein d’'un méme patient (Mundy 2002;

Logothetis and Lin 2005).

L’os est donc le site de formation métastatique préférentiel dans le cas du cancer de
la prostate. Cependant, la compréhension du ciblage majoritairement osseux par rapport
aux autres sites métastatiques n’est pas encore bien décrite. Il est donc important de
connaitre les mécanismes majeurs conduisant a la formation des métastases osseuses en
se focalisant notamment, sur les intéractions entre le cancer de la prostate et le

microenvironnement osseux.

Suite a I'EMT, les cellules cancéreuses s’échappent de la tumeur primaire afin de
rejoindre la circulation sanguine. Afin de s’extravaser vers un site secondaire, les cellules
cancéreuses doivent pouvoir adhérer aux cellules endothéliales. Lors de leur
dissémination vers l'os, les cellules cancéreuses prostatiques vont interagir avec les
cellules endothéliales de la moelle osseuse (BMECs) via la fixation de son ligand, la E-
sélectine (Dimitroff et al. 2004, 2005; Barthel et al. 2009). D’autres facteurs participent
aussi a cette adhésion, c’est le cas de CD44, VCAM-1, entre autres, dont I'intéraction avec
les cellules endothéliales peut étre favorisée par la présence d’IGF1 et d’'IL-17 (Chong

Chen et al. 2015).
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Le microenvironnement est un critére important pouvant influencer la formation de
métastases osseuses en permettant aux cellules tumorales exprimant certaines
molécules d’adhésion de se fixer au microenvironnement osseux. Ce mécanisme semble
étre similaire a celui utilisé par les cellules souches hématopoiétiques (HSC) lors de leur
migration a l'os. En effet, les cellules HSC et les cellules cancéreuses prostatiques
expriment le récepteur CXCR4 et/ou CXCR7 et CXCR6 (Chemokine C-X-C motif Receptor
4, 7 et 6) et leurs ligands, les chimokines CXCL12 et CXCL16 (Chemokine C-X-C motif
Ligand 12 et 16) (Taichman et al. 2002; Cojoc et al. 2013; Jianhua Wang et al. 2008; R.
Singh et al. 2016). Différentes études montrent 'implication de ces facteurs dans le
chimiotactisme des cellules cancéreuses prostatiques a l'os. En effet, I'inhibition de
I'intéraction CXCL12/ CXCR4 par un antagoniste de CXRC4 induit une diminution de la
dissémination des cellules cancéreuses vers I'os (Conley-LaComb et al. 2016). De plus,
I'expression de CXCL16 a la surface des cellules cancéreuses prostatiques induit le
recrutement de cellules dérivées de la moelle osseuse qui expriment le récepteur CXCR6
a leur surface. Suite a cette intéraction, les cellules dérivées de la moelle osseuse sont
différenciées en CAF. Ces CAF permettant ainsi 'EMT des cellules cancéreuses

prostatiques favorisant leur dissémination a I'os (Jung et al. 2013).

Un autre chemoattractant pouvant induire le recrutement des cellules cancéreuses
prostatiques et mammaires a également été mis en évidence. Il s’agit de la glycoprotéine
SPARC (secreted protein acidic and rich in cysteine) aussi appelée ostéonectine et BM-
40 (Jacob et al. 1999). SPARC est une glycoprotéine non collagéneuse modulant les
intéractions entre les cellules de la matrice extracellulaire. SPARC est décrite pour son
implication dans la formation de la matrice extracellulaire ainsi que dans la
minéralisation osseuse (Termine et al. 1981; Delany et al. 2000; Framson and Sage
2004; Brekken and Sage 2001), en effet cette glycoprotéine est tres abondante lors de
remodelage actif du squelette (Delany et al. 2000), et joue un role significatif dans le
remodellage des tissus, dans le maintien de l'intégrité de la matrice extracellulaire ainsi
que dans 'assemblage des fibres de collagene (Podhajcer et al. 2008). De nombreuses
études font état d’un role protumorigene et prométastatique de SPARC et I'associe a un
facteur de mauvais pronostic. C’est le cas dans le mélanome (Chlenski et al. 2002; Ledda
et al. 1997; Rumpler et al. 2003; Sosa et al. 2007; D. J. Smit, Gardiner, and Sturm 2007),
le cancer du sein (Bellahcéne and Castronovo 1995; Jones et al. 2004; Barth, Moll, and

Ramaswamy 2005; Iacobuzio-Donahue et al. 2002; Lakhani et al. 2005; Watkins et al.
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2005), les gliomes (Golembieski et al. 2017; Schultz et al. 2002) ainsi que dans de
nombreux autres cancers (Vaz et al. 2015; Golembieski et al. 2017; Sansom et al. 2007;
Sakai et al. 2001).

Concernant la formation de métastases osseuses, des études montrent que SPARC
favorise leur formation en facilitant la migration cellulaire (Jacob et al. 1999; Campo
McKnight et al. 2006). De plus, une forte migration des cellules cancéreuses de la
prostate vers l'os est aussi mise en évidence (Jacob et al. 1999) ; de méme une étude
montre que les cellules cancéreuses prostatique sauvages migrent d’avantage vers I'os
que celles issues de souris transgéniques dont 'expression de SPARC est nulle. Cet effet
est reversé lors de la restauration de SPARC (De et al. 2003). La formation de
meétastases osseuses étant la forme majoritairement retrouvée dans le CaP, des études
mettent en évidence une surexpression de SPARC dans ce cancer aussi bien au niveau de
I'expression transcriptionnelle que protéique, qu’au niveau d’échantillons tumoraux ou
de lignées cellulaires cancéreuses prostatiques (Thomas et al. 2000; D. Singh et al. 2002;

Best et al. 2005; Z. Wang et al. 2016).

6 Les fusions de génes dans le CaP

D’autres modifications génétiques comme les réarrangements chromosomiques
sont caractérisées dans les leucémies, les lymphomes et certains sarcomes (Rowley
2001). Ces réarrangements sont généralement de deux types: @ la fusion entre un
promoteur et un gene juxtaposé a celui-ci de facon aberrante et induisant ainsi
I'altération de l'expression de celui-ci, @ deux genes induisant la formation d'une
protéine de fusion possédant une activité conservée ou altérée. C’est le cas par exemple

de BCR-ABL dans la leucémie myéloide chronique (ROWLEY 1973; de Klein et al. 1982).

Tomlins et ses collaborateurs ont développé une méthode bio-informatique
permettant d’identifier les réarrangements chromosomiques dans le cancer. Cette
méthode est appelée méthode COPA pour « cancer outlier profile analysis », et permet
de détecter les réarrangements chromosomiques récurrents dans les données de
microarray. C’est ainsi qu’en 2005, Tomlins et ses collaborateurs ont mis en évidence
des fusions de génes impliquant les facteurs de transcription ERG et ETV1 dans le cancer

de la prostate (S. a Tomlins et al. 2005). Puis d’autres fusions impliquant d’autres
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facteurs ETS ont été découvertes dans le CaP dont ETV4 en 2006 et ETV5 en 2008, tout

deux appartenant a la méme famille que ETV1 (S. a. Tomlins et al. 2006; Helgeson et al.

2008).

La technique COPA a donc permis de mettre en évidence des réarrangements
chromosomiques dans le CaP entre un facteur ETS principalement couplé a un
promoteur de gene androgéno-dépendant. Cette large catégorie de fusion implique dans
la majorité des cas le promoteur TMPRSS2 avec le facteur ERG. Cependant les
promoteurs fusionnés en amont des facteurs ETS sont nombreux, par exemple dans le
cas d’ETV1, au moins neuf partenaires de fusion ont été identifiés comme SLC45A3,
HERV-K, EST14 entre autres (Figure 19). Dans le cas de ERG, en plus du promoteur
TMPRSS2 sont retrouvés les promoteurs SLC45A3, HERPUD1 et NDRG1 (Figure
19)(Esgueva et al. 2010; Han et al. 2008; Maher et al. 2009; Pflueger et al. 2009).

L’avancement des technologies de séquencage a aussi permis de mettre en
évidence des fusions moins représentées dans le CaP. Cest les cas des fusions
impliquant le gene RAF, qui est retrouvé dans de rares cas fusionnés aux promoteurs
SLC45A3- BRAF et a RAF1- ESRP1 dans le cas de CaP avancés (Figure 19)(Palanisamy et
al. 2010). Pour finir, une troisieme catégorie concernant des fusions avec la protéine

SPINK1 a été identifiée dans de rares cas (Scott A. Tomlins et al. 2008).
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Figure 19: Classification des fusions de génes dans la CaP.
(Figure extraite de : Rubin, Maher and Chinnaiyan, 2011)
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Une grande diversité est aussi observée dans les transcrits issus de ces fusions.
Dans le cas de la fusion TMPRSS2-ERG, le transcrit le plus retrouvé est appelé T1E4, c’est
a dire qu'il est composé comme le montre la Figure 19, du premier exon de TMPRSS2
fusionné a I'’exon 4 d’ERG. Les structures des protéines ETV1, ETV4 et ETV5 sont aussi
nombreuses. Dans le cas d’ETV1, quatre fusions avec TMPRSS2 ont été décrites. Une
fusion induisant la surexpression de la protéine ETV1 pleine longueur et trois fusions
avec différentes délétions en N-terminal (Figure 20). Dans le CaP, deux formes de fusion
ETV1 sont majoritairement retrouvées, la forme pleine longueur (Figure 20 I) et la
forme délétée des 131 premiers acides aminés en N-terminal appelée dETV1 (Figure 20
IV)(Gasi et al. 2011; Hermans, Van Der Korput, et al. 2008). On peut ainsi observer la

perte du domaine d’activation de la protéine tronquée dETV1 (Figure 20 IV).

/1 2 ualas el.zl sllg 1ol vl 120 1M \

1 477
| Protéine
1 477
Il
132 477
1]
132 477

Fusion protéique Domaine AD

\ Domaine EBS Site initiation ATG /

Figure 20: Différentes fusions impliquant le facteur ETV1 dans le CaP.

Les translocations résultent en II et IIl d'une fusion protéique avec un domaine
fonctionnel de TMPRSS2. (Figure adapté de Firlej et al. 2008; Chotteau-Lelievre et al.
2003; Soriano et al. 1995)

6.3 Prévalence des différentes fusions ETS dans le CaP
Depuis la découverte des fusions de genes dans le CaP par Tomlins, de nombreuses
études ont corroboré ces résultats en mettant elles aussi en évidence la présence de

fusions TMPRSS2-ETS dans ce cancer. Ces nombreuses études montrent une variabilité
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dans la prévalence des différentes fusions. Par exemple la présence de la fusion
TMPRSS2-ERG varie de 40 a 70% en fonction de la cohorte étudiée. Une variation est
aussi observable pour les fusions impliquant le facteur ETV1, allant de 0 a 24%
(Tableau 7). Ces différences de prévalence peuvent s’expliquer par la situation
géographique des populations. En effet, certaines études montrent des pourcentages de
fusions trés bas dans certaines populations asiatiques et indiennes (Tableau 7)(Miyagi
et al. 2010; Dong et al. 2014; Ateeq et al. 2015). De plus, I'’étude de Miyagi et al montre
une faible incidence des fusions de genes, toutes fusions confondues, dans la population
Japonaise (28%) alors que les populations européennes et du nord des Etats Unis
présentent un taux supérieur a 50% (Miyagi et al. 2010). Différentes études montrent
une corrélation entre 'agressivité du CaP et la présence de fusions impliquant le facteur

de transcription ETV1 (Attard et al. 2008; Singareddy et al. 2013).

Le CaP est donc considéré comme étant une maladie tres hétérogene par la
diversité des fusions ainsi que par les différences de prévalence en fonction des
populations. Cette hétérogénéité est renforcée par la présence potentielle de différents
foyers au sein d'un méme patient et I'on parle ainsi d’hétérogénéité intra focale. En effet,
I'étude de Svensson et collaborateur de 2011 fait état d’'un cancer de la prostate
présentant différents réarrangement ETS, celui-ci pouvant impliquer soit le méme
facteur ETS fusionné a différents promoteurs comme par exemple TMPRSS2 :ERG et
NDRG1 :ERG soit différents facteurs ETS comme ERG et ETV1 au seins de différents
foyers chez un méme patient (Svensson et al. 2011). D’autres études ont aussi mis en
évidence d’autres cas d’hétérogénéité intra focale, par exemple la présence chez le
méme patient de SLC45A3:ERG avec un réarrangement impliquant ETV4 (Paulo,
Barros-Silva, et al. 2012).
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Tableau 7: Prévalence des fusions ETV1 dans le CaP.

Fréquence (%) Echantillons Type de fusion  Expérimentation Référence Remarque
7/ 29 (24%) CaP TMPRSS2:ETV1 ~ qRT-PCR/FISH A TZ"(;‘(I)I;)‘S L
CaP (Hermans et al.
0 ’ . -
1/11 (9%) xenogreffes TMPRSS2:ETV1 q-PCR/ FISH 2006)
1/53 (2%) CaP TMPRSS2:ETV1 FISH (Mezhorg;)t L
(Winnes et al.
0 -
0/50 (0%) CaP RT-PCR 2007)
différentes
partenaires de
fusion, co- R
23/429 (5,4%) CaP localisation FISH (Attard et al. Corrélation avec haut
’ chromosome 14 et 2008) score Gleason
partenaires
inconnus
2/194 (1%) CaP HNRPA2B1: ETV1 RT-PCR (Miyagi et al. Cohorte d'origine
2010) asiatique
SLC45A3:ETV1; (Svensson et al. Cancer de la prostate
0
93 (2] ls TMPRSS2:ETV1 s 2011) localisé
ETV1 pleine
6/66 (9%) CaP TML"I;?S“;‘E‘"T'V ) qRT-PCR (Gasi et al. 2011)
HNRPA2B1:ETV1
(Paulo, Barros-
0, o
14/200 (7%) CaP RT-PCR/ FISH Silva, et al. 2012)
(J.-]. Wang et al. Cohorte d'origine
0, .
8/100 (8%) CaP TMPRSS2:ETV1 FISH 2012) asiatique
Surexpression d’ETV1
(F. P. Smit et al. uniquement dans les
0 . o
4/67 (6%) CaP TMPRSS2:ETV1 RT-PCR 2013) cancers de haut grade
ou CPRC
91 Biopsies de e
0/91 et 0/18 CaP et 18 FISH (Dong et al. 2014) C"h‘;rstizt? ‘fégme
prostatectomies q
IHC/FISH/ RNA in Cohorte d'origine
0
L) CaP situ hybridation (e etEarh AU Indienne
6,3% 4036 (Torres et al
prostatectomies prostatectomies Hybridation in situ 2017) '
et 8,6% biopsie et 509 biopsies
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La proximité entre TMPRSSZ et ERG est un élément important pouvant expliquer
la fréquence élevée de fusion en comparaison aux autres fusions impliquant d’autres
facteurs ETS (Mani et al. 2009). Bien que tous les autres événements de fusions de genes
ETS s’effectuent avec des geénes contenus sur des chromosomes différents ou a une
distance importante au sein du méme chromosome, il est possible que ces fusions
puissent étre facilitées par la proximité nucléaire des partenaires de fusion. Ces
remaniements peuvent étre établis par la formation de boucles dans certaines régions
génomiques et dans certaines conditions de croissance des cellules, facilitant ainsi la
rencontre des partenaires de fusions (C. Lin, Yang, and Rosenfeld 2012; Mani et al. 2009;
Lin et al. 2009). D’autres facteurs peuvent aussi favoriser les recombinaisons
chromosomiques comme la présence de cassures doubles brins. Des études ont permis
de mettre en évidence que les radiations ou la stimulation par les androgénes étaient

favorables a ce genre d’événements (C. Lin et al. 2009; Mani et al. 2009).

La majorité des fusions impliquant les facteurs ETS dans le CaP s’effectuent avec
un promoteur sensible aux androgenes comme par exemple TMPRSS2. La présence des
androgeénes va alors stimuler de facon aberrante les facteurs de transcription ETS
induisant ainsi I'expression de leurs genes cibles (Figure 21). Ces genes vont participer
a de nombreux processus physiologiques et participent ainsi au développement du
cancer de la prostate. Il existe cependant des exceptions de fusion avec des promoteurs
non sensibles aux androgenes ou réprimés par les androgénes, c’est le cas par exemple
des promoteurs HNRPA2B1 et C150rf21. ETV1 est retrouvé fusionné avec deux de ces
promoteurs et forme donc un petit sous-groupe de cancers de la prostate androgéno

indépendants (Attard et al. 2008).
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Figure 21: Réarrangements chromosomiques impliquant les facteurs ETS et un
promoteur hormono-sensible.

6.6 Fonctions biologiques des facteurs ETV1 et ERG dans le CaP

Le niveau d’importance des facteurs ERG et ETV1 sur la mise en place du CaP
n'est pas encore bien défini. Des études montrent que la surexpression seule des
facteurs ETS n’est pas suffisante pour induire le développement d’'un cancer de la
prostate. Néanmoins, des études in vitro montrent que la surexpression d’ERG ou
d’ETV1 dans des lignées cellulaires immortalisées d’épithélium de prostate induit une
augmentation de la migration et de I'invasion (Tomlins et al. 2007; Tomlins et al. 2008;
Klezovitch et al. 2008; ]. Wang et al. 2008) ; et qu’a l'inverse leur inhibition dans des
lignées cancéreuses prostatiques diminue leur invasion (Scott A. Tomlins et al. 2007;
Scott A Tomlins et al. 2008). De plus, des différences sont mises en évidence entre la

forme pleine longueur et la forme tronquée d’ETV1. Ainsi, la forme pleine longueur
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présente une activité transcriptionnelle plus importante et seule la surexpression de la
forme pleine longueur est capable d’induire une croissance sans ancrage in vitro
lorsqu’elles sont exprimées dans une lignée cellulaire prostatique épithéliale non
cancéreuse (PNT2C2) (Hermans et al. 2008).

L’utilisation de souris transgéniques montre que la surexpression des facteurs ERG
ou ETV1 est capable d'induire le développement d’'une néoplasie intra-épithéliale (PIN :
neoplasia intraepithelial) mais pas d'un cancer invasif (Klezovitch et al. 2008; Scott A
Tomlins et al. 2008; Scott A. Tomlins et al. 2007). Cependant d’autres résultats montrent
que la fusion TMPRSS2 :ERG seule n’est pas capable d'induire une néoplasie intra-

épithéliale (PIN) (King et al. 2009)

La surexpression seule d’'ERG ou d’ETV1 n’est donc pas suffisante pour induire le
développement d'un CaP, une coopération avec d’autres suppresseurs de tumeur est
nécessaire. Nous avons pu voir précédemment que de nombreuses altérations
génétiques sont présentes dans le CaP. Ainsi une coopération entre la surexpression de
ERG ou ETV1 dans les lignées cellulaires montre une coopération avec l'activation de la
voie PI3K dans le cas de cancer plus agressif (King et al. 2009; Carver et al. 2009; Zong et
al. 2009; Baena et al. 2013). Le suppresseur de tumeur PTEN contréle la voie PI3K est
souvent perdue dans les CaP comme nous avons pu le voir précédemment. Ainsi des
modeles de souris génétiquement modifiées ont permis de montrer le développement
de cancers localisés lorsque les fusions TMPRSSZ : ERG ou TMPRSSZ2 :ETV1 sont associées
a la perte d'une seule copie de PTEN. Cependant seule la fusion TMPRSS2 :ETV1 couplée
a la perte totale de PTEN a permis le développement d’'un adénocarcinome invasif et une

baisse de la survie (Baena et al. 2013).

Suite a cette différence d’agressivité, Beana et ses collaborateurs ont effectué une
analyse génomique afin d’identifier les genes cibles d’ETV1 et d’ERG dans le but de
mettre en évidence des différences d’action dans le développement et d’agressivité dans
le CaP. Cette étude multidisciplinaire met en évidence différents programmes
transcriptionnels ciblés par ERG et ETV1 dans les cellules prostatiques. En effet, certains
genes sont régulés par ces deux facteurs mais de facon opposée, chacun présente

également des programmes uniques. ERG est ainsi associé a la régulation du cycle
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cellulaire et a la réplication de I'’ADN, tandis qu’'ETV1 est impliqué dans la synthese des

lipides ainsi que dans d’autres voies moléculaires (Figure 22) (Baena et al. 2013).
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Figure 22: Différences de contribution des facteurs ETV1 et ERG dans la tumorigénese
prostatique suite a la perte de PTEN.
(Adapté de Baena et al., 2013)

6.6.3.1 Différences dans la voie de régulation d’AR par ETV1 et ERG

Comme nous avons pu le voir précédemment, AR joue un role important dans le
développement et la tumorigenese prostatiques. Une relation de régulation complexe
d’AR par ETV1 et ERG est mise en évidence. En effet, AR est régulé négativement par
ERG et positivement par ETV1, le facteur ETV1 va ainsi favoriser la transcription des
genes cibles d’AR (Figure 22) (J. Yu et al. 2010; Baena et al. 2013). De plus, AR régule lui
aussi l'expression d’ETV1 ce qui suggere une boucle de régulation positive dans les

cellules cancéreuses prostatiques (Figure 22) (C. Cai et al. 2007b).

6.6.3.2 Différences dans la régulation des voies du métabolisme

La programmation des voies du métabolisme semble étre effectuée uniquement
par le facteur ETV1 qui va participer a la synthese des enzymes impliquées dans la
biosyntheése du cholestérol et des stéroides. La surexpression d’ETV1 dans les cellules
prostatiques humaines et dans des souris génétiquement modifiées induit une
augmentation de la production de la testostérone (Baena et al. 2013). ETV1 semble donc

favoriser le développement de cancers agressifs (Figure 22).
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6.6.3.3 Différences dans ’agressivité de la tumorigenése prostatique

Des études de méta-analyses mettent en évidence que 'expression d’ERG n’est
pas associée a un score de Gleason élevé et qu’il n’est donc pas un marqueur de mauvais
pronostic (Pettersson et al. 2012). De plus certaines analyses de I'expression d’ERG au
niveau transcriptionnel ou protéique confirment que la forte expression d’ERG est un
marqueur pronostique favorable (Kimura et al. 2012; Suh et al. 2012). A linverse
d’autres études correlent une forte expression d’ERG a un mauvais pronostic (Bismar et
al. 2012).

Une forte expression au niveau transcriptionnel d’ETV1 est souvent associée a un
score de Gleason élevé (Attard et al. 2008; Shin et al. 2009; Baena et al. 2013), cependant
le manque d’anticorps fonctionnels n’a pas permis de confirmer cette corrélation avec le
niveau protéique. Une corrélation entre ETV1 et cancer résistant a la castration a été
mise en évidence ce qui suggere que le programme oncogénique induit par le facteur

ETV1 est favorable a la progression du cancer de la prostate (Baena et al. 2013).

7. Conclusion

Les facteurs du groupe PEA3,ETV1, ETV4 et ETVS5, jouent un réle important au
niveau physiologique, notamment au cours de la morphogenese de branchement. Leur
activité est régulée de fagon précise par de nombreuses voies de signalisations, par
d’autres facteurs de transcription, par des intéractions avec d’autres protéines mais
aussi par des modifications post traductionnelles. Cette fine régulation peut cependant
étre perturbée et dévier vers la formation de pathologies comme le développement de
divers cancers. La régulation de leurs genes cibles est alors altérée, et ils vont ainsi
participer au développement de cancers. C’est le cas par exemple, du facteur ETV4 dans
la tumorigenése mammaire qui va réguler des nombreux genes cibles comme MMP13 ou
le cas de la transclocation de certains facteurs ETS comme ERG et ETV1 dans la

tumorigenese prostatique, qui font I'objet des projets développés lors de la these.
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Cette these se découpe en deux grandes parties et porte sur deux projets dont le
point commun est la famille de facteur de transcription ETS et plus particuliéerement des

facteurs ETV1, 4 et 5 du groupe PEA3.

