N
N

N

HAL

open science

Role du Transforming Growth Factor-g (TGFf3) au

cours de la tumorigenése pancréatique
David Vincent

» To cite this version:

David Vincent. Role du Transforming Growth Factor-5 (TGF ) au cours de la tumorigenése pancréa-
tique. Médecine humaine et pathologie. Université Claude Bernard - Lyon I, 2012. Francgais. NNT:

2012LYO10158 . tel-00985271

HAL Id: tel-00985271
https://theses.hal.science/tel-00985271

Submitted on 29 Apr 2014

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-00985271
https://hal.archives-ouvertes.fr

W

N\
Université Claude Bernard ’ Lyon T UNIV=RSIT= D= LLYON

///

N° d’ordre 158-2012 Année 2012

THESE DE L’UNIVERSITE DE LYON
Délivrée par

L’UNIVERSITE CLAUDE BERNARD LYON 1
ECOLE DOCTORALE BMIC

DIPLOME DE DOCTORAT
(arrété du 7 aotit 2006)

soutenue publiquement le 5 Octobre 2012 par

David VINCENT

TITRE :
Role du Transforming Growth Factor-p (TGFp)

au cours de la Tumorigenese Pancréatique

Directeur de thése : Dr Laurent BARTHOLIN

Laboratoire : Centre de Recherche en Cancérologie de Lyon,
UMR INSERM 1052 / CNRS 5286

JURY
Dr Pierre CORDELIER (Rapporteur)
Dr Alain MAUVIEL (Rapporteur)
Pr Pierre DUBUS (Examinateur)
Dr Juan IOVANNA (Examinateur)
Pr Alain PUISIEUX (Examinateur)
Dr Laurent BARTHOLIN (Examinateur)



UNIVERSITE CLAUDE BERNARD - LYON 1

Président de I’Université

Vice-président du Conseil d’ Administration

Vice-président du Conseil des Etudes et de la Vie Universitaire
Vice-président du Conseil Scientifique

Secrétaire Général

M. Francois-Noél GILLY
M. le Professeur Hamda BEN HADID

M. le Professeur Philippe LALLE

M. le Professeur Germain GILLET

M. Alain HELLEU

COMPOSANTES SANTE

Faculté de Médecine Lyon Est — Claude Bernard

Faculté de Médecine et de Maieutique Lyon Sud — Charles Mérieux

UFR d’Odontologie
Institut des Sciences Pharmaceutiques et Biologiques
Institut des Sciences et Techniques de la Réadaptation

Département de formation et Centre de Recherche en Biologie
Humaine

Directeur : M. le Professeur J. ETIENNE
Administrateur provisoire : M. le Professeur G. KIRKORIAN
Directeur : M. le Professeur D. BOURGEOIS

Directeur : Mme la Professeure C. VINCIGUERRA.
Directeur : M. le Professeur Y. MATILLON

Directeur : M. le Professeur P. FARGE

COMPOSANTES ET DEPARTEMENTS DE SCIENCES ET TECHNOLOGIE

Faculté des Sciences et Technologies

Département Biologie

Département Chimie Biochimie

Département GEP

Département Informatique

Département Mathématiques

Département Mécanique

Département Physique

Département Sciences de la Terre

UFR Sciences et Techniques des Activités Physiques et Sportives
Observatoire de Lyon

Polytech Lyon

Ecole Supérieure de Chimie Physique Electronique
Institut Universitaire de Technologie de Lyon 1
Institut Universitaire de Formation des Maitres

Institut de Science Financiére et d'Assurances

Directeur : M. le Professeur F. De MARCHI

Directeur : M. le Professeur F. FLEURY

Directeur : Mme le Professeur H. PARROT

Directeur : M. N. SIAUVE

Directeur : M. le Professeur S. AKKOUCHE

Directeur : M. le Professeur A. GOLDMAN

Directeur : M. le Professeur H. BEN HADID

Directeur : Mme S. FLECK

Directeur : Mme la Professeure I. DANIEL

Directeur : M. C. COLLIGNON

Directeur : M. B. GUIDERDONI

Directeur : M. P. FOURNIER

Directeur : M. G. PIGNAULT

Directeur : M. C. VITON

Directeur : M. R. BERNARD

Directeur : Mme la Professeure V. MAUME-DESCHAMPS



Remerciements

Ca y est, ma thése est terminée. J’ai beau 1’écrire, je ne réalise toujours pas. Et pourtant
quand je regarde le calendrier, il a bien du se passer quelque chose...Plus je réfléchis a
comment remplir cette partie, plus je me dis que je vais devoir remercier un grand nombre de
personnes. Je vais donc essayer dans ces remerciements de rendre a toutes ces personnes un
peu de tout ce qu’elles m’ont apporté. Car si j’en suis la aujourd’hui, c’est un peu a cause de
vous !

Je remercie tout d’abord le Pr Alain PUISIEUX, directeur du Centre de Recherche en
Cancérologie de Lyon, de m’avoir accueilli au sein de I’Unité INSERM U590, il y a de ca
quelques années maintenant. Je pourrais me vanter plus tard d’avoir fait partie de cette unité,
un des ¢léments fondateurs du CRCL. Merci de m’avoir toujours apporté votre soutien.

Je remercie également le Dr Pierre CORDELIER et le Dr Alain MAUVIEL
d’avoir accepté d’examiner mon travail ainsi que les membres du jury, le Pr Pierre DUBUS
et le Dr Juan IOVANNA.

Je remercie ensuite mon directeur de thése le Dr Laurent BARTHOLIN. Il y a
énormément a dire sur ce personnage que j’appelle « le Chef ». Je me souviens du premier
entretien avec un jeune ex-punk tout en noir, lunettes rondes qui m’expliquait que la confrérie
de la recherche pancréatique était en période de recrutement. Etant jeune et naif, je me suis
laissé berner par son discours bien rodé et efficace. © Merci tout d’abord de m’avoir encadré
au cours de mon stage de M2 dans I’équipe de Ruth et surtout de m’avoir convaincu de
réaliser une thése. Mon projet professionnel, a cette époque, avait en effet exclu cette
orientation. Merci de m’avoir fait confiance en m’encadrant comme il le fallait et en me
poussant a toujours aller plus loin (j’ai les yeux qui piquent ! ©) Ta formation sera trés
précieuse pour la suite de ma carriére. Merci pour ta disponibilité, ton aide dans la rédaction
des mes rapports, de mes présentations et de tes critiques sur la couleur de mes vétements.
Cela m’encourage a en mettre plus. Merci également de m’avoir permis de réaliser un
nombre important de congrés nationaux et internationaux, qui m’a permis de tisser un réseau
« TGFp » précieux mais également de rencontrer des personnages tels que S.P, J.M. (seules
les initiales sont citées de peur de représailles...) ainsi que les cactus ! De plus, ces congres
m’ont permis de nouer des contacts qui ont abouti a un post-doc aujourd’hui en poche ! D’un
point de vue relationnel, nous nous sommes toujours bien entendu, notre penchant pour les
blagues douteuses doit y étre pour quelque chose © Merci de m’avoir toujours encouragé et
remis @ ma place quand cela était nécessaire, ta franchise et ton honnéteté font que j’en suis la
aujourd’hui. Ce paragraphe cloture cette relation Chef/Thésard mais je sais que dans 1’avenir
nous aurons de multiples occasions de retravailler ensemble et je m’en réjouis. Un dernier
pour finir : MERCI !



Je remercie tout particuliérement la technicienne de 1’équipe, Sylvie MARTEL,
avec qui j’ai eu I’honneur de travailler pendant toute ma thése. Notre formation commune a
I’IUT nous a fait rapidement un point commun pour former les premiers membres de 1’équipe
BARTHOLIN. Le second point commun ¢était sirement la méme vision du travail qui fait que
tu es quelqu’un avec qui on apprécie trés rapidement de travailler. Merci également de ta
bonne humeur. En 4 ans de these, j’ai en effet beaucoup de mal a me rappeler d’un jour ou tu
étais de mauvaise humeur (sauf quand je te cherchais un peu trop ©). Je garderai le souvenir
des longues heures passées a I’animalerie prendre soins de nos petites bétes a poil et d’avoir
formé 1’équipe du futur ex-N+6 ! Merci donc pour tout Sylvie d’un point de vue travail mais
avant tout d’un point de vue relationnel qui fait que tu es ['une des personnes que je vais
regretter le plus en partant. Pour finir je voudrais dissiper un malentendu sur le qualificatif de
« relique ». Voici la définition officielle du Larousse qui résume bien 1’idée : « Objet témoin
du passé auquel on attache le plus grand prix ».

Je remercie I’ingénieur de 1’équipe, Bastien KANIEWSKI (écrit correctement ! il n’y
a pas d’erratum pour une thése ! ©). Si Sylvie est la Rolls-Royce des techniciennes, Bastien
est srement 1’Aston Martin des ingénieurs. C’est avec un charme « jamesbondien » qu’il
gere son boulot et veille a ce que tout roule. Combinez-le a Sylvie et vous obtenez le duo
technique le plus efficace de tout le CRCL. Merci de ta rigueur Bastien, a c6té de toi, méme
le musée du Louvre parait en bazar. Je me souviendrai en particulier de nos fameux
« Bonjour » le matin désigné sous le terme « MPS » et des nombreuses soirées chez toi, en
particulier la soirée crépes. Je te souhaite bonne chance dans tes prochains projets
tentaculaires ©

Je remercie le Dr Vanessa ARFI, post-doc de 1’équipe. Nous n’avons pas toujours été
d’accord mais la Recherche c’est aussi se confronter a des caractéres différents ce qui est tres
enrichissant. Je te souhaite bonne chance dans tes futurs projets.

Je remercie également le Dr Johann GOUT, post-doc de 1’équipe. Merci pour tous
les conseils que tu as pu me donner et de ton expérience que ce soit a la paillasse ou au cours
de la préparation des articles que 1’on a pu faire ensemble. C’est toujours un plaisir de
travailler avec toi ; c’est exactement comme cela que j’aime travailler : de bonnes discussions
scientifiques et une bonne dose de décon’. Le fait d’avoir des références communes (Monty
Pythons, Ace Ventura,...) y est stirement pour quelque chose © De nombreuses parodies et
imitations ont été faites et certaines seront, a mon avis, reproduites au cours de mon post-doc
déclenchant I’incompréhension de mes futurs collégues. A bientdt dans le Sussex !

Je remercie Roxane POMMIER, doctorante communément appelé “Groseille”.
Officiellement intronisée 2° thésarde de 1’équipe, je suis slr que tu vas faire des ravages au
cours de ta these, ton travail de premiére année étant le parfait reflet de ta perspicacité. Méme
si tu manques d’assurance, ne doute jamais de tes capacités. Si jamais cela arrivait un jour,
envoie-moi un mail je me ferais un plaisir de te mettre une brasse. Selon Jojo et toi, j’emploie
souvent le terme « pas convaincu » et bien te concernant je suis convaincu © Tu as ce grain
de folie qui fait qu’en dehors de la Recherche — voire méme de 1’équipe- on te prend pour une

4



grande malade, c’est ce qui nous caractérise tous, c’est une consigne d’équipe ! Merci pour
les pauses que tu m’obligeais a faire, nos discussions enflammées sur des sujets divers
comme les Controles ou les probabilités et bien d’autres choses. Bon courage pour le reste de
ta thése (tu en auras besoin ©) et a bientot !

Je remercie ensuite le Dr Ulrich VALCOURT et Lindsay ALCARAZ, qui ont
rejoint I’équipe il y a maintenant 1 an. Je connaissais déja Ulrich rencontré au cours de mon
monitorat en Bio Cell a 'UCBL. J’avais déja pu apprécier la rigueur scientifique du
personnage associ¢ a un grand sens de I’humour. Merci pour tous tes conseils pour les
protocoles, la rédaction des articles ou encore les demandes de bourses de post-doc. C’est
toujours un plaisir de discuter avec toi. Le couple des « outside » formé avec Lindsay marche
du tonnerre et il ne fait aucun doute quand a la réussite de vos projets. Lindsay, je te remercie
¢galement pour le travail que tu as fourni ces derniers mois afin de faire avancer le projet
« pancréatite ». Si aujourd’hui le projet est quasi-bouclé, c’est en grande partie griace a ton
travail ainsi qu’a celui de Bastien et Sylvie. Je ne pensais pas honnétement arriver a finir ce
projet avant de partir et c’est chose faite grace a vous.

Concernant le petit nouveau que j’ai eu plaisir d’encadrer au cours de son M,
Nicolas CHUVIN, je te souhaite plein de réussite dans ton projet de theése réalisé au sein de
I’équipe. Ton travail et ton humour se marie parfaitement avec la mentalité de la LB team.
Adepte de madeleine fourrée au lard et trempée dans le Nutella, ce normalien a I’esprit vif
ferait douter un zébre d’avoir des rayures noires sur un fond blanc. J’aime assez I’expression
de Jojo a ton sujet : « ce gars est brillant mais il finira en prison ». Bon courage pour la suite !

Je tiens a remercier personnellement le personnel de I’Anapath : Sophie LEON-
GODDARD, Amélie COLOMBE et le Dr Isabelle TREILLEUX pour tout I’aide que j’ai
recu au cours de mes différents projets. Le travail que vous fournissez a la recherche est juste
phénoménal et, pour ma part, je peux vous dire que vous avez largement contribué¢ a la
réussite de ma these. Il suffit de voir le nombre de blocs et de lames réalisées, j’ai voulu en
faire le compte pour ces remerciements mais j’ai vite abandonné quand j’ai vu la somme de
travail qui m’attendait © Merci de votre disponibilité, votre gentillesse et j’espére
sincerement retravailler avec vous dans quelques années. Merci beaucoup !

Je veux également remercier de nombreuses personnes du Centre de Recherche
notamment celles qui m’ont connu en tant que bébé-thésard comme Anne-Sophie, Chloég,
Vanja, Stéphanie ou encore Michael. Je remercie également toutes les personnes que j’ai pu
cotoyer tout au long de ces années et qui m’ont offert leur aide ainsi que leur sourire, je pense
a la Caux team notamment Dominique, Cathy, Nathalie, Christine ou encore Isabelle ; a la
Ansieau team : Stéphane, Anne-Pierre, Clémence, Baptiste, Jacquemoule, Guillaume ; a la
Bernard team : David x2, Mireille, Héléne, Clotilde (que j’ai la chance d’appeler CloClo
aprés une douloureuse expérience ! ©) et Arnaud (en postdoc dans un coin humide des
States) ; et a la Xhang team : Philippe et Doriane (ptit scarabé !). J’en oublie certainement et
je demande a ces personnes de ne pas m’en vouloir, je les remercie du fond du cceur.



Je pense également a mes activités extra-recherche comme 1’enseignement au cours
de mes 3 années de monitorat. Je tiens a remercier Dominique BAAS, maitre de conférences,
pour m’avoir permis de réaliser un monitorat en Biologie Cellulaire a 1’Université Lyon 1.
Cela a été une expérience formidable et je voudrais te remercier pour cela. Je pense aussi a
mes collégues de monitorat : Christophe, Jérémy, Benjamin, Isabelle, Elise, Estelle ou encore
Cyrille avec qui j’ai passé de trés bons moments, surtout au moment des corrections de
copies...

Enfin, je voudrais remercier les personnes sans qui je ne serais pas la du tout, c'est-a-
dire mes parents. Merci de m’avoir soutenu tout au long de ces années et de m’avoir laissé
choisir ma voie. Je fais aujourd’hui un métier pour lequel je suis passionné et c’est a vous que
je le dois. En lisant ces remerciements vous constaterez que ma folie n’est pas du tout un état
passager mais que malheureusement tout le monde en profite. C’est comme cela, je suis trés
partageur © Et comme il faut partager, je pense aussi @ mes 3 grandes sceurs et a mes
bout’chou (mes ni¢ces Léa et Mimie et mon fillot Nathan) qui quand on les voit nous font
totalement oublier qu’il faut parfois travailler jusqu’a tard dans la nuit pour finir un projet.

Pour finir, j’adresse mes tendres remerciements a mon Cceur, Emilie. La date de notre
rencontre coincide a quelques jours pres avec le début de ma thése mais contrairement a cette
derniére, ce projet sera amené a perdurer encore de nombreuses années. Pas besoin de
demande de renouvellement, le projet que tu m’as accordé est reconduit automatiquement a
chaque anniversaire de notre rencontre © Merci de m’avoir soutenu, de m’avoir supporté
dans mes moments de doute et pour simplement avoir été la pour écouter mes histoires de
labo et me sortir la téte de mes manips. Merci encore mon Ceeur.



Résumé

Le TGFB (Transforming Growth Factor-f) est une cytokine ayant de nombreuses
fonctions au cours de la vie embryonnaire et de la vie adulte. Au cours de la cancérogenese,
le TGFB a un effet anti-tumoral sur les épithelia sains ou immortalisés, et acquiere des
propriétés facilitant la progression tumorale des épithélia transformés. Afin d’étudier cette
dualité fonctionnelle du TGFf, nous avons choisi comme mod¢ele d’étude 1’adénocarcinome
du pancréas, une tumeur de trés mauvais pronostic, qui représente la cinquiéme cause de
mortalité par cancer dans les pays développés. Les cancers du pancréas, dans leur grande
majorité, présentent des mutations activatrices de 1’oncogene Kras, sécretent de grande
quantités de TGFp et présentent des mutations inactivatrices au niveau de geénes régulateurs
de la voie du TGFp. L’objectif général de mes travaux de thése était de comprendre le rdole du
TGEFp au cours des différentes phases de la cancérogenése pancréatique grace a l'utilisation
de souris génétiquement modifiées. Tout d’abord, nous avons montré que 1’activation ciblée
de la voie du TGFp dans le pancréas coopérait avec I’oncogéne Kras afin d’induire une
pancréatite, une inflammation du pancréas favorisant le développement tumoral. Nous avons
¢galement démontré le role suppresseur de tumeur de TIF1y, une protéine dont la fonction est
méconnue mais qui a été proposée pour réguler la voie du TGF. En conclusion, mes travaux
ont tout d’abord contribué a une meilleure compréhension des mécanismes a 1’origine de
I’inflammation du pancréas. Ceci ouvre de nouvelles perspectives de traitement visant a
inactiver le programme pro-inflammatoire du TGF et ainsi d’inhiber 1’effet pro-tumoral de
la pancréatite. D’autre part, mes travaux ont permis de mettre en évidence une nouvelle voie
suppresseur de tumeur dans le pancréas. La caractérisation des programmes anti-tumoraux

mis en jeu par TIF1y devrait permettre de définir de nouvelles stratégies thérapeutiques.



Abstract

The TGFB (Transforming Growth Factor-f) belongs to a wide family of cytokines
involved in numerous functions during embryogenesis and adult life. During tumorigenesis,
TGFpP is considered as a double-edge-sword preventing tumor initiation in normal or
immortalized epithelia but, in contrast, facilitating tumor progression in transformed
epithelia. We have studied this dual functionality of TGFB in Pancreatic Ductal
Adenocarcinoma (PDAC), a devastating disease representing the fifth leading-cause of
related-cancer death in industrialized countries. Most of pancreatic cancers present activating
Kras oncogene mutations, high expression level of secreted TGFf and inactivating mutations
of affecting major mediators of the TGFp signaling. The main objective of my thesis was to
understand the role of TGFp during pancreatic tumorigenesis using genetically modified
mouse models, then mimicking the human disease. First, we showed that targeted activation
of TGFP signaling in the pancreas could cooperate with Kras oncogene to induce pancreatitis,
an inflammation of the pancreas described as a tumor-promoting environment. Second, we
demonstrated the tumor suppressor role of TIF1y, a protein recently involved in the TGFf
signaling. In conclusion, this work has contributed to a better understanding of the molecular
mechanisms responsible for pancreatitis initiation. Our results open new therapeutics
perspectives leading to the inhibition of the TGFp-mediated program of thus inhibiting pro-
oncogenic effect of pancreatitis. Moreover, we defined a new tumor suppressor pathway
activated in the pancreas. The molecular characterization of programs engaged by TIF1y

could allow defining new therapeutic strategies.
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« Le plus court chemin d'un point a un autre est la ligne droite,
a condition que les deux points soient bien I'un en face de I'autre »

Pierre DAC
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Chapitre 1 TGFf@ et Cancer

I La Voie de signalisation du TGFf3

I.1 Présentation générale

[.1.1 La superfamille du TGFf3
I.1.1a Historique

La signification de ’acronyme TGFp (Transforming Growth Factor ) remonte a la
fin des années 70. En 1978, des facteurs sécrétés par des cellules cancéreuses et capables de
transformer les cellules saines avoisinantes, ont ét¢ mis en évidence (de Larco and Todaro,
1978) ce qui valut a ces facteurs 1’appellation de Transforming Growth Factors (TGF).
Historiquement, les TGF ont donc été identifiés comme des facteurs oncogéniques. Par la
suite, deux types de TGF ont été décrits (Roberts et al., 1983) : le TGFa, capable de rentrer
en compétition avec I’EGF pour la fixation a ses récepteurs (Marquardt et al., 1984); et le

TGEFp, aux capacités antiprolifératives (Holley et al., 1983).

Les membres de la famille du TGFB forment aujourd’hui une superfamille de polypeptides
sécrétés, codés par plus de 30 geénes chez les Vertébrés. Cette famille regroupe des membres
présentant entre eux une homologie de séquence en acides aminés pouvant atteindre 90%
suggérant une origine ancestrale commune des génes codant ces facteurs (Schmierer and Hill,
2007). Chez I’Homme, 33 membres ont été identifiés a ce jour, les principaux représentants
¢tant les TGFB, les BMP (Bone Morphogenetic Proteins), les GDF (Growth and
Differenciation Factors), les Activines et Nodal. Les membres de cette famille régulent de
nombreux processus cellulaires, tels que la prolifération, 1’adhérence, la migration, 1’apoptose
et la différenciation. Ces différents effets sont néanmoins dépendants du type et du contexte
cellulaire. Par exemple, le TGFp inhibe la prolifération de la plupart des types cellulaires
mais stimule celle des cellules mésenchymateuses (Yang and Moses, 2008). D’autre part,
alors que Nodal inhibe la différenciation cellulaire, en particulier celle des cellules souches,
les BMP stimulent ce procesus (Watabe and Miyazono, 2009). Etant donné les effets

cellulaires pléiotropes de ces ligands, la superfamille du TGFp est également trés impliquée
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dans les pathologies humaines telles que les maladies autoimmunes, les maladies

cardiovasculaires et les cancers.