La premiere partie de mon projet porte sur I'étude de la métalloprotéase
MMP13 en tant que relais du facteur de transcription ETV4 dans la tumorigenése
mammaire. Ce projet m’a été confié lors de ma deuxieme année de Master au sein de
I’équipe du docteur Dr. Tulasne et sous la direction du Pr A. Chotteau. Ce projet est la
continuité d’'une étude menée en amont et a porté sur I'étude du role du facteur de
transcription ETV4 au cours de la morphogenese et la tumorigenése mammaires.
Ces travaux ont permis d’identifier une liste de genes cibles potentiellement régulés par
ETV4 et impliqués dans la tumorigenése mammaire. Dans cette liste se trouvele gene
codant la métalloprotéase MMP13 sur lequel fait I'objet le travail initié en Master 2 et
poursuivi au cours de ma premiere année de these. Ces travaux font l'objet d’'une
publication en cours de reviewing dans le journal Breast Cancer Research et sont

présentés dans la premiere partie de ce manuscrit.

La deuxieéme partie de mon projet de these fait suite au changement d’équipe de
ma directrice de thése qui a intégré 1'équipe du Dr M. Duterque dont la thématique de
recherche porte sur I'étude de la formation des métastases dans le cancer de la
prostate. Dans ce but, des études portant sur l'implication de la fusion de genes
TMPRSS2 :ERG, fusion majoritairement retrouvée dans le cancer de la prostate ont mis
en évidence un certain nombre de genes cibles pouvant étre impliqués dans ce
processus de métastases. De nombreux facteurs de transcription de la famille ETS sont
aussi retrouvés surexprimés dans le cancer de la prostate, dont ETV1 qui est 'un des
plus retrouvés apres ERG. En effet, le facteur ETV1 est surexprimé dans environ 10%
des cas de cancer de la prostate, et dans environ la moitié des cas il se trouve sous une
forme tronquée. Ainsi le projet qui m’a été confié porte sur la comparaison des
différences potentielles entre le facteur ERG et le facteur de transcription ETV1
sous sa forme pleine longueur dans la formation des métastases osseuses. Les
résultats de cette étude effectuée lors de mes seconde et troisieme années de these font

'objet de la deuxieme partie de ce manuscrit.
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Contexte: Partie |

Le cadre général de la premiere partie du projet de thése s’inscrit dans la
poursuite de la caractérisation des cibles moléculaires du facteur de trasncription ETV4
dans ses fonctions au cours de la morphogenese et de tumorigenese mammaires, sur la

base de modeéle cellulaire murin « normal » (cellules TAC) ou tumoral (cellules MMT).

A lissue d’'un crible des cibles du facteur ETV4, réalisé par une analyse
transcriptomique comparative a partir des cellules mammaires murines TAC
surexprimant ETV4 et MMT dans lesquelles 'expression de ETV4 est réprimée, le gene
MMP13 a été identifié comme étant une cible de ETV4. Ce gene s’est révélé étre une cible
pertinente a étudier, de par son niveau de régulation par ETV4, de par son réle connu
dans les processus conduisant a la cancérisation des cellules, notamment dans le modele
mammaire, mais aussi parce que certaines données montraient un lien de régulation
potentiel du pomoteur MMP13 par ETV4. Néanmoins aucune démonstration d’un lien de

régulation fonctionnel n’avait été décrite.
Dans ce contexte, nous avons entrepris de poursuivre deux objectifs :

- la confirmation du lien de régulation entre ETV4 et MMP13 au niveau
transcriptionnel par des expériences de Q-RT-PCR en temps réel mais aussi par I'analyse

du promoteur du géene MMP13,

- la caractérisation du lien fonctionnel entre ETV4 et MMP13 dans les cellules a

caractére « normal » (TAC) ainsi que dans les cellules a caractére tumoral (MMT).

Pour ce projet, nous avons utilisé la lignée cellulaire cancéreuse mammaire
murine MMT dans laquelle I'expression de ETV4 et/ ou MMP13 a été modulée. Les
différents modeles ont été validés au niveau transcriptionnel par Q-RT-PCR et au niveau
protéique par Western Blot.

Ensuite, pour chaque modele cellulaire établi et validé, différents tests
phénotypiques in vitro (prolifération, migration, potentiel de clonage sans ancrage) ont

été entrepris afin d’étudier le lien fonctionnel entre ETV4 et MMP13.
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Enfin ce lien fonctionnel a été étudié in vivo chez la souris grace a l'injection sous-
cutanée des différents modeles cellulaires et a aussi été analysé en collaboration avec le

Dr I. Bieche dans une cohorte d’échantillons de tumeurs mammaires.

Cette étude fait l'objet de la publication: « ETV4 transcription factor and
MMP13 metalloprotease are interplaying actors of breast tumorigenesis », en

révision dans le journal Breast Cancer Research.

Mandy Dumortier 101

© 2017 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



, . Thése de Mandy Dumortier, Lille 1, 2017
Résultats Partie |

Résultats Partiel :

La métalloprotéase 13 relais du facteur de transcription ETV4 dans la

tumorigenese mammaire
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Publication n°1

ETV4 transcription factor and MMP13 metalloprotease

are interplaying actors of breast tumorigenesis

Envoyé dans le journal : Breast Cancer Research (le 21 Juillet 2017 puis le

20 Septembre 2017)

Mandy DUMORTIER', Franck LADAM?, Isabelle DAMOUR', Sophie
VACHER?, Ivan BIECHE, Nathalie MARCHAND, Yvan de LAUNOIT , David
TULASNE and Anne CHOTTEAU-LELIEVRE'

Mandy Dumortier 103

© 2017 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



, . Thése de Mandy Dumortier, Lille 1, 2017
Résultats Partie |

Résumé des résultats

Contexte : Le facteur de transcription ETV4 est impliqué dans les étapes majeures de
I'organogenese et joue également un role important lors de la tumorigenese et la
formation de métastases notamment dans le cancer du sein. Cependant, les mécanismes
moléculaires et cellulaires régulés par ce facteur dans ce contexte restent méconnus.
Dans les cellules épithéliales mammaires, le facteur ETV4 controle l'expression de
nombreux genes, parmi lesquels la métalloprotéase MMP13. Cette étude a pour but de

comprendre la fonction de MMP13 lors de la tumorigenese induite par ETV4.

Méthodes : Différentes constructions du promoteur du géne MMP13 sont utilisées pour
étudier la régulation de MMP13 par ETV4. De plus, la prolifération, la migration,
I'invasion, la croissance sans ancrage et la tumorigenése in vivo sont étudiés avec
différents modeles de cellules épithéliales cancéreuses mammaires dans lesquelles
I'expression de ETV4 et/ou MMP13 est modulée. Pour finir, I'’expression en ARNm de

MMP13 et ETV4 est caractérisée a partir de 456 échantillons de cancers du sein.

Résultats : Notre étude montre que le facteur ETV4 induit la prolifération, la migration,
I'invasion et la croissance sans ancrage des lignées cellulaires cancéreuses mammaires
MMT. L’étude des événements moléculaires en aval d’ETV4 a permis de mettre en
évidence la métalloprotéase MMP13 comme nouveau gene cible d’ETV4. Par la
surexpression ou la répression de MMP13, nous avons mis en évidence que cette
meétalloprotéase contribue aux propriétés de prolifération, migration, invasion et
croissance sans ancrage. De plus, l'inhibition de MMP13 perturbe les propriétés
cellulaires induitent par ETV4 et participe a la formation des tumeurs induites par ETV4
in vivo dans des souris immunodéficientes. Enfin, la surexpression d’ETV4 et de MMP13

est associée a un mauvais pronostic dans le cancer du sein.

Conclusion : MMP13 agit comme relais du facteur ETV4 lors de la formation et le

développement du cancer mammaire.
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Introduction

ETV4, with ETV1 and ETV5, constitute the PEA3 group among the 12 subgroups of
the ETS transcription factor family, defined by their conserved DNA binding domain
(ETS binding domain) [1, 2]. They control the development of various organs and are
involved in the progression of many cancers including breast cancer [1, 3-8]. ETV4
directly influences the outcome of mammary tumorigenesis induced by the ERBB2, SRC1
and Wntl oncogenes [9- 11]. However, the cellular and molecular mechanisms
regulated by the ETV4 factor during mammary cancer progression are still poorly

understood.

In most cases, carcinogenesis is associated with an overexpression of ETV4
promoting proliferation, migration and/or invasion involved in the tumorigenic and/or
metastatic process. As a consequence, deregulation of ETV4 target genes has a key role
in these processes. Few ETV4 target genes involved in the regulation of these biological
responses have been described so far, particularly in the mammary cells and tissues. In
these latter, ETV4 has been shown to regulate the expression of several matrix
metalloproteases such as MMP2 or MMP9, transcription factors involved in epithelial to
mesenchymal transition (EMT) such as Twistl or Snail, or other cancer related factors
such as Bax, Cyclin D3 or Cyclin D2 and therefore to play an active role during the
acquisition of invasive properties by mammary cancer cells [8, 10, 12-15]. A
transcriptomic wide identification of ETV4 responsive genes in mammary cells has
shown that many more genes are potentially regulated by ETV4 even if it is still unclear
if they are direct targets and what roles they could play in the context of ETV4 driven
tumorigenesis [16]. Therefore, the precise characterization of new ETV4 target genes in
the context of mammary tumorigenesis will allow a better understanding of the

molecular mechanisms involved in this pathology.

MMP13 is one of those genes and was identified as being down-regulated following
ETV4 knock-down in mammary epithelial cells. MMP13 (collagenase 3) belongs to the
collagenase subfamily of matrix metalloproteases (MMP) and degrades all fibrillary
collagens, particularly the type II collagen [17]. MMP13 has a role in different kind of
cancer [18] and is overexpressed in a variety of malignant tumors [19]. It was first

identified from overexpressing breast carcinomas [20]. Although the role of MMP13 in
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mammary tumorigenesis has been reported [18, 21-27] its implication is still
misunderstood. Indeed, MMP13 is expressed in the endothelium surrounding breast
tumors suggesting a role in the modulation of extracellular matrix degradation and cell-
matrix interactions involved in metastasis [20, 28]. Consistently, functional evidence
demonstrates that MMP13 increases the invasive capacities of the malignant cells in
breast cancer [29-31]. Yet, the precise role of the MMP13 protein and how the MMP13

gene is transcriptionally regulated during mammary tumorigenesis remain unclear.

In this study, we first report that MMP13 is a new ETV4 target gene in various
mammary cellular models and we identified an ETS binding site necessary for the direct
regulation of the MMP13 gene promoter by ETV4. Second, by establishing ETV4- and
MMP13- overexpressing and MMP13-repressing MMT cells to assess modification of the
phenotypic cellular properties, we show that ETV4 significantly promotes cell
proliferation, migration, invasion and anchorage independent growth. Moreover, we put
in evidence that MMP13, to a lesser extent, presents the same contribution. Next, we
assess the consequences of MMP13 knock-down in ETV4-controlled events.
Interestingly, as MMP13 inhibition disturbs the positive effect of ETV4 on MMT
proliferating, migrating and invading activities, we demonstrate that MMP13 acts as a
relay of ETV4 in its functional role in the mammary epithelial tumorigenic cells, in vitro
as well as in tumor xenograft assays in vivo. Finally, we investigate the ETV4-MMP13
link in breast cancer samples and depict that the association of both ETV4 and MMP13

overexpression is associated with poor patient outcome.

Ultimately, these data shed light on a new ETV4 relay, the extracellular
metalloprotease MMP13, which could be potentially targeted in the context of ETV4-

controlled mammary tumorigenesis.
Résultats
MMP13 is a new ETV4 target gene in mammary epithelial cells

We previously described ETV4-regulated genes in the mammary tumorigenic MMT cells
following ETV4 inhibition [16]. We completed these data by performing transcriptomic
analysis by microarrays to identify ETV4-regulated genes in mammary epithelial TAC

cells [16, 32] and found that ETV4 positively modulates MMP13 gene expression (0.16-
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fold: p- value 0.02 following ETV4 inhibition and 18.12-fold: p value 0.0014 following
ETV4 overexpression). Other MMPs (1-2-3-9-14) were slightly regulated but not as
much as MMP13 [16]. In order to characterize the regulation of MMP13 expression by
ETV4, we used the previously described mammary epithelial TAC cell line
overexpressing ETV4 [8] as well as the mammary cancerous MMT cell line and the
breast epithelial MCF10-A cell line, engineered to overexpress a V5-tagged-ETV4 protein
after a retroviral infection (MMT-ETV4 and MCF10A-ETV4) (Fig. 1a & c and Fig. S1a & c).
Overexpression of ETV4 upregulates MMP13 mRNA and protein expression in the mouse
TAC, MMT (Fig. 1b & d) and human MCF10A cells (Fig. S1b & d). Moreover, the secretion
of the active form of MMP13 is increased in supernatant of ETV4 overexpressing cells as

shown by western blot (Fig. 1e) and zymography (Fig. 1f).
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Fig. 1 Expression of ETV4 and MMP13 in TAC-Ctrl/ETV4 and MMT-Ctrl/ETV4 cells. a/b
Relative ETV4 (a) or MMP13 (b) mRNA expression in TAC/MMT-Ctrl and TAC/MMT-
ETV4 cells determined by real-time PCR and normalized to Cyclophillin A levels. mRNA
expression in TAC/MMT-Ctrl cells was arbitrarily = 1. Error bars indicate SD.c/d
Western blot analysis of ETV4 protein expression (61 kDa) (¢) or MMP13 protein
expression (60 kDa) (d) in TAC/MMT-Ctrl and TAC/MMT-ETV4 cells. GAPDH expression
served as the loading control. e Western blot analysis of the secreted MMP13 protein
expression (55 kDa) issue from the supernatant of MMT-Ctrl and MMT-ETV4 cells. f
Zymography analysis of MMP13 protein activity (55 kDa) in MMT-Ctrl and MMT-ETV4
cells.
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We next completed these data by the analysis of the ETV4 regulated MMP13 promoter.
TAC cells were transfected with various MMP13 gene promoter fragments cloned into a
luciferase reporter vector and ETV4-expression vector or control vector. Our results
indicate that the MMP13 promoter (-1800) is active in TAC cells. Moreover ETV4
transactivates the MMP13 gene promoter region spanning 1800 bp downstream of the
translation start codon (MMP13- 1800) (Fig. 2a & b). To delineate the responsive
elements driving the promoter activity, we tested various deletion constructs (Fig. 2a)
and identified a region of 91 bp (MMP13-91), which displays an optimal promoter
activity as well as induction by ETV4 (Fig. 2b). This region contains a putative ETS
Binding Site (EBS) and a putative AP1 binding site. These two sites are very highly
conserved among Mouse, Human and Rabbit [36, 37] (Fig. S3c) and the EBS was
previously described to be important in the MMP13 gene promoter activity [37]. In fact,
the mutation of the EBS site in the MMP13-91 and MMP13-391 fragments reduced by
half the transactivation by ETV4 (Fig. 2b). Moreover, AP1 synergised the ETV4 induced
transactivation effect and AP1 site is required for this activity (Fig. S3a & b). We
thereafter evidenced ETV4 recruitment to this chromatin region in TAC and MMT cells,
by ChIP using an antibody directed against ETV4 and, as a positive control, we analysed
the binding of ETV4 at the Cyclin D2 promoter, as previously described [8] (Fig. 2c).
Noteworthy, the same results were obtained in TAC and MMT cells that overexpress
ETV4 (Fig. S2). Therefore, MMP13 is a new ETV4 target gene in TAC and MMT mammary

epithelial cells with AP1 as a likely co-activator.
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Fig. 2 MMP13 gene is a new ETV4 target gene in mammary epithelial TAC and MMT
cells.a Schematic representation of the mouse MMPI13 promoter fragments
(pMMP13-1800 to pMMP13-91) cloned into a pG3bLuc reporter vector (pG3b).

Position of the conserved ETS binding sites (EBS) is represented by . >
Transcription start site. : Mutation of the ETS site. b Histograms representing the
relative luciferase activity measured for each promoter construct co-transfected into
the TAC cell line with pTracer vector (-) or pTracer-ETV4 expression vector (ETV4).
Experiments were conducted 3 times in triplicate. Error bars indicate SD.c ChIP
experiment. PCR detection of the MMPI3 promoter region after ETV4
immunoprecipitation in MMT (left panel) and TAC (right panel). Primers allowing the
amplification of the proximal MMP13 promoter region containing EBS are
schematized in the lower panel; Cyclin D2 was used as positive control [8].
Immunoprecipitation with a non- relevant antibody (IgG) was used as negative
control.
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Fig. 3 ETV4 enhances proliferation, migration, invasion and anchorage-independent growth
capacity of MMT mammary cancer cells. a MMT-Ctrl and MMT-ETV4 cells proliferation analysis by
cell counting. The 2 charts represent the number of counted cells at 10, 35, 55, 80 and 100 hours.
Experiments were conducted 3 times in triplicate. Error bars indicate SD. b MMT-Ctrl and MMT-
ETV4 cell migration analysis by Boyden chamber culture system. Histograms represent the relative

number of counted cells that have migrated to the lower side. The number of MMT-Ctrl cells was
arbitrarily = 1. Experiments were conducted 3 times in triplicate. Error bars indicate SD. Statistical

BV,
| Sety

significance “P< 0.0001. The lower panel depicts two representative pictures of each
experiment. c MMT-Ctrl and MMT-ETV4 cells invasion analysis by Boyden chamber culture system
coated with Matrigel®. Histogram represents the relative number of cells that have invaded to the
lower side. The number of MMT-Ctrl cells was arbitrarily = 1. Experiments were

conducted 3 times in triplicate. Error bars indicate SD. Statistical significance “P< 0.0001. The
lower panel depicts two representative pictures of each experiment.d Anchorage independent
growth. MMT-Ctrl versus MMT-ETV4 cells were cultured 10 days in soft agar. This histogram
represents the number of clones counted for experimental point. Soft agar assays were conducted 3
times in triplicate. Magnification x5. Error bars indicate

kkksk
SD. Statistical significance P< 0.0001. The lower panel depicts two representative pictures of
each experiment.
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ETV4 enhances cell proliferation, migration, invasion and anchorage-independent

growth

Proliferation and migration assays showed that MMT cells overexpressing ETV4 display
enhanced proliferation and migration abilities as determined using a Boyden chamber
(Fig. 3a & b). Similar results were obtained with or without treatment with Mitomycin C,
an inhibitor of proliferation, indicating that effect on cell migration was not a
consequence of an increase in the cell number (data not shown). Moreover, invasion
assay in a Matrigel®-overlayed Boyden chamber and in a clonogenic assay revealed that
ETV4 significantly increases invasion (Fig. 3c) and anchorage independent growth (Fig.
3d) in vitro. These data confirm that ETV4 is an important actor of the cellular abilities
(proliferation, migration, invasion, anchorage independent growth) involved in the

tumorigenic properties of the MMT cells.

MMP13 is a regulator of ETV4 dependent tumorigenic properties in mammary

cancer cells

Next, we undertook to evaluate the role of MMP13 during MMT cell migration, invasion
or clonogenicity by using MMT cells in which MMP13 is overexpressed (MMT-MMP13)
or knocked-down by shRNA (MMT-shMMP13). MMP13 overexpression or repression
was confirmed by qPCR (Fig. S4a & b), western blot (Fig. S4c) and/or zymography (Fig.
S4d). As shown in Fig. 4, MMP13 overexpression increases cell proliferation (Fig. 4a),
migration (Fig. 4c) and anchorage independent growth (Fig. 4e). As expected, MMP13
repression leads to a reduction in cell proliferation (Fig. 4b), cell migration (Fig. 4d) and
anchorage independent cell growth (Fig. 4f). Thus, similar to ETV4, MMP13 is an inducer

of cancer cell proliferation, migration and invasion.
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Fig. 4 MMP13 acts as ETV4 in the modification of tumorigenic properties of MMT cells. a/b
MMT-Ctrl and MMT-MMP13 (a) or MMT-shMMP13 (b) cell proliferation analysis by cell
counting. The 2 charts represent the number of counted cells at 10, 35, 55, 80 and 100
hours. Experiments were conducted 3 times in triplicate. Error bars indicate SD.c/d MMT-
Ctrl and MMT-MMP13 (c¢) or MMT-shMMP13 (d) cells migration analysis by Boyden
chamber culture system. Histogram represents the relative number of counted cells that
have migrated to the lower side. The number of MMT-Ctrl cells was arbitrarily = 1.
Experiments were conducted 3 times in triplicate. Error bars indicate SD. Statistical
significance ****P< 0.0001. The lower panel depicts two representative pictures of each
experiment. e/f Anchorage independent growth. MMT-Ctrl versus MMT-MMP13 (e) or
MMT-shMMP13 (f) cells were cultured 10 days in soft agar. This histogram represents the
number of clones counted for experimental point. Soft agar assays were conducted 3 times

keskoksk
in triplicate. Magnification x5. Error bars indicate SD. Statistical significance P< 0.0001;
**P< 0.01. The lower panel depicts two representative pictures of each experiment.

In order to determine if MMP13 participates in ETV4 regulated cancer cell properties,
we repressed MMP13 in the ETV4-overexpressing MMT cell line. To that end, we
established the MMT-ETV4-shMMP13 cell line which expresses an shRNA construct
allowing for a significant reduction in MMP13 mRNA and protein expressions and
subsequently a reduction in MMP13 metalloprotease activity (Fig. 4a, b & c).
Importantly, as determined by qPCR and western blot, ETV4 mRNA and protein
expressions remain unchanged in these cells (Fig. S5a & b). The repression of MMP13 in
the ETV4-overexpressing MMT cells drastically decreases their proliferation (by 70%
100h after the beginning of the experiment; (Fig. 5c)) and significantly reduces cell
migration (2-fold decrease compared to ETV4 control (Fig. 5d)), cell invasion (2-fold
decrease compared to ETV4 control (Fig. 5e)) and anchorage independent growth (2.5-
fold increase compared to ETV4 control (Fig. 5f)). The latter was confirmed by transient
transfection of a siRNA directed against MMP13 in the MMT-ETV4 overexpressing cells
which leads to a 50% decrease in MMP13 expression (Fig. S6a) and a significant
reduction in the anchorage independent cell growth (Fig. S3b). Altogether, these results
show that MMP13 acts as a relay of ETV4 to control mammary cancer cells tumorigenic

abilities.
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Fig. 5 MMP13 acts as a regulator of ETV4 tumorigenic-induced response in (MMT)
mammary epithelial cells. a Relative MMP13 mRNA expression in the MMT-ETV4 and
MMT-ETV4-shMMP13 cells determined by real-time PCR and normalized to
Cyclophillin A levels. mRNA expression in MMT-ETV4 cells was arbitrarily = 1. Error
bars indicate SD. b Zymography analysis of MMP13 protein activity (55 kDa) issue
from the supernatant of MMT-ETV4 and MMT-ETV4-shMMP13 cells.c MMT-ETV4
and MMT-ETV4-shMMP13 cell proliferation analysis by cell counting. The 2 charts
represent the number of counted cells at 10, 35, 55, 80 and 100 hours. Experiments
were conducted 3 times in triplicate. Error bars indicate SD. d MMT-ETV4 and MMT-
ETV4-shMMP13 cell migration analysis by Boyden chamber culture system.
Histogram represents the relative number of counted cells that have migrated to the
lower side. The number of MMT-ETV4 cells was arbitrarily = 1. Experiments were
conducted 3 times in triplicate. Error bars indicate SD. Statistical significance **P<
0.01. The lower panel depicts two representative pictures of each experiment. e
MMT-ETV4 and MMT-ETV4-shMMP13 cell invasion analysis by Boyden chamber
culture system coated with Matrigel®. Histograms represent the relative number of
counted cells that have invaded to the lower side. The number of MMT-ETV4 cells
was arbitrarily = 1. Experiments were conducted 3 times in triplicate. Error bars
indicate SD. Statistical significance ****P< (0.0001. The lower panel depicts two
representative pictures of each experiment. f Anchorage independent growth. MMT-
ETV4 versus MMT-ETV4-shMMP13 cells were cultured 10 days in soft agar. This
histogram represents the number of clones counted for experimental point. Soft agar
assays were conducted 3 times in triplicate. Magnification x5.

MMP13 silencing inhibits the tumorigenic activity of ETV4 in vivo

To investigate whether MMP13 expression is necessary for the induction of tumors by
ETV4 in vivo, MMT-ETV4-shMMP13 and MMT-ETV4-control cells were injected in the
inguinal flank of immuno-compromised mice and tumor growth was evaluated daily
(Fig. 6). Three days post-injection, all of the MMT-ETV4 control cells injected mice
showed a palpable tumor whereas none could be detected at this stage in the MMT-
ETV4-shMMP13 cells injected group. By day 6 post-injections all MMP13 injected mice
developed palpable tumors. However a daily measure of tumor size over the course of
10 more days (until animal sacrifice) indicate that MMP13 expression is required for
optimal tumor growth as shRNA expressing ETV4 cells are on average 2-fold smaller
than controls. Therefore, MMP13 is a mediator of ETV4 tumorigenic promoting activity

in MMT cancer cells.
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Fig. 6 MMP13 reinforces the tumorigenic activity of ETV4 in vivo. In vivo tumor
growth assay. Tumor presence was determined by palpation of the mammary gland

every week. The graph represents the volume of tumor (mm3) versus time in weeks
after xenograft of MMT-ETV4 (n=14) versus MMT-ETV4-shMMP13 (n=15) cells into
the fat pad of the mammary gland of SCID-deficient mice. Three independent
experiments were conducted. Statistical significance ***P< 0.001 and ****P< 0.0001.

MMP13 and ETV4 expression in breast tumors is associated with a poor prognosis

In order to corroborate the relevance of the phenotypic and mouse in vivo data and to
explore the link between ETV4 and MMP13 in human breast cancer, we assessed MMP13
and ETV4 mRNA expression levels in a series of 456 primary unilateral invasive primary
breast tumors from patients with known clinical and pathological status and long-term
outcome. We used a log-rank test to identify relations between MFS (Metastasis-free
survival) and MMP13 and/or ETV4 expression. Combined analysis (as described in the
“Patients and Samples” section of Methods) of MMP13 and ETV4 mRNA expression level
defined three separate prognostic groups of 82 (Low-ETV4), 255 (High-ETV4/Low-
MMP13), and 119 patients (High-ETV4/High-MMP13) with significantly different
survivals (p=0.000041) (Fig. 7). The patients with the poorest prognosis were observed
in the subgroup of 26.1% (119/456) patients characterized by association of high
MMP13 and high ETV4 mRNA expression levels.

We sought links between the three prognostic groups and classical clinicopathological
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parameters in breast cancer (Table 1). Using HR (ERa and PR) and ERBB2 status, we
also subdivided the total population (n=456) into four breast cancer molecular
subtypes: HR+/ERBB2+ (n=54), HR+/ERBB2- (n=289), HR-/ERBB2+ (n=45) and HR-
/ERBB2- (n=68). High MMP13 and ETV4 mRNA expression levels were associated with
negative ER status (p=0.00067) and the HR-/ERBB2+ subtype (p=0.0015), two
parameters associated with breast cancer aggressiveness (Table 1). We did not
observed correlation between the three prognostic groups and mutations of PIK3CA that
is the most frequently mutated oncogene in breast cancer (p=0.96) as well as mRNA
level of the MKI67 gene that encodes for the proliferation-related Ki-67 antigen)
(p=0.073).
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Fig. 7 MMP13 and ETV4 are associated to a poor prognosis in breast cancer.
Metastasis-free survival (MFS) curves for breast-tumor patients according to Low-

ETV4 (n=82), High-ETV4 and Low-MMP13 (n=255) or High-ETV4 and High-MMP13
(n=119) mRNA levels. Statistical significance ****P< 0.0001.
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Table 1: Relationship between MMP13 and ETV4 transcripts levels and classical clinical biological
parameters in the series of 456 breast cancers. Numbers represent the part of the 456 patients in each
condition (age, SBR histological grade, etc) and in regard with the expression level group (Low ETV4/High ETV4-
Low MMP13/High ETV4-High MMP13). For these 3 groups, percentages in bracket correspond to the proportion of

Thése de Mandy Dumortier, Lille 1, 2017

patients in the group (82 for Low ETV4; 255 for High ETV4-Low MMP13; 119 for High ETV4-High MMP13).

Number of patients (%)

Total . .
) High ETV4- High ETV4-
population (%) Low ETV4 Lolal MMP13 Higa MMP13 p°
Total 456 (100.0) 82 (18.0) 255 (55.9) 119 (26.1)
Age
<50 98 (21.5) 10 (12.2) 60 (23.5) 28 (23.5) 0.075 (NS)
>50 358 (78.5) 2 (87.8) 195 (76.5) 91 (76.5)
SBR histological grade :¢
I 58 (13.0) 10 (12.3) 37 (15.0) 11(9.2) 0.24 (NS)
Il 229 (51.2) 48 (59.3) 122 (49.4) 59 (49.6)
m 160 (35.8) 23 (28.4) 88 (35.6) 49 (41.2)
Lymph node status 9
0 119 (26.1) 21(25.9) 67 (26.5) 31(26.3) 0.085 (NS)
1-3 237 (52.1) 37 (45.7) 144 (56.9) 56 (47.5)
>3 96 (21.8) 23 (28.4) 42 (16.6) 31(26.3)
Macroscopic tumor size ©
<25mm 223 (49.8) 40 (50.0) 132 (52.4) 51 (44.0) 0.32 (NS)
>25mm 225 (50.2) 40 (50.0) 120 (47.6) 65 (56.0)
ERa status
Negative 118 (25.9) 9 (11.0) 67 (26.3) 42 (35.3) 0.00067
Positive 338 (74.1) 73 (89.0) 188 (73.7) 77 (64.7)
PR status
Negative 194 (42.5) 31(37.8) 103 (40.4) 60 (50.4) 0.12 (NS)
Positive 262 (57.5) 51 (62.2) 152 (59.6) 59 (49.6)
ERBB?2 status
Negative 357 (78.3) 71 (86.6) 200 (78.4) 86 (72.3) 0.052 (NS)
Positive 99 (21.7) 11 (13.4) 55 (21.6) 33(27.7)
Molecular subtypes
RH- ERBB2- 68 (14.9) 8(9.8) 41 (16.1) 19 (16.0) 0.0015
RH- ERBB2+ 45 (9.9) 1(1.2) 22 (8.6) 22 (18.5)
RH+ ERBB2- 289 (63.4) 63 (76.8) 159 (62.4) 67 (56.3)
RH+ ERBB2+ 54 (11.8) 10 (12.2) 33 (12.9) 11(9.2)
PIK3CA mutation status
wild type 307 (67.3) 56 (68.3) 172 (67.5) 79 (66.4) 0.96 (NS)
mutated 149 (32.7) 26 (31.7) 83 (32.5) 40 (33.6)
MKI67 mRNA expression
median 12.5(0.80-117) 11.7 (1.74-117) 12.1 (0.80-94.5) 13.6 (2.1-58.5) 0.073 (NS)

Abbreviations: ERa: oestrogen receptor alpha; PR: progesterone receptor; ERBB2: human epidermal growth factor
receptor 2; HR: hormone receptor; PIK3CA: phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha;

MKI67: marker of proliferation Ki-67. The bold values are statistically significant (p-value<0.05).

a X2Test; b Scarff Bloom Richardson classification; € Information available for 447 patients; d Information available for

452 patients; € Information available for 448 patients.
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Discussion

ETV4 is an ETS transcription factor involved in important steps of organ
development as in mammary gland morphogenesis. ETV4 is also a significant mediator
of tumorigenesis through the activation of several downstream pathways that are
associated with migration and invasion. ETV4 is overexpressed in breast tumors and is
associated with distant metastasis and poor prognosis [1, 5, 38, 39]. However, the
cellular and molecular events regulated by this factor remain poorly understood. We
previously identified new target genes implicated in phenotypic cellular modulation
induced in mammary tumorigenesis as Bax or Cyclin D2 [8, 12]. We also described that
ETV4 overexpression in a mammary epithelial cell line confers tumorigenic like
properties as well as an increased ability to grow [32] and that ETV4 repression reduces

tumorigenesis in mammary cancer cells [16].

In this work, we demonstrate that ETV4 enhances tumorigenic properties of
mammary epithelial cancer cells (MMT cells) and that MMP13, as a new ETV4 target
genes, relays these effects. ETV4 is now well-known to be involved in events
participating to tumor development and progression. For example, repression of ETV4
in colorectal carcinoma cells significantly impairs their invasive capacity [40] and
several EMT markers and MMPs were down- regulated in shETV4 expressing cells. In
the same way, in gastric adenocarcinoma cell lines, ETV4 increases MMP1 and MMP7
expression and stimulates invasion in vitro [41]; ectopic overexpression of ETV4 in non-
metastatic human breast cancer cells increases their invasiveness and their metastasis
potential in nude mice [42]. Therefore, deregulated metalloprotease expression and/or
activity have been often associated with ETV4 tumorigenic properties [1, 43]. However,
the precise molecular mechanism by which they act during mammary tumorigenesis is

currently unknown.

The MMT cells, a mammary tumorigenic cell model, have been previously used to
explore the functional involvement of ETV4 in their tumorigenic properties [16]. ETV4
down- regulation in MMT cells leads to a decrease in their forming tumor abilities.
Similarly, we show here that ETV4 overexpression in MMT cells promotes cell
proliferation, migration, invasion and anchorage-independent growth, demonstrating

that ETV4 is an actor of tumorigenic development, as previously described.
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Among the well-known MMPs associated to tumorigenic occurrences, MMP13 is a
metalloprotease playing an important role in tissue remodelling during fetal and
subsequent post-natal bone development [44, 45]. Nevertheless, MMP13 was first
identified in a breast tumor library [17] and an increasing number of data demonstrate
its role in tumorigenesis and particularly in breast cancer [22, 24, 27, 46, 47]. In
accordance, we initially described by a transcriptomic analysis a regulation of MMP13

expression by ETV4 in a mammary epithelial cell line [16].

To shed light into the functional relevance of the ETV4-MMP13 interplay, we
explored MMP13 expression in different contexts of murine (TAC, MMT) or human
(MCF10A) ETV4 expressing cells and analyzed the regulation of the MMP13 gene by
ETV4. MMP13 expression and activity are positively correlated with ETV4 expression.
Moreover, ETV4 is a trans-activator of the MMP13 gene promoter since we identified a
91pb minimal promoter that contains putative ETS and AP1 binding sites. We detected
the binding of ETV4 to this chromatin region, the cooperation between ETV4 and AP1 to
enhance the transactivation effect of ETV4 and the importance of the proximal EBS and
the requirement of the AP1 binding motif a known co-factor of various ETS proteins [42,
48-51]. This synergistic action between AP1 and ETV4 in the MMP13 regulation could
emphasise the role of MMP13 in the ETV4-dependent tumorigenic effects and serve as a

potential target to treat ETV4 driven diseases.

Given that MMP are key actors of the tumorigenic and metastatic processes, we
evaluated the influence of MMP13 on phenotypic modification of mammary cancer cells
and in a context of ETV4 overexpression. On the one hand, MMP13 overexpression is
able to slightly increase cell proliferation, migration and anchorage-independent
growth, and on the other hand, MMP13 repression has the reverse effect. In fact, MMP13
has the same behaviour as ETV4 in these cancer cells but is less potent. These are
relevant findings considering that MMP13 is overexpressed in a variety of malignant
tumors as in breast carcinomas [20, 52, 53] and is implicated in bone metastasis in

breast cancer [23, 54, 55].

In order to determine if MMP13 is a relay of ETV4 tumorigenic activity, we
compared the behaviour of MMT cells overexpressing ETV4 and at the same time have a

downregulation = of @ MMP13  expression and  activity. These  ETV4-
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overexpressing/MMP13-silencing cells show a significant decrease of their proliferation,
migration and anchorage-independent growth rate. Furthermore, we provide evidence
that the silencing of MMP13 inhibits ETV4-induced tumor formation in mice, confirming
the in vitro data and highlighting the importance of MMP13 activity in ETV4 tumorigenic

functions.

Even though numerous data suggested the importance of MMP13 in tumor
progression and metastasis development, by describing its up- or down-regulation, very
few of them analyzed the impact of these modulations. One of them, by using a similar
approach on the role of Pitl, a POU class 1 homeobox 1 transcription factor, revealed
that it regulates MMP13 expression in human breast cancer cells and that MMP13
knock-down blocks cancer cell invasion into the lungs, suggesting that MMP13 is a
mediator of Pitl induction of breast cancer lung metastasis [56]. These data underline
the importance of MMP13 in the mediation of tumorigenesis and invasiveness and

corroborate our findings.

The MMT cell model was considered to be a useful model to realize the in vitro and
in vivo phenotypic assays according to the previously data and characterization we
obtained regarding their ability to form tumors in immunodeficient mice [8, 16].
Nevertheless, to decipher the relevance of ETV4 and MMP13 association in breast
cancer, we assessed MMP13 and ETV4 mRNA expression levels in a series of 456 breast
cancer samples. By combining MMP13 and ETV4 mRNA expression status, we identified
three distinct prognostic groups with significantly different metastasis-free survival
(MFS) curves (p=0.000041) (Fig. 7). These data revealed that the tumor group
overexpressing both ETV4 and MMP13, are correlated with the poorest prognosis. ETV4
overexpression is associated with increased metastatic risk and poor patient survival in
Triple Negative Breast Cancers (TNBC) distant metastasis and poor survival of the
patients [57]. Similarly, high levels of MMP13 expression are associated with high tumor
aggressiveness and poor survival rate [58]. Thus, these data corroborate our findings
and in combination, underline the importance of these two factors, ETV4 and its relay
MMP13, in mammary tumorigenesis. Further investigations should be done to evaluate
their potential as prognosis and diagnosis markers as well as potential therapeutic

targets to prevent or treat the disease.
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Conclusion

The ETV4 transcription factor is involved in tumorigenesis and metastatic process,
particularly in breast cancer, a heterogeneous illness with different subtypes. Here, we
showed that ETV4 promotes proliferation, migration, invasion and anchorage
independent growth of mammary tumorigenic MMT cells. In parallel, we identified
MMP13, an extracellular metalloprotease, as a new ETV4 target gene. By overexpressing
or repressing MMP13 expression, we showed that this metalloprotease contributes to
the ETV4-induced proliferation, migration and clonogenicity capacities. Thus, MMP13
acts as a relay of ETV4 in its functional role in the mammary epithelial tumorigenic cells,
in vitro as well as in tumor development in animal models. Finally, we showed that ETV4
and MMP13 co- overexpression is correlated with poor prognosis in breast cancer.
Taken together, these data highlighted the role of these actors in mammary

tumorigenesis and breast cancer progression.

Méthodes

Cell culture and reagents

TAC murine mammary epithelial cell line [32, 33] was cultured on collagen-coated
plates in high glucose DMEM (Gibco, Invitrogen) supplemented with 10% fetal calf
serum, penicillin (110 IU/ml), and streptomycin (110 pg/ml). Wild-type mouse
mammary tumor (MMT) cell line (ATCC® CCL-51TM) was cultured in DMEM (Gibco,
Invitrogen) supplemented with 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS; Gibco, Invitrogen),
gentamycin (100 IU/ml) and non-essential amino acids (Gibco, Invitrogen). MCF-10A
cell line (ATCC® CRL-10317TM) was propagated in DMEM F/12 medium (Gibco,
Invitrogen) supplemented with 5% horse serum, 20 ng/ml epidermal growth factor, 100

ng/ml cholera toxin, 500 ng/ml hydrocortisone and 0.01 mg/ml insulin.

Plasmids

pTracer-ETV4 and pLPCX-ETV4-V5 plasmids were described previously [8, 12, 32].
pMX- MMP13 was generated by PCR amplification of the mouse MMP13 cDNA and
cloned into the pMX-puro retroviral vector. pRS-shMMP13 retroviral plasmid was kindly
provided by S. Meierjohann [34]. pGL3 constructions containing different part of the

MMP13 promoter were kindly provided by J.M. Davidson [35]. Mutations to proximal
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ETS and AP-1 binding site in MMP13 promotor were made using Quick Change®II XL
Site Directed Mutagenesis Kit. The promixal ETS site was changed from GGAA to CCAA
and the proximal AP-1 site was changed from TGACT to GCACT. The sequence of all

promoter constructs was verified by DNA sequencing.

Retroviral infections and stable selection

E’>><106 HEK 293 GP cells were transfected with pLPCX, pMX or pRS retroviral

construction and 1.2x106 MMT cells or 1)(106 TAC cells per 100-mm dish were

incubated with supernatant as previously described [16]. The selection procedure

started the next day using the Puromycin (Life Technologies).

RNA interference
MMP13 and control oligonucleotides used for RNA interference have been purchased

from Thermofisher (SMARTpool ON-Target plus MMP13 and control siRNA). 3.5)(105

MMT cells were seeded in 6-well plates for reverse transfection with 75 pmole of each
siRNA and 5 pl of Lipofectamine® 2000 (Life Technologies) as recommended by the
manufacturer. Cells were incubated for another 24 hours under standard conditions

before being assayed.

Cell proliferation assays

1.5)(104 cells were seeded in 6-wells plates. The cells were trypsinized and counted after
10, 34, 55, 80 and 100 hours using a Tali Image-Based Cytometer (life technologies).

Each time point was counted three times.

Anchorage-independent growth

3x 105 cells were seeded in 500 pl of medium mixed with 1 ml of 0.35% agar in growth
medium (MEM with 10% FBS). The cell suspension was cast onto 12-well plates with
500 pl of 0.65% agar in growth medium, which was used as an underlay. Growth
medium was added onto the agar layer and changed weekly. Colonies were

photographed after 10 days using a light microscope.
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Cell migration assays

Boyden chamber cell migration was assayed using a cell culture-chamber-insert system

(BD Biosciences) with an 8um polyethylene terephthalate (PET) membrane. 4><1O4 cells
were seeded on the upper chamber in DMEM 10% FBS. The same medium was added in
the lower chamber. After 18 hours, cells that did not cross the membrane were scraped
off the upper side of the membrane with a cotton swab. Cells that had migrated to the
lower side were fixed with methanol at -20°C and stained with Hoechst 33258 (Sigma).
The membrane was excised from its support and mounted on a glass side with Glycergel

(DAKO).

Cell invasion assays

Boyden chamber cell invasion was assayed using a cell culture-chamber-insert system
(Corning® BioCoatTM Growth Factor Reduced Matrigel® Invasion Chamber) with an

8um polyethylene terephthalate (PET) membrane coated with Matrigel®. 8><1O4 cells
were seeded on the upper chamber in DMEM 0% FBS and 0.1% BSA. DMEM 5% FBS was
added in the lower chamber. After 36 hours, cells that did not cross the membrane were
scraped off the upper side of the membrane with a cotton swab. Cells that had migrated
to the lower side were fixed with methanol at -20°C and stained with Hoechst 33258
(Sigma). The membrane was excised from its support and mounted on a glass side with

Glycergel (DAKO).

Zymography

The gelatin zymography was used to determine the activity of MMP13. The medium was
collected and the cells were removed by centrifugation. Then, 25ul of sample with 50 pl
of buffer load was loaded onto a 10% precast polyacrylamide gel with gelatin (BioRad).
After electrophoresis, the gels were renatured by soaking for 30 min at room
temperature in 2.5% Triton X-100. The gels were then incubated in a developing buffer
(50mM Tris, 200mM NaCl, 5mM CacCl2, 0.02% Brij-35, pH 7.5) overnight at 37°C. The
gels were stained with Coomassie Brillant Blue R-250 and de-stained in demineralized
water. The transparent bands of gelatinolytic activity were visualized as clear bands

against the blue-stained gelatin background.
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Tumor xenografts

MMT pLPCX-ETV4-pRS and MMT pLPCX-ETV4-pRS-shMMP13 cells were trypsinized,

resuspended in PBS (5)(106 cells/ml). 5x105 cells were injected subcutaneously into 6-7
weeks old female SCID-deficient mice. Tumor size was assessed by measuring the length

and width of tumor every 3-4 days. Tumor volume was estimated using the formula:

(length x widthz) +2. Results are expressed as the mean of tumor volume for each
experimental group. All animal procedures were conducted with approval of and in
compliance with the Nord Pas de Calais Regional for Ethical Animal Care and Use

Committee (CEEA-003243.01).

Western blotting

Cells were lysed in a 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 1% Nonidet P-40 (v/v), 1
mM sodium orthovanadate, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 10g/ml leupeptin, and
10g/ml aprotinin buffer. After scraping, cellular debris was removed by centrifugation
at 10,000g for 5 min. Protein concentrations were determined by the Bradford assay

50pug of whole cell extracts were separated in precast gels (Mini-PROTEAN® TGX Stain-

FreeTM BioRad) gel and transferred onto nitrocellulose membrane (Trans-Blot Turbo
transfer, BioRad). After blocking with Tris-buffered saline, 0.1% Tween, and 3% bovine
serum albumin, the membrane was probed with the primary and the secondary
antibodies. The enzymatic activity was detected using a chemiluminescent-enhanced kit
(Amersham). Equal transfer of proteins from the gel was controlled by Stain Free system
of the gel and the membrane and by using an anti-GAPDH antibody. We used anti-ETV4
1/500 (N3C3-GTX114393 Genetex), anti-MMP13 (18165-1-AP Proreintech), anti-
GAPDH (6C5-sc-32233, Santa Cruz Biotechnology) and secondary antibodies anti-mouse

or anti-rabbit coupled to horseradish peroxydase (Amersham).

RNA extraction, retro-transcription and real-time PCR (qPCR)

Total RNA was extracted using the RNAeasy minikit according to the manufacturer’s
instructions (Qiagen). 1 pg of total RNA was retro-transcribed using the high-capacity
cDNA reverse transcription kit (Life Technologies). Specific gene expression was

determined by real-time PCR using the Fast SYBR® green master mix (Life
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Technologies) and the Mx3005P qPCR system (Agilent Technologies). The results were
analyzed with the A- ACt method normalized to Cyclophillin A and compared with a
comparator sample. The nucleotide sequences of the primers used were as follows:
MMP13-F (5'- TCCCTGCCCCTTCCCTATGG-3") and MMP13-R (5-
CTCGGAGCCTGTCAACTGTGG-3’) for MMP13 gene (PCR product of 173bp), ETV4-F (5'-
CCGCTCGCTGCGATACTATT-3’) and ETV4-R (5-CGGTCAAACTCAGCCTTCAGA-3’) for
ETV4 gene (PCR product of 162bp), PPIA-F (5-GGGAACCGTTTGTGTTTGGT-3’) and
PPIA-R (5’- TGTGCCAGGGTGGTGACTTT-3’) for PPIA gene.

Luciferase reporter assays

E’>x104 TAC cells were seeded in 12-well plates and transfected with ExGen-500

(Euromedex) and 250 ng of DNA (200 ng of expression vector; 25 ng of firefly luciferase
reporter vector; 25 ng of the renilla luciferase pRL-TK (Promega), according to the

protocol previously described [12].