Chez les mammifgres, trois isoformes du TGFB (TGFB1, TGFB2 et TGFB3) ont été décrites,
toutes codées par des genes différents. Ces trois isoformes partagent les mémes récepteurs
cellulaires, présentent une homologie en acides aminés de plus de 70% entre eux. Le profil
d’expression de ces différentes isoformes est néanmoins différent. En effet, alors que des
souris TGFB1-/- meurent de pathologies inflammatoires multiples quelques jours aprés leur
naissance (Shull et al. 1992), les souris TGFp2-/- et TGFB3-/- atteignent 1’age adulte avec
néanmoins de nombreux défauts développementaux, notamment au niveau du squelette
(Sanford et al., 1997; Proetzel et al., 1995). L’isoforme TGFB1, dénommée TGFp dans ce
manuscrit, est I’isoforme la plus étudiée et dont ’expression est retrouvée dans un grand
nombre de types cellulaires tels que les cellules épithéliales, endothéliales, hématopoiétiques

et mésenchymateuses.

1.1.1b Sécrétion et Activation du TGFf3

Les membres de la superfamille du TGFf sont sécrétés a partir d’une préproprotéine
associée en dimeres par des ponts disulfures. Le clivage de cette forme par des protéases de la
famille des convertases permet de libérer la forme mature de la protéine. Dans le cas du
TGEFB, la forme mature sécrétée n’est pas biologiquement active. En effet, cet homodimeére de
25 kDa est associé a la fois avec le LAP (Latency Associated Protein) et le LTBP (Latent
TGFp Binding Protein) formant ainsi un complexe latent (ten Dijke and Arthur, 2007). Afin
qu’il puisse interagir avec ses récepteurs, le TGFB doit étre dissoci¢ de ce complexe. La
matrice extracellulaire joue un rdle prépondérant dans 1’activation du TGFp. Par exemple, il a
ét¢ démontré que la trombospondine-1 (TSP1) ainsi que D’intégrine avf6 régulaient
I’activation du TGFP en induisant un changement de conformation des complexes latents
(Buscemi et al., 2011). De plus, la dégradation de cette matrice, par des enzymes
protéolytiques comme [’¢élastase ou la plasmine, va dissocier ce complexe permettant la

libération de TGFp au voisinage des cellules (Annes, 2003; Chaudhry et al., 2007).
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L1.1c Les récepteurs de la superfamille du TGF8

L’activation de la voie de signalisation des membres de la famille TGFP est
dépendante de l’intéraction du ligand avec un complexe de récepteurs membranaires a
activité sérine/thréonine kinase. Ce complexe est composé de récepteurs de type I combinés a
des récepteurs de type II. Les récepteurs de type I et II sont des glycoprotéines
transmembranaires de 55 kDa et 70 kDa, respectivement. Ces récepteurs, présentant entre eux
une forte homologie structurale, sont composés d’un domaine extracellulaire de liaison au
ligand, un seul domaine transmembranaire et un domaine intracellulaire a activité

sérine/thréonine kinase (Figure 1).

On distingue cinq récepteurs de type II: TPRIL, ActRII, ActRIIB, BMPRII et
MISRII (le récepteur du MIS, Mullerian Inhibitory Sequence). Suite a la fixation du ligand, le
récepteur de type II change de conformation et autophosphoryle son domaine kinase. Ce
dernier peut alors activer un récepteur de type 1. Grace a sa forte affinité pour le TGFp, une
forme soluble du récepteur TPRII a été développée afin de titrer le TGFB dans le milieu

extracellulaire et d’étudier I’inhibition de la voie de transduction du TGFf dans différents

modeles (Schniewind et al., 2007; Penafuerte et al., 2011).

Sept récepteurs de type I ou ALK (Activin receptor-Like Kinase) ont été décrits a ce jour :
ALKI1, ALK2, ALK3 (BMPRIA), ALK4 (ActRIB), ALK5 (TBRI), ALK6 (BMPRIB) et
ALK?7. Les récepteurs de type I se différencient des récepteurs de type II par la présence
d’une région intracellulaire de 30 acides aminés précédant immédiatement le domaine
kinase : le domaine GS (riche en Gly/Ser/Thr, de séquence TTSGSGSGQG), cible du domaine
kinase du récepteur TPRII. La phosphorylation du domaine GS induit un changement de
conformation et une activation du domaine kinase du récepteur de type I. Ce domaine est
reponsable de I’activation d’effecteurs intracellulaires, les protéines SMADs (Sma- and Mad-
related protein). Les SMADs activées sont dépendantes du récepteur de type I engagé. Par
exemple, alors que TPRI active les SMADs 2 et 3, ALKI active les SMADs 1, 5 et 8. La
fonction des récepteurs de type I ne semble pas étre restreinte a la transduction du signal a la
membrane cellulaire. En effet, il a été montré par exemple que TBRI pouvait étre clivé et
transloqué dans le noyau afin de réguler directement 1’activation de geénes cibles (Mu et al.,

2011b; Chandra et al., 2012).
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Figure 2 Variabilité des interactions entre les ligands, les récepteurs de type I et
les récepteurs de type II. Les R-SMADs activés sont spécifiques de la combinaison

ligand/récepteur type I/récepteur type II. (Adapté d’apres Feng and Derynck, 2005)
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Une troisiéme classe de récepteurs a ét¢ décrite : les récepteurs de type III. Ces récepteurs
parmi lesquelles on retrouve I’Endogline et le Bétaglycan, ont été décrits a I’origine comme
des récepteurs « accessoires ». Ces récepteurs jouent un role important dans la présentation et
la régulation de la bio-disponibilit¢ de TGF activé au niveau des récepteurs de type I et II

(Gatza et al., 2010).

Les septs récepteurs de type I et les cinq récepteurs de type II sont a la base de la
signalisation des 33 ligands décrits dans la superfamille du TGFp. Chaque ligand de cette
famille interagit avec des combinaisons spécifiques de récepteurs de type I/II afin d’activer
différentes protéines SMADs. D’une manicre générale, alors que le TGFp, les Activines et
Nodal induisent ’activation des SMADs 2 et 3, les BMP et les GDF activent les SMADs 1, 5
et 8 (Figure 2).

Le TGFp, via Iinteraction avec le complexe TBRI/TBRII, phosphoryle les protéines
Smad?2 et 3 dans la grande majorité des types cellulaires. Cependant, il a été montré que le
TGFp pouvait interagir avec un complexe ALK1/TBRII, et induire la phosphorylation des
protéines SMADs 1, 5 et 8 dans des cellules endothéliales (Goumans et al., 2003) et dans des

lignées cellulaires mammaires immortalisées (Daly et al., 2008).

.1.2 La Voie des protéines SMADs

Le TGFp est capable d’induire des réponses cellulaires pléiotropes, grace a sa capacité
d’activer différentes voies de signalisations. La voie canonique du TGFp implique

I’activation d’effecteurs cellulaires spécifiques, les protéines SMAD:s.

1.1.2a Structure des protéines SMADs

Les protéines SMADs sont des molécules spécialisées dans la transduction du signal
en réponse aux membres de la famille du TGFB. On distingue 3 sous-groupes de protéines
SMAD:s : les R-SMADs (Receptor-associated SMADs, SMAD1, SMAD2, SMAD3, SMADS
et SMADS), une SMAD « commune » (Co-SMAD, SMAD4 chez les vertébrés) et les
SMADs inhibitrices (les I-Smads, Smad6 et Smad7). D’un point de vue structural, les R-
SMADs et la Co-SMAD, SMAD4, possédent deux domaines protéiques conservés, les
domaines MH1 et MH2 (Mad Homology 1 et 2), localisés respectivement en N-terminal et en
C-terminal de la séquence polypeptidique. Ces deux domaines sont reliés entre eux par une
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région riche en proline, la région « linker ». Les R-SMADs possédent également un motif C-
terminal SXS (Sérine-X-Sérine), cible de la phosphorylation du domaine kinase du récepteur
de type I. Les SMADs inhibitrices SMAD6 et SMAD7 possédent ¢galement un domaine
MH2 leur permettant d’interagir avec les autres SMADs mais sont dépourvues de domaine
MHI1 (Figure 3). L’expression de ces SMADs inhibitrices est rapidement induite suite a
’activation de la voie de signalisation du TGFf et permettent d’inhiber I’interaction entre les

R-SMAD:s et les récepteurs, assurant ainsi une boucle de rétrocontdle négatif.

1.1.2b Cascade d’Activation des protéines SMADs

Comme évoqué précédemment, les R-SMADs activées sont spécifiques des récepteurs
de type I engagés en amont : alors que SMAD?2 et 3 sont les cibles des récepteurs TPRI et
ActRIB, les SMAD1, SMADS5 et SMADS sont les substrats des récepteurs du BMPRIA,
BMPRIB, ALK-1 et ALK-2. Cette spécificité semble étre dépendante de la séquence d’un
domaine appelé L45 situé dans le domaine kinase des récepteurs de type I : un remplacement
de la séquence L.45 de TPRI par celle de BMPRIB induit I’activation spécifique de la voie des

BMP, I’expérience inverse conduisant a 1’activation de la voie du TGFp (Chen et al., 1998).

La séquence d’activation de la voie canonique du TGFp est la suivante : suite a I’activation
du domaine GS de TPRI par TBRII, le domaine MH2 des R-SMADs (SMAD2 et SMAD3),
interagit avec le domaine .45 de TPRI induisant la phosphorylation du domaine SXS. Les
protéines SMAD2 et SMAD3 changent alors de conformation, se dissocient de TPRI et
interagissent avec SMAD4 via leur domaine MH2 (Feng and Derynck, 2005).

Le complexe trimérique SMAD2/SMAD3/SMAD4 (SMAD2/3/4) ainsi formé, s’accumule
dans le noyau. De nombreux partenaires protéiques peuvent alors interagir avec ce complexe
le recrutant au niveau d’éléments régulateurs des génes cibles. Le domaine MHI1 des
protéines SMADs 3 et 4 permet d’interagir directement avec I’ADN au niveau de séquence
consensus CAGAC, appelé SBE (SMAD-Binding Element). Ce méme domaine MHI1 en
association avec MH2 est également impliqué dans I’interaction des SMADs avec des co-
facteurs de transcription. Enfin, la partie C-terminale des SMADs permet le recrutement de
co-activateurs (CBP, p300,...) ou de co-répresseurs de transcription (Ski, SnoN, C-Myc,
TGIF,..). Plus de 50 facteurs de transcription ont été décrits comme pouvant interagir avec le
complexe SMAD2/3/4 régulant ainsi I’expression de plus de 300 génes cibles (Ross and Hill,
2008; Ikushima and Miyazono, 2010a) (Figure 4).
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[.1.3 Les voies indépendantes des protéines SMADs

La diversité des effets cellulaires du TGFp peut également s’expliquer par le fait que
le TGFp peut activer des voies indépendantes des protéines Smads telles que les voies des
MAPK, des GTPases Rho et PI3K/Akt (Zhang, 2009; Gui et al., 2012). Ces voies permettent
de controler de trés nombreux programmes cellulaires comme 1’arrét du cycle cellulaire,
I’apoptose ou encore la transition épithélio-mésenchymateuse. Le paragraphe suivant a pour
but de décrire ces différentes voies et d’exposer les mécanismes moléculaires permettant au
TGFP d’activer ces voies. Ces mécanismes sont encore mal connus mais semblent néanmoins
faire intervenir deux modes d’interactions: un mode direct, impliquant une interaction
physique entre les récepteurs du TGFp et les effecteurs de la voie de signalisation concernée,

et un mode indirect via des protéines adaptatrices (Figure 5).

I.1.3a La voie des MAPK

Le fait que le TGFp puisse activer la voie MAPK est connu depuis de nombreuses
années. En effet, I’induction rapide de I’expression de la protéine Ras par le TGFpB a été
observée dés 1992 dans I’intestin de rat (Mulder and Morris, 1992). Les protéines kinases
activées par des mitogenes (MAPK, Mitogen-Activated Protein Kinase) peuvent étre classées
en quatre groupes : les kinases extracellulaires ERK1/ERK2 (Extracellular signal-Regulated
Kinase), les kinases de « stress » JNKI1/JINK2/JNK3 (c-Jun N-terminal Kinase), les p38
MAPK (a, B, v et 8) et ERKS (alias BMKI1, Big MAPKI). Les voies de signalisation
induites par ces MAPK sont généralement impliquées dans la prolifération et la
différenciation (Chapnick et al., 2011). La voie de signalisation de chacune des MAPK
consiste a la phosphorylation séquentielle de différentes kinases aboutissant a la

phosphorylation dans le noyau, de facteurs de transcription et de kinases spécifiques.

Il a été¢ montré que le TGFP pouvait activer les voies ERK, p38MAPK et JNK dans de
nombreuses lignées cellulaires via des voies dépendantes ou indépendantes des protéines
SMADs (Zhang, 2009; Mao et al., 2011). La kinase ERKS peut également étre activée par le
TGFP mais sa fonction reste méconnue (Browne et al., 2008). Les récepteurs du TGFf jouent
un réle prépondérant dans 1’activation de la voie ERK. En effet, il a ét¢ montré que le
récepteur TPRIL, décrit précédemment, pouvait étre phosphorylé par la kinase Src, permettant

au récepteur de recruter des adaptateurs de la voie Ras, Shc (Scr homology domain-
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containing-transforming protein C) et Grb2 (Growth factor receptor binding protein 2) et
d’activer la voie ERK/MAPK (Galliher and Schiemann, 2007). Le récepteur TPRI, apres
transphosphorylation par TPRII, peut également activer ERK1/2 via la phosphorylation de
ShcA (Lee et al., 2007b).

D’autre part, il a ét¢ démontré que la kinase TAK1 était indispensable a I’activation des voies
p38 et INK par le TGFB (Yamaguchi et al., 1995; Shim et al., 2005). Le récepteur TBRI
permet via I’E3 ligase TRAF6, le recrutement et 1’activation de TAKI1 (Sorrentino et al.,
2008). La voie de signalisation TRAF6/TAK1/p38MAPK permet de réguler de nombreuses
réponses cellulaires au TGFf. Par exemple, il a ét¢ montré que 1’inactivation de cette voie
inhibait la capacité du TGFf a induire I’apoptose (Edlund et al., 2003; Sorrentino et al., 2008)

ou la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) (Yamashita et al., 2008).

1.1.3b La voie des GTPases Rho

Les GTPases de la famille Rho, qui constituent un sous-groupe de la superfamille Ras,
sont impliquées dans la dynamique du cytosquelette d’actine, le transport vésiculaire et

le controle du cycle cellulaire.

Les trois membres les plus étudiés de cette famille sont Rhol, Rac et Cdc42 tous pouvant étre
activés directement par le TGFp (Zhang, 2009). En 2005, Par6, une protéine régulatrice de la
polarité cellulaire et des jonctions cellule/cellule, a été identifiée comme un nouveau substrat
du domaine kinase de TPRII (Ozdamar et al., 2005). L’axe TPRII/Par6/Rho joue un rdle
prépondérant dans la dissociation des jonctions cellule/cellule participant ainsi activement a
la mise en place de la transition épithélio-mésenchymateuse. En effet, la protéine Par6, en
coopération avec Smurfl, induit la dissociation d’un complexe essentiel au maintien des
jonctions serrées, le complexe Cdc42/Racl (Viloria-Petit et al., 2009). Enfin, de part leur
appartenance a la superfamille Ras, une forte interaction des GTPases Rho avec les membres
des autres voies SMADs-indépendantes est observable. Ainsi, Rac et Cdc42 peuvent activer
les voies JNK et p38MAPK en interagissant directement avec leur kinase spécifique (Mu et

al., 2011a).

22



1.1.3c La voie PI3K/Akt

La voie PI3K (Phosphatidylinositol-3-Kinase) constitue une grande famille de
sérine/thréonine kinases jouant un rdle essentiel dans la prolifération, le métabolisme et la
survie cellulaire. La protéine Akt est le principal médiateur des effets de la PI3K en régulant

de nombreuses cibles telles que GSK3, LKB1, NF-KB et mTOR.

Le TGFp peut activer la voie de la PI3K comme le démontre la phosphorylation d’Akt dans
de nombreux types cellulaires traités au TGFf (Wilkes et al., 2005; Lamouille and Derynck,
2007). La relation entre ces deux voies semble étre directe et dépendante de 1’association
entre le récepteur TPRII et la sous-unité régulatrice de PI3K, p85. Cette derniere semble
pouvoir également interagir avec TPRI sous condition que la voie du TGFp soit activée (Yi et
al., 2005). La voie PI3K/Akt est une autre voie SMAD-indépendante impliquée dans ’EMT
induite par le TGFp. La voie PI3K permet a la fois la réorganisation du cytosquelette d’actine
et la stimulation de la migration via les effecteurs cellulaires Akt et mTOR (Lamouille and

Derynck, 2007).

.2 Régulation de la voie de signalisation du TGFf3

Le TGFP régule de trés nombreux processus cellulaires en activant différentes voies
de signalisation. En conséquence, ’activité de ces voies doit étre régulée afin de maintenir
des réponses cellulaires au TGFf adaptées au contexte cellulaire. Les paragraphes suivants
décriront les deux principaux niveaux de régulation : les récepteurs du TGFp et les protéines
SMAD:s. Ces régulations dépendent de nombreux partenaires des récepteurs et des protéines
SMADs (Moustakas and Heldin, 2009). Nous nous intéresserons plus particuli¢rement a I’un

d’entre eux, la protéine TIF1y, faisant I’objet d’une partie de mes travaux de these.

[.2.1 Endocytose des récepteurs

Un des mécanismes principaux de régulation des récepteurs est 1’endocytose
(Moustakas and Heldin, 2009). L’internalisation des récepteurs par endocytose permet
d’augmenter la proximité entre les récepteurs activés et leurs effecteurs cytoplasmiques. En

effet, ’internalisation du complexe activé TPBRI/TPRII dans des vésicules recouvertes de
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clathrines permet le recrutement de SARA (SMAD anchor for receptor activation) qui facilite
le recrutement de SMAD2 et SMAD3 au niveau du récepteur TBRI (Di Guglielmo et al.,
2003; Runyan et al., 2009). En réduisant le nombre de récepteurs disponibles a la surface de
la cellule, I’endocytose peut également avoir un effet inhibiteur sur les voies de signalisation.
L’internalisation du complexe activé TBRI/TBRII par la voie des cavéoles permet d’inhiber la
voie de signalisation du TGFp. La cavéoline-1, composant des cavéoles, peut interagir avec le
récepteur TPRI, induisant sa dégradation via le complexe SMAD7-Smurf2 (Di Guglielmo et
al., 2003). Ces mécanismes d’internalisation sont régulés par de nombreuses protéines. Par
exemple, alors que Dab2 facilite le recyclage des récepteurs a la membrane (Penheiter et al.,
2010), Dpr2 permet 1’adressage des récepteurs internalisés vers le protéasome pour assurer

leur dégradation (Su et al., 2007).

[.2.2 Phosphorylation

Les récepteurs du TGFP sont des récepteurs a activité sérine/tyrosine permettant la
phosphorylation des protéines SMADs. L’activité et la stabilité¢ des récepteurs du TGFp ainsi
que les protéines SMADs sont régulées par de nombreuses modifications post-
traductionnelles telles que la phosphorylation, ’'ubiquitinylation, la sumoylation, 1’acétylation

et la poly(ADP)-ribosylation (Moustakas and Heldin, 2009).

De nombreuses phosphatases permettent de réguler ’activité des récepteurs du TGFf: il a été
démontré que PPlc (sous-unité catalytique de la Protein Phosphatase 1) pouvait étre recrutée
au niveau de TPRI par la protéine inhibitrice SMAD7, pour induire la déphosphorylation de
ce récepteur (Shi et al., 2004). D’autre part, la phosphatase PP2A pourrait soit inhiber, soit
stabiliser I’activation des récepteurs : alors que la sous-unité¢ Ba stabilise les récepteurs du
TGEFp en inhibant leur dégradation, la sous-unité B3 inhibe ’activité kinase de TPRI par un
mécanisme encore inconnu (Batut et al., 2008). Des phosphatases spécifiques de TBRII n’ont

pas encore été identifiées a ce jour.

La phosphorylation de la séquence SXS des protéines SMAD2 et SMAD3 par le récepteur
TPRI est un évenement central dans I’activation de la voie du TGFP (voir I.1.2b). Des
phosphatases permettent de réguler 1’état d’activation des SMADs. Par exemple, il a été
montré que la dissociation du complexe SMAD2/3/4 ainsi que 1’export nucléaire des SMADs

nécessitaient ’action de phosphatases (Inman et al., 2002a; Lin et al., 2007). La phosphatase
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Figure 6 Régulation de la Phosphorylation des Protéines Smads
2 et 3. Alors que la séquence SXS des protéines Smad2 et Smad3 est
spécifiquement phosphorylée par le domaine kinase de TPRI, les kinases
ERK peuvent phosphoryler la région «linker». L’influence de la
phosphorylation de cette derniére région sur 1’activité transcriptionelle
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Ubiquitinylation. L’ubiquitinylation de protéines cibles (), repose sur
I’action d’ubiquitine ligases (El1, E2 puis E3). Alors que la poly-
ubiquitinylation est généralement associée a [’adressage au protéasome et a la
dégradation de la protéine cible, la mono-ubiquitinylation et la multi-
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nucléaire PPM1A joue un rdle primordial a la fois dans la déphosphorylation de SMAD2/3
(Lin et al., 2006) mais également dans I’interaction de ces SMADs avec le facteur d’export
nucléaire RanBP3 (Dai et al., 2009). Des phosphorylations peuvent également affecter des
acides aminés situés au niveau de la région « linker », située entre les domaines MHI1 et
MH2, des protéines SMADs. De maniére intéressante, ces phosphorylations interviennent par
le biais de kinases normalement activées par la voie des MAPK. Il a ét¢ montré que la
phosphorylation du domaine « linker » de SMAD2 ou SMAD3 par des protéines de la famille
ERK pouvait inhiber (Kretzschmar et al., 1999) ou activer (Hayashida and Schnaper, 2003;
Li et al., 2009) leur activité transcriptionnelle (Figure 6). L’influence de la phosphorylation
du domaine « linker » sur la phosphorylation du domaine SXS des protéines SMADs reste
cependant méconnue. Nous avons décrit précédemment que le TGFB pouvait activer les
kinases ERK. Ainsi le TGFp pourrait, en fonction de la balance des voies activées (SMADs-
dépendantes versus SMADs-indépendantes) réguler positivement ou négativement ’activité

transcriptionnelle des SMADs.