Chromatin Immuno-Precipitation (ChIP)

TAC pLNCX, pLNCX-ETV4 and MMT pLPCX, pLPCX ETV4 were fixed, lysed and used for
Chromatin Immuno-Precipitation with an anti-ETV4 IgG (sc-113x, Santa Cruz
Biotechnology) or a non-relevant antibody Normal Rabbit IgG (sc-2027), as described in
the supplementary data. Detection of specific DNA regions was performed by PCR using
MMP13 gene promoter region and Cyclin D2 gene promoter region. The nucleotide
sequences of the primers wused were as follows: MMP13-F (5-
TCCATTTCCCTCAGATTCTGCCAC-3") and MMP13-R (5’- TCTCTCCTTCCCAGGGCAAGCAT-
3') for MMP13 gene (PCR product of 164 bp), and Cyclin D2-F (5'-
GAGAGGGAGGGAAAGATTGAAAGGA-3’) and Cyclin D2-R (5-
AGGTGGGCGAGCGGAGCCTCAAG-3’) for Cyclin D2 gene (PCR product of 212 bp).

Patients and samples for MMP13 and ETV4 expressions

Samples of 456 primary unilateral invasive breast tumors excised from women managed
at Curie Institute-René Huguenin Hospital (Saint-Cloud, France) from 1978 to 2008 have
been analyzed. Immediately after biopsy or surgery, the tumor samples were stored in

liquid nitrogen until mRNA extraction. Tumor samples were considered suitable for our
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study if the proportion of tumor cells exceeded 70%. All patients (mean age 61.7 years,
range 31-91 years) met the following criteria: primary unilateral non-metastatic breast
carcinoma for which complete clinical, histological and biological data were available; no
radiotherapy or chemotherapy before surgery; and full follow-up at Curie Institute-René
Huguenin Hospital.

Treatment consisted of modified radical mastectomy in 278 cases (63.6%) and breast-
conserving surgery plus locoregional radiotherapy in 159 cases (36.4%) (information
available for only 437 cases). The patients had a physical examination and routine chest
radiography every 3 months for 2 years, then annually. Mammograms were done
annually. Adjuvant therapy was administered to 369 patients, consisting of
chemotherapy alone in 91 cases, hormone therapy alone in 176 cases and both
treatments in 102 cases. The histological type and the number of positive axillary nodes
were established at the time of surgery. The malignancy of infiltrating carcinomas was
scored according to Scarff Bloom Richardson’s (SBR) histoprognostic system. Hormone
receptor (HR) [estrogen receptor (ERa), progesterone receptor (PR)] and human
epidermal growth factor receptor 2 (ERBB2) status were determined at the protein level
by using biochemical methods (dextran-coated charcoal method, enzyme immunoassay
or immunohistochemistry) and confirmed by qPCR assays as described in
supplementary data.

The population was divided into four groups according to HR (ERa and PR) and ERBB2
status, as follows: two luminal subtypes [HR+ (ERa+ or PR+)/ERBB2+ (n = 54)] and
[HR+ (ERa+ or PR+)/ERBB2- (n = 289)]; an ERBB2+ subtype [HR- (ERa- and PR-
)/ERBB2+ (n = 45)] and a triple negative subtype [HR- (ERa- and PR-)/ERBB2- (n =
68)].

The median follow-up is 8.9 years (range 130 days to 33.2 years), 181 patients had a
metastasis. Clinicopathological characteristics of patients in relation to metastatic free

survival (MFS) are provided in Table S1.

Ten specimens of adjacent normal breast tissue from breast cancer patients or normal
breast tissue from women undergoing cosmetic breast surgery were used as sources of

normal mRNA.

Statistical analysis

For in vitro and in vivo analysis: all values are expressed the means of triplicate sample
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+/- SE. Data were analyzed using unpaired t-test (****, P<0.0001; ***, P<0.001; **
P<0.01; * P<0.05).For human statistical analysis: relationships between mRNA
expression of genes and clinical parameters were identified using nonparametric tests,
the ChiZ nonparametric test (relationship between two qualitative parameters) and the
Kruskal-Wallis H test (relationship between one quantitative parameter and two or
more qualitative parameters). Differences were considered significant at confidence
levels greater than 95% (p<0.05).

Metastasis-free survival (MFS) was determined as the interval between initial diagnosis
and detection of the first metastasis. To visualize the efficacy of MMP13 and ETV4 mRNA
levels to discriminate between two populations (patients that developed/did not
develop metastases) in the absence of an arbitrary cut-off value, data were summarized
in a ROC (receiver operating characteristic) curve. The AUC (area under curve) was
calculated as a single measure to discriminate efficacy. The population was divided into
four patient subgroups according to MMP13 ROC curve value in the series of 456 breast
cancer and then according to ETV4 ROC curve value in the high and the low MMP13
mRNA expression level subpopulations. Finally, the very small subgroup (n=16) of high
MMP13 / low ETV4 mRNA expression level was merged with the subgroup (n=66) of
low MMP13 / low ETV4 mRNA expression level, to obtain a unique group of 82 patients
with low ETV4 mRNA expression level. Survival distributions were estimated by the
Kaplan-Meier method, and the significance of differences between survivals rates were

ascertained with the log-rank test.
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Figures et tableau supplémentaires

Table S1: Pathological and clinical characteristics of patients in relation to metastasis free survival (MFS).

Number of patients Number of relapse MFS
(%) (%) p-value ?
Total 456 (100.0)
Age
<50 98 (21.5) 39 (39.8) 0.88 (NS)
>50 358 (78.5) 142 (39.7)
SBR histological grade b,
| 58 (13) 11 (19.0) 0.0011
M 229 (51.2) 93 (40.6)
m 160 (35.8) 73 (45.6)
Lymph node status d
0 119 (26.1) 36 (30.3) 0.00000012
1-3 237 (52.1) 83 (35.0)
>3 96 (21.8) 60 (62.5)
Macroscopic tumor size ©
<25mm 223 (49.8) 69 (30.9) 0.000014
>25mm 225 (50.2) 111 (49.3)
ERa status
Negative 118 (25.9) 50 (42.4) 0.077 (NS)
Positive 338 (74.1) 131 (38.8)
PR status
Negative 194 (42.5) 86 (44.3) 0.013
Positive 262 (57.5) 95 (36.3)
ERBB?2 status
Negative 357 (78.3) 138 (38.7) 0.27 (NS)
Positive 99 (21.7) 43 (43.4)
Molecular subtypes 68 (14.9) 26 (38.2) 0.055 (NS)
. . .055
RH- ERBB2-
RH- ERBB2+ 45 (9.9) 23 (51.1)
i 289 (63.4) 112 (38.8)
RH+ ERBB2- 54 (11.8) 20 (37.0)
RH+ ERBB2+
PIK3CA mutation status
wild type 307 (67.3) 129 (42.0) 0.071 (NS)
mutated 149 (32.7) 52 (34.9)

Abbreviations: ERa: oestrogen receptor alpha; PR: progesterone receptor; ERBB2: human epidermal growth factor
receptor 2. The bold values are statistically significant (p-value<0.05).
a | og-rank test.

b Scarff Bloom Richardson classification.
C Information available for 447 patients.
d Information available for 452 patients.
e Information available for 448 patients.

Mandy Dumortier 135

© 2017 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



, . Thése de Mandy Dumortier, Lille 1, 2017
Résultats Partie |

w
v
o

ETV4 mRNA expression
G
o
MMP13 mRNA expression
O R, N W & U1 O N

Ctrl ETV4 7 Ctrl ETV4
MCF10A MCF10A

R N ™
¢ d S &

o
Rz

ETV4 61KDa MMP13 . |—60KDa

GAPDH | E— 37KDa GAPDH | S @I — 37KDa

MCF10A MCF10A

Fig. S1 Validation of the overexpression of ETV4 and MMP13 in MCF10A cells. a/b
Relative ETV4 mRNA (a) and MMP13 mRNA (b) expression in the MCF10A-Ctrl and
MCF10A-ETV4 cells determined by real-time PCR and normalized to Cyclophillin A
levels. mRNA expression in MCF10A-Ctrl cells was arbitrarily = 1. Error bars indicate
SD. ¢/d Western blot analysis of ETV4 protein expression (61 kDa) (c¢) and MMP13
protein expression (60kDa) (d) in the MCF10A-Ctrl and MCF10A-ETV4 cells. GAPDH
expression served as the loading control.
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Fig. S2 ChIP experiment for ETV4 and MMP13 in MMT and TAC cells. PCR detection
of the MMP13 promoter region after ETV4 immunoprecipitation in MMT-ETV4 (left
panel) and TAC-ETV4 (right panel). Primers allowing the amplification of the
proximal MMP13 promoter region containing EBS are schematized in the lower panel
of Fig. 2; Cyclin D2 was used as positive control [8]. Imnmunoprecipitation with a non-
relevant antibody (IgG) was used as negative control.
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Fig. S3 Effect of ETS/AP1 binding site mutations in the MMP13 promoter regulation. a
Schematic representation of the mouse MMP13 promoter fragments (pMMP13-91) and AP1
and/ or ETV4 mutant versions cloned into the pG3bLuc reporter vector (pG3b). Position of
the conserved ETS binding sites (EBS) is represented by:, AP1 binding site is represented
by , Transcription start site: ,Mutation of the ETS and AP1 site: . b Histogram representing
the relative luciferase activity measured for each promoter construct cotransfected into the
TAC cell line with pTracer vector (-) or pTracer-ETV4 expression vector (ETV4) and/or AP1
expression vector (AP1). Experiments were conducted 3 times in triplicate. Error bars
indicate SD. ¢ Nucleotide sequence comparison of mouse, human and rat proximal MMP13
promoters. Shaded boxes indicate the conserved ETS and AP1 binding site sequences.
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Fig. S4 Expression of MMP13 in MMT cells overexpressing or repressing MMP13. a/b
Relative MMP13 mRNA expression in the MMT-Ctrl and MMT-MMP13 (a) and MMT-
shMMP13 (b) determined by real-time PCR and normalized to cyclophillin A levels.
mRNA expression in MMT-Ctrl cells was arbitrarily = 1. Error bars indicate SD.c
Western blot analysis of MMP13 protein expression (60 kDa) in the MMT-Ctrl and
MMT- MMP13 cells. GAPDH expression served as the loading control. d Zymography
analysis of MMP13 protein activity (55 kDa) issue from the supernatant of MMT-Ctrl
and MMT-MMP13 cells.
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Fig. S5 Expression of ETV4 in MMT-shMMP13 repressing cell. a Relative ETV4 mRNA
expression in the MMT-ETV4 and MMT-ETV4-shMMP13 cells determined by real-
time PCR and normalized to Cyclophillin A levels. mRNA expression in MMT-Ctrl cells
was arbitrarily = 1. Error bars indicate SD. b Western blot analysis of ETV4 protein
expression (61 kDa) in the MMT-ETV4 and MMT- ETV4-shMMP13 cells. GAPDH
expression served as the loading control.
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Fig. S6 The repression of MMP13 reduces the anchorage independent growth
capacity of MMT-ETV4 overexpressing cells. a Relative MMP13 mRNA expression in
the transiently transfected MMT-siCtrl and MMT- siMMP13 cells determined by real-
time PCR and normalized to Cyclophillin A levels. mRNA expression in MMT-siCtrl
cells was arbitrarily = 1. Error bars indicate SD.
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La métalloprotéase 13 relais du facteur de transcription ETV4 dans la

tumorigenese mammaire
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Le facteur de transcription ETV4 joue un role lors des étapes importantes du
développement et de la morphogenese de la glande mammaire. ETV4 est également
impliqué lors de la tumorigeneése grace a l'activation de nombreuses voies en aval
participant ainsi aux processus de migration et d’invasion. De nombreuses études
montrent que le facteur de transcription ETV4 est surexprimé dans le cancer du sein et
qu'il est associé avec la formation de métastases ainsi qu’a un mauvais pronostic (Yvan
de Launoit et al. 2006; Kurpios et al. 2003, 2009; Y de Launoit et al. 2000). Cependant,
I'implication du facteur ETV4 dans la régulation des mécanismes moléculaires et
cellulaires impliqués lors de la cancérisation mammaire est encore mal comprise. Une
étude menée par I'équipe d’accueil, dans laquelle le facteur de transcription ETV4 a été
surexprimé dans une lignée cellulaire mammaire normale (TAC) et réprimé dans une
lignée cancéreuse mammaire murine (MMT), montre I'importance de ce facteur dans le
processus de cancérisation de la glande mammaire. De plus, la recherche de genes cibles
a permis de mettre en évidence de nombreux genes pouvant agir comme relais du
facteur ETV4; c’est le cas par exemple des géne Bax et de la Cycline D2 pouvant étre
impliqués dans la morphogeneése et tumorigenése mammaires (Firlej et al. 2005; Ladam
et al. 2013). Cette étude de recherche de genes cibles a aussi fait ressortir la

meétalloprotéase MMP13 en tant que gene cible et relais potentiel d’ETV4 dans la

tumorigenese mammaire.

Ainsi, la premiére partie de mon travail de these a consisté a étudier le role
de la métalloprotéase MMP13 en tant que géne cible et relais potentiel du facteur

ETV4 dans la tumorigenese mammaire.

e MMP13 est un géne cible du facteur de transcription ETV4

Nous avons démontré un lien de régulation entre le facteur ETV4 et la
meétalloprotéase MMP13 dans différentes lignées cellulaires humaines et murines
(MCF10A, MMT et TAC) dans lesquelles 'expression du facteur ETV4 et MMP13 a été
modulée. Puis, I'étude du promoteur MMP13 a permis d’identifier différents sites de
fixation EBS permettant la transactivation de celui-ci mais également la fixation du
facteur de transcription ETV4 a ce niveau. De plus, ce promoteur présente un site de

fixation AP1 permettant une coopération avec le facteur ETV4 en augmentant ainsi
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'activité transactivatrice. Ces résultats sont appuyés par des données déja publiées
montrant la présence sur le promoteur MMP13 a la fois des sites AP1 et ETV4 (Mengshol
et al. 2000; Tardif et al. 1997). La régulation d’autres métalloprotéases par le facteur
ETV4 est déja documentée, c’est le cas de la surexpression de MMP2 et MMP9 induites
par la coopération entre le facteur AIB1 et ETV4 dans le cancer du sein (Qin et al. 2008),
mais aussi de la surexpression de MMP1 et MMPO par le facteur ETV4 dans des cellules
squameuses de carcinome oral (Hanzawa et al. 2000). Tous ces éléments vont donc dans
le sens d'un lien de régulation entre le facteur de transcription ETV4 et la

meétalloprotéase MMP13.

e ETVA4 est un facteur favorisant la tumorigenese

Lors de notre étude, la surexpression du facteur ETV4 dans la lignée MMT a
permis de confirmer son implication dans le développement tumoral comme I'équipe
I'avait précédemment montré (Firlej et al. 2008). Cette étape a aussi permis de
confirmer l'effet protumorigéne de ce facteur de transcription dans notre modele
cellulaire mammaire. En effet, I'implication d’ETV4 dans les processus de cancérisation a
été de nombreuses fois étudiée et mise en évidence, non seulement dans la
tumorigenése mammaire ou sa surexpression est associée a la formation de métastases
ainsi qu’a un mauvais pronostic (Yvan de Launoit et al. 2006; Kurpios et al. 2003, 2009;
Y de Launoit et al. 2000), mais aussi dans de nombreux autres cancers comme dans les
carcinomes colorectaux (Mesci et al. 2014), les adénocarcinomes gastriques (Hiroyuki

Yamamoto et al. 2004) ainsi que dans les mélanomes (S. Li et al. 2013) par exemple.

e MMP13 est un relais du facteur de transcription ETV4 dans ses effets pro-

tumorigenes

Afin de définir si la métalloprotéase MMP13 agit ou pas en tant que relais du
facteur ETV4 dans la tumorigenese mammaire, nous avons étudié les effets
phénotypiques induits lors de la surexpression/ répression de MMP13 dans les lignées
MMT surexprimant ou pas le facteur ETV4. Dans un premier temps la modulation de
I'expression de MMP13 montre son implication dans les processus de migration, de
prolifération, d’invasion et de croissance sans ancrage et participe donc a la
tumorigenese mammaire. En effet, de nombreuses données de la littérature montrent

que cette métalloprotéase est surexprimée dans les tumeurs mammaires (Freije et al.
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1994b; B. Zhang et al. 2008b) et que cette surexpression est également présente dans les
meétastases osseuses formées lors de la tumorigeneése mammaire (Nannuru et al. 2010).
De plus, I'expression de MMP13 est plus importante dans les lignées cellulaires

mammaires aggressives (Balduyck et al. 2000).

L’étude du lien de régulation a été effectuée par l'inhibition de 'expression de
MMP13 dans une lignée MMT surexprimant ETV4 et met en évidence une diminution
significative des effets pro-tumorigenes. De plus, I'inhibition de MMP13 dans les cellules
surexprimant ETV4 induit une diminution du volume tumoral formé lors de l'injection
sous-cutanée de ces cellules dans des souris immunodéficientes en comparaison aux
cellules MMT surexprimant ETV4 uniquement. Cela confirme les résultats obtenus in

vitro et montre 'importance de MMP13 lors de la tumorigenese induite par ETV4.

Bien que de nombreuses études montrent I'implication de la métalloprotéase
MMP13 dans la progresssion tumorale et le développement des métastases, peu
d’études ont analysé I'impact de la modulation de I'expression de celle-ci. L'une de ces
études montre le role de Pit1l dans la régulation de MMP13 dans le cadre du cancer du
sein et I'importance de cette métalloprotéase dans la formation des métastases aux
poumons (Sendon-Lago et al. 2014). Notre étude va donc dans le méme sens et a permis

de mettre en évidence 'implication de MM 13 dans la tumorigenése mammaire.

e MMP13 et ETV4 sont des facteurs de mauvais pronostic

Pour finir, nous nous sommes intéréssés a la relation entre la surexpresssion
d’ETV4, de MMP13 et I'agressivité des tumeurs mammaires. L’étude de I'expression en
ARNm de MMP13 et ETV4 dans une cohorte de tumeurs mammaires a permis de mettre
en évidence que I'association de la surexpression a la fois de la métalloprotéase MMP13

et du facteur ETV4 est corrélée a un mauvais pronostic.

Ces résultats corroborent les résultats que nous avons obtenus in vitro et in vivo
et démontrent I'importance de ces deux facteurs dans la tumorigenése mammaire, et de

'action de la métalloprotéase MMP13 agissant comme relais de ETV4.
* Conclusion

Lors de cette premiere partie du projet de these, nous avons donc confirmé

I'implication du facteur de transcription ETV4 dans la tumorigenése mammaire et
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identifié un nouveau gene cible: la métalloprotéase MMP13. La modulation de
I'expression de MMP13 montre également son implication dans les processus pro-
tumorigenes induits par ETV4. Ainsi, nous avons mis en évidence que MMP13 agit en
tant que relais du facteur de transcription ETV4 lors de la tumorigenése mammaire et
que la surexpression d’ETV4 associée a celle de MMP13 est corrélée a des cancers du
sein de mauvais pronostic. Toutes ces données mettent en évidence le role d’ETV4 dans
la tumorigenése mammaire et l'importante de la métalloprotéase MMP13 dans

I'induction de ces effets.

[ serait donc potentiellement intéressant de cibler spécifiquement Ila
meétalloprotéase  MMP13 afin d’évaluer son potentiel role en tant que cible
thérapeutique. De plus, I'association de la surexpression d’ETV4 et MMP13 pourrait
servir comme potentiel marqueur de diagnostic et de pronostic. Dans ce contexte une
étude portant sur le ciblage et le dosage de la métalloprotéase MMP13 chez les patientes
atteintes d’'une tumeur mammaire serait interessante afin de développer de nouveaux

outils diagnostiques et thérapeutiques.
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Etude de I'implication du facteur de transcription ETV1 dans la

formation des metastases du cancer de la prostate
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Projet de these : Partie Il

L’équipe dans laquelle j'ai réalisé la seconde partie de mes travaux de these
s’attache a I’étude de la formation des métastases osseuses dans le cancer de la prostate.
Suite a la découverte des fusions de genes impliquant les facteurs ETS, en particulier les
facteurs ERG et ETV1 qui sont les plus réprésentées, 50% et 10% des cas

respectivement, I'équipe s’est attachée a comprendre leurs implications et les

différences potentielles entre ses deux facteurs.

L’équipe s’est tout d’abord intéréssée a la fusion impliquant le facteur ERG qui est
la fusion la plus retrouvée dans le CaP. Afin d’étudier I'implcation de ce facteur et de
comprendre les mécanismes moléculaires impliqués, une recherche des génes cibles a
partir d'un modele cellulaire PC-3M exprimant la fusion TMPRSS2-ERG a été effectuée
par une analyse transcriptomique. Cette étude qui sera utile pour notre projet, a permis
d’identifier un certain nombre de génes cibles dont certains sont des marqueurs osseux.
Cette étude met en évidence par exemple la régulation du gene codant I'’Endothéline-1
connu pour stimuler la différenciation des ostéoblastes. Ce gene cible d’intérét, ainsi que
d’autres, font actuellement I'objet d’'une étude afin d’améliorer la comprehension des
mécanismes de formation des métastases osseuses dans le but d’améliorer la

compréhension et la contribution de la fusion de gene TMPRSS2 :ERG.

Dans le but de compléter cette étude, le projet qui m’a été confié pour cettte
seconde partie de these porte sur la deuxieme fusion majoritairement retrouvée dans le
CaP. Elle implique le facteur de transcription ETV1 qui peut étre présent soit sous une
forme pleine longueur (ETV1-FL), soit sous une forme tronquée (dETV1) dans la moitié
des cas. L'intérét d’étudier ce facteur ETV1 est alimenté par une étude récente de la
littérature suggérant des différences en terme d’agressivité entre les fusions impliquant
les facteurs ERG ou ETV1. En effet, une agressivité plus importante dans les tumeurs
présentant une surexpression du facteur ETV1 ainsi que de nombreuses différences en

terme de cibles moléculaires ont été mis en évidence.

C’est dans ce contexte que le second objectif de ma these s’est ainsi focalisé
sur les fusions impliquant le facteur de transcription ETV1 afin de rechercher les

modalités de participation lors de la tumorigénése prostatique mais aussi les
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spécificités d’action entre ETV1 et ERG. De plus, I'étude des différences
potentielles entre la forme pleine longueur et tronquée d’ETV1 dans la formation

et le tropisme des métastases constitue un autre centre d’intérét.

Afin de mener a bien ce projet, mon travail de these s’est découpé en différentes
étapes sur la base de trois lignées prostatiques cancéreuses choisies pour les

caractéristiques suivantes :

MDA-PCa-2b
Les MDA-PCa-2b présentent la fusion ETV1, elles sont AR et PSA positives et elles

sont capables de former des tumeurs in vivo chez la souris.

IGR-CaP1
Les IGR-CaP1 sont complémentaires des MDA-PCa-2b car elles sont AR et PSA
négatives et induisent la formation de métastases osseuses qui sont les métastases

majoritairement retrouvées dans le CaP.

PC-3M

Les PC-3M ont la capacité a former des métastases, cette lignée cellulaire a été
utilisée par I'équipe dans le cadre de 'étude de I'implication des fusions TMPRSS2-ERG
dans la formation des métastases osseuses et servira donc de modele comparatif aux

résultats obtenus avec ETV1.

Pour mener a bien le projet, des lignées MDA-Pca-2b, IGR-CaP1 et PC-3M
exprimant le gene de la luciférase ont été utilisées et sont a la base de I'ensemble des
expériences menées et ceci dans le but de pouvoir observer la formation des tumeurs
primaires ou la formation des métastases in vivo.