[.2.3 Ubiquitinylation

L’ubiquitinylation est un mécanisme de modification post-traductionnelle rencontrée
chez cellules eucaryotes régulant I’expression, [’activit¢é ou encore la localisation
intracellulaire des protéines (Schaefer et al. 2012). Cette modification repose sur la liaison
spécifique de molécule d’ubiquitine au niveau des protéines cibles par des enzymes
spécialisées, les ubiquitines ligases, intervenant de maniere séquentielle (Hatakeyama, 2011)
(Figure 7). Les E3 ligases, responsables de la reconnaissance spécifique du substrat, jouent

un role essentiel dans ce processus.

On distingue deux grandes classes d’E3 ubiquitine ligases, celles contenant un domaine
HECT (Homologous to E6-AP Carboxy Terminus) et celles contenant un domaine RING
(Really Interesting New Gene). Cette dernicre classe représente la trés grande majorité des E3
ubiquitine ligases. La différence entre ces deux classes réside essentiellement dans leur
séquence d’interaction avec les protéines E2 et le substrat (Budhidarmo et al., 2012). On
distingue trois types d’ubiquitinylation : la poly-ubiquitinylation, la mono-ubiquitinylation et
la multi-ubiquitinylation. Le processus de poly-ubiquitinylation est classiquement associé a

I’adressage au protéasome et a la dégradation des protéines cibles. Cette voie de dégradation
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est dépendante de la formation d’une chaine d’ubiquitine ou chaque protéine d’ubiquitine est
li¢e a la suivante, le plus souvent, via la lysine 48. D’autres fonctions de la voie de
I’ubiquitine ont ¢été proposées. Par exemple, la mono-ubiquitinylation et la multi-
ubiquitinylation, ne sont pas associ¢es a la dégradation des protéines cibles mais a la
régulation de leur localisation cellulaire (Haglund and Dikic, 2005). Enfin, ’'ubiquitinylation
est un systéme réversible via I’action d’enzymes spécialisées dans la dégradation des résidus

d’ubiquitine au niveau des protéines cibles, les déubiquitinylases (DUB) (Figure 7).

Les mécanismes d’ubiquitinylation jouent un réle particulierement important dans la voie du
TGFB. En effet, de nombreuses E3 ligases ont ét¢ impliquées dans la régulation de I’activité
des récepteurs et/ou des protéines SMADs comme SMURF1, SMURF2, NEDD4-2 et WWP1
(Inoue and Imamura, 2008; Dupont et al., 2012; De Boeck and Ten Dijke, 2012). De maniére
intéressante, ces E3 ligases peuvent soit inhiber, soit activer la voie du TGF. Il a par
exemple ét¢ montré que SMURF2, NEDD4-2 et WWPI1 induisaient la dégradation des
protéines SMADs inhibant ainsi la voie du TGFP (Lin et al., 2000; Kuratomi et al., 2005).
Inversement, 1’interaction entre SMAD2 et I’E3 ligase ARKADIA ou SMURF2 induirait la
dégradation de SMAD7 (Koinuma et al., 2003), ainsi que celle de SnoN (Levy et al., 2007) et
de c-Ski (Nagano et al., 2007), deux co-répresseurs de la voie du TGFf, maintenant ainsi la
voie du TGF active. Enfin, de nombreuses DUB régulant la voie du TGFp ont ét¢ identifiées
récemment telles que FAM/USP9X (Dupont et al., 2009), USP15 (Eichhorn et al., 2012) ou
encore USP4 (Zhang et al., 2012).

.2.4 Role de la protéine TIF1y dans la voie du TGFf3

Nous allons maintenant nous intéresser au role d’une E3 Ligase impliquée récemment
dans la voie du TGFp, la protéine TRIM33 (TRIpartite-containing Motif 33) ou TIFly

(Transcriptional Intermediary Factor 17).

1.2.4a TIF1y et la voie du TGFf3

Depuis 2005, le role de TIFly dans la voie du TGFp est trés contrevers¢, TIF1y
pouvant agir comme un régulateur négatif (Dupont et al., 2005) ou positif (He et al., 2006) de
la voie du TGFp. A la vue de la littérature, il semble que ces roles opposés de TIF1y soient
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Figure 8 Mode d’action de la protéine Tifly dans la voie du TGFp.
Le groupe de Stéfano Picollo a proposé que TIF1y inhibait la voie du TGFp en
induisant I’ubiquitinylation de SMAD4 (Dupont et al., 2005). Le groupe de Joan
Massagué, lui, a propos¢ que TIFly interagissait avec les SMAD2 et 3 pour
activer des génes cibles du TGFpP indépendamment de SMAD4 (He et al.,

2006) Tllustration réalisée grace a Servier Medical Art



associés a deux fonctions biologiques totalement différentes. Un point commun peut étre
néanmoins dégagé des ces premicres études contradictoires: TIF1y est capable d’interagir via
sa région « Middle » avec le domaine MH2 des protéines SMAD2 ou SMAD4 (Dupont et al.,
2005; He et al., 2006). A partir de cette observation commune, le groupe de Stéfano Piccolo
a décidé d’étudier I’interaction entre TIF1y et SMAD4 alors que le groupe de Joan Massague
s’est interessé a I’interaction entre TIF1y et SMAD2. TIFly est apparu tout d’abord comme
une E3 ubiquitine ligase capable de polyubiquitinyler SMAD4, d’induire sa dégradation et de
réprimer les réponses cellulaires au TGFp dépendantes de SMAD4 (Dupont et al., 2005).
Ainsi, TIF1y, via son activité ubiquitine ligase, apparaissait comme un inhibiteur de la voie
du TGFp. Le groupe de Joan Massague s’est interessé a 1’interaction entre TIF1y et SMAD?2
(He et al., 2006). De facon intéressante, TIF1y est capable d’interagir spécifiquement avec les
formes actives des protéines SMAD2 et de SMAD3. Cette méme étude, qui a contesté
I’'ubiquitinylation de SMAD4 observée par le groupe de Stéfano Picollo, a néanmoins
déterminé que TIF1y pouvait entrer en compétition avec SMAD4 pour interagir avec les
protéines SMAD?2 et 3. Cette compétition aurait pour conséquence, non pas d’inhiber la voie
du TGFp, mais de réguler des effets biologiques différents de la voie du TGFp. En effet, il a
¢t¢ montré que le complexe TIF1y/SMAD2/SMAD3 stimulait la différenciation des
progéniteurs hématopoiétiques alors que le complexe SMAD2/SMAD3/SMAD4 inhibait la
prolifération de ces mémes progéniteurs (He et al., 2006). Ainsi, TIF1y et SMAD4 pourrait
agir de concert afin d’activer différents programmes de la voie du TGFp, en particulier au

cours des processus de différenciation cellulaire.

En conclusion, la protéine TIF1ly semble avoir deux activités biochimiques distinctes. La
premicre activité est celle d’'une E3 ligase, capable d’inhiber les programmes biologiques
dépendants de SMAD4. La deuxiéme activité est de nature transcriptionnelle, ou TIFly
pourrait interagir directement avec SMAD2 et SMAD3 afin de réguler des programmes

biologiques distincts de ceux normalement activés par le complexe SMAD2/3/4 (Figure 8).

1.2.4b La famille TRIM et les protéines TIF1

La protéine TIF1y appartient a une grande famille de protéines, les protéines TRIM
(TRIpartite-containing Motif). Cette famille qui compte plus de 70 membres est caractérisée

par la présence en C-terminal d’un domaine RBCC composé d’un motif RING (Really
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Subfamily Domain structure Subfamily members

TRIM 1. TRIMG, TRIMIE. TRIM36, TRIM46
TRIMGT

TRIMS4, TRIMS S, TRIMG 3
TRIM4Z

TRINS, TRIM S, TRIME, TRIMY, TRIM10, TRIM11, TRIM1S,
TRIM 17, TRIMZT, TRIMZZ, TRIMEZS, TRIMZ6, TRIMZT, TRIM 34,
TRIM35. TRIMIE, TRIMO, TRIMA 1, TRIMS3, TRIM4T, TRIMAS,
TRIM48, TRIMSO, TRIMSS, TRIMGD, TRIME 2, TRINMGS, TRIMGES,
TRIMGA. TRIMED, TRIM?Z, TRIMT S, TRIMLI

TR, TRIM1S, TRIM31, TRIM4Q, TRIMSZ, TRIMSE, TRIMG],
TRIM?Z3, TRIM74

THIMZ4, TRIMZE, TRIME 3
TRIM2, TRIM3, TRIM32, TRIMT1
TRIM37

TRIM23

TRIM 4%

£ TRIM13, TRIMSS

Figure 9 Structure des Protéines TRIM. La classification structurale des protéines TRIM (TRIpartite
Motif) chez ’homme est indiquée (C-I1 a C-XI). La grande majorité des protéines TRIM contiennent un
domaine RING (Really Interesting New Gene) (R), un ou deux domaines B-Box (B1, B2), un domaine
Coilded-Coil (CC). Les autres domaines présents en partie C-terminale sont spécifiques de chaque sous-
famille. ACID, acid-rich region; ARF, Adp-Ribosylation Factor family domain; BROMO, bromodomaine;
COS, Cos-box; FIL, Domaine “Filamin-type 1 G”; FN3, Répétition “Fibronectine de type III”; MATH,
Domaine “Meprine and TRAF-Homology”; NHL, domaine “Ncll, Ht2A and Lin41”; PHD, Plant
HomeoDomain; PRY, domaine PRY; SPRY, domaine SPRY; TM, région transmembranaire. (d’apres
Hatakeyama, 2011)



Interesting New Gene), un ou plusieurs motifs en doigts de zinc appelés B-Box et un motif
Coil-Coiled. La partie N-terminale des protéines est beaucoup plus variable et doit étre

considérée en fonction de la sous-famille étudiée (Figure 9).

La présence d’un domaine RING dans la séquence protéique des membres de la famille
TRIM permet de définir ces protéines comme des E3 ligases potentielles. En effet, de
nombreux membres de cette famille ont démontré une activité d’E3 Ligase, interagissant avec
des E2 ligases et des substrats spécifiques. La famille des protéines TRIM est impliquée dans
de trés nombreux processus cellulaires comme la transcription, la traduction ou encore la
régulation du cycle cellulaire (Hatakeyama, 2011). Ceci explique que [’altération de la
fonction de nombreux membres de cette famille est associée a des défauts de développment
embryonnaire, au développement tumoral ou encore aux infections virales. Parmi les
membres les plus étudiés, il est possible de distinguer TRIMS, une protéine capable de
reconnaitre les composants de la caspide du VIH et d’activer un programme cellulaire
antiviral (Griitter and Luban, 2012). Un autre membre remarquable est la protéine TRIM19
appelée également PML (Promyelocytic Leukemia Protein), un élément essentiel a la
formation et a la fonction de structures nucléaires particulieres appelées les corps PML
(Ascoli and Maul, 1991). Ces structures sont impliquées dans la transcription, la réparation de

I’ADN et la réplication virale (Lallemand-Breitenbach and de Thé, 2010).

TIF1y/TRIM33 appartient a une sous-famille des protéines TRIM, les protéines TIF1
(Transcriptional Intermediary Factors). Ce groupe de facteurs de transcription est
compos¢ de quatre membres (TIFlo/TRIM24, TIF1B/TRIM28, TIF16/TRIM66 et
TIF1y/TRIM33) partageant entre eux une séquence TSS (TIF1 Signature Sequence)
commune a toutes les protéines TIF1 et indispensable a leur activité de répresseur
transcriptionnel (Venturini et al., 1999). De plus, ces protéines partagent un domaine putatif
d’interaction avec la chromatine composé d’un domaine PHD associ¢ a un bromodomaine

(Figure 10).

TIFla, qui fut le premier membre TIF1 a étre identifié, est capable d’interagir avec de
nombreux récepteurs nucléaires comme les récepteurs a 1’acide rétinoique (RAR), a la
vitamine D3, aux oestrogeénes et a la progestérone (Le Douarin et al., 1995). Ce facteur joue
un role important dans les processus de cancérogenese. En effet, il a ét¢ démontré que TIF1a
¢tait un suppresseur de tumeur dans le foie en inhibant la fonction des récepteurs RAR

(Khetchoumian et al., 2007). Cependant, d’autres études suggerent que TIFla faciliterait la
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tumorigenese en facilitant la dégradation de p53 via son activité ubiquitine ligase (Allton et
al., 2009) ou encore via son interaction avec la chromatine, facilitant la réponse aux

oestrogeénes dans le cancer du sein (Tsai et al., 2010).

Les facteurs TIF1p et TIF16 ont également été décrits pour interagir avec la chromatine via

leur domaine d’interaction avec HP1 (Heterochromatin Protein 1) (Le Douarin et al., 1996;
Khetchoumian et al., 2004). Ce domaine HP1 ainsi que le motif RBCC, permettent a TIFI3
d’interagir avec le domaine de répression transcriptionnel KRAB afin de réguler la
transcription et la réparation de I’ADN (Hu et al., 2012). D’un point de vue pathologique,
I’expression de TIF1B a été associée a un mauvais pronostic dans les cancers

gastrointestinaux (Yokoe et al., 2010).

Enfin le dernier membre de la famille TIF1 est la protéine TIF1y. Ce facteur de transcription
de 155 kDa est exprimé de fagon ubiquitaire dans 1’organisme (Venturini et al., 1999; He et
al., 2006). TIF1y joue tout d’abord un role essentiel au cours de I’embryogenese. Ce rdle a été
tout d’abord démontré chez le xénope (Dupont et al., 2005) puis a été¢ confirmé chez la souris
(Morsut et al., 2010). Deux mod¢les distincts de souris génétiquement modifiées ont observé
une léthalité embryonnaire des souris présentant une inactivation du géne codant pour TIF1y
(Kim and Kaartinen, 2008) (Morsut et al., 2010). Chez I’adulte, TIF1y participe a la lutte
contre les infections virales (Forrester et al., 2011; Vink et al., 2012) et apparait comme un
facteur essentiel dans la différenciation des progéniteurs hématopoictiques (He et al., 2006;
Kusy et al., 2011; Ransom et al., 2004; Bai et al., 2010). Comme de nombreux membres de la
famille TRIM et TIF1, le facteur TIF1y semble impliqué dans la tumorigenese. Tout d’abord
la séquence codante de TIF 1y est localisée au niveau du chromosome 1p13 chez I’homme, un
point chaud de recombinaison. Une fusion de ce locus avec I’oncogene RET a notamment été
décrit dans des cancers infantiles de la thyroide (Klugbauer and Rabes, 1999). De plus, il a
¢té montré que I’expression sérique d’un auto-anticorps dirigé contre TIF1y était corrélée a
I’apparition de cancer chez des patients atteints de myopathies inflammatoires (Targoff et al.,

2006). Cependant, le role de TIF1y dans la tumorigenese reste inconnu.
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Figure 11 Structure des Protéines Ras. La partic N-terminale (codon 1-165) des protéines Ras est
un domaine conservé de fixation du GDP/GTP (G domain, domaine protéine G). La partie C-terminale
(165-188/189) est une région hypervariable (Hypervariable region). Ce domaine contient des résidus
cibles de modifications post-traductionnelles propres a chaque protéine Ras. Toutes les protéines Ras sont
modifiées (par farnésylation et palmitoylation) au niveau du motif C-terminal CAAX permettant leur
adressage a la membrane plasmique nécessaire a leur activité. La forme prédominante de la protéine
Kras, Kras4B (communément appelée Kras), contient un signal supplémentaire constitué d’une
succession de résidus lysine (K) permettant un ancrage plus efficace de la protéine Kras a la membrane.

(adapté d’apres Schubbert et al., 2007)



II Dualité fonctionnelle du TGFf au cours de la
tumorigenese

Le TGFB a été identifi¢ a I'origine comme un facteur oncogénique, stimulant la
prolifération et la transformation des cellules (de Larco and Todaro, 1978; Leof et al., 1986).
Le concept de « dualité fonctionnelle » apparait deés 1980, ou il a été montré que le TGFf
exercait un effet anti-prolifératif sur les cellules épithéliales (Holley et al., 1980). Cet effet fut
par la suite observé dans nombreux autres types cellulaires comme les cellules
hématopoiétiques, nerveuses et endothéliales (Massagué, 1990). Nous savons aujourd’hui que
le TGFp régulent de nombreux processus cellulaires comme la prolifération, la sénescence,

I’apoptose ou encore la transition épithélio-mésenchymateuse.

Au cours de la progression tumorale, certaines fonctions du TGFf sont inhibées (programme
anti-prolifératif et programme pro-apoptotique) alors que d’autres fonctions sont détournées
au profit de la croissance et de 1’adaptation de la cellule tumorale & son environnement
(Transition Epithélio-Mésenchymateuse, immunosuppression, angiogenese et remodelage de
la matrice extracellulaire) (Ikushima and Miyazono, 2010b). Dans le cancer du pancréas, de
nombreuses voies de signalisation sont altérées comme les voies Ras/MAPK, TGFp,
Wnt/BCatenine, Notch et Sonic/Hedgehog (Jones et al., 2008). Afin de mieux comprendre les
effets du TGFP au cours de la tumorigenese, cette partie se focalisera essentiellement sur
I’interaction de la voie du TGFP avec une voie activée dans la quasi-totalité des cancers du
pancréas, la voie oncogénique Ras. Comme nous allons le voir, la relation entre ces deux

voies de signalisation refléte la complexité de la dualité fonctionnelle du TGFp.

I1.1 Voie du TGF et Oncogenes Ras

[I.1.1 Oncogenes Ras

L’identification des geénes codant les protéines Ras, remonte a la fin des années 70
avec 1’étude des propriétés transformantes des rétrovirus Harvey et Kirsten responsables de
I’induction de sarcomes chez le rat. Des homologues cellulaires des génes Ras (pour « Rat
sarcoma virus ») ont été identifiés des 1981 chez le rat (DeFeo et al., 1981) puis en 1982 chez
la souris (Ellis et al., 1982) et chez I’homme (Chang et al., 1982). Les séquences cellulaires
homologues a celles présentes dans les virus de Harvey et de Kirsten ont ét¢ dénommées

respectivement Hras et Kras. Le troisieme membre de la famille Ras, Nras, a été cloné en
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Figure 13 Mutations des Protéines Ras dans
les cancers humains. (d’aprés Karreth and
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1983 a partir de cellules cancéreuses dérivées de neuroblastome (Shimizu et al., 1983). Chez
les mammiferes, les trois génes Ras codent quatre GTPases de 21 kDa chacune : Hras, Nras,
Kras4A et Kras4B (les deux protéines K-Ras4A et 4B sont issues d’un épissage alternatif)
(Figure 11).

Les GTPases Ras appartiennent a la superfamille des petites protéines G, jouant un role
primordial dans la réponse cellulaire aux facteurs de croissance. La fixation de ces facteurs
sur leurs récepteurs spécifiques a activité tyrosine kinase, induit le recrutement de protéines
adaptatrices qui vont catalyser 1’échange GDP/GTP au niveau des protéines Ras. La forme
active de Ras (Ras-GTP) permet 1’activation de différents effecteurs cellulaires. Enfin,
I’hydrolyse du Ras-GTP en Ras-GDP, catalysée par des GTPases, permet de mettre fin a la
tranduction du signal. Plus de vingt protéines effectrices ont été décrites pour interagir avec la
forme active de Ras (Ras-GTP) parmi lesquelles il est possible de distinguer Raf1, les kinases
PI3K, les petites GTPases Ral ou encore Rac. Ces différents effecteurs sont a la base de
Pactivation de différents programmes cellulaires comme la prolifération, la survie
cellulaire, le transport vésiculaire ou encore la réorganisation du cytosquelette (Figure

12).

I1.1.2 Altérations de la voie du TGF[ et de Ras dans les cancers
humains

I1.1.2a Activation de la voie Ras

Les génes codant les protéines Ras sont fréquemment retrouvés mutés dans les
tumeurs humaines (Figure 13). Il semble exister une association entre 1’oncogéne Ras muté
et le type de cancer : alors que des mutations de Kras4B (plus communément appelé Kras)
sont préférentiellement retrouvées dans les cancers pancréatiques et colorectaux, des
mutations de Hras sont associées au cancer de la vessie, et des mutations de Nras sont
associées aux leucémies et aux mélanomes. Cette association peut s’expliquer, en partie, par
la différence d’expression des différentes protéines Ras au cours de I’embryogenése (Koera et
al., 1997; Esteban et al., 2001) mais également par le type de mutation retrouvé au niveau de
ces oncogenes. De fagon intéressante, la majorité de ces mutations affectent le codon 12 des
protéines Hras (de type GI12V) et Kras (de type G12D) alors que le codon 61 est

préferentiellement affecté dans le cas de la protéine Nras (de type Q61R). D’un point de vue
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moléculaire, la mutation d’un de ces résidus compromet fortement I’hydrolyse du Ras-
GTP, maintenant ainsi actives les voies de signalisation dépendantes de Ras (Pylayeva-gupta

etal., 2011).

11.1.2b Altérations de la voie du TGFf

La voie du TGFP est également fréquemment retrouvée mutée dans les cancers
humains (Figure 14). Ces mutations peuvent affecter différents composants de la voie du
TGFp (récepteurs, SMADs, inhibiteurs). Ces mutations sont observées dans de nombreux
cancers tels que les cancers gastro-intestinaux, ovariens et mammaires (Xu and Pasche, 2007;
Levy and Hill, 2006; Pardali and Moustakas, 2007). Nous pouvons remarquer que la perte de
fonction de la voie du TGF —suite a I’inactivation des récepteurs- n’est pas un événement
prépondérant (16% des cancers mammaires et <5% des cancers gastro-intestinaux). Ceci
suggere que certaines fonctions de la voie du TGFP conférent un avantage sélectif aux
cellules cancéreuses. Les mutations les plus fréquentes de la voie du TGFp concernent les
protéines SMADs, en particulier SMADA4, dont le locus est inactivé dans plus de la moitié des
cancers pancréatiques. Ceci s’explique en partie par le role essentiel des protéines SMADs

dans les programmes suppresseurs de tumeur du TGFp.

Le TGFp est également a la base de I’activation de voies indépendantes des protéines
SMADs (MAPK, Rho, PI3K/Akt). Ces programmes ne sont pas spécifiques de la voie du
TGEFp et peuvent étre activés notamment par les acteurs de la voie Ras. Apres avoir décrit les
relations moléculaires entre la voie du TGFP et la voie Ras, nous allons nous focaliser sur les
relations fonctionnelles entre ces deux voies, dans différents programmes aux effets anti- et

pro-oncogéniques.

[1.1.3 Interactions entre la voie de signalisation du TGF[3 et 'oncogene
Ras

Au niveau cellulaire, la voie du TGFp est interconnectée avec la voie Ras (Figure
15). Cette signalisation croisée va induire différents effets cellulaires selon les voies activées
par le TGFB (voies des SMADs et voies SMADs-indépendantes) et par 1’oncogéne Ras.

Ainsi, la relation entre ces voies peut étre de nature antagoniste ou complémentaire. Nous
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allons décrire plusieurs programmes mis en place au cours de la tumorigenése ou ces deux
voies peuvent agir de maniére antagoniste (prolifération, apoptose) ou complémentaire

(sénescence, EMT, remodelage de I’environnement cellulaire).

I1.2 Programmes Anti-oncogéniques du TGFf3
[1.2.1 Controéle du Cycle Cellulaire

I1.2.1a Programme Antiprolifératif du TGFf

Le TGFp est capable d’induire un arrét de la prolifération dans la plupart des types
cellulaires. Les résultats obtenus sur différents tissus épithéliaux (€épiderme, épithélium
mammaire et pulmonaire) ont permis de définir précisément le programme cytostatique
activé par le TGFB. Ce dernier est capable d’induire un arrét du cycle cellulaire
spécifiquement en phase G1 via I’inhibition des protéines régulatrices du cycle cellulaire, les
CDK (Kinases dépendantes des cyclines). Pour cela, le TGFB induit rapidement, via les
protéines SMADs, Dexpression d’inhibiteurs de CDK, telles que CDKNIA (p21<™"h,
CDKN2B (p15™**®) (Gomis et al., 2006). Alors que les inhibiteurs de la famille INK4
ciblent spécifiquement le domaine kinase des CDK4 et CDK®6, les inhibiteurs de la famille
CIP/KIP inhibe I’activité enzymatique de CDK2 en interagissant avec son domaine kinase.
Par exemple, la protéine CDKNIB (p27°"") permet d’inhiber la formation du complexe
CDK2/cycline E suite a la fixation de p15™**® sur CDK4/6 (Reynisdottir et al., 1995). Le
TGFB réprime également, en activant la voie des SMADs, I’expression de facteurs de
transcription impliqués dans la prolifération et dans I’inhibition de la différenciation tels que
c-MYC, ID1, ID2 and ID3 (Figure 16). L’échappement a ’effet antiprolifératif est une
caractéristique quasi-universelle des tumeurs épithéliales. Ceci explique que des mutations
inactivatrices des genes codant les protéines SMADs soient fréquemment retrouvées dans les

tumeurs.

11.2.1b Oncogene Ras et Prolifération cellulaire

Un des programmes majeurs activés par la voie Ras est la stimulation de la
prolifération cellulaire en facilitant 1’entrée des cellules en phase G1 du cycle cellulaire. La

voie Ras et la voie du TGFp ont donc des effets opposés sur la prolifération cellulaire

33



5 G2
Cycle
cellulaire

i G1 M

GO

FoxO / CEBPB
s

FoxO 0 !
—_—> | pishke

p107 / E2F4/5 \ / =
—_—

Figure 16 Programme Cytostatique du TGFp et Oncogéne Ras. Au niveau moléculaire, en
phase G1 précoce, les facteurs de croissance —activant entre autres la protéine Ras- induisent I’expression
de la cycline D. Celle-ci s’associe alors avec les CDK (Cyclin Dependant Kinase) 4 et 6 et phosphoryle le
complexe Rb (Retiniblastinoma)/E2F et engendre sa dissociation. E2F, ainsi activé, peut induire
I’expression de la cycline E qui forme un complexe CDK2. Les complexes cyclines E / CDK2 et cyclin D
/ CDK4/6 permettent alors la progression du cycle cellulaire en phase G1/S. L’activation de la voie du
TGFpB permet de bloquer cette phase du cycle cellulaire en activant I’expression des CKlIs (CDK-
Inhibitors), p/5™*" et p21“", et en réprimant celles des génes C-Myc et IDI. Les co-facteurs de
transcription (FoxO, CEBPB, p107, E2F4/5, ATF3) permettant aux protéines Smads d’activer ou de
réprimer I’expression de ces génes sont indiqués. Les mutations activatrices de I’oncogéne Ras permettent

de maintenir le cycle cellulaire actif notamment en réprimant le programme cytostatique du TGFp.

Tllustration réalisée grace a Servier Medical Art



(Figure 16). En effet, la protéine Ras induit, via les voies Rafl/ERK et PI3K/Akt,
I’expression de cycline nécessaire a I’entrée en phase G1 du cycle cellulaire (Cycline D1), et
la répression d’inhibiteur de cycline comme p21“"! dont I’expression est dépendante la voie
du TGFpB (Schubbert et al., 2007). De plus, les kinases ERK ainsi que les CDK peuvent
inhiber I’activité des SMADs en phosphorylant leur domaine « linker » (Kretzschmar et al.,

1999; Matsuura et al., 2004).

L’activation forcée du cycle cellulaire, comme dans le cas d’une activation oncogénique
de Ras, induit un stress réplicatif source de dommages a I’ADN. Dans le cas ou les réponses
aux dommages a I’ADN sont fonctionnelles, 1’activation oncogénique de la protéine Ras
induit un arrét irréversible du cycle cellulaire appelé sénescence induite par un stress
oncogénique ou OIS (Oncogene-Induced Senescence). La voie du TGF permet a la fois la
mise en place de cet OIS (Cipriano et al., 2011) mais également son maintien. En effet, il a
récemment été démontré que la perte de fonction de la voie du TGFp participait activement a
I’échappement a la sénescence de cellules exprimant Ras par la diminution de 1’expression de
p21°"! et de I’activité transcriptionnelle de p53 (Lin et al., 2012). En conclusion, en
I’absence d’autres altérations, la voie du TGFP et la voie Ras peuvent engager un
programme commun visant a activer la senescence. Ce mécanisme anti-tumoral maintient
cependant une pression de sélection permettant 1’émergence de cellules présentant une
inactivation préférentielle des genes clés de I’OIS et de la réparation a I’ADN, comme p53 et
pl14™*F Ces cellules, qui présentent un défaut de réparation de I’ADN, peuvent alors

accumuler d’autres mutations participant a la transformation de la cellule.

[1.2.2 Activation de I’Apoptose

L’apoptose est un mécanisme de mort cellulaire programmée ou les principaux
effecteurs sont des enzymes intracellulaires de la famille des caspases. Ces protéases sont
responsables des différents changements qui interviennent lors de 1’apoptose comme la
fragmentation de I’ADN, la dissociation de ’enveloppe nucléaire et la formation des corps

apoptotiques (Figure 17).
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Figure 17 Les voies de signalisation de I’Apoptose. La voie

mitochondriale ou la voie des récepteurs de mort peuvent &tre activées
suite a différents stimuli d’origine intra- ou extra-cellulaire,
respectivement. Ces différentes voies aboutissent a 1’activation des
effecteurs cellulaires de D’apoptose, les caspases. Ces enzymes
protéolytiques sont responsables des différents changements cellulaires
observés au cours de I’apoptose (fragmentation de I’ADN, dissociation
de I’enveloppe nucléaire et formation des corps apoptotiques). (adapté

d’aprés CI'OCC, 2008) Ilustration réalisée grace a Servier Medical Art



I1.2.2a Programme Pro-apoptotique du TGF[3

Le role pro-apoptotique du TGFp, essentiel pendant I’embryogenese et la régulation
du systéme immunitaire, a ét¢ démontré dans de nombreux types cellulaires tels que les
lymphocytes B, les hépatocytes et les cellules épithéliales de la prostate et du poumon
(Sanchez-Capelo, 2005). Les protéines SMADs sont des médiateurs de I’effet proapoptotique
du TGF. En effet, il a ét¢ montré que la protéine SMAD3 permettait a la fois I’accumulation
de membres pro-apoptotiques tels que Bim (Ramesh et al., 2009) et la dégradation de
membres antiapoptotiques comme Bcl-2 (Yang et al., 2006). De plus, la délétion spécifique
de la protéine inhibitrice SMAD7 dans des cellules hépatiques ou cardiaques induit une forte
augmentation de 1’apoptose associée a une activation de la voie du TGFf (Chen et al., 2009;
Zhu et al., 2011b). Cependant, il semble que SMAD?7 puisse étre également nécessaire au
TGFp afin d’induire ’apoptose comme cela a ét€¢ montré dans des cellules cancéreuses de la
prostate (Edlund et al., 2003). Les voies indépendantes des SMADs participent également a
I’effet proapoptotique du TGFP. Par exemple, le complexe TAK1/TRAF6 est un complexe
essentiel a I’apoptose induite par le TGFf via I’activation des voies p38 et JINK (Sorrentino et
al., 2008; Yamashita et al., 2008; Varady et al., 2011). Enfin il a également été décrit que le
TGFB pouvait coopérer avec Daxx, une protéine associée au récepteur Fas, activant ainsi la

voie JNK et I’apoptose (Perlman et al., 2001; Ramesh et al., 2009).

11.2.2b Oncogene Ras et Apoptose

De fagon intéressante, 1’oncogéne Ras peut se comporter comme un facteur pro-
apoptotique ou anti-apoptotique. Une étude récente a notamment démontré qu’une forme
sauvage de Kras pouvait antagoniser ’effet pro-apoptotique d’une forme mutante de Kras
(Matallanas et al., 2011). De maniére similaire a ce qui est observé pour le TGFp, les
voies JNK et p38MAPK activées par Ras, peuvent induire I’apoptose (Kennedy et al.,
2003; Wolfman et al., 2002; Cellurale et al., 2011). Les protéines Ras peuvent également
engager des effecteurs spécifiques tels que les protéines RASSF (Ras-Association Domain
Family) dont I’expression est fréquemment diminuée dans les tumeurs humaines (Richter et
al., 2009). Un membre de cette famille, RASSF2, permet d’induire I’apoptose par
I’intermédiaire du suppresseur de tumeur Par4 (Donninger et al., 2010; Shrestha-Bhattarai

and Rangnekar, 2010).
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Figure 18 Programme pro-apoptotique du TGFpB et Oncogéne Ras. Le programme pro-

apoptotique du TGFP implique principalement la voie mitochondriale suite a l’activation des voies
SMADs, TRAF6/TAK1/p38 et TRAF6/TAK1/JNK. Les voies ERK et PI3K/Akt sont des voies de survie

cellulaire pouvant étre activées a la fois par ’oncogeéne Ras et la voie du TGFP. niustration réalisée grace a Servier

Medical Art



Cependant, afin d’échapper a [I’apoptose, les cellules tumorales activeraient
préférentiellement les voies Raf/ERK et PI3K/Akt. Par exemple, les kinases ERK peuvent
étre activées afin d’inhiber I’expression du facteur pro-apoptotique Par4 (Pruitt et al., 2005;
Ahmed et al., 2008). D’autre part, une étude récente a démontré que Shp2, une protéine de
survie, inhibait I’apoptose en activant la voie ERKI1/2 (Wang et al., 2012). La voie
classiquement associée a I’effet anti-apoptotique des oncogenes Ras est la voie PI3K/Akt. Il a
été montré que I’effecteur Akt permettait 1’inhibition des protéines SMADs (Conery et al.,
2004; Band et al., 2009) mais également, I’inhibition des membres pro-apoptotiques de la
famille BCL2, Bad et Bax ; I’inhibition de p53 via la phosphorylation de son ubiquitine ligase
Mdm?2 ou encore la transcription de facteurs anti-apoptotiques par la voie NF-KB (Duronio,

2008; Shih et al., 2010).

Ainsi un fort taux d’expression d’Akt et/ou d’activation de la voie ERK dans les cellules
exprimant Ras, participe activement a I’échappement a D’effet pro-apoptotique du

TGFp (Figure 18).

I1.3 Programmes Pro-oncogéniques du TGF@

Les altérations permettant d’échapper aux effets protecteurs du TGF vont faciliter en
parall¢le la mise place des programmes oncogéniques. Dans ce paragraphe, nous allons nous
intéresser aux programmes biologiques du TGFP qui sont détournés pour faciliter la
tumorigenese. Ces programmes vont affecter a la fois les cellules cancéreuses (transition
¢pithélio-mésenchymateuse) mais également le micro-environnement cellulaire (remodelage

de la matrice extracellulaire et immunosuppression).

[1.3.1 Activation de la Transition Epithélio-Mésenchymateuse

Les cellules épithéliales se caractérisent par leur capacité a former des tissus tres
organisés et hautement différenciés. Ces mémes cellules présentent une forte cohésion
intercellulaire assurée par de nombreuses jonctions adhérentes. Au contraire, les cellules
mésenchymateuses sont des cellules motiles, non jointives et caractérisées par un degré
d’organisation et de différenciation moindre. Lors du développement embryonnaire, des

cellules épithéliales peuvent acquérir des caractéristiques de cellules mésenchymateuses. Ce
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processus appelé transition épithélio-mésenchymateuse (EMT, Epithelial-to-Mesenchymal
Transition) contribue a la génération de différents tissus et organes. Cependant, ce processus

embryonnaire peut étre réactivé chez 1’adulte lors de la progression tumorale (Thiery et al.,

2009).

I1.3.1a Induction de 'EMT par le TGFf

Le TGFP est un inducteur majeur de ’EMT dans des conditions physiologiques et
pathologiques. Le TGFf régule en effet de nombreux programmes cellulaires nécessaires a
I’EMT comme la réorganisation du cytosquelette, la régulation des jonctions cellulaires ou
encore I’acquisition de propriétés migratoires et invasives (Pardali and Moustakas, 2007). La
voie des protéines SMADs participe activement a la mise en place de ’EMT. En effet,
I’activation des complexes SMADs est un pré-requis nécessaire a I’induction de '’EMT
(Valcourt et al., 2005). Par exemple, I’inactivation de SMAD4 (Deckers et al., 2006) ou de
SMAD?3 (Roberts et al., 2006) compromet fortement I’EMT induite par le TGFp. La voie des
protéines SMADs permet, entre autres, d’induire 1’expression de SNAIL, SLUG et TWIST
via HMGA?2 (Thuault et al., 2006). Enfin, la protéine SNAILI en s’associant avec les
SMADs, forme un complexe répresseur des genes codant pour la Cadhérine-E et 1’Occludine,
2 protéines des jonctions cellulaires (Vincent et al., 2009b). D’autre part, et
indépendamment des protéines SMADs, I’activation des protéines Par6 (Ozdamar et al.,
2005) et du complexe TRAF6-TAK1 (Yamashita et al., 2008; Sorrentino et al., 2008) par les

récepteurs au TGFp, stimule la dissociation des complexes de jonctions (Figure 19).

11.3.1b Oncogéne Ras et EMT

De nombreuses voies de signalisation cooperent afin d’induire ’EMT tels que les
voies Wnt/BCatenine, EGF, FGF et les voies TGFB/BMP (Thiery et al., 2009). Bien que la
coopération moléculaire entre ces différentes voies reste méconnue, la voie Ras semble agir
de maniére synergique avec la voie du TGFp afin d’induire les différents programmes
nécessaires a la mise en place de ’EMT. L’activation de la voie Rass/MAPK permet de
faciliter ’EMT induite par le TGFf, notamment en stabilisant la production autocrine de
TGFp (Janda et al., 2002) et en stimulant I’expression de facteurs activés au cours de ’EMT

comme Snail (Horiguchi et al., 2009), PAI-1 ou Wnt5a (Kanies et al., 2008) (Figure 19).
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De plus, il semble que I’induction de ’EMT par la voie du TGFp et la voie Ras
participe a 1’échappement aux systémes de sauvegarde cellulaire. 11 a été démontré, par
exemple, que I’induction de Twist au cours de ’EMT permettait aux cellules cancéreuses
d’échapper a la sénescence (Ansieau et al., 2008; Tran et al., 2012) et a I’apoptose (Puisieux
et al., 2006). Ces données suggerent qu’au cours de I’EMT, le TGF ne pourrait induire ni
I’apoptose ni la sénescence. Il a également été proposé récemment que ’activation de la voie
PI3K/Akt au cours de ’EMT puisse participer a 1’échappement a 1’apoptose (Leight et al.,
2012). Enfin, il a ét¢é montré que les cytokines associ¢es a ’EMT, telles que le TGFp,
facilitait I’acquisition de propriétés de cellules souches par les cellules cancéreuses (Morel et

al., 2008; Mani et al., 2008; Morel et al., 2012).

[1.3.2 Remodelage de I'environnement cellulaire

11.3.2a Plasticité de la matrice extracellulaire

Au cours de la progression tumorale, il est observé un remodelage de la matrice
extracellulaire (MEC) facilitant ainsi la migration et I’invasion des cellules tumorales, et la
dissémination métastatique (Bourboulia and Stetler-Stevenson, 2010). En effet, la
composition de la MEC peut influencer la prolifération et la différenciation en activant de

nombreuses voies de signalisation dans les cellules normales et cancéreuses.

Le TGFP est un puissant inducteur de la formation de la matrice extracellulaire
(MEC). Historiquement, ce rdle a été découvert en 1986 : I’injection sous cutanée de TGFf a
des souris avait induit une forte production de MEC (Roberts et al., 1986). Le TGFf est
capable 1) d’augmenter 1’expression d’un grand nombre de composants de la MEC tels que la
fibronectine, les ténascines et les collagenes, ii1) d’induire 1’expression d’inhibiteurs de
protéases (ex.PAI-1, Plasminogen Activator Inhibitor 1) et d’inhibiteurs de
métalloprotéinases de la MEC (TIMPs). Le TGFp participe également au remodelage de la
MEC. Ce remodelage est assuré par des enzymes protéolytiques, appelées métalloprotéinases
(MMP), capable de dégrader les composants de la MEC. Les cellules tumorales utilisent ces
propriétés du TGFp afin de remodeler I’environnement tumoral. Il a notamment été démontré
que l’activation de la voie du TGFP dans les fibroblastes du stroma tumoral permettait
d’augmenter la production de collagéne par ces fibroblastes favorisant ainsi la progression

tumorale (Hwang et al., 2008; Krantz et al., 2011).

38



Il semble exister une forte coopération entre la voie du TGFp et 1a voie Ras dans
le remodelage de MEC au cours de la progression tumorale. Il a ét¢é démontré, par
exemple, que le TGFp est capable, en coopération avec les intégrines a3p1, de stimuler la
production de MMP9 dans des kératinocytes immortalisés. Cette induction est d’autant plus
forte si ’oncogeéne Ras est activé (Lamar et al., 2008). D’autres études ont démontré que le
TGEFp, en coopération avec les voies MAPK, p38 et ERK, facilitait I’invasion de cellules
cancéreuses mammaires en stimulant I’expression de MMP et TIMP (Stuelten et al., 2005;

Safina et al., 2007; Gomes et al., 2012).

11.3.2b Mise en place d’un environnement immunotolérant

Le systéme immunitaire est un des acteurs clés de la réponse anti-tumorale de
I’organisme. Au cours de la tumorigenése, les cellules tumorales vont acquérir de nouveaux
antigénes stimulant ainsi les réponses immunitaires anti-tumorales. Les acteurs de la réponse
innée (cellules NK, granulocytes neutrophiles et macrophages) et de la réponse adaptative
(Iymphocytes CD4+ et CD8+) permettent alors 1’élimination des cellules tumorales (Pardoll,
2003). Afin d’échapper a cette immunosurveillance, les cellules tumorales ont mis en place
des stratégies permettant de limiter I’activation du systéme immunitaire. Une de ces stratégies

est la sécrétion de TGFP dans le microenvironnement tumoral.

Le TGFP est une cytokine majeure dans la régulation du syst¢tme immunitaire. Le TGFf est
capable d’inhiber la prolifération, I’activité et/ou la différenciation d’un grand nombre de
cellules du systéeme immunitaire telles que les lymphocytes (T et B), les macrophages, les
cellules dendritiques et les granulocytes (Li et al., 2006). Ainsi, le TGF, sécrété par les
cellules tumorales et/ou les cellules du stroma tumoral (fibroblastes, macrophages,...) facilite

la mise en place d’un environnement immunotolérant au sein du site tumoral.

Le role immunosuppresseur (pro-tumoral) du TGFp affecte notamment les lymphocytes
T : P’inactivation de la voie du TGFp dans les lymphocytes T CD4+ et CD8+ permet
I’¢limination, via les lymphocytes T, de cellules de mélanome (Gorelik and Flavell, 2001) et
de tumeur de la prostate (Zhang et al., 2005) chez la souris. D’autres ¢tudes soulignent
I’importance des TReg (lymphocytes T Régulateurs) cours de la progression tumorale. La
présence de cette population, dont la différenciation dépend en grande partie du TGFp, est

associée au développement tumoral de nombreuses tumeurs comme les mélanomes (Niu et
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al., 2011) et les hépatocarcinomes (Zhu et al., 2011a). De facon intéressante, les cellules
tumorales peuvent acquérir les mémes propriétés immunosuppressives que les lymphocytes T

régulateurs (Hinz et al., 2007) (Niu et al., 2011).

La voie Ras participe indirectement a ’effet immunosuppresseur du TGFp. En effet,
I’activation de la voie Ras est fréquemment associée a la sécrétion de TGFp par les tumeurs.
Le blocage de la voie Ras/ERK et Ras/Akt permet en effet de diminuer la sécrétion de TGFf3
par les cellules tumorales (Tsubaki et al., 2011). Il a également été montré dans des cellules
cancéreuses rénales que l’activation de la voie Nras favorisait la production de TGFf

(Dockrell et al., 2009).

I1.4 Stratégies et Enjeu thérapeutique

La survie des patients est en grande partie corrélée négativement a la survenue de
métastases. Ces dernieres se forment a distance de la tumeur primaire et peuvent se
développer dans des organes vitaux tels que le foie, les poumons ou encore le cerveau. Le
développement de métastases complique alors la stratégie thérapeutique ciblée a 1’origine sur
I’organe ou la tumeur primaire est apparue. L’inhibition du phénomeéne métastatique est donc

apparue comme une stratégie thérapeutique prometteuse.