Les IGR-CaP1 Luc déja établies nous ont été fournies par A. Chauchereau. Pour
les lignées MDA-PCa-2b, nous avons établi par infection rétrovirale les MDA-PCa-2b Luc.
Les PC-3M Luc ont été acquises commercialement (Caliper CVCL_9555). L’activité
luciférase de ces lignées a été validée par la mesure de l'activité de la luciférase par un

lumonimetre.
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Sur la base de l'utilisation de ces différentes lignées avec différents profils
quant a leur comportement tumorigénique et métastatique, les objectifs du

projets se sont orientés sur les axes suivants :

1 -La mise en place de modeéles cellulaires de répression du facteur de transcription
ETV1 via 'utilisation d’ARN interférents dans la lignée cellulaire MDA-Pca-2b ; ou de la
surexpression de la forme pleine longueur et tronquée d’ETV1 dans les lignées

cellulaires IGR-CaP1 et PC-3M.

2- La réalisation de tests phénotypiques in vitro de prolifération, migration, invasion et

croissance sans ancrage afin de définir le role d’ETV1

3 - L'injection des modeles cellulaires établis dans des souris immunodéficientes afin de
suivre la formation des métastases et d’en établir le tropisme. Nous avons engagé ce

travail sur le modeéle IGR-CaP1.

4- Une analyse transcriptomique comparative afin de rechercher les genes cibles
impliqués était envisagée afin de la comparer a celle déja effectuée par I'équipe sur ERG.
Cependant 'ensemble des résultats in vitro n’étant pas finalisé nous avons décalé ce
projet. Néanmoins, une recherche dans la littérature de genes régulés par ETV1 et
impliqués dans la formation de métastases osseuses nous a permis d’'identifier un gene

potentiellement intéressant : SPARC dont nous avons initié 1'étude.

5- L’analyse de l'expression du facteur de transcription ETV1 sous sa forme pleine
longueur ou tronquée dans une cohorte d’échantillons de cancer de la prostate et la

corrélation avec I’expression des génes cibles identifiés ; a ce jour SPARC.
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L’ensemble des méthodes non décrites dans la publication (Partie I) dont fait

'objet la premiere partie des travaux de these est développée ci-dessous.

1 Oligonucléotides utilisés

Tableau 8: Nom et séquences des oligonucléotides utilisés pour la deuxiéme partie du

projet.
Utilisation =~ Nom Séquences des nucléotides
ETV1-5'-
CAGTGGCGGCCGCCGAAGAGCAGCAGCATGGATGGA
pTRACER
ETV1-3’-
Clonage CTCGAGCGGCCGCCAGTAATACACGTAGCCTTCGTTGTA
pTRACER
des
dETV1-5’-
séquence CAGTGGCGGCCGCAGCCACAAGTGGGAATGAGGCCC
pTRACER
ETVA-FL et
InFus-pTRA-
dETV1 GGTGGTACGGGAATTCGGAATTAGCTTGGTACTAATA
pMX-F
InFus-pTRA-
CGCTCAGCTGGAATTCATGCGATGCAATTTCCTCAT
pMX-R
Clonage [ shETV1-1S CCGGCGACCCAGTGTATGAACACAACTGCAGTTGTGTTCATACACTGGGTCGTTTTTG
des ShETV1-1 AS AATTCAAAAACGACCCAGTGTATGAACACAACTGCAGTTGTGTTCATACACTGGGTCG
plasmides shETV1-2 S CCGGTTCGATGGAGACATCAAACCTGCAGGTTTGATGTCTCCATCGAATTTTTG
servant ala | ShETV1-2 AS AATTCAAAAATTCGATGGAGACATCAAACCTGCAGGTTTGATGTCTCCATCGAA
répression | shETV1-3S CCGGGTGCCTGTACAATGTCAGTCTGCAGACTGACATTGTACAGGCACTTTTTG
d’ETV1 ShETV1-3 AS AATTCAAAAAGTGCCTGTACAATGTCAGTCTGCAGACTGACATTGTACAGGCAC
shSrc (Ctrl) S CCGGCCTAAGGTTAAGTCGCCCTCGCTGCAGCGAGGGCGACTTAACCTTAGGTTTTTG
shSrc (Ctrl) AS AATTCAAAAACCTAAGGTTAAGTCGCCCTCGCTGCAGCGAGGGCGACTTAACCTTAGG
ETV1S (OL-1) CTGAACCCTGTAACTCCTTTCC
ETV1 AS (OL-1) AGACATCTGGCGTTGGTACATA
RT-PCR [ ETV1S (OL-2) GCAAGTGCCTTACATGGTCAC
ETV1 AS (OL-2) AGCCTGATAGTCTGGTACAAACT
ERG-S AACGAGCGCAGAGTTATCGT
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ERG-AS GTGAGCCTCTGGAAGTCGTC
ETV4-S GATGAAAGCCGGATACTTGGAC
ETV4-AS TTCGCGCAAGCTCCCATTT
ETV5-S TCAGCAAGTCCCTTTTATGGTC
ETV5-AS GCTCTTCAGAATCGTGAGCCA
SPARC-S GTGCAGAGGAAACCGAAGAG
SPARC-AS TGTTTGCAGTGGTGGTTCTG
GAPDH-S AACGGATTTGGTCGTATTGGGC
GAPDH-AS TTGATTTTGGAGGGATCTCG

2 Stratégie de clonage

* Stratégie de surexpression du facteur ETV1 sous ses formes pleine

longueur et tronquée

Les vecteurs rétroviraux d’expression de la forme pleine longueur ou tronquée
d’ETV1 ont été construits suite a I'amplification des ADN complémentaires des différents
fragments par PCR a partir des cellules MDA-PCa-2b. Ces fragments d’ADN
complémentaire ETV1-FL ou dETV1 ont ensuite été insérés dans un plasmide pTRACER
A (PTR A) servant de plasmide intermédiaire afin d’étiqueter la séquence ETV1 ou
dETV1 d’'un épitope V5. Une fois le clonage des formes pleine longueur (pTRA-ETV1) et
délétée (pTRA-dETV1) obtenu et validé par séquencage, le sous-clonage des séquences
étiquetées a été réalisé dans le vecteur plasmidique rétroviral pMX puro grace a la
technique de In-Fusion® HD Cloning (Clontech) (Figure 23). Les différents plasmides
ainsi obtenus ont été validés par séquencage et ont servi a la mise en place des

différentes lignées cellulaires IGR-CaP1 et PC-3M via une infection rétrovirale.
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Figure 23: Représentation schématique de la stratégie de clonage des séquences ADN
complémentaires ETV1 ou dETV1 dans le vecteur rétroviral pMX puro.
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* Stratégie de représsion stable d’ETV1 par shRNA

L’infection lentivirale a été réalisée en suivant les étapes décrites dans la Figure
24. Les sequences shRNA dont deux sont des séquences publiées (Ran et al. 2015; Pop et
al. 2014; Oh et al. 2013) et une troisiéme concue a partir du site « RNAi Consortium

portal » (http://www.broadinstitute.org/rnai/public/) ont été synthétisées puis clonées

dans un vecteur pLKO-1 avant d’étre envoyées en séquencage pour validation.

Les cellules servant a la production du virus sont ensuite transfectées avec les
différents plasmides nécessaires a la production lentivirale (plasmide VSV-G, plasmide
pLKO-1 shETV1 et le A8.9 comportant les genes gag, pol et rev nécessaires a la
production virale). Les cellules sont transfectées avec 3 plasmides contenant des
séquences shRNA-ETV1 différentes qu’'on nommera shETV1-1, shETV1-2 et shETV1-3.
Les cellules HEK-293 FT produisent ainsi les lentivirus pendant 48h puis les virus sont
récoltés et déposés sur les cellules MDA-PCa-2b. L’infection s’effectue pendant 48h avant
de changer le milieu par un milieu contenant I'antibiotique permettant la sélection des
cellules infectées. En effet le plasmide pLKO-1 possédant un gene de résistance a la

puromycine les cellules ayant intégrées le virus vont échapper a la sélection.
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shETV1
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1. Transfection

HEK- 293 FT

y

2. Production %
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Figure 24: Schéma décrivant les différentes étapes permettant une infection rétrovirale
afin d’établir des clones stables d’expression.
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3 Mesure de la prolifération cellulaire par [I'IncuCyte®

(SARTORIUS)

7000 cellules sont ensemencées a un temps TO dans une plaque 12 puits, 4 puits
pour chaque condition. La plaque est ensuite placée dans un incubateur dans lequel se
trouve I'IncuCyte® permettant de photographier et de mesurer la confluence de chaque
puits toutes les heures. La mesure de la confluence permet de comparer la prolifération

des cellules. Cette expérience a été reproduite 3 fois.

4 Injection en intra cardiaque

Lors de cette étude, nous avons utilisé des souris males immunodéficientes de 6
semaines dans lesquelles nous avons injecté les différentes lignées cellulaires en intra-
cardiaque. Pour cela, les cellules sont décollées puis comptées et rincées au PBS 1x, les
cellules sont suspendues dans une solution stérile de PBS 1x a température ambiante a
une concentration de 5.10° cellules par ml, 100ul de ces cellules sont ensuite injectés en

intra-cardiaque.

Chaque souris est anesthésiée grace a I'inhalation d’isoflurane a 2% pour un débit
d’oxygéne a 1L/min dans une boite adaptée puis est placée sous masque au moment de
I'injection. Les cellules sont injectées en intra-cardiaque grace a l'utilisation d’une

seringue a insuline 1ml.

Environ 40 a 50 min apres injection, la souris est de nouveau anesthésiée afin de
réaliser l'injection de la Luciférine (150mg/ ml) en sous-cutanée. 10 minutes apres
I'injection, la bonne dissémination des cellules injectées est controlée par I'observation

de la bioluminescence au Lumina qui est I'appareil dédié a I'imagerie du petit animal.

Les souris ainsi injectées et validées comme positives a l'injection sont ensuite
controlées au Lumina une fois par semaine afin de suivre la formation et le tropisme des
meétastases puis sacrifiées apres 12 semaines. Les parties osseuses (pattes avant, pattes
arriere, queue, colonne, cotes) sont prélevées et leur bioluminescence est observée au

Lumina afin de détecter la présence de métastases osseuses (Figure 25).
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IGR-CaP1 Intra-cardiaque

Ctrl
ETV1-FL
dETV1 Validation
Injection

Appareil d'imagerie du petit animal
permettant de mesurer la bioluminescence:

Tymina

Sacrifice a 12
semaines

Dissection et observation
des parties osseuses au
lumina

Figure 25: Représentation de la stratégie expérimentale d’injection intra-cardiaque des
cellules prostatiques cancéreuses.
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Résultats Partie II:

Etude de I'implication du facteur de transcription ETV1 dans la

formation des métastases du cancer de la prostate
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1 Comparaison du statut d’expression du facteur ETV1 dans les

lignées cancéreuses prostatiques MDA-PCa-2b, IGR-CaP1 et PC-3M

Avant d’initier les démarches expérimentales liées au projet, nous avons dans un
premier temps entrepris de confirmer ou de définir le statut d’expression du facteur
ETV1 dans les lignées MDA-PCa-2b, IGR-CaP1 et PC-3M choisies et de le comparer a
d’autres lignées prostatiques disponibles au laboratoire : PC-3, VCaP, DU145, LNCaP et
RWPE-1. Pour ce faire, I'analyse de l'expression d’ETV1 a été effectuée au niveau

transcriptionnel et au niveau protéique.

De plus, nous avons aussi comparé le statut d’expression d’autres facteurs de la
famille ETS, ERG mais aussi ETV4 et ETV5 qui appartiennent au méme titre que ETV1 au
groupe PEA3, dans les lignées MDA-PCa-2b, IGR-CaP1 et PC-3M.

* Auniveau transcriptionnel

Le statut d’expression du facteur ETV1 effectué sur les lignées cellulaires MDA-PCa-
2b, IGR-CaP1, PC-3M, PC-3, VCaP, DU145, LNCaP et RWPE-1 montre une faible voire tres
faible expression dans les lignées cancéreuses prostatiques IGR-CaP, PC-3M, PC-3, VCaP,
DU145 et également un niveau tres faible dans la lignée cellulaire prostatique
«normale » RWPE-1. En revanche, et comme décrit dans la littérature, on observe une
expression en ARNm plus importante dans les lignées LNCaP et MDA-PCa-2b de 3,5 et
17,5 fois respectivement par rapport a la lignée PC-3M (Figure 26).

20
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L’analyse de l'expression transcriptionnelle des facteurs ERG, ETV4 et ETV5
montre que leur expression est tres faible dans les MDA-PCa-2B par rapport a celle
d’ETV1, qu’elle est supérieure a celle d’ETV1, qui est quasi nulle, dans les IGR-CaP1 et

que I'expression des quatre facteurs est similaire dans les PC-3M (Figure 27).

20
18
16
14
12

10

Expression relative en ARNm de différents facteurs ETS

0 —— | — o - =
ETV1 ERG ETV4 ETVS ETV1 ERG ETV4 ETVS ETV1 ERG ETV4 ETVS
MDA-PCa-2b IGR-CaP1

Figure 27: Analyse de lI'expression transcriptionnelle des facteurs ERG, ETV1, 4 et 5 par Q-
RT-PCR dans les lignées MDA-PCa-2b, IGR-CaP1 et PC-3M.

L’expression en ARNm d’ETV1, ERG, ETV4 et ETV5 est rapportée a celle des ARNm du géne
référent GAPDH dans les lignées prostatiques cancéreuses MDA-PCa-2b, IGR-CaP1 et PC-3M.

* Auniveau protéique

L’analyse de I'expression protéique du facteur de transcription ETV1 s’est avérée
compliquée tout au long de ce projet. Nous avons envisagé et mis en place de
nombreuses stratégies afin de réussir a visualiser cette protéine. Pour cela nous avons
testé quatre anticorps ciblant la protéine ETV1, essayé différents tampons de lyse
protéique, inhibé le protéasome et aussi modifié de nombreux parametres dans la
technique du Western Blot (Cf tableau Annexe 1). Nous avons cependant réussi a
observer, dans une de ces expériences, I'expression de la protéine ETV1 dans la lignée
MDA-PCa-2b mais tres faiblement avec un mauvais signal et aucun signal n’est détecté
dans les IGR-CaP1 et PC-3M ce qui serait en accord avec les données observées au

niveau transcriptionnel (Figure 28).
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De ce fait, pour cette étude et pour 'ensemble des lignées mises en place au cours

de ce projet, nous n’avons pu valider I'expression protéique d’ETV1.
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Figure 28: Analyse de l'expression protéique par Western Blot d’ETV1 dans les modéles
cellulaires MDA-PCa-2b, IGR-CaP1 et PC-3M.

Détection par Western Blot de I'expression d’ETV1 dans les lignées MDA-PCa-2b, IGR-
CaP1 et PC-3M.

Pour mener a bien ce projet, les lignées cellulaires MDA-PCa-2b, IGR-CaP1, et PC-
3M exprimant le gene de la luciférase (Luc) sont a la base de '’ensemble des expériences

menées.

2 Etablissement des modéles cellulaires nécessaires a notre etude

Apres avoir validé le statut d’expression d’ETV1 dans les lignées MDA-PCa-2b, IGR-

CaP1 et PC-3M, deux stratégies ont été utilisées :

- une stratégie de répression de I'expression du facteur ETV1 dans la lignée MDA-

PCa-2b,

- une stratégie de surexpression de la forme pleine longueur et tronquée d’ETV1

dans les lignées IGR-CaP1 et PC-3M.

Mandy Dumortier 160

© 2017 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



, . Thése de Mandy Dumortier, Lille 1, 2017
Résultats Partie I1

2.2 Modeles cellulaires MDA-PCa-2b de repression de I’expression
du facteur ETV1
Deux séquences ARN dirigées contre ETV1 (siETV1-1 et siETV1-2) ont été utilisées
en parallele d'un si controle (siCtrl) dans la lignée MDA-PCa-2b. La validation de leur
efficacité a été analysée par Q-RT-PCR suite a une transfection transitoire. On observe
ainsi apres quarante huit heures de transfection une diminution de I’expression
transcriptionnelle d’ETV1 de I'orde de 70% pour le siETV1-1 et de 80% pour le siETV1-2

en comparaison au siCtrl (Figure 29).

12

Figure 29: Répression de I'expression
transcriptionnelle du facteur ETV1 par
interférence a I'ADN dans la lignée
cellulaire MDA-PCa-2b.

0,8

0,6

Expression relative en ARNm de ETV1

04 L’expression transcriptionnelle d’ETV1 est
- analysée 48 heures apres transfection des
02 I siRNA Ctrl, siETV1-1 et siETV1-2 dans les
MDA-PCa2b. L’expression est normalisée par
0 sicr] GETVLA GETVL2 I'expression du géne référent GAPDH.
MDA-PCa-2b

2.3 Modeles cellulaires IGR-CaP1 et PC-3M de surexpression de

I'expression du facteur ETV1

Nous avons établi par infection rétrovirale différentes lignées de cellules
cancéreuses prostatiques IGR-CaP1 et PC-3M surexprimant soit la forme pleine longueur
d’ETV1 (ETV1-FL) soit la forme tronquée d’ETV1 (dETV1) en parallele des lignées

controles.

Six lignées cellulaires ont ainsi été mises en place :

- IGR-CaP1 Ctrl

- IGR-CaP1 ETV1-FL
- IGR-CaP1 dETV1

- PC-3M Ctrl
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- PC-3M ETV1-FL
- PC-3MdETV1

La validation de la surexpression d’ETV1 a été analysée par Q-RT-PCR grace a la
mesure de I'expression relative d’ETV1. Cette expression est analysée a 'aide de deux
couples d’oligonucléotides, un couple (OL 1) permettant I'amplification des deux formes
et un couple (OL 2) situé dans la partie 5’ permettant 'amplification de la forme pleine

longueur uniquement.

On observe ainsi avec le couple OL1 une augmentation de I'expression relative
des ARNm d’ETV1 dans les IGR-CaP1 d’environ 6 fois, que ce soit pour la forme pleine
longueur ou tronquée (Figure 30 A). De méme on observe une augmentation de
I'expression relative des ARNm d’ETV1 dans les PC-3M d’environ 22 et 454 fois
respectivement pour la forme pleine longueur et tronquée respectivement (Figure 30

0).
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Figure 30: Analyse de l'expression transcriptionnelle par Q-RT-PCR de la forme pleine
longueur ou tronquée d’ETV1 dans les modéles cellulaires IGR-CaP1 et PC-3M.

A. et B. dans la lignée IGR-CaP1 et C et D. dans la lignée PC-3M. A. et C. Uilisation du couple OL1
afin de détecter I'expression transcriptionnelle des deux formes du facteur ETV1. B. et D.
Utilisation du couple OL2 afin de détecter 'expression transcriptionnelle de la forme pleine
longueur d’ETV1 uniquement. L’expression en ARNm d’ETV1-FL et dETV1 est rapportée a celle
des ARNm du gene référent GAPDH

L’utilisation du couple OL2 a permis de confirmer I'expression dans les clones IGR-CaP1
et PC-3M de la forme pleine longueur (Piste 2) par rapport aux cellules controle (Piste 1) et

I'absence d’expression dans les clones exprimant la forme tronquée (Piste 3).
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A partir des modeéles cellulaires MDA-PCa-2b, IGR-CaP1 et PC-3M, mis en place et
validés, des tests phénotypiques in vitro et in vivo ont ensuite été envisagés afin de
mettre en évidence l'implication du facteur ETV1 dans les propriétés tumorales des

cellules prostatiques et leur potentiel métastatique.

* Invitro: tests de prolifération, migration, invasion et croissance sans
ancrage
* In vivo: injection des cellules en intra cardiaque dans des souris

immunodéficientes

3 Exploration du role d’ETV1 dans les propriétés des cellules

prostatiques cancéreuses MDA-PCa-2b, IGR-CaP1 et PC-3M

3.1 Casdelarépression du facteur ETV1 dans les MDA-PCa-2b

Les différents tests phénotypiques précités ont été envisagés dans cette étude
avec les cellules MDA-PCa-2b mais seul le clonage sans ancrage a pu étre mené a bien
pour des raisons techniques. En effet, les cellules poussant sur un support recouvert de
collagene, les mises au point techniques des tests de migration et d’'invasion n’ont pas

été concluants et n’ont pas permis de réaliser les expériences comparatives.

Les tests phénotypiques de clonage sans ancrage ont donc été effectués suite a la
transfection par des MDA-PCa-2b, ce test a été effectué trois fois et on observe une faible
diminution du nombre de clones dans les conditions de répression de I'expression
d’ETV1 : siETV1-1 et siETV1-2 en comparaison au siCtrl mais ces résultats ne sont pas

significatifs (Figure 31).
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Méme si pour le moment ces modeles de répression d’ETV1 ne sont pas au point/
utilisables pour les analyses phénotypiques, ces cellules MDA-PCa-2b dans lesquelles
I'expression d’ETV1 est réprimée par siRNA ont été utilisées pour I'étude de I'expression
du gene SPARC (cf paragraphe5) et seront utiles pour I'analyse transcriptomique qui

sera menée par la suite.

L’ensemble des expériences a été mené sur les deux lignées IGR-CaP1 et PC-3M
mais seules celles ayant permis 'obtention de résultats statistiquement probants seront

décrites ci apres.

> Analyse de la prolifération cellulaire

L’étude de la prolifération cellulaire a été effectuée par mesure de la confluence au
cours du temps. On observe ainsi que les IGR-CaP1 surexprimant la forme pleine
longueur d’ETV1 (ETV-FL) proliferent autant que les cellules IGR-CaP1 controle. En
revanche, on observe une diminution de la prolifération des cellules surexprimant la
forme tronquée d’ETV1 (dETV1) en comparaison aux cellules contrdle et ETV1-FL
(Figure 32).
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Figure 32: Analyse de la prolifération cellulaire des lignées cancéreuses IGR-CaP1
surexprimant la forme pleine longueur ou tronquée d’ETV1 au cours du temps.

La prolifération cellulaire est mesurée par le comptage du pourcentage de confluence au cours
du temps et est représentée sous forme d’un graphique. La prolifération des lignées IGR-CaP1
suexprimant la forme pleine longueur (ETV1-FL) ou tronquée (dETV1) d’ETV1 est comparée a
celle de la lignée IGR-CaP1 contrdle (Ctrl).

> Analyse de la migration cellulaire

L’analyse de la migration cellulaire a été réalisée selon deux procédés :
- Blessure par Insert IBIDI

Le test de blessure effectué grace a un insert IBIDI montre une fermeture plus
rapide de la blessure des lignées surexprimant la forme pleine longueur d’ETV1 en
comparaison aux cellules contrdle, que ce soit aprés 45h de migration pour les IGR-
CaP1, ou 27h pour les PC-3M (Figure 33 A et B). En revanche, une migration plus lente
est observée dans les lignées surexprimant la forme tronquée d’ETV1 (dETV1) en
comparaison au controle (Ctrl), que ce soit aprés 45h de migration pour les IGR-CaP1, ou

27h pour les PC-3M (Figure 33 A et B).
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Figure 33: Analyse de la migration
cellulaire des lignées cellulaires
IGR-CaP1 et PC-3M surexprimant
la forme pleine longueur ou
tronquée d’ETV1.

Suivi de la migration des cellules
ensemencées dans un insert IBIDI. A.
Migration des cellules IGR-CaP1
.| contrOle, surexprimant la forme
i pleine longueur d’ETV1 (ETV1-FL) ou
tronquée (dETV1). B. Migration des
cellules PC-3M contrdles,
surexprimant la forme pleine
longueur d’ETV1 (ETV1-FL) ou
tronquée (dETV1).

Afin de s’assurer que la différence de migration n’est pas due a une différence de
prolifération cellulaire, la prolifération cellulaire a été bloquée grace a un traitement a la
Mitomycine C. Les mémes résultats ont été obtenus c’est a dire une migration plus
rapide pour les cellules IGR-CaP1 ETV1-FL en comparaison aux cellules controle, de
méme les cellules contrdole migrent légérement plus rapidement que les cellules IGR-

CaP1 dETV1 (Figure 34).
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Figure 34: Analyse de la migration aprés inhibition de la prolifération cellulaire, des
lignées IGR-CaP1 surexprimant la forme pleine longueur ou tronquée d’ETV1.