Comme nous venons de le voir, le TGFP est impliqué dans de nombreux programmes visant
a faciliter la mise en place des métastases comme le remodelage de la matrice extracellulaire,
I’immunosuppression ou encore I’EMT. Ces ¢léments, associés a la sécrétion croissante de
TGFp au cours de la progression tumorale, ont permis de définir le TGFB comme une cible
thérapeutique intéressante. La premicre partie s’interessera donc aux stratégies thérapeutiques
visant a inactiver la voie du TGFf dans les cancers. La deuxiéme partie exposera les futurs

enjeux thérapeutiques.

[1.4.1 Inhibition de la voie du TGFf3

Des essais cliniques visant a inactiver la voie du TGFp sont actuellement en cours
(Figure 20A) (Smith et al., 2012). Les approches les plus utilisées sont les suivantes : 1)

I’inhibition de I’activité du TGFp extracellulaire notamment grace a des anticorps bloquants,
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1) I’inhibition de I’activité kinase des récepteurs au TGFp et, iii) ’inhibition de la synthése de

TGFp par I'utilisation d’ARNm antisens spécifique (Figure 20B).

De part les effets pléiotropes du TGFp, une toxicité de ces inhibiteurs pouvait étre
attendue. Cependant, il semble que ces inhibiteurs soient bien tolérés. En effet, il a ét¢ montré
que des souris exprimant de fagon constitutive un récepteur soluble contenant la partie
extracellulaire du récepteur TBRII (SRF2), ne développaient pas de pathologie particuliere y
compris apres 10 mois de surveillance (Yang et al., 2002). Cette observation a été confirmée
chez I’Homme ou peu d’effets secondaires ont été rapportés pour d’autres inhibiteurs du

TGFp (Hau et al., 2007; Nemunaitis et al., 2009).

L’effet de ces inhibiteurs sur la survenue des métastases a tout d’abord été démontré chez
I’animal. Il a ét¢ montré, par exemple, que I’expression d’un récepteur soluble SRF2
diminuait significativement 1’incidence des métastases hépatiques dans un modele murin de
cancer du sein (Yang et al., 2002). Une autre étude préclinique a démontré qu’un inhibiteur
du domaine kinase du récepteur TPRI, le SD-208, pouvait ralentir le développement et la
progression des métastases osseuses dans le mélanome (Mohammad et al., 2011). Ces 2
molécules n’ont pas encore €té incluses dans des essais cliniques chez I’homme. Deux autres
molécules sont actuellement en essai clinique de phase III. Tout d’abord, il a ét¢é montré que
I’inhibition, par une stratégie antisens, de ’ARNm du TGFB2, I’AP12009, diminuait la
prolifération de lignées cellulaires cancéreuses dérivées de gliomes, d’adénocarcinomes
pancréatiques et de mélanomes, cancers surexprimant cette isoforme du TGFp
(Schlingensiepen et al., 2006). D’autres essais cliniques de phase II ont démontré que
I’AP12009 prolongeait la survie de patients atteints de gliomes (Schlingensiepen et al., 2006;
Hau et al., 2007). Un essai de phase III est actuellement en cours chez des patients atteints de
glioblastome (NCT00761280, clinicaltrial.gov). Une autre molécule antisens, le Lucanix™,
ciblant toutes les isoformes du TGFp, a démontré une efficacité chez des patients atteints de
cancer du poumon non a petites cellules (NSCLC) (Nemunaitis et al., 2009) et est
actuellement incluse dans un essai clinique de phase III chez des patients atteints de cette

méme pathologie (NCT00676507, clinicaltrial.gov).
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[1.4.2 Enjeu thérapeutique

Compte-tenu des résultats des essais cliniques, I’inhibition de la voie du TGFp
apparait comme une stratégie prometteuse. Cependant, comme nous 1’avons décrit
précedemment, le TGFP est également a la base de programmes suppresseurs de tumeur.
L’inhibition de la voie du TGFP pourrait donc inhiber 1’apparition de métastases mais

¢galement permettre a d’autres 1ésions moins avancées, de progresser.

Cette hypothese est notamment confortée par les modeles murins de cancer du sein. Une
¢tude de Siegel et collaborateurs a notamment montré que I’expression d’un récepteur TBRI
constitutivement activé (TBRI*) dans ces tumeurs ralentissait la croissance tumorale au site
primaire mais accélérait le développement des métastases. La méme étude a montré que chez
les souris surexprimant une forme dominante-négative du récepteur TPRIL, le caractere
métastatique était moindre mais les tumeurs primaires apparaissaient plus rapidement (Siegel
et al., 2003). Il a été décrit a ce jour 3 cas de patients ayant présenté des complications suite
au traitement avec la molécule «anti-TGFB ». Par exemple, I’injection de 1’inhibiteur
AP12009 chez des patients atteints de gliome, a été associée au développement d’un cedéme
cérébral chez 2 patients (Hau et al., 2007). D’autre part, le traitement de patients atteints de
mélanome avec un anticorps monoclonal anti-TGFp, le GC1008, a été associé chez un patient
au développement d’un carcinome a cellule squameuse. Ce patient présentait néanmoins une
prédisposition aux cancers de la peau (Hau et al., 2009). Il n’est cependant pas possible de
déterminer si ces complications sont liées a une toxicité de la molécule ou a un effet de
I’inhibition de la voie du TGFp chez ces patients. Les résultats des essais cliniques réalisés
avec des molécules visant a bloquer les effets du TGFPB devraient permettre de confirmer ou

non ces observations.

L’enjeu des futures stratégies thérapeutiques sera 1) de définir des groupes de patients
particulierement sensibles a ces thérapies et/ou 2) d’écarter d’autres groupes pour qui ces
thérapies peuvent étre délétéres. Pour cela, il apparait nécessaire d’identifier des marqueurs

prédictifs de la réponse a ces traitements.

Un de ces marqueurs pourrait étre le statut d’expression de SMAD4, un acteur central des
programmes suppresseurs de tumeurs du TGFP. Dans le cancer du pancréas, les patients
ayant perdu I’expression de SMAD4 (50% des cas) développent plus de métastases que les

autres patients (Iacobuzio-Donahue et al., 2009a). Il a ét¢ également montré récemment que
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la perte de SMAD4 augmentait la sensibilit¢ des cellules cancéreuses pancréatiques aux
chimiothérapies (Cui et al., 2012). De la méme fagon, il serait particulierement intéressant de

tester si la perte de SMAD4 améliore la sensibilité des patients aux thérapies anti-TGFp.

D’autres approches, plus globales, ont essayé de définir une signature moléculaire qui serait
associ¢ a I’activité « TGFpB » de la tumeur. Ce type de profil a notamment été réalisé par le
groupe de Joan Massagué sur la réponse de cellules épithéliales au TGFf. Cette signature,
basée sur I’expression de 153 genes, permet de classer des cellules selon leur niveau
d’activation de la voie du TGFp. Dans cette méme ¢étude, des tumeurs mammaires ont été
classées en fonction de 1’expression de ces 153 genes. Il a été alors possible d’identifier un
sous-groupe de tumeur du sein (négative pour le récepteur a I’cestrogéne) ou ’activité¢ TGFf
est associée a la survenue de métastases pulmonaires (Padua et al., 2008). Enfin, une autre
¢tude a analysé le profil transcriptionnel de tumeurs du col de I'utérus, et a révélé qu’une
activation de la voie du TGFp était associée a I’absence de métastases ganglionnaires
(Noordhuis et al., 2011). En conclusion, la définition de signatures moléculaires spécifiques
du TGFp, propre a chaque type de cancer, devrait permettre de sélectionner des groupes de

patients pour lesquelles les traitements anti-TGFp seront efficaces.

Apres cette introduction du role de la voie du TGFB dans le cancer, nous allons nous
interesser plus particuliérement a un cancer tres agressif : 1’adénocarcinome du pancréas. Il
n’existe pas, a ’heure actuelle, de traitement efficace contre cette pathologie. De nombreux
espoirs se portent sur la caractérisation moléculaire des genes participant a I’initiation et la
progression tumorale. Comme nous allons le voir, la voie du TGFB est systématiquement

altérée dans ce type de cancer, ce qui en fait un candidat potentiellement intéressant.
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Chapitre 2 L’Adénocarcinome du Pancréas

I Le Cancer du Pancréas

1.1 Etat des lieux

[.1.1 Quelques chiffres

Selon 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), le cancer est la premiere cause de
déces dans le monde avec 7,6 millions de déces en 2008 (représentant 13% des déces dans le
monde). Parmi les formes les plus fréquentes, on retrouve les cancers du poumon, de
I’estomac, du foie, du sein et colorectaux. Selon les estimations de 1’OMS, le nombre de

déces par cancer devrait augmenter pour atteindre 13.1 millions de déces en 2030.

Avec pres de 280 000 nouveaux cas par an dans le monde (dont plus de 7000 pour la France
métropolitaine), le cancer du pancréas est la Séme cause de mortalité par cancer dans les pays
développés, bien qu’il ne représente que 2% de tous les cancers (globocan.iarc.fr). Ceci peut
s’expliquer par un taux de survie a 5 ans, apres le diagnostic, de seulement 6%, ce qui le
place parmi les cancers les plus agressifs (Siegel et al., 2012) (Figure 21). Le cancer du
pancréas concerne principalement les personnes de plus de 65 ans (80% des cas). Avec le
vieillissement global de la population mondiale, I’incidence de ce cancer va inoxerablement
augmenter au cours des prochaines décénnies. Le cancer du pancréas constitue un réel
probléme de santé publique. Pour comparaison on dénombrait en 2011, en France, autant de
déces dus au cancer du pancréas que dus aux accidents de la route (3970 tués). Enfin, selon
I’AACR, (American Association for Cancer Research) le cancer du pancréas pourrait

représenter la premicre cause de mortalité par cancer dans 20 ou 30 ans.

[.1.2 Facteurs de risque

Selon les données Globocan 2008 (globocan.iarc.fr), la probabilité qu’une personne
développe un cancer au cours de sa vie est de 18%, et celle de développer un cancer
pancréatique est de 0,44% (Globocan 2008). Ce risque est fortement li¢ a 1’age du patient.
L’age apparait comme le premier facteur de risque du cancer du pancréas avec un nombre de

cas augmentant drastiquement dés 60 ans (Figure 22). Le genre du patient n’apparait pas
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Wistie Risque
Syndromes Geéne 1 cumulé Autres Cancers?
Relatif | .
a70ans
- - 1 0,5% =
BRCA2 3x-10x 1,5% Sein, Ovaires et Prostate
Cancer du Sein
BRCAl 2x 1% Sein, Ovaires et Prostate
FAMMM CRENZARNIIA. | 10% MéLanome
(p167™)
et Pan‘c 1'e:s Fam!hal inconnu 32x 16% inconnu
(3 apparentés 1% degré)
Pancréatite Chronique héréditaire PRSS1 50x 25% non
Peutz-Jeghers LKB1/STK11 132x gy | DTS —
HNPCC (Lynch) BMLH1, bMSH2, 9 45% Colon, En don'netre, Estomac,
’ autres Rein,...

Table 1 Syndromes d’origine génétique prédisposant au Cancer du Pancréas.
FAMM (Familial Atypical Multiple Mole-Melanoma), HNPCC (Hereditary NonPolyposis
Colorectal Cancer). (adapté d’apres Maitra and Hruban, 2008)



comme un facteur prépondérant de prédisposition (ratio homme/femme de 1,1 :1). Parmi les
comportements a risque, le tabagisme, augmentant de deux fois le risque de développer un
cancer pancréatique (Bosetti et al., 2011) ainsi que 1’alcoolisme (Tramacere et al., 2010). Ce
dernier représente la premiere cause de pancréatite chronique, une inflammation du pancréas,
reconnue comme un facteur prédisposant au cancer du pancréas (Whitcomb, 2004)
(Lowenfels et al., 1993). Parmi les autres facteurs de risque, 1’obésité, le diabéte de type II et
I’exposition a certains produits chimiques comme les pesticides (Olson and Kurtz, 2012) sont
¢galement retrouvés. Enfin, bien que débattu pendant de nombreuses années, le risque 1ié a la

consommation de café a été définitivement écarté (Turati et al., 2012).

D’autres facteurs, d’origine génétique, augmentent le risque de développer un cancer

pancréatique (Table 1).

On estime qu’environ 5 & 10% des cancers pancréatiques présentent une histoire familiale.
La présence d’un apparenté de premier degré (pere, mere, freére, sceur) ayant développé un
cancer du pancréas double le risque, par rapport a la population générale, de développer ce
type de cancer. Ce risque augmente drastiquement avec 1’augmentation du nombre
d’apparentés affectés. Bien que les bases génétiques a 1’origine de ces formes familiales
soient encore méconnues, pres d’un tiers des formes familiales, affectant au moins deux

apparentés, serait imputables a des mutations germinales de BRCA2 (Klein, 2004).

Parmi les syndromes prédisposant au cancer du pancréas, le syndrome de Peutz-Jeghers est
associ¢ a des mutations du gene codant la kinase LKB1/STK11. Cette kinase, a activité
sérine/thréonine, est impliquée dans la régulation de la réponse cellulaire au stress et dans le
maintien de la polarité cellulaire (Katajisto et al., 2007). Les patients atteints du syndrome de
Peutz-Jeghers peuvent développer de nombreux cancers (plus de 54 types différents ont été
décrits) dont la majorité concerne le tractus gastrointestinal. Le risque de ces patients de
développer un cancer du pancréas est 132 fois supérieur a celui de la population générale

(Giardiello et al., 2000; Lim et al., 2004).

Les personnes atteintes de formes héréditaires de pancréatite chronique représentent
¢galement une population a risque. Ces patients présentent des mutations au niveau du geéne
PRSS1 codant le trypsinogeéne cationique, un précurseur inactif d’une enzyme protéolytique
produite par les cellules pancréatiques, la trypsine. Une mutation dans le géne codant cette

protéine entraine son auto-activation, la digestion du tissu pancréatique et 1’établissement
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d’une inflammation du pancréas (pancréatite) (Archer et al., 2006). Ces individus
développent des épisodes chroniques d’inflammation du pancréas augmentant de 50 fois leur
risque de développer un cancer du pancréas par rapport a la population générale (Rosendahl

et al., 2007).

D’autre part, le syndrome FAMMM (Familial Atypical Multiple Mole-Melanoma) a pour
origine une délétion du géne CDKN2A/INK4A4 codant I'inhibiteur de CDK, p16™***, Ce
syndrome représente 20% des formes familiales de mélanome. Les patients atteints de ce
syndrome ont un risque 20 fois plus ¢levé de développer un cancer pancréatique (Bartsch et

al., 2002).

Le syndrome de Lynch ou syndrome HNPCC (Hereditary NonPolyposis Colorectal Cancer)
prédispose a de multiples cancers du tractus digestif, en particulier du colon et du rectum.
Des mutations au niveau de geénes impliqués dans la réparation de I’ADN (hAMLH1, hMSH?2,
hPMS1, hPMS2 et hMSH6/GTBP) sont a 'origine de ce syndrome. Le risque relatif de
développer un cancer du pancréas est 9 fois supérieur pour les patients atteints de HNPCC

comparé¢ a la population générale (Kastrinos et al., 2009).

Enfin, plus de la moiti¢ des formes familiales de cancer du sein et des ovaires ont pour
origine des mutations germinales des génes BRCA1 et BRCA2. Les protéines BRCAI1 et
BRCA2 sont des acteurs trés importants de la réparation de I’ADN. Des mutations de
BRCA2, et non BRCA1, semblent augmenter de plus de 3 fois le risque de développer un

cancer pancréatique (Levy-Lahad and Friedman, 2007).

[.1.3 Facteurs diagnostiques

Les patients atteints de cancer du pancréas présentent un taux de survie a 5 ans
d’environ 6%. Un des facteurs contribuant a ce fort taux de mortalité est la détection tres
tardive de la maladie : au moment du diagnostic, 40% des patients ont déja développé des
Iésions localement avancées s’étendant aux organes adjacents (estomac, rate) et 40%
présentent des lésions métastatiques (foie, poumon, péritoine,...) progessant rapidement. Ce
diagnostic trés tardif est associ¢, a la fois, a 1’absence de signes cliniques clairement
évoquateurs, et & un manque de tests diagnostiques permettant de détecter précocement la

maladie.
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1.1.3a Les signes cliniques

Les signes cliniques d’un cancer du pancréas sont peu évocateurs. Les symptomes les
plus fréquents sont des douleurs abdominales, dorsales (dues a la compression des nerfs
rachidiens), une perte de poids, une fatigue et/ou une perte d’appétit. Les patients peuvent
¢galement présenter une compression des voies biliaires (ictére ou jaunisse) ou digestive
(occlusion intestinale) ou encore une douleur au niveau du plexus solaire (réseau de nerfs
situé entre le sternum et le nombril). La recherche d’une tumeur peut également faire suite a
I’apparition ou a I’aggravation d’un diabete. Des perturbations hépatiques et/ou glycémiques
peuvent étre associées a un développment tumoral mais sont peu spécifiques. Enfin, au

niveau biologique, aucun marqueur spécifique n’a été mis en évidence.

1.1.3b Les examens diagnostiques

Parmi les examens amenant au diagnostic, 1’échographie est souvent celui de
premicre intention. Cependant, les petites tumeurs sont difficilement détectables par cette
technique. Un autre examen de référence est le scanner ou tomographie. Cette technique,
basée sur les rayons X, reconstitue une image anatomique de haute résolution permettant de
détecter des tumeurs pancréatiques dont le diameétre est supérieur a 1,5 cm. Couplée a la TEP
(Tomographie par Emission de Positons, PET en anglais), le scanner (ou PET-Scan), permet
¢galement d’évaluer si les organes adjacents ou distants sont atteints. Une image de plus
haute résolution peut étre obtenue par IRM (imagerie par résonance magnétique) afin de
repérer des lésions métastatiques de petites tailles. Ces examens d’imagerie peuvent étre
complétés par des techniques plus invasives comme la biopsie a 1’aiguille fine sous écho-
endoscopie qui permet de prélever, a I’intérieur de la masse suspecte, quelques millions de
cellules par aspiration. Une analyse histopathologique de ces cellules (morphologie,
expression de marqueurs tumoraux), permet alors de poser ou de confimer le diagnostic final

dans 80% des cas.

[.1.4 Facteurs pronostiques

Plusieurs ¢éléments permettent de prédire la maniére dont la tumeur va évoluer et

d’adapter le traitement thérapeutique. Le premier facteur pronostic est le caractére opérable
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des tumeurs. Dans plus de 80% des cas, le geste chirurgical reste écarté, les patients
présentant déja des Iésions localement avancées ou métastatiques. La résection des formes
locales (20% des patients) permet d’augmenter le taux de survie a 5 ans, de 6% a plus de 20%

(Figure 23) (Hoem and Viste, 2012).

Environ 80% des patients diagnostiqués pour un cancer du pancréas sont agés de plus de 65
ans. Cependant ni I’age, ni le genre ne semblent avoir un impact sur la survie des patients
(Garcea et al., 2008). D’autres facteurs pronostiques sont liés a la tumeur elle-méme. Par
exemple, un meilleur pronostic est associ€¢ aux tumeurs dont la taille est inférieure a 2 cm. De
plus I’¢tat de différenciation de la tumeur entrerait également en jeu: les tumeurs
dédifférenciées (c.a.d ayant perdu leurs caractéristiques épithéliales) sont associées a un plus
mauvais pronostic que les tumeurs différenci¢es (Garcea et al., 2008; Lim et al., 2003).
Concernant la localisation de la tumeur, la disparité des études et des méthodes utilisées ne
permet pas, pour l’instant, de considérer ce paramétre comme un facteur pronostique

(Neuzillet et al., 2011).

1.2 Anatomie et Histologie

[.2.1 Anatomie du Pancréas

Le pancréas est un organe situé¢ profondément au niveau de I’abdomen, en arriére de
I’estomac. Cette glande, d’environ 15 cm de long chez I’homme, peut étre divisée en trois
régions anatomiques, la téte, le corps et la queue, s’étendant de la rate jusqu’au duodénum.
Le pancréas est un organe glandulaire double, participant a deux processus physiologiques
majeurs : la digestion et le métabolisme du glucose. Ces fonctions sont assurées par 2 unités

fonctionnelles distinctes, le pancréas exocrine et le pancréas endocrine (Figure 24).

Le pancréas exocrine, qui représente en volume plus de 90% de l'organe, est
compos¢ de deux types cellulaires : les cellules acineuses et les cellules canalaires. Les
cellules acineuses sont des cellules épithéliales organisées en acinus. Ces cellules sont
spécialisées dans I’¢laboration des enzymes pancréatiques (chymotrypsine, ¢élastase,...) qui
seront sécrétées dans la lumiere de 1’acinus. L’ensemble des acini forme des « grappes »
sécrétant les enzymes pancréatiques dans les canaux collecteurs exocrines. Ces canaux sont

composés d’une monocouche de cellules épithéliales, les cellules canalaires. Ces cellules ont
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pour fonction de collecter et faciliter le transport des enzymes au travers des différents
canaux exocrines. Les enzymes sont alors collectées au niveau du canal pancréatique
principal ou canal de Wirsung, qui se déverse ensuite dans le canal cholédoque (venant du
foie et de la vésicule biliaire) pour s'aboucher, via l'ampoule de Vater, au niveau du

duodénum.

Le pancréas endocrine est composé d’un ensemble de cellules regroupées au sein de
structures spécialisées, les ilots de Langerhans. Ces ilots, dispersés au sein du pancréas
exocrine, sont constitués de 4 types cellulaires impliqués dans la sécrétion d’hormones dans
la circulation sanguine. Les cellules a et B régulent le métabolisme du glucose grace a la
production de glucagon et d’insuline respectivement. Le polypeptide pancréatique (PPY) et la
somatostatine produits par les cellules PP et les cellules & modulent les propriétés sécrétoires

des autres types cellulaires présents dans le pancréas.

[.2.2 Développement du pancréas

La morphogenése du pancréas ainsi que les mécanismes moléculaires impliqués sont
trés conservés chez les Vertébrés. Les études d’invalidation génique chez la souris ont permis
de mieux comprendre le programme génétique mis en place lors du développement du
pancréas (Jergensen et al., 2007). Par conséquent, 1’essentiel de ce paragraphe se focalisera

sur le développement du pancréas chez la souris.

La morphogenéese du pancréas peut étre résumée en trois grandes étapes. La premicre étape
implique le développement de bourgeons issus de 1’endoderme et contenant des progéniteurs
pancréatiques multipotents. La deuxiéme étape est une phase de différenciation ou vont étre
générées les cellules progénitrices des lignages endocrine(s) et exocrine(s). Enfin, la
troisieme étape est la migration finale des cellules endocrines jusqu'a leur rassemblement en

ilot, pour former les structures décrites par Langerhans.