Suivi de la migration des cellules ensemencées dans un insert IBIDI des cellules IGR-CaP1
controle, surexprimant la forme pleine longueur d’'ETV1 (ETV1-FL) ou tronquée (dETV1) aprés
blocage de la prolifération grace a un traitement a la mitomycine C.

- Migration en chambre de Boyden

Les tests de blessure ont été complétés par I'étude de la migration a travers une
membrane grace a l'utilisation d'une chambre de Boyden. On observe ainsi une
migration relative plus importante dans les cellules IGR-CaP ETV1-FL en comparaison a
la lignée contrdle et cela de facon significative (p= 0,03). De méme on retrouve une
nouvelle fois une migration plus importante pour la lignée controle en comparaison a la
lignée surexprimant la forme tronquée d’ETV1 (dETV1) et ce de fagon tres significative

(p=0,001) (Figure 35).
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Figure 35: Analyse de la migration cellulaire par chambre de Boyden des lignées IGR-
CaP1 surexprimant la forme pleine longueur ou tronquée d’ETV1.

Panel du haut: représentation de la migration relative des lignées IGR-CaP1 surexprimant la
forme pleine longueur ou tronquée d’ETV1 en comparaison a la lignée contrdle. Panel du bas :
photographie d’'un champ représentant les cellules ayant traversé la membrane pour chaque
lignée.

> Analyse de I'invasion cellulaire

L’analyse de l'invasion cellulaire est basée sur l'utilisation d’'une chambre de
Boyden dont la membrane est recouverte d'une couche de Matrigel®. On observe que les
cellules surexprimant la forme pleine longueur d’ETV1 (ETV1-FL) présentent une
capacité d’invasion significativement plus importante que les cellules contréle (Ctrl)
(p=0,0001) et qu’au contraire la surexpression de la forme tronquée (dETV1) diminue

significativement la capacité invasive de ces cellules en comparaison aux cellules

controle (Ctrl) (p=0,02) (Figure 36).
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Figure 36: Analyse de l'invasion cellulaire des lignées IGR-CaP1 surexprimant la forme
pleine longueur ou tronquée d’ETV1.

Panel du haut: mesure de l'invasion des cellules IGR-CaP1 surexprimant la forme pleine
longueur (ETV1-FL) ou tronquée (dETV1) en comparaison aux IGR-CaP1 contréles (Ctrl). Panel
du bas: photographie d’'un champ représentant les cellules ayant traversé la membrane en
fonction pour chaque lignée.

> Analyse de la croissance sans ancrage des cellules

Le but de ce test est d’observer la capacité des cellules a proliférer et former des
clones en absence d’ancrage. On observe ainsi une augmentation du nombre de clones
dans les lignées surexprimant ETV1 pleine longueur, que ce soit dans les IGR-CaP1 ou
PC-3M et ce de facon significative (p= 2,09.10-°) (Figure 37 A et B). Pour la forme
tronquée, une légere diminution de la capacité de clonage est observée dans la lignée
IGR-CaP1 par rapport aux cellules controle avec une significativité p= 0,003 (Figure 37

A) mais cet effet n’est pas retrouvé dans les cellules PC-3M (Figure 37 B).
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4. Exploration du role du facteur ETV1 dans la métastase

prostatique

Apres avoir mesuré l'influence du facteur ETV1 et de sa forme tronquée sur les
propriétés cellulaires de prolifération, de migration, d'invasion et de clonage sans
ancrage, nous avons entrepris d’explorer leur role dans la métastase prostatique. Pour
cela, nous avons choisi de débuter les expériences in vivo d’injection intra-cardiaque a
partir des cellules IGR-CaP1, surexprimant le facteur ETV1 ou sa forme tronquée, pour

lesquelles les résultats des tests phénotypiques in vitro sont les plus aboutis.
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Afin d’obtenir des résultats statistiquement représentatifs, nous avions prévu
d’injecter au final 10 souris pour chaque condition (Témoin/ Pleine longueur/
Tronquée). Malheureusement, lors des différentes expériences d’injection, la mortalité
des souris s’est avérée importante malgré la bonne pratique et maitrise de la technique
d’injection intra-cardiaque. La mortalité des souris est apparue a différents moments de
I'expérimentation: avant et pendant I'anesthésie, au moment de I'injection ou dans les
minutes la suivant, mais aussi quelques jours apres celle-ci. En effet, comme on peut le
voir dans le Tableau 9, un total de 72 souris a été injecté et seules 19 ont survécu

durant les 12 semaines, c’est a dire jusqu’au jour du sacrifice.

Un bilan détaillant le nombre de souris étant arrivées au terme de

I'expérimentation ou mortes est détaillé ci-dessous et récapitulé dans le Tableau 9.

- Souris injectées avec la lignée IGR-CaP1 contoéle : 3 souris ont survécu jusqu’a
la fin de I'expérimentation et ont pu étre été analysées. 21 sont mortes avant
la fin de 'expérimentation.

- Souris injectées avec la lignée IGR-CaP1 ETV1-FL: 8 souris ont survécu
jusqu’a la fin de I'expérimentation et ont pu étre analysées. 22 sont mortes
avant la fin de 'expérimentation.

- Souris injectées avec la lignée IGR-CaP1 dETV1: 8 souris ont survécu jusqu’a
la fin de 'expérimentation et ont pu étre analysées. 10 sont mortes avant la fin
de I'expérimentation.

Tableau 9: Bilan des injections intra-cardiaque des cellules IGR-CaP1 Ctrl, pleine longueur
et tronquée en termes de viabilité des souris.

Ctrl ETV1-FL dETV1
Vivante Morte Vivante Morte Vivante Morte
Total 3 21 8 22 8 10
Mandy Dumortier 172

© 2017 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



, . Thése de Mandy Dumortier, Lille 1, 2017
Résultats Partie I1

Suite aux 12 semaines les souris ont été sacrifiées, puis disséquées afin de
récupérer 'ensemble des os constituant la souris (pattes avant, pattes arriere, queue,
téte, colonne vertébrale, cages thoraciques). L’ensemble des ossements a été placé dans
le Lumina afin d’observer la présence ou non de «spots» bioluminescents
correspondant a la formation des métastases.

Lors de la dissection des souris chaque organe a été observé macroscopiquement

afinde déceler la présence potentielle d’autres métastases.

> Bilan de l'injection des cellules controles IGR-CaP1 Ctrl

Sur les 21 souris injectées avec la lignée IGR-CaP1 controles (Ctrl), seulement trois
ont survécu jusqu’au sacrifice en semaine 12. Apres dissection et visualisation de
I'ensemble des os des souris IGR-CaP1 contréle (Ctrl), des spots bioluminescents sont
présents dans une souris sur les trois (Figure 38). Ces spots sont localisés au niveau des
pattes avant, arriere et de la queue (Figure 38 souris 1). Ainsi, on observe la présence
au total de deux pattes avant présentant des métastases osseuses sur un total de six, de
deux pattes arriere présentant des métastases osseuses sur un total de six, aucune téte
ne présente des métastases osseuses sur les trois et une queue présente des métastases

osseuses sur un total de trois.
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Figure 38: Observation en bioluminescence des souris injectées en intra-cardiaque avec
les cellules IGR-CaP1 controle.

Présentation des trois souris a TO, 30 min apres l'injection pour la validation de l'injection. Puis
apres 12 semaines au moment du sacrifice des souris avec I'observation des différents os au
Lumina afin d’observer la formation des métastases osseuses.

> Bilan de l'injection des cellules controle IGR-CaP1 ETV1-FL

Apres dissection et visualisation de '’ensemble des os des souris, on observe la
présence de « spots » de bioluminescence dans cinq souris (1, 2, 3, 5 et 6) sur les six. Ces
spots sont localisés au niveau des pattes avant, arriere, de la téte et de la queue (Figure
39). Ainsi, on observe la présence au total de quatre pattes avant présentant des
meétastases osseuses sur un total de douze, de sept pattes arriére présentant des
meétastases osseuses sur un total de douze, de trois tétes présentant des métastases
osseuses sur un total de six et de deux queues présentant des métastases osseuses sur

un total de quatre.
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Figure 39 : Observation en bioluminescence des souris injectées en intra-cardiaque avec
les cellules IGR-CaP1 surexprimant la forme pleine longueur d’ETV1.

Présentation des trois souris a TO, 30 min apres l'injection pour la validation de l'injection. Puis
apres 12 semaines au moment du sacrifice des souris avec l'observation des différents os au
Lumina afin d’observer la formation des métastases osseuses.

> Bilan de l'injection des cellules contréle IGR-CaP1 dETV1

Apres dissection et visualisation de I'ensemble des ossements des souris, aucun
« spots » de bioluminescence (Figure 40) n’est observable dans aucune des huits souris,
on peut néanmoins observer la présence de petits signaux beaucoup moins
bioluminescents et plus petits que ceux présents chez les souris injectées avec les

lignées IGR-CaP1 contrdle ou surexprimant la forme pleine longueur d’ETV1.

Mandy Dumortier 175

© 2017 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



, . Thése de Mandy Dumortier, Lille 1, 2017
Résultats Partie I1

dETV1

80

60

40

20

120
100
80

60
40

Figure 40: Observation en bioluminescence des souris injectées en intra-cardiaque avec
les cellules IGR-CaP1 surexprimant la forme tronquée d’ETV1.

Présentation des trois souris a TO, 30 min aprés l'injection pour la validation de I'injection. Puis
apres 12 semaines au moment du sacrifice des souris avec I'observation des différents os au
Lumina afin d’observer la formation des métastases osseuses.
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> Bilan global de I'injection intra-cardiaque des cellules IGR-CaP1

Le bilan est établi a partir du pourcentage de souris par condition (Ctrl, pleine
longueur, tronquée) présentant des métastases, mais également en fonction du
pourcentage de métases présentes dans les différents membres analysés : pattes avant,
pattes arriére, tétes, queues, cages thoraciques et colonnes vertébrales. Ainsi on observe
que les souris injectées avec la lignée cellulaire IGR-CaP1 ETV1 forment le plus de
métastases : 83%, contre 33% pour les souris injectées avec la lignée cellulaire IGR-CaP1
Ctrl et 0% pour les souris injectées avec la lignée cellulaire IGR-CaP1 dETV1 (Tableau
10). Globalement, une formation de métastases osseuses est majoritaire au niveau des
pattes avant, des pattes arriére, de la téte et de la queue et aucune au niveau de la cage
thoracique et de la colonne vertébrale (Tableau 10). On observe également des
disparités en fonction de la lignée cellulaire injectée. Aucune métastase dans les souris
injectées avec la lignée IGR-CaP1 surexprimant la forme tronquée d’ETV1. Cependant on
observe la méme fréquence d’apparition de métastases osseuses au niveau des pattes
avant entre les IGR-CaP1 Ctrl et surexprimant la forme pleine longueur d’ETV1, avec une
fréquence de 33% (Tableau 10). En revanche, une majorité de métastases osseuses sont
formées dans les souris injectées avec la lignée IGR-CaP1 ETV1 en comparaison aux
cellules Ctrl, avec 58% de métastases dans les pattes avant, 50% dans la téte et 50%
dans la queue pour la lignée IGR-CaP1 ETV1 contre 33%, 0% et 33% respectivement
pour la lignée IGR-CaP1 Ctrl (Tableau 10).

Tableau 10: Bilan du pourcentage de métastases en fonction des souris et des différents
membres (pattes arriere, pattes avant, téte, queue) dans chaque groupe de souris
injectées avec différentes lignées IGR-CaP1 (Ctrl, pleine longueur, tronquée)

Ctrl ETV1-FL dETV1

Pourcentage de souris
5 ’ 33% (1/3) | 83% (5/6) 0% (0/8)
présentant des métastases

Pourcentage des pattes avant
33% (2/6) |33% (4/12)] 0% (0/16)
présentant des métastases
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Pourcentage de pattes arriere
33% (2/6) |58% (7/12)] 0% (0/16)
présentant des métastases

Pourcentage de tétes présentant
’ 0% (0/3) | 50% (3/6) 0% (0/8)
des métastases

Pourcentage de queues
) ) 33% (1/3) | 50% (2/4) | 0% (0/8)
présentant des métastases

Pourcentage de cages
thoraciques présentant des 0% (0/3) | 0% (0/6) 0% (0/8)

métastases

Pourcentage de colonnes
vertébrales présentant des 0% (0/3) | 0% (0/6) 0% (0/8)

métastases

5. Données préliminaires sur SPARC, un gene cible et potentiel

relais des effets d’ETV1 dans la tumorigenése prostatique

Dans l'attente de la réalisation d'une analyse transcriptomique complete, nous
avons entrepris une recherche de gene cible dans la littérature. Suite a celle-ci nous
avons identifié un premier gene cible potentiellement : SPARC. L’ostéonectine ou SPARC
est une glycoprotéine non collagéneuse associée a la minéralisation des os et qui est
surexprimée dans les métastases issues de tumeurs prostatiques. De plus un lien de
régulation entre SPARC et ETV1 a été mis en évidence dans le carcinome pancréatique
(Cf Discussion).

Afin d’observer si I'expression de SPARC (osteonectine) pourrait étre régulée par
ETV1 dans la tumorigenese prostatique et la formation de métastases osseuses nous
avons analysé l'expression relative en ARNm de SPARC dans les lignées cellulaires
prostatiques MDA-PCa-2b, IGR-CaP1 et PC-3M que nous avons mises en place (Figure
41).
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On observe ainsi dans nos modeles cellulaires IGR-CaP1 et PC-3M surexprimant
ETV1 pleine longueur ou tronquée une augmentation de I'expression relative en ARNm
de SPARC en comparaison aux cellules controle (Figure 41 A et B). A l'inverse, la
répression de I'expression du facteur ETV1 par ARN interférence (siETV1-1) dans la
lignée MDA-PCa-2b induit bien une diminution de I'expression d’ETV1 (Figure 41 C),

celle-ci est associée a une diminution de l'’expression transcriptionnelle de SPARC

(Figure 41 D).
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Figure 41: Analyse de l'expression relative en ARNm de SPARC dans nos modeéles
cellulaires MDA-PCa-2b, IGR-CaP1 et PC-3M.

L’expression de I'’ARN messager de SPARC (AB et D) est analysée par Q-RT-PCR dans nos
modeles cellulaires MDA-PCa-2b (D) réprimant ETV1 et IGR-CaP1 (A) et PC-3M (B)
surexprimant ETV1-FL et dETV1. L'inhibition par siRNA d’ETV1 est controlée par la mesure de
I'expression relative de 'ARN messager d’ETV1 dans les lignées MDA-PCa-2b réprimant ou
L’expression d’ETV1 et de SPARC est normalisée par 'expression du gene référent GAPDH.
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6. Etude de la correlation d’expression du facteur ETV1 dans une

cohorte de tumeurs prostatiques

Suite aux différents résultats obtenus in vitro et in vivo I'étude s’est poursuivie par la
mesure de I'expression de ces différentes fusions chez 'homme, dans une cohorte de

patients atteints de CaP.

Grace a la collaboration avec le Dr Xavier Leroy du CHR de Lille, I'’équipe dispose
d’'une cohorte de 85 échantillons de patients atteints d’'un CaP, ainsi que 10 échantillons

dit « sains » prélevés au large de la tumeur.

A partir de cette cohorte nous avons dans un premier temps évalué le nombre de
patient présentant une surexpression du facteur ETV1 grace a la technique de Q-RT-PCR.
Cette analyse ayant déja été effectuée en amont avec I’'étude de 'expression de ERG nous
nous sommes concentrés majoritairement sur les échantillons ne présentant pas la

surexpression d’ERG.

L’étude de 'expression d’ETV1 a donc été effectuée sur 72 échantillons tumoraux
prostatiques sont référencés pour les 55 premiers échantillons, 1'age, la classification
TNM, le score de Gleason ainsi que le taux de PSA sont présentés en Annexe 2, nous
sommes en attente du référencement des 30 échantillons restants. De plus sur ces 85

échantillons tumoraux, 13 sont positifs pour ERG (Annexe 2).

Nous avons analysé I'expression transcriptionnel d’ETV1 en ARNm par Q-RT-PCR
avec le couple d’oligonucléotides (OL1) permettant la détection de la forme pleine
longueur d’ETV1 dans un premier temps. Les résultats des Q-RT-PCR sont présentés en
Annexe 3. Cette étude a permis de mettre en évidence 9 patients surexprimant le
facteur de transcription ETV1 : les patients P7, P21, P26, P35, P36, P56, P75, P80 et P83
(Tableau 11). Sur ces 8 patients 4 présentent une surexpression d’ERG (P26, P36, P56
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et P80), et aucune surexpression d’ETV1 n’est retrouvée dans les échantillons « sains »

(N1 aN10) (Annexe 2), les résultats des Q-RT-PCR sont présentés en Annexe 3.

La surexpression du facteur ETV1 est présente dans 10,5% des échantillons de CaP

de notre cohorte (Tableau 11).

Tableau 11: Tableau regroupant les différents échantillons de CaP surexprimant ETV1.:
Ce tableau répertorie les échantillons de tumeurs prostatiques surexprimant ETV1 et
dont le statut de ERG a été analysé, 1'age des patients, si c’est un premier cancer ou s'il
est récurrent, la classification TNM, le score de Gleason, le taux de PSA en (pg/L) dosé au
moment du diagnostic.

Premier
Cohorte | A diagHOStic TNM classification Le scorede | oo, ERG | ETV1
Im 1
ohorte | Age reéquZ:l\ce classificatio Gleason SA (Mg/L)
R
T N M (site) Diagnostic
P7 78 p T4 NO MO 4+5 429 - +
P21 70 p T3 NO MO 3+4 27 - +
P26 64 p T2 NO MO 3+3 7,35 + +
P35 58 r T4 N1 M1 4+5 50 - +
P36 T3a NO MO 3+3 4,72 + +
P56 + +
P75 - +
P80 + +
P83 - +

Suite a l'identification des différents échantillons de patients surexprimant ETV1,
nous avons recherché la présence de la forme pleine longueur ou tronquée du facteur
ETV1. Pour cela, une analyse de Q-RT-PCR a été effectuée avec le deuxieme couple
d’oligonucléotides (OL2) permettant la détection de la forme pleine longueur d’ETV1 et

pas les formes tronquées de la partie 5’.

Sur les 9 échantillons ETV1 positifs, 3 échantillons présentent la forme tronquée
d’ETV1 (dETV1). Ces échantillons sont les p56, p80 et p83 (Tableau 12). La

surexpression du facteur ETV1 sous sa forme tronquée est ainsi présente dans 33,3%
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des échantillons de CaP de la cohorte surexprimant ETV1. Les résultats des Q-RT-PCR

sont présentés en Annexe 4.

Un lien de régulation potentiel entre le facteur de transcription ETV1 et SPARC
ayant été observé dans nos différents modeles cellulaires de répression (MDA-PCa-2b)
ou de surexpression (IGR-CaP1 et PC-3M) d’ETV1. Nous avons, suite a cela, recherché si
ce lien pouvait étre retrouvé dans les échantillons tumoraux. Nous avons donc analysé
I'expression transcriptionnelle de SPARC dans les échantillons de tumeurs prostatiques
surexprimant la forme pleine longueur ou la forme tronquée d’ETV1. Comme le montre
le tableau 12, cinq échantillons présentent une surexpression de SPARC: P21, P26, P35,
P36 et P56. Cette surexpression est donc présente dans 55,5% des échantillons
surexprimant ETV1. Les résultats des Q-RT-PCR sont présentés en Annexe 4.

Tableau 12: Etude de l'expression d’ETV1 pleine longueur ou tronquée ainsi que SPARC
dans les échantillons ETV1 positifs.

Ce tableau répertorie les échantillons de tumeurs prostatiques surexprimant le facteur
ETV1, I'dge des patients, la classification TNM, le score de Gleason, le taux de PSA en
(ng/L) dosé au moment du diagnostic. Les statuts d’expression positif (+) ou négatif (-)

de la surexpression du facteur ETV1 pleine longueur (FL), tronqué (dETV1) et de SPARC
sont aussi référencés.

Cohorte | Age TNM classification L%T::;ﬁ:e PSA (ug/L) | ETVI-FL | dETV1 | SPARC
T N M (site) Diagnostic
P7 78 | T4 | NO MO 445 429 + - -
P21 70 | T3 [NO MO 3+4 27 + - +
P26 64 | T2 | NO MO 3+3 7,35 + - +
P35 58 | T4 | N1 M1 4+5 50 + - +
P36 T3a | NO MO 3+3 4,72 + - +
P56 - + +
P75 + - -
P80 _ n ;
P83 _ n ;
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7. Conclusion

L’ensemble des résultats présentés dans cette partie Il apporte donc un début de
réponse aux questions posées initiallement mais ces résultats restent préliminaires et

doivent donc étre confortés et complétés.
IIs ouvrent néanmoins la voie a une meilleure compréhension du réle du facteur

ETV1 dans le CaP et des cibles molécuaires pouvant étre impliquées.
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Etude de I'implication du facteur de transcription ETV1 sous sa forme

pleine longueur ou tronquée dans la formation des métastases du

cancer de la prostate
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Le cancer de la prostate est le cancer le plus fréquent chez 'homme et la
deuxiéeme cause de déces par cancer dans les pays les plus développés (Siegel,
Naishadham, and Jemal 2013). Le CaP a un développement lent dont la mortalité est
induite par la formation de métastases qui sont dans la majorité des cas, des métastases
osseuses (Coleman 2006). En 2005, la découverte des réarrangements génomiques
impliquant les facteurs de transcription Ets dans le CaP (S. A. Tomlins et al. 2005),
souléve le questionnement quant a leur réle dans le développement et la mise en place
de ce cancer. Ces fusions impliquent dans la majorité des cas un promoteur androgéno-
dépendant couplé a un facteur ETS sous sa forme pleine longueur ou tronquée. Environ
80% des CaP présentent cette fusion qui implique dans 50% des cas le facteur ERG et
dans 10% des cas le facteur ETV1, qui est présent dans la moitié des cas sous sa forme
pleine longueur et dans I'autre moitié sous une forme délétée des 131 premiers acides
aminée en N-terminal, qu'on appelle dETV1 (Gasi et al. 2011; Hermans, Van Der Korput,
et al. 2008). Actuellement peu de données font état de différence en terme d’agressivité
entre les tumeurs prostatiques présentant une fusion impliquant le facteur ERG ou le
facteur ETV1. De méme pour les différences entre le facteur ETV1 sous sa forme pleine

longueur ou tronquée.

La deuxiéme partie des mes travaux de these a donc consisté a améliorer la
compréhension de l'implication du facteur de transcription ETV1 sous sa forme
pleine longueur ou tronquée dans la tumorigenése prostatique et de définir les
modalités de leur participation lors de la formation des métastases osseuses. Le
but a terme de cette étude sera de rechercher les spécificités d’action entre les

facteurs ERG et ETV1 sous sa forme pleine longueur et tronquée.

Afin de mener a bien ce projet nous avons entrepris de développer les approches

suivantes :

- Mettre en place des modeles cellulaires d’étude des propriétés
tumorigéniques du facteur ETV1 par répression ou surexpression de ce

facteur dans des lignées de cellules prostatiques cancéreuses sélectionnées,
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Etudier les propriétés cellulaires de ces cellules modifiées pour l'expression
du facteur ETV1 par différents tests phénotypiques in vitro (migration,
invasion, prolifération, croissance sans ancrage, invasion),

- Etudier l'implication du facteur ETV1 dans la survenue des métastases en
utilisant un modele d’étude in vivo: I'injection intracardiaque dans des souris
immunodéficientes,

- Rechercher les cibles moléculaires impliquées dans ces propriétés tumorales.
Initialement nous avions envisagé de réaliser une étude transcriptomique
comparative mais les résultats n’étant pas suffisamment avancés, nous avons
focalisé, grace a une étude bibliographique, sur le géne SPARC et débuté
’étude de sa régulation,

- Rechercher la corrélation d’expression du facteur ETV1 sous sa forme pleine

longueur ou tronquée et de SPARC dans une cohorte de 85 tumeurs

prostatiques primaires.