La différenciation des progeniteurs pancréatiques multipotents met en jeu un ensemble de
facteurs de transcription intervenant de manicre séquentielle (Figure 25). Les facteurs de
transcription Pdx1 (Pancreatic duodenal homobox 1) et Ptfla/p48 (Pancreas-specific
transcription factor la subunit/p48) sont deux protéines essentielles a la morphogenese du

pancréas. Le facteur Pdx1 est exprimé consécutivement a la répression de la voie Sonic
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hedgehog (Shh) au niveau de I’endoderme par des signaux provenant du mésoderme
adjacent. L’activation de ce facteur est essentielle a la formation du pancréas comme le
démontre 1’agénése compléte de pancréas observée a la fois chez ’'Homme et la souris,
présentant des mutations homozygotes de Pdx1 (Stoffers et al., 1997; Jonsson et al., 1994).
Pdx1 est exprimé a la fois dans les cellules progénitrices pancréatiques mais également dans
le duodénum, le canal biliaire et la partie postérieure de 1’estomac. Le facteur de transcription
Ptfla ou p48, est exprimé¢ dans les mémes progéniteurs multipotents que Pdx1, mais
¢galement dans le cerveau (Obata et al., 2001). Bien que la délétion de Ptfla entraine
¢galement une agénese du pancréas, la génération des premiers bourgeons n’est pas affectée
(Kawaguchi et al., 2002). Ceci suggere que ’expression de Ptfla n’est pas nécessaire a la
formation du premier pool de progéniteurs. Les cellules exprimant Pdx1 et Ptfla
représentent donc une population de cellules souches multipotentes a partir desquelles
vont étre générés les lignages endocrines et exocrines. Chez ’adulte, I’expression des
facteurs Pdx1 et Ptfla est maintenue dans les cellules B et acineuses respectivement (Jonsson

et al., 1994; Rose et al., 2001).

Au cours de la différenciation, différents facteurs de transcription participent a
I’établissement du lignage exocrine parmi lesquels Ptfla, dont I’expression est maintenue,
mais également Mistl (Muscle, Intestine and Stomach expression 1) et Hfn13 (Hepatocyte
Nuclear Factor 1 ). Mistl est un facteur de transcription impliqué dans I’établissement du
lignage des cellules acineuses (Lemercier et al., 1997). Le géne codant Mistl est exprimé au
niveau des cellules acineuses du pancréas mais également au niveau des glandes salivaires et
des cellules sécrétrices présentes dans 1’estomac et la prostate (Pin et al., 2001). Des données
récentes démontrent que 1’expression de Mistl permet a la fois une maturation compléte des
cellules acineuses et le maintien de leur fonction chez 1’adulte (Direnzo et al., 2012). Les
facteurs de transcription controlant le développement du lignage canalaire sont méconnus.
L’expression du facteur de transcription Hfnlf (également appelé¢ Tcf2) semble étre
restreinte aux progéniteurs exocrines (Solar et al., 2009), et son inactivation chez la souris
entraine des défauts séveres du développement du pancréas (Haumaitre et al., 2005). Bien
que son expression soit maintenue dans les cellules canalaires adultes, sa fonction reste

inconnue.

Enfin, un facteur essentiel dans la différenciation des cellules endocrines est la protéine

Ngn3 (Neurogénine 3). Celle-ci est exprimée spécifiquement dans les progéniteurs
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pancréatiques endocrines (Gu et al., 2002), expliquant I’absence compléte de compartiment
endocrine dans les souris déficientes en Ngn3 (Gradwohl et al., 2000). Les progéniteurs
Ngn3-positifs sont capables de se différencier en cellules o, B, & et PP (Rukstalis and
Habener, 2009). De fagon intéressante, le compartiment canalaire semble conserver une
certaine plasticité chez 1’adulte, permettant la régénération de cellules endocrines suite a un
stress pancréatique : une ¢étude a démontré que des cellules endocrines pouvaient étre
générées, lors d’un stress pancréatique, grace a l’activation de Ngn3 dans les cellules
canalaires (Xu et al.,, 2008). Cette plasticit¢ semble également concerner les cellules
acineuses : une publication dans Nature a démontré que l’expression, entre autres, des
facteurs de transcription Ngn3 et Pdx1 permettait la différenciation des cellules exocrines

adultes en cellules endocrines de type cellule B (Zhou et al., 2008).

En conclusion, les cellules épithéliales du pancréas sont issues de la différenciation, de
progéniteurs communs au cours de ’embryogenése. Chez I’adulte, il semble exister une

certaine plasticité entre les différents types cellulaires du pancréas.

[.2.3 Les différents types de tumeurs du pancréas

Différents types de tumeurs peuvent se développer au niveau du pancréas (Figure 26).
La grande majorit¢ de ces tumeurs (plus de 90%) sont des tumeurs de type exocrine.
L’adénocarcinome canalaire du pancréas ou PDAC (Pancreatic Ductal AdenoCarcinoma) se
caractérise par la présence de cellules tumorales ayant une différenciation canalaire, et
représente la grande majorité des tumeurs exocrines. Par conséquent le PDAC est

communément désigné sous le terme « cancer du pancréas ».

[.2.4 La Classification des néoplasies épithéliales pancréatiques

1.2.4a Historique

L’examen d’échantillons de tumeurs a rapidement suggéré que le PDAC se
développait a partir de Iésions ¢épithéliales précancéreuses ayant une différenciation
¢pithéliale canalaire. Des 1ésions pancréatiques de différents grades sont décrites depuis plus
de 50 ans (Sommers et al., 1954) mais, jusqu’en 1999, aucune nomenclature n’avait été mise

en place pour décrire ses lésions. Un premier consortium eu lieu en 1999 a Park City (UT,
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prolifération des cellules entraine la formation de papilles. De plus le noyau des cellules s’¢largit et n’est
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polarité cellulaire et de nombreuses anomalies nucléaires sont observées (macronoyaux, mitoses

anormales,...). Enfin, les 1ésions sont formées de plusieurs couches de cellules (épithélium pluristratifié)

mais la lame basale reste, elle, intacte (stade PanIN3 ou carcinome in situ). La rupture de la lame basale

permet de définir la lésion canalaire en adénocarcinome invasif (PDAC). (Adapté d’apres Bardeesy and
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USA) regroupant 8 pathologistes : Ralph Hruban, N. Volkan Adsay, Jorge Albores—Saavedra,
Carolyn Compton, David Klimstra, Giinter Kloppel, Daniel Longnecker et G. Johan A.
Offerhaus. Suite a ce consortium, les participants ont défini une nouvelle classification des
lIésions épithéliales pancréatiques, basée sur la terminologie « PanIN » (Pancreatic
Intraepithelial Neoplasia ou Néoplasie IntraEpithéliales Pancréatique) préalablement
proposée par Klimstra et Longnecker (Klimstra and Longnecker, 1994). En 2001 puis en
2004, ce consortium de pathologistes publia une définition des Iésions pancréatiques en
incluant, I’ensemble de 1ésions potentiellement précurseurs du PDAC (Hruban et al., 2004)

(Hruban et al., 2001).

Trois types de lésions précancéreuses pancréatiques sont décrites : les néoplasies
intraépitheliales pancréatiques PanIN (Pancreatic Intraepithelial Neoplasia), les lésions
intrapapillaires mucineuses IPMN (Intraductal Papillary Mucinous Neoplasm) et les lésions
cystiques mucineuses MCN (Mucinous Cystic Neoplasm) (Figure 27) Ces Iésions partagent
la propriété de se développer dans les canaux exocrines mais présentent cependant un

potentiel malin différent.

1.2.4b PanIN (Pancreatic Intraepithelial Neoplasia)

Les PanIN représentent le type de 1ésions le plus fréquent et le mieux défini. On
estime que plus de 90% des PDAC sont associés a des lésions de type PanIN (Recavarren
et al., 2011). Ces lésions se développent a partir des canaux exocrines, dont la taille ne
dépasse pas 5 mm de diamétre, rendant leur détection impossible par les techniques
d’imagerie. Il est possible de distinguer différents sous-groupes de PanIN au cours de la
progression tumorale : les PanIN1A, PanIN1B, PanIN2 et PanIN3. Chaque sous-groupe est
défini en fonction de leurs caractéristiques histologiques en prenant compte les criteres
suivants : la forme des cellules composant 1’épithélium exocrine, la forme et la position du

noyau, le contenu en mucines et la présence de figures histologiques anormales (Hruban et

al., 2004) (Figure 28).

Alors que des PanIN de bas grade (PanIN1A, PanIN1B) sont fréquemment retrouvées a partir
de 50 ans chez le sujet sain (>70%) (Andea et al. 2003), des PanIN de haut grade (PanIN3),
dénommées carcinome in situ, sont associ€ées majoritairement a des carcinomes invasifs

(PDAC) (Sipos et al., 2009).
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L.2.4c Les Iésions kystiques du pancréas

Les lésions kystiques du pancréas sont considérées comme des 1ésions bénignes qui
sont pour la plupart asymptomatiques. Cependant, la caractérisation histologique des tumeurs
pancréatiques a révélé que certaines Iésions kystiques, comme les IPMN et les MCN,

pouvaient évoluer en PDAC (Matthaei et al., 2011).

Les 1ésions intrapapillaires mucineuses ou IPMN sont moins fréquentes que les PanIN (5-
10% des lésions précancéreuses). Les canaux touchés par les IPMN concernent des canaux
exocrines dont la taille est supérieure ou égale a 5 mm, facilitant leur détection par les
techniques d’imagerie lorsque la taille de la Iésion est suffisamment importante (>2cm). Les
IPMN sont des Iésions sécrétant beaucoup de mucus et présentant des projections papillaires
formées de cellules épithéliales canalaires. Comme pour les PanIN, les IPMN sont classées
selon leurs caractéristiques cytologiques et architecturales (IPMN de bas grade a haut grade).
Un tiers de ces lésions est suspecté de pouvoir évoluer en PDAC. Cependant, le taux de
guérison suite a une résection d’IPMN est relativement ¢levé. En effet, le taux de survie a 5
ans est supérieur a 50%, pouvant atteindre 90% si les IPMN sont détectées a un stade

précoce.

Les Iésions kystiques mucineuses ou MCN définissent le type de Iésions précancéreuses le
moins fréquent (3%). Contrairement aux IPMN, les lésions MCN sont encapsulées et
semblent ne pas communiquer avec le systeme canalaire. Ces 1ésions sont composées d’un
¢épithélium riche en mucus associ¢ a un stroma de type ovarien (c'est-a-dire composé de
cellules exprimant les récepteurs a la progestérone et aux oestrogenes). Ce dernier critere est
suffisant pour poser le diagnostic de MCN. Ces lésions sont ¢galement classées selon leurs
caractéristiques cytologiques et architecturales (MCN de bas grade a haut grade). Les MCN
se développent préférentiellement chez les sujets féminins (ratio 9:1) et un tiers de ces 1ésions
pourraient évoluer en carcinoma invasive. La résection de lésions MCN invasives est

¢galement associée a un taux de survie a 5 ans ¢élevé, de plus de 60%.
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1.3 Role de Inflammation dans le Cancer du Pancréas

Le microenvironnement tumoral est un ¢lément important, favorisant a la fois
I’initiation, la transformation et la dissémination métastatique. Il est aujourd’hui admis que
I’inflammation tient une part importante dans la progression des cancers (Hanahan and
Weinberg, 2011). Concernant le PDAC, I'inflammation du pancréas ou pancréatite, est

I’environnement pro-tumoral le plus documenté.

[.3.1 Description de la pancréatite

La pancréatite est une inflammation du pancréas consécutive a la destruction massive
du parenchyme pancréatique et a une importante infiltration immunitaire. La pancréatite
aiglie est consécutive a un stress des cellules acineuses pouvant déboucher sur
I’autoactivation des enzymes pancréatiques. Ces enzymes, normalement activées dans le
duodénum, entrainent alors I’autodigestion du pancréas et le relarguage de nombreuses
cytokines pro- et anti-inflammatoires responsables du recrutement des cellules immunitaires.
Si ce stress est maintenu, le tissu endommagé est progressivement remplacé par des protéines
fibreuses (collagene et fibronectine), le nombre de cellules inflammatoires diminue et la

pancréatite devient alors chronique.

De nombreux arguments suggerent que la pancréatite est un terrain favorable au
développement tumoral. Premiérement, les patients atteints de pancréatites chroniques
présentent un risque 50 fois plus €levé, que la population générale, de développer un cancer
du pancréas (cf. Chapitre 2, 1.1.2). Deuxiémement, des 1ésions précancéreuses de type PanIN
sont fréquemment observées au cours des épisodes de pancréatite (Sipos et al., 2009).
Troisiemement, de nombreux modéles murins ont démontré que I’induction chimique d’une
pancréatite permettait d’accélérer la progression des 1ésions précancéreuses pancréatiques

(Guerra et al., 2007, 2011; Carriere et al., 2009).

[.3.2 Effets Pro-Oncogéniques de la Pancréatite

Au niveau cellulaire, I’inflammation pourrait facililter 1’initiation et la progression
du PDAC via plusieurs mécanismes. Le groupe de Mariano Barbacid a proposé que

I’inflammation pouvait inhiber la sénescence induite suite a 1’activation d’un oncogene (OIS)
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dans les stades précoces (PanIN1) favorisant ainsi le développment de PDAC (Guerra et al.,
2011). Il a également été montré que I’inflammation était nécessaire au développement des
lIésions PanIN, en soutenant a la fois la prolifération (Lesina et al., 2011; Corcoran et al.,
2011) et P’invasion des cellules cancéreuses via la voie Stat3 (Fukuda et al., 2011).
L’induction de Stat3 dans les cellules cancéreuses semble étre dépendante de la sécrétion de
I’IL-6 par les macrophages présents dans l’infiltrat inflammatoire du tissu pancréatique
(Lesina et al., 2011). Enfin, la pancréatite pourrait favoriser le développement de métaplasies
acino-canalaires ou ADM (Acinar-to-Ductal Metaplasia) (Corcoran et al., 2011; Fukuda et
al., 2011). Des ADM sont systématiquement retrouvées au niveau des pancréas atteints de
pancréatite, et sont constituées de cellules acineuses se transdifférenciant en cellules ayant
des propriétés canalaires. 11 a ét¢ démontré que ces cellules, exprimant des marqueurs
embryonnaires comme Pdx1 et Hesl, étaient nécessaires a la régénération du pancréas mais
semblaient précéder la formation des lésions PanIN (Guerra et al., 2007; Carricre et al.,

2011).

Méme si 1’aspect promoteur de tumeur de la pancréatite n’est plus a démontrer, 1I’origine
méme de la pancréatite reste méconnue. La grande majorité des publications étudiant le
role de I’inflammation dans le pancréas, est basée sur 1’injection de céruléine (Guerra et al.,
2007, 2011; Fukuda et al., 2011; Carriére et al., 2009, 2011). Ce composé chimique est un
analogue de la cholécystokinine, une hormone peptidique activant la sécrétion des enzymes
pancréatiques. L’injection répétée de fortes doses de céruléine est utilisée depuis plus de 30
ans pour induire des pancréatites chez les rongeurs (Lampel and Kern, 1977) par un
mécanisme dépendant de la voie NF-kappaB/Rel (Steinle et al., 1999). De fagon intéressante,
certaines études ont démontré que I’inactivation de la voie du TGFP —via I’inactivation ciblée
du récepteur TRRII ou la surexpression de Smad7- compromettait fortement 1’induction de la
pancréatite par la céruléine (Wildi et al., 2007; He et al., 2009). De plus, comme cela a été
observé dans les PDAC, les épisodes de pancréatite sont systématiquement associés a une
forte sécrétion de TGFP (Adrych et al., 2011). Il semble donc exister une étroite relation entre
le TGF, la pancréatite et la progression tumorale du PDAC. Une des ¢études présentées dans

ce manuscrit adressera spécifiquement cette question grace a un modele murin original.
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Figure 29 Représentation schématique des Voies de signalisation
altérées dans les PDAC. (d’aprés Samuel and Hudson, 2012)



II Caractérisation moléculaire du PDAC

I1.1 Les altérations génétiques associées a la progression
tumorale

Les progres des techniques de séquencage ont permis de mieux définir les voies de
signalisation altérées dans les PDAC. Par exemple, en 2008, le séquencage global de plus de
24 tumeurs du pancréas a été réalisé (Jones et al., 2008). Cette analyse impliquant prés de
21 000 genes a permis d’avoir une vue globale des altérations génétiques retrouvées dans le
cancer du pancréas (Figure 29). En moyenne, une tumeur pancréatique présenterait pres de
63 altérations génétiques différentes dont la majorité impliquerait des mutations ponctuelles.
Ces altérations affectent différents programmes cellulaires comme 1’apoptose, la réparation
de ’ADN, le cycle cellulaire, I’adhésion cellulaire, I’invasion et les voies de signalisation des

Ras/MAPK, du TGFp, de Wnt/B-Caténine, de Notch et de Sonic Hedgehog.

A I’image de ce qui est observé dans les cancers colorectaux (Kinzler and Vogelstein, 1996),
chaque stade de la progression tumorale du PDAC est associ¢ a des altérations génétiques
récurrentes. En effet, alors que des mutations activatrices d’oncogeénes (ex. KRAS, ERBB2
ou EGFR) sont observées dans les l1ésions de bas grade, des mutations inactivatrices de génes
suppresseurs de tumeurs (ex. CDKN2A, SMAD4, BRCA2 ou TP53) sont observées dans les
Iésions plus avancées (Figure 30). Ce modele est basé essentiellement sur les altérations
génétiques décrites dans le modele de progression PanIN/PDAC. Ce mode¢le est en effet le

plus étudié et le mieux caractérisé¢ d’un point de vue génétique.

[1.1.1 Activation de I'oncogene Kras

Les stades précoces du PDAC sont associés a 1’activation d’oncogenes tels que les
genes codant ERBB2, EGFR et KRAS. Des mutations activatrices de KRAS sont, de loin, le
type de mutation le plus fréquemment retrouvé dans les PDAC (>95%). Historiquement, les
mutations de ’oncogéne KRAS furent les premiéres altérations génétiques décrites dans les
cancers du pancréas. En 1988, 1’é¢tude d’une série de 22 tumeurs du pancréas a révélé que 21
d’entre elles présentaient des mutations au niveau du codon 12 du geéne codant 1’oncogene
Kras (Almoguera et al., 1988). Ces résultats furent confirmés la méme année sur une autre

série de 30 tumeurs (Smit et al., 1988) suggérant fortement que 1’activation de I’oncogene
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Figure 30 Altérations Génétiques associées a la progression tumorale de
I’Adénocarcinome du Pancréas. L'adénocarcinome du pancréas (PDAC) se développe a partir
de lésions dysplasiques des canaux exocrines de grade croissant (PanINs). Ces lésions sont
associées a des activations oncogéniques (KRAS, ERBB2) dans les stades précoces puis a des
mutations inactivatrices de génes suppresseurs de tumeurs (p16INK4A, TP53, SMAD4, BRCA2) dans
les stades plus avancés. (adapté d’aprés Bardeesy and DePinho, 2002).



KRAS pouvait étre a la base de la progression tumorale du PDAC. Quelques années plus
tard, les mémes mutations activatrices de KRAS ont été retrouvées a la fois dans les tumeurs
mais ¢galement dans les lésions précancéreuses (Caldas et al., 1994; Hruban et al., 1993).
Apres la mise en place de la nomenclature « PanIN » définissant les stades pré-néoplasiques
du PDAC (voir 1.2.4 Classification des néoplasies épithéliales pancréatiques), la fréquence
des mutations KRAS au niveau des différents stades PanIN a été établie. Ainsi des mutations
KRAS sont retrouvées dans 36% des lésions PanIN1A, 44% des PanINIB, 87% des
PanIN2/3 et >95% des PDAC (Maitra et al., 2005). L’avenement des modeles de souris
génétiquement modifiées a permis de valider le role prépondérant de KRAS dans la
tumorigenese pancréatique : le groupe de David Tuveson a démontré en 2003 que des souris
exprimant, spécifiquement dans leur pancréas, une forme mutante de I’oncogéne KRAS
(KRAS"*P), pouvaient développer un PDAC suite a la progression de 1ésions précancéreuses
de type PanIN (Hingorani et al., 2003). L’ensemble de ces données place ’activation de

Kras comme I’élément initiateur du PDAC.

Les récepteurs a I’EGF tels que EGFR et ERBB2, sont fréquemment surexprimés des les
stades précoces de PanIN (>90%). Ces surexpressions ne semblent cependant pas é&tre
associées a des amplifications ou a des mutations de ces récepteurs (Lee et al., 2007a). Il a été
montré que des mutations activatrices de KRAS étaient capables d’induire I’expression de
I’EGFR dans des cellules pancréatiques (Zhao et al., 2010). Ces ¢éléments suggerent que les
surexpressions de ’EGFR et d’ERBB2 sont des événements secondaires, pouvant étre

consécutifs a I’activation de I’oncogene KRAS.

[1.1.2 Inactivation de génes suppresseurs de tumeurs

Au cours de la progression tumorale, 1’activation de I’oncogéne KRAS va favoriser
I’émergence de nouvelles altérations génétiques. Ces altérations permettent a la tumeur
d’échapper aux programmes cellulaires limitant sa progression comme la sénescence,

I’apoptose, 1’arrét du cycle cellulaire ou encore les mécanismes de réparation de I’ADN.
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I1.1.2a Inactivation de CDKN2A

Des mutations inactivatrices du géne CDKN2A/INK4A4 codant la protéine p16™<*4,

un
inhibiteur de CDK, sont observées dans la quasi-totalit¢ des PDAC (>95%). A la différence
des autres geénes suppresseurs de tumeur qui sont inactivés a un stade tardif (PanIN2/3), le
gene CDKN2A/INK4A est inactivé des le stade PanIN1. Le locus CDKN2A code cependant
une autre protéine, p14*®* (p19**F chez la souris). Bien qu’aucune mutation spécifique de
p14**" n’ait ét¢ identifiée dans les PDAC, la délétion du locus CDKN24 (délétion combinée
p14°%F/ p16™ 4 est décrite dans 40% des PDAC (Hustinx et al., 2005). Le role du locus
CDKN24 dans la progression a été validé in vivo ou I’inactivation ciblée dans le pancréas du
locus CDKN2A4, accélérait le développement de PDAC chez des souris présentant une

activation de I’oncogene Kras“'?"

(Aguirre et al., 2003). D’un point de vue fonctionnel, la
protéine pl6™** est un inhibiteur du cycle cellulaire et participe 4 Iinduction de la
sénescence suite a un stress oncogénique (OIS). La protéine pl14**" est un inhibiteur de
Mdm?2, une E3 ubiquitine ligase spécifique de p53. Ainsi, le role de p14*%F dans le PDAC est
en partie li¢ a Iactivité de p53, un autre géne suppresseur de tumeur dans le pancréas. Enfin,

il a également été montré que p14™"" pouvait inhiber la prolifération cellulaire par des voies

indépendantes de p53 (Lowe and Sherr, 2003).

11.1.2b Inactivation de p53 et BRCAZ

Le gene codant TPS3 (Tumor Protein 53 ou p53) est inactivé dans 50% a 75% des
PDAC. La perte d’expression de TP53 n’est cependant détectée qu’a partir des stades PanIN3
attestant qu’il s’agit d’un éveénement tardif. Des études in vivo ont démontré que la perte de
fonction de TP53 facilitait la progression des 1ésions PanIN en PDAC (Hingorani et al., 2005;
Bardeesy et al., 2006a). Le facteur de transcription p53 est impliqué dans de nombreux
processus comme ’arrét du cycle cellulaire, 1’apoptose, la sénescence, la réparation de

I’ADN ou encore le métabolisme cellulaire. Un autre acteur essentiel de la réparation de

I’ADN est la protéine BRCA2, dont le gene est inactivé dans 5% des PDAC.

Ces différentes mutations ont été décrites dans les formes sporadiques du cancer du pancréas
(80%). Cependant, il est important de noter que certains de ces genes, comme
CDKN2A/INK4A et BRCA2, ont été précédemment associés a des syndromes prédisposant au
PDAC (1.1.2 Facteurs de risque).
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[1.1.3 SMAD4 et les Altérations de la voie du TGFf3

I1.1.3a Inactivation de SMAD4 et des récepteurs TPRI et TBRII

La voie du TGFp est particulierement importante dans la progression du PDAC. Tout
d’abord, le géne codant la protéine SMAD4 (originellement appelé DPC4 pour Deleted in
Pancreatic Carcinoma 4) est inactivé dans plus de 50% des PDAC. La perte d’expression de
SMAD4 est associée le plus souvent a une délétion du locus 18q21.1, contenant SMAD4 et a
une perte d’hétérozygotie. Comme cela a été décrit pour 7P53, I'inactivation de SMAD4 est
un phénomene tardif, détectée a partir du stade PanIN3 ou ce géne est délété¢ dans 28% des
PDAC (Maitra et al., 2003). Comme décrit dans le chapitre 1, SMAD4 est un acteur central
de la voie de signalisation du TGFp et est a la base du programme anti-prolifératif et pro-
apoptotique du TGFpB. Des mutations pour les génes codant les récepteurs TPRI et TBRII
sont retrouvées dans respectivement 1% et 4% des PDAC (Goggins et al., 1998). Cependant,
aucune ¢tude ne rapporte de mutation de ces geénes dans des stades plus précoces suggérant

que la perte des récepteurs est un événement rare et tardif.

Au vu de ces données, la perte de fonction de la voie du TGFp serait associée a une
progression des tumeurs vers des stades de plus haut grade. Cette hypothése a été validée
par différentes études in vivo chez la souris : I’inactivation de 7RII (Ijichi et al., 2006) ou de
Smad4 (Bardeesy et al., 2006b; Izeradjene et al., 2007; Kojima et al., 2007) est capable

d’accélerer la progression des 1ésions pancréatiques induites par I’oncogéne Kras®'?.

11.1.3b Activation de la voie du TGFp dans le PDAC

Une sécrétion croissante de TGF est observée au cours de la progression tumorale du
PDAC. Cette sécrétion est, de plus, associée a 1’augmentation de I’invasion tumorale et du
nombre de métastases (Friess et al., 1993; Levy and Hill, 2006). Initialemment sécrété afin de
prévenir la progression tumorale, le TGFp pourrait faciliter la mise en place de programmes
oncogéniques « indirects » comme le remodelage de la matrice extracellulaire et

I’immunosuppression.

L’inactivation de SMAD4 associée a la sécrétion importante de TGFB dans le
microenvironnement pourrait permettre la mise en place de programmes oncogéniques dans

les cellules tumorales. L’activation de ces programmes est, en partie, dépendante de la
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mobilisation de voies indépendantes des protéines SMADs coopérant de maniére synergique
avec les oncogenes Ras (Chapitre 1 1.3 « Programmes Pro-oncogéniques du TGFp »). De
plus, il a été montré que les fonctions pro-métastatiques du TGFP dans le PDAC nécessitaient
I’activation de la voie des SMADs par le récepteur TPRI (Schniewind et al., 2007). De fagon
intéressante, des mutations SMAD2 ou de SMAD3 sont trés rares dans les cancers
pancréatiques suggérant que des effets oncogéniques peuvent étre activés via SMAD?2 et
SMAD3, y compris en I’absence de SMAD4. En effet, il a ét¢ propos¢ que SMAD?2 et
SMAD3, puissent s’associer a IKKa (Descargues et al., 2008) ou TIF1y (He et al., 2006) afin
de réguler différents effets de la voie du TGFp. Ainsi le TGFp apparait comme un facteur

promoteur de tumeur dans les stades avancés de la tumorigenése du PDAC.

I1.2 Stratégies Thérapeutiques

[1.2.1 Thérapies Conventionnelles

I1.2.1a Chirurgie

Apres 1’établissement du diagnostic, un geste chirurgical est écarté dans 80 a 85% des
cas et cela, a cause de la présence de métastases hépatiques ou encore d’un envahissement du
péritoine ou des organes adjacents (Wray et al., 2005). Pour les 15 a 20% des patients ou la
chirugie est possible, le geste chirurgical consiste a enlever la partie tumorale et a
« connecter » la partie saine du pancréas au duodénum. En cas de résection compléte de la
tumeur, les patients opérés voient leur taux survie a 5 ans augmenter de 5% a 20% (Riall et
al., 2006). Cependant, la chirurgie est trés lourde, nécessitant 3 a 4h d’opération, et est sujette
a de nombreuses complications comme les fistules pancréatiques. Cette communication
anormale entre 2 cavités entraine une fuite de sécrétions pancréatiques a partir de canaux
exocrines endommagés, et représente la complication la plus fréquente (15% des chirurgies)

(Oneil Machado, 2012).

[1.2.1b Chimiothérapie

D’autres stratégies ont ét€¢ mises en place afin de diminuer le taux de rechute ¢levé des

patients opérés et de pouvoir proposer aux patients non opérables au moment du diagnostic
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Figure 31 Efficacité des Chimiothérapies dans le traitement du cancer du pancréas. A- Survie de
patients atteints de PDAC traités soit avec le 5-Fluorouracile soit avec la Gemcitabine (Gemzar®) (d’apres
http://dailymed.nlm.nih.gov). B- Récapitulatif des différentes combinaisons chimiothérapeutiques impliquant la

Gemcitabine (adapté d’apres Cartwright et al., 2008). C- Survie de patients atteints de PDAC et traités soit avec

O

la Gemcitabine soit avec le Folfirinox® (d’apres Conroy et al., 2011).




(80% des patients), une solution thérapeutique. Ce paragraphe se focalisera uniquement sur

les stratégies thérapeutiques basées sur la chimiothérapie.

Pour la chimiothérapie du cancer du pancréas, la premiére subtance utilisée fut le 5-
Fluorouracile ou 5-FU dans les années 80 (Kalser and Ellenberg, 1985). Le 5-FU est un
inhibiteur de la thymidylate synthase, une enzyme responsable de la production de thymidine
(une des bases de ’ADN) dans la cellule. Le 5-FU interfére alors avec la réplication de
I’ADN, induisant ainsi 1’apoptose de la cellule. Le 5-FU fut la substance de référence dans les
traitements palliatifs du cancer du pancréas pendant une vingtaine d’années, n’améliorant
cependant la médiane de survie que de quelques semaines (4,4 mois versus 4 mois)
(Fesinmeyer et al., 2005). La combinaison de 5-FU avec d’autres drogues comme la
doxorubicine, la mitomycine, la cyclophosphamide, le méthotrexate ou la vincristine n’a pas

apporté d’amélioration comparée au 5-FU seul (Oster et al., 1986; Cullinan et al., 1990).

L’utilisation de la Gemcitabine fut une avancée importante dans la mise au point des
traitements chimiothérapeutiques des cancers pancréatiques. La Gemcitabine, ou
difluorodéoxycytidine, est un analogue d’une des bases de I’ADN, la déoxycytidine. Au
cours de la phase de réplication de I’ADN, la Gemcitabine est métabolisée et s’incorpore
dans ’ADN a la place de la déoxycytidine. La synthése d’ADN est alors bloquée, induisant
I’apoptose de la cellule tumorale. Une des premicres études en 1997 démontre une légere
amélioration de la médiane de survie avec la Gemcitabine comparée au 5-FU (5,65 mois
versus 4,41 mois) (Figure 31A). Cependant, 1’effet le plus notable de la Gemcitabine est une
amélioration de 1’état général du patient avec une diminution significative de la douleur et
donc de I’analgésie, et/ou une diminution de la perte de poids (Burris et al., 1997). A défaut
d’apporter un effet majeur sur la survie du patient, la Gemcitabine est beaucoup mieux

tolérée et améliore le quotidien/la qualité de vie des malades.

Etant donné D’efficacité limitée de la Gemicitabine seule, différentes combinaisons avec
d’autres substances ont été testées. Tout d’abord, la combinaison Gemcitabine/5-FU n’a pas
montré de différence significative avec la Gemcitabine seule en termes de médiane de survie
ou de toxicité (Berlin, 2002). Jusque récemment, I’association de la Gemcitabine avec toutes
les autres substances testées n’a pas apporté pas d’amélioration dans la survie des patients : la
médiane de survie, dans les tests cliniques les plus optimistes, n’est augmentée que de

quelques mois, voire quelques semaines (Figure 31B) (Cartwright et al., 2008; Trouilloud et

al.,, 2011)
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Deux nouveaux traitements des tumeurs pancréatiques métastatiques ont été développés
récemment. Tout d’abord, des patients traités avec une association de Paclitaxel (Taxol®, un
inhibiteur de la mitose) et la Gemcitabine ont présenté une médiane de survie de 12,2 mois
(Von Hoff et al., 2011). La seconde étude est basée sur 1’utilisation d’'une combinaison de 5-
FU, d’irinotécan, d’oxaliplatine et de leucovorine : le Folfirinox. Comparé a la Gemcitabine
seule, les patients traités au Folfirinox présentent une meilleure médiane de survie (11,1 mois
versus 6,8 mois), un meilleur taux de réponse au traitement (31% versus 9,4%) et une
amélioration de la qualité de vie (Conroy et al., 2011) (Figure 31C). Le Folfirinox donc
représente une option intéressante pour le traitement des cancers pancréatiques métastatiques.

Selon le site clinicaltrials.gov, dix-neuf essais cliniques impliquant 1’utilisation du Folfirinox

sont actuellement en cours.

L’efficacité¢ limitée des chimiothérapies peut s’expliquer, en partie, par la trés bonne
résistance des cellules cancéreuses a ces substances. Cette résistance est associée aux
nombreuses altérations génétiques présentes dans les PDAC (cf.Il Caractérisation moléculaire
du PDAC). Un nouveau champ de recherche est donc en cours de développement, celui des

thérapies ciblées.

[1.2.2 Thérapies ciblées

Le but de ces thérapies est de cibler spécifiquement les voies de signalisation altérées
dans les tumeurs. Cette stratégie a déja fait ses preuves dans le cancer du sein par exemple :
des patients présentant une amplication de 1’oncogéne HER2 sont particulicrement sensibles
au Trastuzumab (Herceptin®), un inhibiteur spécifique de cet oncogene (Esteva et al., 2010).
D’autre part, un inhibiteur spécifique de ’oncogéne BRAF, le Vémurafenib (Zelboraf®), a
été approuvé en 2011 par la Food and Drug Administration pour le traitement des mélanomes
métastatiques des patients porteurs d’'une mutation V60OE de BRAF (Flaherty et al., 2011).
Les paragraphes suivants se focaliseront sur les stratégies thérapeutiques basées sur des voies

systématiquement altérées dans le PDAC : la voie de ’EGF et la voie du TGF.
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Médiane de Survie

Drogues Cible drogue 1 Cible drogue 2 (mois)
Laas ADN (analogue )

Gemcitabine déoxycytidine) - 6

Gemcitabine + Cetuximab APN (.ana.lctgue EGFR (anticorps neutralisant) 6,3
déoxycytidine)

Gemcitabine + Erlotinib A[,)N (analqgue EGFR (inhibiteur domaine kinase) 6,24
déoxycytidine)

Gemcitabine + Bevacizumabh APN (.anal({gue VEGF (anticorps neutralisant) 5.8
déoxycytidine)

Gemcitabine + Erlotinib + ADN (analogue .

Bevacizumabh déoxycytidine) i il

Table 2 Efficacité des Thérapies ciblées basées sur ’inactivation du récepteur a ’EGF dans le
Cancer du Pancréas. (adapté d’aprés Trouilloud et al., 2011)




I1.2.2a Inhibition de la voie de 'EGF

La voie de ’EGF a été 1’'une des premicres cibles des thérapies ciblées du PDAC. En
effet cette voie est non seulement activée dans la quasi-totalit¢ des PDAC, via la
surexpression des récepteurs a ’EGF, EGFR et ERBB2 (cf.I.1.1), mais est de plus associée a
la résistance a la chimiothérapie et a la radiothérapie des cellules cancéreuses pancréatiques
(Bowers et al., 2001; Pino et al., 2006). De nombreux essais se sont focalisés sur 1’inhibition
du récepteur a I’EGF (EGFR) avec des drogues telles que le Cetuximab (Erbitux®) ou encore
I’Erlotinib (Tarceva®). Leur association avec la Gemcitabine n’a cependant eu aucun effet
sur la médiane de survie des patients atteints de PDAC (Table 2). Une étude, publiée tres
récemment, a confirmé que l’inhibition de ’EGFR n’avait qu’un impact limité sur le

développement in vivo de PDAC chez I’animal (Navas et al., 2012).

Le probléme majeur de cette stratégie est qu’elle est basée uniquement sur le blocage du
récepteur a I’EGF alors que 95% des patients présentent des mutations activatrices au niveau
de I’effecteur intracellulaire KRAS. Le fait que des inhibiteurs des EGFR soient efficaces sur
le cancer du sein peut s’expliquer par la faible proportion de mutations affectant KRAS (5%)
(Karnoub and Weinberg, 2008). De plus, le réle de I’EGFR au cours de la tumorigenése
pancréatique semble étre restreint a 1’initiation tumorale (Navas et al., 2012; Ardito et al.,

2012).

La protéine Kras mutée est rapidement apparue comme une cible potentielle. Cependant a
I’heure actuelle et aprés 30 ans de recherche, aucun inhibiteur spécifique de la forme mutée
de la protéine Kras n’a pu étre trouvé. Devant 1’échec de cette approche, les études se sont
focalisées sur d’autres cibles comme la liaison de Kras a la membrane, ’ARNm codant Kras
ou encore les voies de signalisation activées par cet oncogene (Baines, 2011; Neel et al.,
2011). En effet, I’activité de cet oncogéne est notamment dépendante de sa liaison a la
membrane plasmique grace aux farnésyltransférases. La combinaison du Tipifarnib
(Zarnestra®, un inhibiteur des farnésyltransférases) avec la Gemcitabine ne donne cependant
pas de meilleurs résultats que la Gemcitabine seule (Van Cutsem et al., 2004). Le mode
d’action de ces drogues n’est cependant pas compatible. En effet, les inhibiteurs des
farnésyltransférases inhibent le cycle cellulaire alors que la Gemcitabine, un analogue de la

déoxycytidine, nécessite que le cycle cellulaire soit actif afin de s’intégrer a I’ADN.

63



D’autres thérapies visant a bloquer spécifiquement I’ARNm codant KRAS ont donné des
résultats plutdt encourageants chez 1’animal (R¢&jiba et al., 2007) mais n’ont pas encore été
testées chez I’homme. Une stratégie vaccinale est également en cours de développement.
Dans une ¢étude datant de 2004, cinq patients ne présentant plus de signes évident de PDAC
apres chirurgie, ont été¢ vaccinés avec un peptide KRAS contenant la mutation de KRAS
détectée chez chaque patient. Les patients ayant répondu au vaccin (3/5) n’ont présenté
aucune progression de leur maladie avec une survie globale augmentée (Toubaji et al., 2008).
Dans une ¢tude a plus long terme, 22 patients ont été suivis apres une résection chirurgicale
suivie d’une vaccination avec des peptides KRAS. Les patients répondant a la vaccination
(85%) ont présent¢ un meilleur taux de survie a 5 ans (29% versus 22%). De facon
intéressante, 4 patients étaient toujours en vie 10 ans apres la vaccination et 3 d’entre eux

présentaient méme une mémoire immunitaire (Wedén et al., 2011).

11.2.2b Inhibition de la voie du TGFf3

Des thérapies anti-TGFp sont actuellement en cours de développement. Il a été montré
qu’une forme soluble de TRRII ou des inhibiteurs chimiques de TPRI et TBRII diminuaient la
croissance tumorale et le nombre de métastases de cellules tumorales pancréatiques humaines
implantées chez la souris (Rowland-goldsmith et al., 2002; Medicherla et al., 2007; Melisi et
al., 2008). De plus, I’inhibition de ces récepteurs améliorerait la capacité de la Gemcitabine a
induire une apoptose des cellules cancéreuses pancréatiques (Kim et al., 2012). D’autres
approches donnent également des résultats prometteurs : une protéine chimérique TBRII-IL-2
serait capable non seulement de séquestrer le TGF activé mais également d’induire une
réponse immunitaire via I’'IL-2. Il a été montré que cette protéine de fusion induisait une
réponse immunitaire anti-tumorale chez la souris, associée a une diminuation de la croissance
tumorale (Penafuerte et al., 2011). Enfin, un oligonuclétotide antisens de TGFB2 (Jaschinski

et al., 2011) est actuellement en essai clinique de phase II.

La perte de I’expression de SMAD4, relativement tardive au cours de la progression du
PDAC, semble jouer un rdle primordial dans le phénoméne métastatique et donc sur la survie
des patients. En effet, le maintien de I’expression de ce gene est associé¢ a une meilleure
survie des patients ayant subit une chirurgie (Tascilar et al., 2001; Blackford et al., 2009).

D’autre part, les patients ayant perdu I’expression de ce géne développent plus de métastases
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que les patients ou le géne est intact (Iacobuzio-Donahue et al., 2009b). SMAD4 apparait
donc comme un gene suppresseur de tumeur inhibant le développement des métastases. Il
serait ainsi possible d’adapter le traitement des patients en fonction du statut de SMAD4 : un
traitement local serait privilégié pour les patients SMAD4-positifs alors qu’un traitement

systémique serait plus adapté aux patients SMAD4-négatifs.

I1.3 Les Modeles Murins de PDAC

Des modeles in vivo récapitulant la progression tumorale du PDAC ne sont
disponibles que depuis 2003 avec le développement de souris génétiquement modifi¢es. Ces
modeles sont une aide précieuse a la fois dans la compréhension des mécanismes cellulaires
et moléculaires a la base de cette pathologie, mais également dans la mise en place de

nouvelles stratégies thérapeutiques.

[1.3.1 Historique

Historiquement, les premiers modeles in vivo de cancer du pancréas furent développés
dans les années 70 chez le rat, avec I’injection de composés chimiques carcinogénes comme
le DMBA (Diméthylbenzanthracéne) (Dissin et al., 1975) et I’azasérine (Lilja et al., 1977).
Cependant I’injection de cette derniére induit des carcinomes acineux alors que la trés grande
majorité des tumeurs pancréatiques humaines sont des adénocarcinomes canalaires. De plus,
I’injection de ces produits par la voie intrapéritonéale induit des tumeurs dans d’autres
organes que le pancréas, comme le foie ou encore le rein. Afin de limiter cet effet, Rivera et
collaborateurs ont mis au point un mod¢le, basé sur I’injection de DMBA directement dans le
canal pancréatique principal, qui permet le développement de PDAC chez le rat (Rivera et al.,
1997). Ce modele reste aujourd’hui la référence dans les modéles de PDAC chez le rat (Wang
et al.,, 2011), mais reste en marge en comparaison des modéles murins aujourd’hui

disponibles.

On recense pres de 25 lignées cellulaires différentes isolées a partir de tumeur pancréatiques

humaines. Ces lignées, qui pour la plupart ont été caractérisées d’un point de vue génétique
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(Moore et al., 2001; Sipos et al., 2003; Monti et al., 2004), ont été massivement utilisées dans
des expériences de greffes chez la souris afin d’étudier les propriétés des tumeurs
pancréatiques en particulier en réponse a des traitements anti-cancéreux. Le type de greffe le
plus utilis¢é encore aujourd’hui, est I’injection en sous-cutanée de lignées cellulaires
pancréatiques humaines chez des souris immunodéficientes (xénogreffe hétérotopique). Ce
type d’approche a néanmoins de nombreuses limitations : cette stratégie ne permet ni
d’étudier les phases précoces de la transformation tumorale ni d’étudier I’interaction des
cellules cancéreuses avec le stroma tumoral et les cellules immunitaires. Concernant 1’¢tude
du caractére métastique des lignées tumorales, 1’injection intra-pancréatique de lignées
cellulaires humaines chez des souris immunodéficientes (xénogreffe orthotopique) est

privilégiée a la xénogreffe hétéropique sous-cutanée (Loukopoulos et al., 2004).

[1.3.2 Les modeles de souris génétiquement modifiées

La caractérisation moléculaire des tumeurs pancréatiques humaines a permis de
définir des cibles a activer ou a inactiver chez la souris afin de reproduire les Iésions
pancréatiques observées chez I’homme. On peut distinguer trois approches distinctes,
pouvant étre combinées, afin d’introduire ces mutations dans le génome de la souris : i)
I’expression de mutation constitutive (mutation exprimée dans 1’organisme entier ou dans un
organe spécifique), ii) D’expression conditionnelle (le systéeme Cre-Lox va permettre
I’expression de mutation uniquement dans les cellules exprimant la recombinase Cre) et iii)
I’expression inductible. En ce qui concerne les systémes inductibles, 1’expression des
mutations est dépendante de I’injection d’une drogue. Le systeme CreER-Lox permet
I’expression d’une protéine Cre fusionnée au domaine de liaison au ligand du récepteur a
I’cestrogene (ER). L’ajout de Tamoxiféne (agoniste du récepteur aux oestrogenes) permet la
translocation de la fusion Cre-ER dans le noyau permettant ainsi 1’expression inductible des
mutations dépendantes de la Cre. Concernant, le systtme TetON/TetOFF, 1’expression du
transgene est dépendante de la présence (TetON) ou de 1’absence (TetOFF) de stimulation

des cellules a la doxycycline (tétracycline synthétique).