Le tout dans le but de pouvoir comparer ces résultats avec ceux déja disponibles

pour le facteur ERG.

1.  Stratégies d’étude de I'implication du facteur ETV1 dans le CaP

Afin d’étudier le role du facteur ETV1 dans la tumorigenése prostatique deux
stratégies ont été mises en place : la répression de I'expression d’ETV1 dans la lignée
MDA-PCa-2b et la surexpression du facteur ETV1 sous sa forme pleine longueur et

tronquée dans les lignées IGR-CaP1 et PC-3M.

e Modeles cellulaires de répression de I'expression du facteur ETV1

Afin d’étudier la répression de I'expression du facteur ETV1, nous avons utilisé la
lignée cellulaire MDA-PCa2b dans laquelle nous avons étudié le profil d’expression par
Q-RT-PCR de différents facteurs ETS: ETV1, ERG, ETV4 et ETV5. Nous avons ainsi
confirmé la surexpression du facteur de transcription ETV1 dans cette lignée cellulaire,

les autres facteurs ERG, ETV4 et ETV5 sont quant a eux faiblement exprimés. Cependant,
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une étude de Mesquita montre que le facteur ETV4 est surexprimé dans la lignée MDA-
PCa-2b grace a la technique TLDA (TagMan Low Density Array), en revanche il ne
retrouve pas de translocation impliquant le facteur ETV4 dans cette lignée et l'utilise
donc afin d’étudier I'implication du facteur ETV1 (Mesquita et al. 2015). Dans la lignée
cellulaire MDA-PCa2b, la présence d’'une fusion de génes impliquant le facteur ETV1 a
été mise en évidence en 2007 par Tomlins, qui décrit la translocation de la forme pleine
longueur du facteur ETV1 présent a I'origine en position 7p21 au niveau du promoteur
androgéno dépendant MIPOL1 en position 14q13 (Scott A. Tomlins et al. 2007). Cette
surexpression est retrouvée et confirmée dans d’autres études au niveau
transcriptionnel (Shiina et al. 2017; Mesquita et al. 2015) et au niveau protéique (Shiina

etal. 2017; Selvaraj et al. 2014).

Les MDA-PCaZ2b sont isolées d’'une métastase osseuse issue d’'un patient atteint
d’un cancer de la prostate résistant a la castration, elles sont androgéno-indépendantes
et expriment un récepteur aux androgeénes doublement muté (en T877A et L701H)
(Navone et al. 1997). Nous avons donc fait le choix d’utiliser la lignée MDA-PCa-2b qui
est une des rares lignées prostatiques cancéreuses avec les LNCaP a posséder une
translocation ETV1. De plus, les MDA-PCa-2b sont capables de former des tumeurs
lorsqu’elles sont injectées en sous cutané, ainsi que des métastases de type

ostéoblastique lorsqu’elles sont injectées dans l'os (] Yang et al. 2001; Fizazi et al. 2003).

Afin d’étudier l'implication du facteur de transcription ETV1 dans le CaP via
différents tests phénotypiques in vitro et in vivo, nous avons envisager d’inhiber
I'expression d’ETV1 dans la lignée MDA-PCa-2b. L’utilisation de deux siRNA ETV1,
siETV1-1 et siETV1-2 montre une inhibition de plus de 80% de son expression en
comparaison au siCtrl. L'utilisation d’ARN interférents en transfection transitoire, méme
s’ils sont tres efficaces, ne nous permet pas de mener a bien notre projet. En effet,
I'inhibition d’ETV1 par ARN interférents nous aurait permis d’effectuer les tests
phénotypiques de courte durée (migration, invasion), cependant la lignée cellulaire
MDA-PCa-2b poussant sur un support recouvert de collagene afin de limiter la formation
d’amas, ce détail technique est jusqu’a présent problématique quant a I'adhésion des
cellules dans les différents inserts utilisés lors de I'études de ces phénotypes. Tres peu
de publication montre l'utilisation de cette lignée cellulaire au niveau phénotypique in

vitro, une publication montre cependant l'utilisation de cette lignée pour des tests de
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croissance sans ancrage, de prolifération par test MTT et d’invasion (Mesquita et al.
2015). Tous ces tests ne nécessitent cependant ni I'obtention d’un tapis cellulaire net
comme c’est le cas dans notre étude pour le test de migration par blessure, ni dans le cas
de la croissance sans ancrage et de l'invasion d’'un support recouvert de collagene.
Néanmoins, dans le cadre de notre étude, les autres tests envisagés (prolifération et
croissance sans ancrage) étant d’'une durée plus importante, ils ne peuvent étre effectués
avec une inhibition transitoire du facteur ETV1. Nous avons ainsi envisagé une
répression stable par infection lentivirale par shRNA. Nous avons ainsi mis en place
différentes constructions avec un shRNA controle et trois shRNA dirigés contre ETV1.
Sur les trois constructions permettant l'inhibition d’ETV1, deux contiennent des
séquences shETV1 publiées (Ran et al. 2015; Pop et al. 2014; Oh et al. 2013) et la
troisieme a été créée via le site «RNAi  Consortium  portal »

(http://www.broadinstitute.org/rnai/public/). Les différentes constructions ont été

validées par séquencage, cependant les lignées établies a l'aide de ces vecteurs
rétroviraux présentaient une inhibition trop faible et trés variable d’ETV1 ce qui est
étonnant au vu des résultats publiés, utilisant les séquences que nous avons utilisées. A
la vue de nos résultats et de la faible inhibition du facteur ETV1, les infections ont été
recommencées plusieurs fois, une seconde infection des cellules déja infectées a aussi
été effectuée sans succes. On pourrait alors envisager de mettre au point des conditions
plus optimales de transfectabilité des cellules productrices des lentivirus, afin
d’augmenter la production de lentivirus permettant d’obtenir un taux d’infection des
MDA-PCa-2b plus important. Une autre perspective envisageable serait de tester de
nouvelles constructions permettant l'inhibition du facteur ETV1. En effet, I'étude de
Mesquita montre une inhibition d’ETV1 d’environ 50% grace a deux shRNA insérés dans
un autre vecteur pSIREN-Retro-Q qui est différent de celui que nous avons utilisé
(Mesquita et al. 2015). Une autre solution serait de reprendre les conditions et les
séquences utilisées dans d’autres publications comme celle de P. Paulo qui montre la
répression du facteur ETV1 dans la lignée cancéreuse prostatique LNCaP, lignée

surexprimant elle aussi ETV1 (Paulo, Ribeiro, et al. 2012). L'utilisation de cette lignée

pourrait ainsi aussi étre envisagée pour mener a bien les analyses phénotypiques.

Enfin, une troisieme solution d’inhibition est aussi envisageable, en parcourant la
littérature, nous avons identifié une molécule permettant d’inhiber ETV1. Cette molécule
s'appelle YK-4-274. Elle a été identifiée comme étant capable d’inhiber I'activité de
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I'oncoprotéine EWS-FLI1 dans le Sarcome d’Ewing (Erkizan et al. 2009). Des études
menées sur des cellules cancéreuses prostatiques surexprimant les facteurs ETV1 et
ERG (LNCaP, VCaP), mettent en évidence que la petite molécule YK-4-274 est capable
d’induire une inhibition de l'activité biologique de ces deux facteurs (Rahim et al. 2011,

2014).

e Modeles cellulaires de surexpression du facteur ETV1

Afin d’étudier les effets phénotypiques in vitro et in vivo de la surexpression du
facteur ETV1 sous sa forme pleine longueur et tronquée, nous avons utilisé les lignées
cellulaires IGR-CaP1 et PC-3M dans lesquelles nous avons étudié dans un premier temps
le profil d’expression par Q-RT-PCR de différents facteurs ETS: ETV1, ERG, ETV4 et
ETVS5. Nous avons ainsi confirmé les données déja publiées montrant que le facteur
ETV1 est tres faiblement exprimé dans la lignée cellulaire PC-3M (Rahim et al. 2014) et
que les autres facteurs ERG, ETV4 et ETV5 sont également faiblement exprimés dans
cette lignée. Les PC-3M ont été établies a partir de la lignée PC-3. Les cellules PC-3M
présentent une capacité accrue a la formation de métastases au niveau des poumons et a
l'os lors d’injections intravasculaires et intracardiaques respectivement (Pettaway et al.
1996; Deplus et al. 2017). Cette lignée est hormono-indépendante, AR et PSA négative et
aucune fusion ETS n’est documentée dans cette lignée. Les cellules PC-3M sont capables
de former des métastases lorsqu’elles sont injectées chez la souris en injection
orthotopique et intracardiaque (Jenkins et al. 2003). Ainsi nous avons donc fait le choix

de lalignée PC3-M car elle est doté d’un fort pouvoir métastatique.

Nous avons également montré que ces facteurs ETS, ETV1, ERG, ETV4 et ETVS5 ne
sont pas ou tres faiblement exprimés dans la lignée cellulaire IGR-CaP1 ce qui n’avait
jusqu’alors pas encore été étudié. En effet, cette lignée cellulaire a été établie en 2011
par le docteur A. Chauchereau (Chauchereau et al. 2011) dans le but de pallier au
manque de lignée cellulaire ayant pour origine la tumeur primaire. Les IGR-CaP1 ont
ainsi été établies grace a la culture de cellules tumorales primaires de prostate humaine,
elles sont AR et PSA négative (Chauchereau et al. 2011), et ont la capacité de former des

tumeurs lorsqu’elles sont injectées en sous-cutané ou en injection orthotopique et de
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former des métastases osseuses de type osteoblastique lorsqu’elles sont injectées en

intratiabiale ou en intracardiaque (Al Nakouzi et al. 2012; Z. H. Lu et al. 2017).

Ainsi nous avons donc fait le choix de la lignée IGR-CaP1 qui est une des rares
lignées prostatiques cancéreuses provenant d’'une tumeur primaire et dotée de pouvoir

meétastatique lorsqu’elles sont injectées en intra-cardiaque.

A partir de ces deux lignées cellulaires n’exprimant pas le facteur ETV1, nous
avons établis différentes lignées, les lignées IGR-CaP1 et PC-3M contrédle (Ctrl), les
lignées IGR-CaP1 et PC-3M surexprimant la forme pleine longueur d’ETV1 (ETV1) et les
lignées IGR-CaP1 et PC-3M surexprimant la forme tronquée d’ETV1. Ces lignées ont été
établies par infection rétrovirale apres validation des différentes plasmides par
séquencage La surexpression des différentes formes du facteur ETV1 a été validée au
niveau transcriptionnel par deux couples d’oligonucléotides, I'un (OL1) permettant
I'amplification a la fois de la forme pleine longueur et tronquée et le second (OL2)
permettant l'amplification de la forme pleine longueur uniquement. Les lignées
cellulaires établies surexpriment bien au niveau transcriptionnel la forme pleine

longueur et tronquée d’ETV1.

Au niveau protéique nous avons validé la surexpression du facteur ETV1 dans la
lignée MDA-PCaZb ainsi que I'absence d’expression de ce facteur dans les lignées IGR-
CaP1 et PC-3M. Cependant, dans la suite du projet que ce soit dans le cadre de la
surexpression ou de la répression du facteur ETV1, nous ne sommes pas parvenus a
détecter la protéine par Western Blot afin de valider les différents modeles cellulaires
mis en place. Comme le montre le tableau de I’Annexe n°1, nous avons utilisé différentes
stratégies et modifié de nombreux parametres dans la technique de Western Blot afin de
visualiser I'expression d’ETV1. Néanmoins, malgré l'utilisation de 4 anticorps différents
dirigés contre ETV1, différents inhibiteurs du protéasomes, différents tampon de lyse et
de blocage, différente gels, membranes de transfert, appareil de révélation et révélateur
ainsi que différents tests de détection par IP (immunoprécipitation), nous ne sommes
pas parvenus a détecter notre protéine d’'intérét. D’autres études publiées montrent
également une difficulté dans la détection de cette protéine, c’est le cas de I'étude publié
par Baena en 2013, dans laquelle ils n’ont pu détecter la protéine, ni dans par méthode
d’immunohistochimie (IHC), ni par la technique d'immunoprécipitation de la chromatine

(ChIP) (Baena et al. 2013). Néanmoins d’autres études sont parvenues a observer la
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protéine ETV1 sous sa forme pleine longueur (Shiina et al. 2017; T.-D. Kim et al. 2016;
Mesquita et al. 2015) mais également sous sa forme tronquée dETV1 (Morsalin et al.
2015). Néanmoins, il persiste une certaine incohérence concernant la détection de cette
protéine. En effet, d’autres études de la littérature présentent une expression de la
protéine ETV1 dans la lignée cellulaire LNCaP (Rahim et al. 2011) alors que d’autres
comme nous l’'avons vu n’en sont pas capables (Baena et al. 2013 ; Vitari et al. 2011).
Cela pourrait aussi expliquer nos difficultés lors de la détection du facteur ETV1 par
Western Blot.

Cette incapacité d’observer la protéine ETV1 pourrait s ‘expliquer par la présence
potentielle de la protéine COP1 qui est une ubiquitine ligase se fixant a différents
facteurs de transcription comme ETV1, ETV4 et ETV5 et permettant leur dégradation
(Vitari et al. 2011). Une étude menée sur la dégradation des facteurs ETS par COP1 dans
le cancer de la prostate montre une incapacité de détecter la protéine ETV1 dans la
lignée LNCaP dont la surexpression est validée au niveau transcriptionnel et met en
évidence la dégradation du facteur ETV1 dans cette lignée (Vitari et al. 2011), ce qui
pourrait expliquer notre probléeme de détection de la protéine ETV1. Cependant, il a été
montré que lorsque la protéine ETV1 est sous sa forme tronquée de 131 acides aminés
en N-terminal, celle-ci est détectée au niveau protéique par Western Blot (Vitari et al.
2011). Malheureusement que ce soit la forme pleine longueur ou tronquée nous ne
sommes pas parvenus a détecter la présence du facteur ETV1 au niveau protéique dans

nos différents modéles.

2. ETV1 pleine longueur et agressivité tumorale

Afin d’étudier l'implication du facteur ETV1 sous sa forme pleine longueur et
tronquée dans le cancer de la prostate nous avons effectué dans un premier temps des
tests phénotypiques in vitro de prolifération, migration, invasion et potentiel
clonogénique. Nous avons ainsi mis en évidence une augmentation des effets pro-
tumorigenes lors de la surexpression du facteur ETV1 en comparaison aux cellules
controles. Cette augmentation est observée pour les deux lignées cellulaires IGR-CaP1 et
PC-3M surexprimant la forme pleine longueur du facteur ETV1 en comparaison aux

cellules contrdles, au niveau de la migration et du clonage sans ancrage avec une
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augmentation significative dans ces deux tests. Cet avantage est également retrouvé au
niveau de l'invasion de fagon significative, uniquement dans la lignée IGR-CaP1 pour le
moment. Ces tests doivent encore étre effectués dans les différents modeles de PC-3M
surexprimant ETV1 sous sa forme pleine longueur ou tronquée. Ces résultats vont dans
le sens des résultats déja publiés dans la littérature, mettant en évidence une implication
du facteur ETV1 dans la migration et l'invasion. Ces études sont effectuées dans
différentes lignées cellulaires dont les LNCaP, dans lesquelles I'inhibition d’ETV1 par
shRNA ou par une molécule appelée YK-4-279 permet de mettre en évidence une
diminution de l'invasion des cellules (C. Cai et al. 2007b; Rahim et al. 2011, 2014;
Mesquita et al. 2015). Les premiers résultats de notre étude vont donc bien dans le sens
d’'une implication du facteur ETV1 dans le CaP, ce qui est en corrélation avec les
données de la littérature, mettant en évidence un role pro-tumorigene du facteur ETV1 ;
non seulement dans le cancer de la prostate, ou il a été montré que la surexpression
d’ETV1 induit une augmentation de la migration et de l'invasion (Scott A. Tomlins et al.
2007; Mesquita et al. 2015; C. Cai et al. 2007a) et que sa surexpression est associée a un
score de Gleason élevé (Attard et al. 2008; Shin et al. 2009) mais aussi dans d’autres
cancers ou le facteur ETV1 est aussi surexprimé comme dans le cas du carcinome rénal
(Ta et al. 2016), dans des tumeurs gastro-intestinales (Chi et al. 2010) et dans le
meélanome (Mehra et al. 2013). Cependant, lors de notre étude, nous n’avons pas observé
de différences de prolifération entre la lignée IGR-CaP1 surexprimant ETV1 pleine
longueur et la lignée IGR-CaP1 controle. Ces résultats sont également retrouvés dans
une publication de D. Mesquita a partir de lignée MDA-PCa-2b, PC3 et LNCaP dans
lesquelles 'expression du facteur ETV1 est inhibée (Mesquita et al. 2015). Les résultats
phénotypiques in vitro dans la lignée IGR-CaP1 étant les plus aboutis nous avons étudié
leur capacité a former des métastases en les injectant en intra-cardiaque dans des souris
immunodéficientes. Les résultats préliminaires confirment une augmentation des effets
pro-tumorigenes des lignées surexprimant le facteur ETV1 en comparaison aux lignées
controles. En effet, les souris injectées avec les IGR-CaP1 ETV1 forment plus de
meétastases que les souris injectées avec la lignée controle. Cependant, aucune spécificité
au niveau des sites de formation des métastases n’a été observée, les métastases se
forment dans les deux cas au niveau des membres avant, des membres arriere, de la
queue et de la téte. Ainsi, méme si aucun lien n’est pour le moment clairement établi

entre la formation de métastases osseuses et la surexpression du facteur ETV1, nos
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premiers résultats in vivo semblent indiquer une augmentation du potentiel pro-
meétastatique des cellules le surexprimant, ce qui corrobore avec les études mettant en
relation les fusions ETV1 et un CaP plus aggressif (Lazaro-Ibafiez et al. 2017; Baena et al.

2013; Shin et al. 2009).

Lors de notre étude nous nous sommes intéressés aux différences qui pouvaient
potentiellement exister entre la surexpression de la forme pleine longueur (ETV1) et
tronquée (dETV1) du facteur ETV1. De la méme fagon que pour l'étude de la forme
pleine longueur, des tests phénotypiques in vitro de prolifération, migration, invasion et
potentiel clonogénique ont été effectués. Nous avons ainsi mis en évidence une
diminution significative de la migration des lignées IGR-CaP1 et PC-3M surexprimant la
forme tronquée d’ETV1 en comparaison des lignées surexprimant la forme pleine
longueur et aux cellules contrdle. En ce qui concerne le clonage sans ancrage, I'invasion
et la prolifération, on retrouve la aussi une diminution de ces effets phénotypiques des
cellules surexprimant la forme tronquée d’ETV1 mais cette fois en comparaison aux
lignées surexprimant la forme pleine longueur uniquement. Comme pour les IGR-CaP1
surexprimant la forme pleine longueur d’ETV1, la lignée IGR-CaP1 surexprimant la
forme tronquée d’ETV1 a été injectée en intra-cardiaque, ces résultats préliminaires
montrent une formation de métastases tres faible voir nulle, ce qui confirme les résultats
obtenus in vitro qui mettent en évidence une augmentation de l'agressivité des cellules
surexprimant la forme pleine longueur et une diminution pour les cellules surexprimant

la forme tronquée en comparaison aux cellules controle.

Peu d’études dans la littérature se sont intéressées aux différences potentielles
pouvant étre induites par la surexpression de la forme pleine longueur ou de la forme
tronquée d’ETV1, celles-ci étant pourtant représentées chacune a la méme fréquence
dans le cancer de la prostate. Cependant, une étude présente certaines différences
entres ces deux formes lorsqu’elles sont surexprimées dans une lignée cellulaire
prostatique « normale » PNT2C2. On observe ainsi que la forme pleine longueur semble
avoir une action transactivatrice plus importante que la forme tronquée, les deux
variants sont capables d’induire la migration et 'invasion mais seule la forme pleine
longueur est capable d’'induire la croissance sans ancrage in vitro (Hermans, Van Der

Korput, et al. 2008).
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Ces données préliminaires semblent aller dans le sens d’'une différence entre la
surexpression de la forme pleine longueur d’ETV1 en comparaison a la forme tronquée
d’ETV1 dans le CaP, et notamment une agressivité plus importante dans le cas de la
forme pleine longueur d’ETV1. Cependant, les résultats que nous avons obtenus et
notamment les résultats in vivo sont encore a conforter. En effet, 'expérimentation
animale n’a été pour le moment effectuée qu’a partir des lignées IGR-CaP1 (IGR-CaP1
Ctrl, IGR-CaP1 ETV1-FL et IGR-CaP1 dETV1) et lors de cette expérimentation un nombre
de souris suffisamment significatif par condition n’a pu étre obtenu. En effet, malgré la
bonne pratique de la gestuelle de l'injection intra-cardiaque, nous nous sommes heurtés
a une forte mortalité des souris pouvant intervenir a différentes étapes de
I'expérimentation : lors de l'injection intra-cardiaque, dans I’heure suivant l'injection
(avant/ pendant ou apres la validation de 'injection) ou plusieurs jours/semaines apres
I'injection. Cette mortalité étant difficile a anticiper nous n’avons pour le moment pas

réussi a obtenir les 10 souris par condition malgré nos nombreuses tentatives.

Nous avons aussi rencontré d’autres problémes lors des suivis hebdomadaires de la
bioluminescence permettant de suivre la formation, I’'évolution et le tropisme des
meétastases. Lors de ces suivis, nous avons constaté des spots de bioluminescence au
niveau du museau, des pattes avant et arriere et ce quelle que soit la lignée injectée. Ces
spots étaient variablement présents ou absents d'un suivi a l'autre pour une méme
souris et I'apparition beaucoup plus longue qu’attendu. En effet, I'injection des cellules
IGR-CaP1 dans d’autres études montre une apparition des métastases osseuses suite a
une injection intra-cardiaque 5 semaines apres injection (Al Nakouzi et al. 2012; Z. H. Lu

etal. 2017).

3. Gene cibles d’ETV1 dans le CaP

Afin de rechercher la corrélation d’expression du facteur ETV1 sous sa forme
pleine longueur ou tronquée avec de potentiels genes cibles comme SPARC, nous avons
tout d’abord recherché dans une cohorte d’échantillon de cancer de la prostate ceux

surexprimant I'une ou 'autre de ces formes. Grace a une collaboration avec le Dr Xavier
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Leroy, nous avons pu entreprendre l'analyse du statut d’expression du facteur ETV1
dans cette cohorte de 85 échantillons dont 55 sont caractérisés au niveau de I'age du
patient, du taux de PSA, du score de Gleason et de la classification TNM. Nous disposons
également de 10 échantillons de tissus « normaux » prélevés au large de la tumeur.
Grace a la technique de Q-RT-PCR nous avons mis en évidence une surexpression du
facteur ETV1 dans 9 échantillons. ETV1 est donc retrouvé surexprimé dans 10,5% des
cas de CaP dans notre cohorte, et aucune expression notable n’est observée dans les
échantillons sains. Nous avons ainsi cherché a distinguer les échantillons surexprimant
la forme pleine longueur de ceux surexprimant la forme tronquée d’ETV1 a partir des
échantillons de notre cohorte d’échantillons ETV1 positifs. Afin de les distinguer, nous
avons utilisés deux couples d’oligonucléotides, I'un reconnaissant les deux formes pleine
longueur et tronquée d’ETV1 (OL1) et le second reconnaissant uniquement la forme
pleine longueur (OLZ). Ainsi au sein de cette cohorte nous avons observé 66%
d’échantillons surexprimant la forme pleine longueur d’ETV1 et 33% des échantillons
surexprimant une forme tronquée du facteur ETV1. Cette cohorte est donc dans la
norme des pourcentages de fusions retrouvés dans les pays d’Europe (Mehra et al. 2008;
Torres et al. 2017). En effet, méme si la majorité des études font état d’'un pourcentage
de fusion de 50% pour ERG et 10% pour ETV1 ces chiffres sont tres variables d'une
étude a l'autre, et de nombreuses publications font état d’'un taux de fusions ETV1 tres
faible voire inexistant. Un des critéeres pouvant expliquer ces différences concerne les
variations de l'origine ethnique des échantillons de CaP analysés. En effet de
nombreuses études ont montré un taux de fusion impliquant le facteur ETV1 aux
alentours de 10% (Mehra et al. 2008; Torres et al. 2017). Ce taux est retrouvé
principalement dans les cohortes de patients provenant d’Amérique du nord et
d’Europe. En revanche, des taux moins importants sont rapportés d’études effectuées
sur des cohortes d’échantillons de CaP de patient provenant de Chine, d'Inde et du Japon
ou les taux retrouvés sont proches de 1% (Ateeq et al. 2015; Dong et al. 2014; ].-]. Wang
et al. 2012; Miyagi et al. 2010). Une autre critere pouvant expliquer la fréquente
disparité dans le pourcentage d’échantillon ETV1 positif est que dans de nombreuses
publications, les auteurs mettent en évidence uniquement les fusions impliquant ETV1
et le promoteur hormono-dépendant TMPRSS2 or, les translocations avec ce promoteur

ne sont pas les plus courantes. En effet, le facteur ETV1 peut étre fusionné avec des
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nombreux autres promoteurs (SLC45A3, HERV-K, C150rf21, HNRPA2B1, FL]J35294,
ACSL3, EST14, HERVK17) (Rubin, Maher, and Chinnaiyan 2011; Attard et al. 2008).

L’étude de notre cohorte a aussi mis en évidence que sur les 9 échantillons
surexprimant ETV1, 4 surexpriment également le facteur ERG. Cela, n’est pas si
surprenant que ¢a, en effet, le cancer de la prostate est connu pour étre tres hétérogene
et de nombreuses études font état de la présence de différents foyers au sein d’'une
méme tumeur (Paulo, Barros-Silva, et al. 2012; Svensson et al. 2011; Attard et al. 2008).
Cette hétérogénéité est également retrouvée au niveau des métastases ou différents
foyers métastatiques peuvent présenter différents réarrangements génétiques (Mehra et

al. 2008).

L’analyse de la cohorte étant effectuée et les premiers résultats phénotypiques
obtenus, nous nous sommes ensuite intéressés au gene SPARC comme cible potentielle
du facteur ETV1. En effet, dans I'attente d’'une analyse transcriptomique, une recherche
au travers de la bibliographie de gene cible pouvant étre potentiellement ciblés par
ETV1 et pouvant participer au CaP voire a la formation de métastases nous a permis de

mettre en évidence le gene SPARC comme pouvant étre relevant dans notre étude.

Afin d’étudier ce potentiel lien de régulation nous avons analysé l'expression
transcriptionnelle en ARNm de SPARC dans les différentes lignées cancéreuses
prostatiques IGR-CaP1 et PC-3M surexprimant ETV1 pleine longueur ou tronqué et dans
la lignée MDA-PCa-2b dans laquelle I'expression d’ETV1 est inhibée par transfection
transitoire de siARN, ces résultats mettent en évidence une augmentation de
I'expression transcriptionnelle de SPARC dans les lignées surexprimant I'une ou l'autre
forme d’ETV1que ce soit dans les lignées IGR-CaP1 ou PC-3M. A I'inverse une diminution
de I'expression en ARNm de SPARC est retrouvée lors de I'inhibition d’ETV1 par siRNA
dans les MDA-PCa2b. Ces premiers résultats laissent suggérer une régulation de
I'expression de SPARC par le facteur de transcription ETV1 dans les cellules prostatiques
canceéreuses. En revanche, 'étude de I'expression transcriptionnelle de SPARC dans les
échantillons de CaP positifs pour ETV1, montre que sur les 9 échantillons surexprimant
ETV1, seuls 3 surexpriment également l'ostéonectine. Cependant, le faible nombre
d’échantillons positifs pour ETV1 ne nous permet pas pour le moment de conclure sur le
lien de régulation possible entre ETV1 et SPARC au sein de cette cohorte. Ces premiers

résultats ne permettent pas encore d’affirmer que SPARC est un gene cible d’ETV1 dans
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le CaP cependant, une étude récente montre un lien entre I'expression d’ETV1 et SPARC
dans le carcinome pancréatique ou il est montré que la formation de métastases chez la
souris est associée avec une surexpression d’ETV1 et que l'inhibition d’ETV1 induit une
baisse de I'expression de SPARC (Heeg et al. 2016). De plus, de nombreuses publications
montrent I'implication de SPARC dans le cancer de la prostate ou une forte expression
en ARN messagers et en protéines est retrouvée dans les cancers prostatiques
meétastatiques, mais aussi dans les lignées cellulaires prostatiques (Thomas et al. 2000).
L’étude de SPARC est d’autant plus intéressant dans le cas de la prostate et du cible vers
'os des métastases car la sécrétion de SPARC par 'os entrainerait une augmentation de

I'invasion cellulaire (N. Chen et al. 2007).

Afin de compléter cette étude, une étude du promoteur de SPARC et la recherche de
site EBS sont envisagés ainsi qu'une étude transactivatrice du promoteur de SPARC dans
le cas de la présence de ces séquences, dans le but d’étudier SPARC comme cible et relais

potentiel du facteur ETV1 dans le développement du CaP.

4 Conclusions et perspectives

Les travaux effectués lors de cette deuxieme partie de these montrent dans un
premier temps des différences phénotypiques in vitro et in vivo entre la forme pleine
longueur et la forme tronquée d’ETV1. En effet, on observe une augmentation des effets
pro-tumorigenes du facteur ETV1 sous sa forme pleine longueur et a l'inverse une
diminution de ces effets lors de la surexpression de la forme tronquée de ce facteur. De
plus, aucune différence en terme de tropisme n’a pour le moment été observée entre les
différentes formes d’ETV1.

Ces résultats doivent cependant étre complétés. Tout d’abord in vitro avec les
différents modeles de PC-3M pour lesquels il nous manque encore quelques résultats
phénotypiques. Puis, in vivo avec les cellules cancéreuses prostatiques IGR-CaP1 afin de
compléter les résultats déja obtenus. Nous enisagerons ensuite I'utilisation des modeles
PC-3M in vivo dans le but de comparer les résultats avec ceux obtenus pour la lignée
IGR-CaP1 mais également afin de pouvoir comparer les résultats avec ceux obtenus par
I’équipe lors de I'étude de la formation des métastases osseuses induites par ERG avec la

lignée PC-3M. L'ensemble de ces travaux entrant dans le cadre de définir s’il existe des
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différences potentielles en terme de ciblage métastatique et/ou d’agressivité entre la

surexpression du facteur ERG ou ETV1 et ses différentes formes dans le CaP.

Dans un second temps, I'étude de 'expression d’ETV1 sous sa forme pleine longueur
ou tronquée a aussi été effectuée dans des échantillons de cancer de la prostate. Celle-ci
nous a permis d’identifier les échantillons surexprimant ETV1, cependant le manque de
données cliniques (score de Gleason, TNM) sur certains échantillons ne nous permet pas
pour le moment d’établir un lien entre I'expression des différentes formes d’ETV1 et
'agressivité des tumeurs prostatiques. Cependant, ces résultats confirment la présence
de la surexpression d’ETV1 dans environ 10% des cas de cancer de la prostate. Il faudra
donc envisager d’autres collaborations dans le but d’étendre la cohorte, nous permettant
ainsi de travailler sur un nombre d’échantillons ETV1 positifs plus important et ainsi

parvenir a des conclusions plus significatives statistiquement.

Enfin, dans un troisieme temps, la partie du projet portant sur l'étude des
différences potentielles en terme de régulation de genes cibles lors de la formation de
meétastases induites par la surexpression du facteur ERG et/ou ETV1, une étude
transcriptomique va étre effectuée tres prochainement a partir des lignées cellulaires
IGR-CaP1 surexprimant la forme pleine longueur ou tronquée d’ETV1, pour lesquelles
nous avons obtenu pour le moment le plus de résultats in vitro et in vivo. Cette analyse
transcriptomique permettra aussi de comparer les différences potentielles de genes

cibles entre les cellules surexprimant la forme pleine longueur ou tronquée d’ETV1.

En attendant cette étude transcriptomique, une recherche de génes pouvant étre
régulés par ETV1 et impliqués dans la formation des métastases nous a permis de
mettre en évidence le géene SPARC comme candidat potentiel. L’étude de '’expression en
ARNm de SPARC met en évidence un potentiel lien de régulation de SPARC par le facteur
ETV1. En effet, I'expression de SPARC varie dans le méme sens que celle d’'ETV1 dans
nos différents modeles cellulaires surexprimant ou réprimant ce facteur de
transcription. Cette corrélation n’est cependant pas retrouvée dans les échantillons de
cancer de la prostate, mais le nombre d’échantillons relevants n’est pa significatif.

Cette partie du projet nécessite une analyse plus approfondie du promoteur du géne

SPARC afin de définir les modalités de régulation par le facteur ETV1 et d’entreprendre
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I'étude du geéne SPARC en tant que relais du facteur ETV1 dans la formation des

meétastases osseuses du cancer de la prostate.

Ce début de projet est encourageant et souléve de nombreuses questions qui
restent encore a étudier. La poursuite des tests in vivo ainsi que I'étude
transcriptomique permettront d’éclaircir les différences potentielles en terme de genes
cibles entre le facteur ERG et le facteur ETV1 et I'identification de génes pouvant servir a
améliorer la compréhension des mécanismes mis en place et susceptibles d’étre utilisés
comme outils de diagnostic ou cibles thérapeutiques potentielles lors de la détection de
CaP ETV1 ou ERG positif. Le tout dans I'objectif d’améliorer le diagnostic et la prise en
charge des patients présentant un CaP surexprimant les facteurs de transcription ETS

ERG ou ETV1.
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La famille de facteurs de transcription PEA3 appartenant a la grande famille des
facteurs de transcription Ets est composée de trois membre ETV1, ETV4 et ETV5. Ces
facteurs participent a de nombreux processus physiologiques comme la formation
osseuse, la fertilité, la placentation, le développement du systeme nerveux et
I'organogenese. Cette implication dans ces processus physiologiques passe par
I'expression de ces facteurs PEA3 a différents stades du développement embryonnaire
mais également chez I'adulte. Ainsi, les facteurs ETV1, ETV4 et ETV5 avec la coopération
d’autres coactivateurs ou corepresseurs, influencent le transcriptome et modulent tres
précisément la transcription des genes de différentes maniéres. Cependant la
surexpression d'un de ces facteurs induit une altération de l'expression de nombreux
genes pouvant conduire au développement de cancer, comme c’est le cas dans les
cancers colorectaux, gastiques, ovariens, pulmonaires, de la peau et le cancer du sein
entre autres. De plus cette surexpression peut étre induite par la translocation de ces

facteurs PEA3 comme c’est le cas dans le Sarcom d’Ewing et le cancer de la prostate.

La connaissance des mécanismes d’action de ces facteurs PEA3 est donc un
élément important a considérer pour la compréhention des mécanismes impliqués lors
de la mise en place et du développement du cancer. Ainsi nous nous sommes intéréssés
a I'implication de deux de ces facteurs PEA3, ETV4 et ETV1 dans le contexte de deux
cancers différents, le cancer du sein et le cancer de la prostate respectivement. Ces deux
cancers ont la particularité d’étre des cancers hormono dépendants et sont les cancers
ayant l'incidence la plus élevée chez la femme pour le cancer du sein et chez 'homme

pour le cancer de la prostate.

Dans le cadre de notre premiere étude, nous avons étudié le role de la
meétalloprotéase MMP13 en tant que gene cible et relais potentiel du facteur ETV4 dans
la tumorigenése mammaire. Cette étude a permis de mettre en évidence la régulation de
I'expression de MMP13 par ETV4 grace a I'’étude de son promoteur, ainsi qu’au niveau
transcriptionnel et protéique. Nous avons ensuite montré par différents tests
phénotypiques in vitro de mesure de la migration, de la prolifération, de l'invasion
cellulaires et de clonage sans ancrage, que le facteur ETV4 participe a la tumorigenese
mammaire et que la métalloprotéase MMP13 agit en tant que relais de celui-ci. En effet,
lors de la surexpression de MMP13 ou de sa répresssion dans un contexte de

surexpression d’ETV4, nous avons mis en évidence sa contribution aux effets pro-
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tumorigenes in vitro. Cette approche a été complétée in vivo via I'injection en sous
cutanée des cellules dans des souris immunodéficientes, ce qui a permis de mettre en
évidence de la méme facon que lors des tests in vitro, que MMP13 est un médiateur de
'activité pro-tumorigene du facteur ETV4. L’analyse de I'expression de MMP13 et ETV4
dans une cohorte de 456 échantillons de cancer du sein a permis de montrer que la
surexpression concomitante du facteur ETV4 et de la métalloprotéase MMP13 est

associée a un cancer du sein de mauvais pronostic en termes de survie.

Ainsi ce premier projet a permis de définir que MM13 agit en tant que relais du

facteur ETV4 dans la tumorigenese mammaire.

Dans le cadre de notre seconde étude, 'approche que nous avons développée
porte sur le role du facteur ETV1, dans la progression du cancer de la prostate dans le
but de rechercher les genes cibles impliqués. La présence de fusions de génes impliquant
les facteurs ERG et ETV1 de la famille des ETS est tres fréquente dans les cancers de la
prostate et représente environ 50% et 10% des cas respectivement. Afin d’améliorer la
compréhension de I'implication de la fusion ETV1 et les différences potentielles avec le
facteur ERG, différents modeles de cellules de CaP surexprimant/réprimant ETV1 ont
été mis en place. Leur phénotype a été étudié in vitro grace a différents tests in vitro mais
aussi in vivo via 'injection des cellules en intra-cardiaque. Nous avons ainsi montré que
le facteur ETV1 augmente les capacités tumorigenes de cellules cancéreuses
prostatiques et qu'une forme tronquée (retrouvée de facon récurrente dans les fusions
associées au CaP) a des effets opposés ; et qu'in vivo le facteur ETV1 induit une capacité
de formation de métastases osseuses plus importante que la forme tronquée. Nous
avons complété cette étude par la définition de SPARC (codant I'Ostéonectine, une
glycoprotéine matricielle) comme gene cible potentiel du facteur ETV1 et étudié le statut
d’expression d’ETV1, de sa forme tronquée et de SPARC dans une cohorte de 88

échantillons de cancers de la prostate et 10 échantillons de prostate « saine ».

Ainsi les résultats obtenus ont permis de confirmer le statut pro-tumorigene du
facteur ETV1 dans le CaP, de définir une différence entre la forme pleine longueur et la
version tronquée et de préciser I'implication d’ETV1 dans la formation des métastases

osseuses du CaP.
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Ces résultats préliminaires ouvrent la voie vers la recherche plus approfondie de
la mécanistique liée a ces propriétés métastatiques et aux différences potentielles

d’action par rapport aux fusions ERG.

En conclusion, I'altération de 'expression des facteurs PEA3 est un mécanisme
important pour la recheche des mécanismes moléculaires impliqués lors du
développement de nombreux cancers, pour le développement de nouveaux outils de

diagnostic et la mise en place de nouvelles thérapies.
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Annexes 1: Différentes stratégies mises en place pour la
détection de la protéine ETV1

Changement Détails

Anti-corps - Santa Cruz (C-20) sc1953
- Santa Cruz (H-70) sc28681
- Santa Cruz 1C8B6
- Abcam 81086

Tampon blocage - Lait
- BSA
Gel de migration - Gel 10% fait maison
- Gel 10% pré coulé Bio Rad
Membrane de transfert - Nitrocellulose
- PVDF
Inhibition du protéasome - ALLN
- MG132
Tampon de lyse - RIPA
- IPH

- Extraction nucléaire

Méthode alternative Immunoprécipitation
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Annexes 2: Tableau regroupant les différents échantillons de

CaP et normaux.

Ce tableau répertorie les échantillons de tumeurs prostatiques allant de P1 a P85 ainsi
que les échantillons sains allant de N1 a N10, I'Age des patients, si c’est un premier
cancer ou s’il est récurrent, la classification TNM, le score de Gleason, le taux de PSA en
(pg/L) dosé au moment du diagnostic. Le statut d’expression positif (+) ou négatif (-) est
aussi référencé.

Premier
CIEE e e o Le score de
Cohorte | Age (P) ou TNM classification Gleason PSA (pg/L) ERG ETV1
recurrence
R
T N M (site) Diagnostic
P1 67 p T3 NO MO 4+3 6,54 + -
P2 71 p T3 NO MO 4+3 5,5 + -
P3 63 p T2 NO MO 4+3 7,7 - -
P4 60 p T2 NO MO 3+3 4,51 + -
P5 61 p T2 NO MO 3+3 2,7 + -
P6 72 p T2 NO MO 3+4 4,4 + -
P7 78 p T4 NO MO 4+5 429 - i
P8 67 p T2 NO MO 3+4 7,5 + -
P9 62 p T2 NO MO 3+4 7,21 + -
P10 64 p T3 NO MO 4+5 13,1 + -
P11 56 p T2 NO MO 4+3 6,54 + -
P12 67 p T3 NO MO 5+3 5,9 + -
P13 75 p T3 NO MO 3+4 7,94 + /
P14 71 p T2 NO MO 4+3 0,13 + /
P15 49 p T3 NO MO 3+4 224 - -
P16 61 p T2 NO MO 3+4 9,5 + -
P17 63 p T3 NO MO 3+4 10 + -
P18 54 p T2 NO MO 3+4 5,4 + -
P19 58 p T3 NO MO 4+3 6,9 + -
P20 70 p T3 NO MO 4+3 5 - -
P21 70 p T3 NO MO 3+4 27 = +
P22 67 p T2 NO MO 3+3 5,38 + -
P23 51 p T3 NO MO 4+3 7,86 + -
P24 68 p T2 NO MO 3+4 9,65 - -
P25 54 p T2 NO MO 3+4 7,48 + -
P26 64 p T2 NO MO 3+3 7,35 + +
P27 70 p T3 NO MO 3+4 5,9 + -
P28 55 p T3 NO MO 3+4 7,5 - -
P29 67 p T3 NO MO 3+4 5,4 + -
P30 59 p T3 NO MO 3+4 4,8 + -
P31 55 r T3 N1 M1 4+5 120 - -
P32 72 r T3 N1 MX 5+4 125 + -
P33 73 r T3 N1 M1 5+5 563 - -
P34 82 r T3 N1 M1 4+4 432 + -
P35 58 r T4 N1 M1 4+5 50 - +
P36 T3a NO MO 3+3 4,72 + +
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N1 64 p T2 NO MO 3+3 7,67 -
N2 66 p T2 NO MO 3+4 15 -
N3 63 p T3 NO MO 3+3 2,7 -
N4 73 P T2 NO MO 3+4 8,8 -
N5 58 p T1 NO MO 2+3 6,9 -
N6 60 p T2 NO MO 3+3 4,79 -
N7 54 p T2 NO MO 3+3 7,9 -
N8 55 p T2 NO MO 3+4 12 -
N9 63 p T2 NO MO 3+3 5 -
N10 57 ) T2 NO MO 3+3 6,5 -
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Annexes 3: Analyse par Q-PCR de l'expression relative en
ARNm d'ETV1 dans la cohorte de patients.
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Expression relative en ARNm de ETV1
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RESUME

ETV1, 4, 5 sont des facteurs de transcription appartenant au groupe PEA3 de la famille
ETS. Ces facteurs sont exprimés lors du développement embryonnaire dans les organes se
mettant en place par morphogenese de branchement puis chez I'adulte au niveau physiologique
comme pathologique; ainsi leur surexpression est souvent associée au développement de
nombreux cancers. Le projet de thése a porté sur deux approches orientées autour de cancers
homono-dépendants ; le cancer du sein et le cancer de la prostate:

® La premieére approche concerne I'étude de I'implication d’ETV4 dans la tumorigénese
mammaire et la caractérisation de MMP13 en tant que géne cible et relais potentiel de I'effet
pro-tumorigéne induit par ETV4. Nous avons ainsi montré, dans des cellules mammaires
cancéreuses, la régulation de 'expression de MMP13 par ETV4 via I'étude de son promoteur, au
niveau transcriptionnel et protéique. Nous avons ensuite montré par des tests phénotypiques in
vitro que ETV4 promeut la tumorigenese mammaire et que MMP13 en est un relais. En effet, la
surexpression de MMP13 contribue aux effets pro-tumorigéne in vitro et 'inhibition de MMP13
dans un contexte de surexpression d’ETV4 les diminue. Cette approche a été complétée in vivo et
a permis de révéler que MMP13 est un médiateur de l'activité pro-tumorigene d’ETV4. Enfin,
I'analyse de I'expression de MMP13 et ETV4 dans une cohorte de 456 échantillons de cancer du
sein, montre que la surexpression concomitante d’ETV4 et de MMP13 est associée a un mauvais
pronostic en termes de survie. Ainsi, ce premier projet a permis de définir que MMP13 agit
en tant que relais du facteur ETV4 dans la tumorigenése mammaire.

@ La seconde approche que nous avons développée porte sur le role du facteur ETV1, du
groupe PEA3, dans la progression métastatique du cancer de la prostate (CaP) et la recherche de
génes cibles impliqués. Les fusions de genes impliquant les facteurs ERG et ETV1 de la famille
ETS et leur surexpression sont fréquentes dans les cancers de la prostate et représentent
environ 50% et 10% des cas respectivement. Afin de décrypter le role du facteur ETV1, en
comparaison avec les données déja bien caractérisées sur ERG, différents modéles de cellules de
CaP surexprimant/réprimant ETV1 ont été mis en place. Leur phénotype a été étudié in vitro
grace a différents tests phénotypiques mais aussi in vivo via I'injection des cellules en intra-
cardiaque. Nous avons ainsi montré que le facteur ETV1 augmente les capacités tumorigénes de
cellules cancéreuses prostatiques et qu'une forme tronquée (retrouvée de fagon récurrente dans
les fusions associées au CaP) a des effets opposés; et qu’in vivo le facteur ETV1 induit une
capacité de formation de métastases osseuses plus importante que la forme tronquée. Cette
étude a aussi été complétés par la définition de SPARC (codant I'Ostéonectine, une glycoprotéine
matricielle) comme géne cible potentiel du facteur ETV1 et étudié le statut d’expression d’ETV1,
de sa forme tronquée et de SPARC dans une cohorte de 88 échantillons de cancers de la prostate
et 10 échantillons de prostate « saine ». Ainsi les résultats obtenus ont permis de confirmer
le statut pro-tumorigéne du facteur ETV1 dans le CaP, de définir une différence entre la
forme pleine longueur et la version tronquée et de préciser I'implication d’ETV1 dans la
formation des métastases osseuses du CaP. Ces résultats ouvrent la voie vers la recherche
plus approfondie de la mécanistique liée a ces propriétés métastatiques et aux
différences potentielles d’action par rapport aux fusions ERG, avec pour but final la
recherche d’outils de diagnostic, de pronostic ou de thérapie du CaP, outils manquants
actuellement.
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