Les approches constitutives ont démontré d’importantes limitations. Tout d’abord, la grande
majorité des mutations observés dans les PDAC, lorsque celles-ci sont exprimés dans

‘organisme entier, induisent soit une létalit¢ embryonnaire soit un développement de tumeurs
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Pdx1-Cre

ou Ptfla-Cre i

Homme

Figure 32 Expression Ciblée d’une forme mutante de Kras dans le pancréas de souris.
A- L’alléle LSL-Kras®'*” permet I’expression, aprés excision du STOP de transcription (STOP) par la
Cre recombinase, d’une forme mutante de Kras (Kras®'*?). (adapté d’aprés Pérez-Mancera, 2012). B-

. . 12D
Des souris exprimant Kras®

, spécifiquement dans les cellules épithéliales du pancréas (Pdx1-Cre ;
Kras“®'?®), développent des lésions PanIN ressemblant a celles observées chez I’homme. Ces lésions

peuvent évoluer en PDAC dans environ 10% des cas. (adapté d’apres Olive and Tuveson, 2006) ritustration

réalisée grace a Servier Medical Art



dans d’autres organes que le pancréas (Tuveson et al., 2004). Les études se sont alors
concentrées sur 1’expression de mutations spécifiquement dans le pancréas grice a
’utilisation de différents promoteurs. Le choix de ce promoteur est a faire en fonction de la
population pancréatique visée. On distingue notamment i) les promoteurs permettant
d’exprimer les mutations dans toutes les cellules du pancréas (Pdx1, Ptfla/p48), ii) les
promoteurs spécifiques des cellules acineuses (Elastase, Mistl et Nestine), iii) les promoteurs
spécifiques des cellules canalaires (CK19, CK5) et enfin vi) les promoteurs spécifiques des

cellules endocrines o (Glu) ou B (Rip) (Hruban et al., 2006; Ding et al., 2010).

De nombreux modeles ont été développés a partir de 2 lignées murines exprimant la Cre dans
toutes les cellules épithéliales du pancréas : Pdx1-Cre (Gu et al., 2002) et Ptfla/p48-Cre
(Kawaguchi et al., 2002). Ces 2 lignées peuvent potentiellement permettre 1’expression
d’alleles « floxés » (c’est a dire dont 1’expression est dépendante de la présence de site Lox)
dans toutes les cellules épithéliales du pancréas. Les modéles murins de PDAC ont pris un
tournant décisif avec la création d’un alléle permettant I’expression conditionnelle d’une
version mutée de Kras (mutation identique a celle observée dans les PDAC humains), I’all¢le
Lox-Stop-Lox-Kras®'?® (LSL-Kras“'?") (Jackson et al., 2001). Cet alléle, dont I’expression
est inductible par la Cre recombinase, a été¢ placé au niveau du locus endogéne de Kras.
Ainsi, sous I’action de la Cre recombinase, le signal d’arrét de transcription (Lox-Stop-Lox)

est excisé, permettant ’expression de 1’oncogéne Kras®'*"

sous le controle du promoteur
endogeéne. L’expression de cet oncogene, spécifiquement dans les cellules pancréatiques
grace aux lignées Pdx1-Cre ou Ptfla-Cre, induit, dans 100% des animaux, le développement
progressif de 1ésions précancéreuses de type PanIN pouvant évoluer dans 10% des cas en
PDAC (Hingorani et al., 2003) (Figure 32A). Le spectre des 1ésions développées chez ces

souris mime la progression des lésions observées chez ’homme (Figure 32B).

Comme cela a été exposé précédemment, au cours de la progression tumorale, 1’activation
oncogénique de Kras, est associée a I’inactivation de génes suppresseurs de tumeurs comme
p16™*/p14*%F TP53 ou encore SMAD4. De nombreux modéles ont alors été générés en
utilisant comme base commune, I’expression conditionnelle d’une forme mutante de Kras
(Kras®'?® ou Kras®'?") (Morris et al., 2010). Parmi ceux-ci, les modéles couplant I’activation
oncogénique de Kras®'?P avec I’inactivation du locus p16™<**/p14*RF (p16™**4/p192RF chez
la souris) (Aguirre et al., 2003) ou I’expression d’une forme dominante-négative de p53

(p53%'7*") (Hingorani et al., 2005) ont permis le développement des lésions cancéreuses
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PDAC Pancréatite

Figure 33 Modélisation de la Progression Tumorale du PDAC chez la souris.
L’inactivation de génes suppresseurs de tumeur (pl6™*/p19", TP53, Smad4 ou Brca2, ect...)
spécifiquement dans le pancréas, accélére la progression des Iésions induites par 1’oncogeéne
Kras®"?". L’inflammation du pancréas permet également d’accélérer le développement des PDAC.

(adapté d’aprés Pérez-Mancera et al., 2012) Tllustration réalisée grace a Servier Medical Art



métastatiques et ce, en quelques semaines. Enfin, il a également été montré que 1’induction
d’une pancréatite par la céruléine, accélérait ’apparition des PDAC chez des souris
génétiquement modifiées exprimant I’oncogene Kras (Guerra et al., 2007, 2011; Carricre et

al., 2009) (Figure 33).
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PARTIE 2 RESULTATS ET DISCUSSIONS
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Chapitre 1 Activation de la voie du TGFf au
cours de la tumorigenese pancréatique

Article 1

Bartholin, L., F.S. Cyprian, D.F. Vincent, C.N. Garcia, S. Martel, B. Horvat, C. Berthet, S.
Goddard-Leon, I. Treilleux, R. Rimokh, and J.C. Marie. Generation of mice with
conditionally activated transforming growth factor beta signaling through the TPRI/ALKS
receptor. Genesis (2008)

Article 2

Vincent, D.F., B. Kaniewski, S.E. Powers, C. Havenar-daughton, J.C. Marie, D. Wotton, and

L. Bartholin. Rapid Strategy to Detect the Recombined Allele in LSL-TPRI* Transgenic
Mice. Genesis (2010)

Article 3

Vincent, D.F., L. Alcaraz, J. Gout, V. Arfi, R M. Pommier, B. Kaniewski, S. Martel, S.

Goddard-Léon, A. Colombe, G. Fourel, I. Treilleux, U. Valcourt, P. Dubus, and L. Bartholin.
Transforming Growth Factor B Cooperates with Activated KRAS to Induce Pancreatitis in

Mice. In preparation
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I - Activation in vivo de la voie du TGF(3

Article 1

Bartholin, L., F.S. Cyprian, D.F. Vincent, C.N. Garcia, S. Martel, B. Horvat, C. Berthet, S.
Goddard-Leon, 1. Treilleux, R. Rimokh, and J.C. Marie. Generation of mice with
conditionally activated transforming growth factor beta signaling through the TBRI/ALKS
receptor. Genesis (2008)

Introduction

La voie de signalisation du TGFp intervient dans de trés nombreux processus
physiologiques comme I’embryogénése, la régulation du systéme immunitaire ou encore la
cicatrisation. Par conséquent, la perturbation de la voie du TGFpB est associée a des
pathologies trés différentes comme la fibrose, les maladies autoimmunes et le cancer. De
nombreux modéles murins ont permis d’étudier le role du TGFp in vivo en inactivant, dans
différentes compartiments cellulaires, les génes codant le TGFp, les récepteurs ou encore les
protéines SMADs. Cependant, aucun modele ne permettait de déterminer le rdle de
I’activation de la voie du TGF. Le premier objectif de ma these fut alors de développer un

modele murin permettant d’étudier in vivo I’activation de la voie du TGFp.

Résultats

Le modele que nous avons développé repose sur I’expression d’un récepteur de type |
au TGFP (TPRIVALKS) constitutivement activé. L’activation constitutive du récepteur TPRI
(appelé TPRI“Y) est rendue possible par I'introduction de trois mutations au niveau du
domaine GS du récepteur, responsable de la transduction du signal aux effecteurs cellulaires.
La fonctionnalité de cette construction a tout d’abord été validée in vitro. Pour cela, nous
avons montré que I’expression de TPRI® mimait I’activation de la voie du TGFp
(phosphorylation des Smads et activation de genes cibles). Afin d’étudier les effets de

I’activation de la voie du TGFp in vivo, nous avons généré une construction ou I’expression
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du transgéne TBRI" était dépendante de I’action de la Cre recombinase. Ce transgéne a
ensuite été intégré au niveau du locus HPRT, situé sur le chromosome X, pour générer un
nouveau modéle murin, le modéle LSL-TBRI“* (LSL : Lox-STOP-Lox). Grace a I"utilisation
de souris exprimant la Cre recombinase dans le compartiment lymphocytaire (CD4-Cre),
nous avons controlé que I’expression du transgéne TBRI®* induisait une activation ciblée de
la voie du TGFp spécifiquement dans les lymphocytes (CD4-Cre ; LSL-TBRI“Y™). Cette
activation n’affecte pas le développement des lymphocytes mais inhibe leur activation. Nous
avons également montré que expression du transgéne TPRI® dans les lymphocytes
permettait d’inhiber le développement d’une pathologie autoimmune induite par la perte du

récepteur TBRII dans ces mémes cellules (souris CD4-Cre ; TBRII™* ; LSL- TBRI“A™).

Conclusion

Ces résultats démontrent que nous avons réussi a générer un modele murin permettant
d’activer in vivo la voie du TGFB. Ce mod¢ele nous a notamment permis d’étudier certains

aspects de la biologie des lymphocytes T.
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Summary: We generated a transgenic mouse strain
(LSL-TBRICA) containing a latent constitutively active
TGFp type | receptor (TPRI/ALK5) by using a knock-in
strategy into the X chromosome-linked hypoxanthine
phosphoribosyl-transferase (Hprt) locus. Transgene
expression, under the control of the ubiquitous CAG
(human cytomegalovirus enhancer and chicken B-actin)
promoter, is repressed by a floxed transcriptional
“Stop” (LSL, Lox-Stop-Lox). In the presence of cre-
recombinase, the “Stop” is excised to allow T[}RICA
transgene expression. We showed that restricted
expression of TPRI®” in T lymphocytes efficiently acti-
vates TGFp signaling and rescues the T-cell autoimmune
disorders of TGFBRII conditional knockouts. Unexpect-
edly, our study reveals that TGFp signaling upregulation
controls T-cell activation but does not impair their devel-
opment or their peripheral homeostasis. In addition to
the information provided on TGFp effects on T-cell biol-
ogy, LSL-TBRICA mouse constitutes an attractive tool to
address the effect of TGFp signaling upregulation in
any cell type expressing the cre-recombinase. genesis
46:724-731,2008. Published 2008 Wiley-Liss, Inc.
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Transforming growth factor beta (TGFR) is a cytokine
belonging to a large family that includes the TGFfs,
bone morphogenic proteins, and activins. The three iso-
forms of TGFB (TGFB1, TGFB2, and TGFB3) are
secreted at different levels by most cell types, and they
serve as positive and negative regulators of differentia-
tion and proliferative programs (Letterio and Roberts,
1998). TGF plays a crucial role in physiological pro-
cesses during embryonic development, immune
response, cell growth control, and wound healing. Ani-

mals deficient in either TGFR2 or TGF(3, die during
embryogenesis. In contrast, a proportion of TGFBlnull
embryos survives until birth, and those which are born,
rapidly demonstrate tissue damages, autoimmune dis-
eases, and immune system disorders, culminating in
their death by 3 weeks of age (Kulkarni et al., 1993;
Shull et al., 1992). All three TGFQ isoforms signal
through a common heterodimeric serine/threonine ki-
nase receptor (Massague et al., 1992) composed of two
subunits, TRRII and TPRRI (also termed activin receptor-
like kinase 5, ALKS5). Upon binding to its receptors,
TGFf induces the kinase activity of the intracellular do-
main of the TRRII subunit, which in turn phosphorylates
the GS (Gly/Ser/Thr-rich) box of the TRRI subunit. After
another round of catalytic phosphorylation, the latter
facilitates Smad-dependent regulation of gene transcrip-
tion and activates several other signaling pathways (Der-
ynck and Zhang, 2003). TBRI phosphorylation on its GS
box is essential for signaling because signal transduction
is abolished by replacing serine/threonine residues with
nonphosphorylatable amino acids (Wrana et al., 1994).
Reciprocally, substitution of threonine 204 with aspartic
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CONDITIONAL ACTIVATION OF TGFB SIGNALING IN VIVO

acid causes the autophosphorylation of TBRI in the ab-
sence of TGFp and TRRII (Wieser et al., 1995).

TGFB’s effects are very finely tuned, depending on
both its local concentration and the cellular differentia-
tion state. Perturbation of TGF[3 signaling results in a
wide range of pathological affections such as fibrosis, ter-
atogenesis, carcinogenesis, and immune system diseases.
In the immune system, deprivation of TGF[3 signaling
selectively in T cells is associated with life-threatening
autoimmune syndromes, affecting both lymphocyte ho-
meostasis and activation (Li et al., 2006; Marie et al.,
2006; Rubtsov and Rudensky, 2007). The broad expres-
sion of TGF[ receptors on numerous cell types makes
difficult to decipher the results obtained by injection of
recombinant TGFf3 (Rubtsov and Rudensky, 2007).

In the absence of a suitable mouse model, the effects
of TGFf signaling upregulation on T-cell biology remain
elusive. To address the precise role of TGFP signaling
upregulation in the T-cell compartment, we have gener-
ated transgenic mice bearing a conditionally expressed,
constitutively active form of the TPRRI receptor (LSL-
TBRI“* mouse strain). Transgene expression repressed
by a floxed transcriptional “Stop” (LSL, Lox-Stop-Lox)
can be activated in the presence of cre-recombinase af-
ter excision of the “Stop” signal. By breeding the LSL-
TBRI* transgenic animals with CD4-cre mice, in which
the expression of cre-recombinase is limited to 3T lym-
phocytes, we restricted TBRI“* expression to afT cells.
In the resulting animals, we analyzed the effect of upre-
gulation of TGFf signaling from early thymic differentia-
tion to mature T-cell differentiation. We demonstrated
that restricted TGF signaling upregulation in T cells
blocks their activation without, surprisingly, affecting
their development, maturation, homeostasis, and periph-
eral steady-state activation.

To definitively assess the role of TGF[3 signaling activa-
tion on the T-cell compartment, we generated transgenic
mice with a conditionally expressed, constitutively
active form of TGFB type 1 receptor (TBRI“Y) due to
three missense mutations in the GS domain: T204D that
constitutively activates the TPRI kinase (Wieser et al.,
1995) and L193A/P194A that prevent binding of the
TBRI inhibitor, FKBP12 (Charng et al., 1996). TBRI“* is
HA-tagged at the C-terminus end to facilitate further
detection. We first verified in vitro that transient expres-
sion of TRRI“* could efficiently mimic TGF[3 signaling
activation as previously described by others (Wieser
et al., 1995). To validate the expression and the func-
tionality of TBRI“* in mammalian cells in vitro, HepG2
cells were transiently transfected with a TBRI“* ex-
pression vector. Western blot analysis using an anti-HA
antibody confirmed the cellular expression of the
TBRI“*-HA fusion protein at the expected size (Fig. 1a).
At the functional level, luciferase assays showed that
TBRI“* was sufficient to activate the expression of a lu-
ciferase reporter gene (CAGA-Luc) under the control of
Smad binding elements (SBE) (Fig 1b). Because the acti-
vation of TGFP signaling leads to the activation of
numerous genes, we analyzed the expression of several
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FIG. 1. In vitro expression of TBRI®* mimics TGF activation. In

(@), (b), and (c), HepG2 cells were transiently transfected with a
TBRIC” expressing vector. (a) Western blot analysis using an anti-HA
antibody confirmed the cellular expression of the TBRI-HA fusion
protein at the expected size. (b) Luciferase assay showed that
TBRI®* was sufficient to activate the expression of a luciferase re-
porter gene (CAGA-Luc) under the control of Smad Binding Ele-
ments (SBE). (c) RT-PCR analysis revealed that TBRI®* was able to
activate the expression of several TGFB endogenous target genes
such as Fstl3, Pai1, Pmepal, and Smad7.

of them. RT-PCR analysis revealed that TBRI“* was able
to activate the expression of several TGF@ endogenous
target genes such as Fsti3 (Follistatin-like 3), Pail (Plas-
minogen activator inbibitor 1), Pmepal (Prostate
transmembrane protein, androgen induced 1), Smad7
(Fig. 10). In all, this first set of experiments confirms that
TBRI“* expression can mimic TGFR treatment in vitro.
Next, we used a knock-in strategy into the X chromo-
some-linked hypoxanthine phosphoribosyl-transferase
(Hprt) locus to generate transgenic mice containing a
latent TBRI“* transgene. It is important to emphasize
that the resulting transgenic animals harbor a functional
Hprt gene. This strategy does not generate Hprt knock-
out mice because Hprt function initially impaired in the
ES cells we used is restored by the knock-in, allowing
positive selection of recombined ES cells on HAT (hypo-
xanthine aminopterin thymidine) selective medium (see
material and methods section for details). Transgene
expression, under the control of the composite constitu-
tive CAG (human cytomegalovirus enhancer and
chicken {3-actin) promoter, is repressed by a floxed-tran-
scriptional Stop (LSL, Lox-Stop-Lox). In the presence of
cre-recombinase enzyme, the “Stop” signal is excised to
allow transgene expression; hence, this system allows
cell-specific expression of TBRI“* restricted to cre-
expressing cells (Fig. 2). After ES cell electroporation,
three ES cell clones were isolated and 220 blastocysts
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FIG. 2. Transgenesis strategy to generate LSL-TRRIA

mouse strain. Site-directed TBRI®* transgene integration by homologous recombi-

nation into the mutated Hprt locus of PBES cells and cre-mediated excision of the transcriptional “Stop” allowing TBRI®* expression are
represented. Numbered gray boxes, Hprt exons; P, Hprt promoter; CAG, composite constitutive CAG (human cytomegalovirus enhancer
and chicken B-actin) promoter; LSL, floxed-transcriptional Stop; hatched boxes, Hprt homology arms allowing homologous recombination
and insertion of one single copy of the transgene at the Hprt locus; HA, hemagglutinin tag epitope.

were then injected with ES cells from two clones and
reimplanted in 15 female mice. We obtained 18 male chi-
meras (FO, 10-100% chimeric). To check germline trans-
mission of the TBRI“* transgene and generate heterozy-
gous F1 animals, we bred chimeric males with pure
C57Bl/6] females (Fig. 3). As predicted by X-linked allele
transmission, only F1 females were positive for the trans-
gene (LSL-TRRI“* ") Breeding between F1 heterozy-
gous females and chimeric males allowed us to generate
F2 hemizygous males (LSL-TBRI“* '°*° bearing 1 single
copy of the transgene on the unique X chromosome)
and F2 homozygous females (LSL-TRRI“* 1'% bearing
2 copies of the transgene, one on each X chromosome)
used in all the following experiments. Because LSL-
TRRI* '°*° hemizygous males and LSL-TRRICA 'o¥/1ox
homozygous females were phenotypically undistinguish-
able, we will indifferently name them LSL-TBRI“* in the
rest of the article.

To selectively express TBRI* in T cells, LSL-TBRI“*
mice were bred with mice bearing the cre-recombinase
under the control of a CD4 promoter (CD4-cre mouse
strain) allowing a restricted expression of the Cre pro-
tein in T lymphocytes (Lee et al., 2001). RT-PCR showed
that TBRI“* mRNA was highly expressed in T lympho-
cytes from CD4-cre; LSL-TRRI* mice, whereas the trans-
gene expression was barely detectable in T lymphocytes

from a control LSL-TBRI* littermate lacking the CD4-cre
allele, attesting that transgene expression is efficiently
regulated by the cre-recombinase (Fig. 4a). Q-PCR
experiments revealed that TBRI“* transgene activation
(about 70-fold increase) was efficiently restricted to the
T-cell compartment in CD4-cre; LSL—T[?:RICA mice (Fig.
4b). In agreement with these observations, western-blot
analysis revealed that TBRICA protein was expressed in
purified T lymphocytes from CD4-cre; LSL-TBRI“* mice
and was not detectable in T cells from a LSL-TBRI“* con-
trol littermate (Fig. 4¢). TBRI“* expression is associated
with a significant increased phosphorylation of Smad2
protein, demonstrating the capability of TBRI“* to con-
stitutively turn on TGF signaling pathway in T cells
in vivo (Fig. 4¢).

In CD4-Cre; TRRII'°* mice, the deprivation of
TRRIL in T cells leads to the early onset of an aggressive
autoimmune disease with multiple tissue lesions similar
to that of observed in animals deficient in TGFB1 (Li
et al., 2006; Marie et al., 2006). This life-threatening dis-
ease is due to an overactivation of T lymphocytes. It was
then tempting to evaluate whether constitutively active
type I receptor could bypass lack of type II receptor sig-
nal as type I receptor acts downstream type II receptor.
To test this hypothesis and then validate the functional-
ity of the TBRI* transgene in vivo, we generated CD4-
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cre; TRRI'°%; LSL-TBRI“® mice. Although CD4-cre;
TRRII'** mice die by 3 weeks of age from a rampant
wasting autoimmune disease, CD4-cre; LSL-TBRICA;
TRRI'** mice appeared to be healthy and reached
adulthood without any autoimmune clinical signs. We
monitored activation markers such as CD69, CD44, and
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FIG. 3. Breeding strategy to generate LSL-T) ERICA animals. We
generated heterozygous F1 females (LSL-TBRI®* ') to validate
germline transmission of the transgene from a FO chimera male x
C57BI/6J female breeding. Next, we generated hemizygotes F2
males (LSL-TBRI®* '’ and homozygous F2 females (LSL-TBRI*
lox/loxy from a FO chimera male x F2 LSL-TBRICA '+ heterozygous
female breeding. PCR on genomic DNA were performed using a first
set of primers detecting the presence of the TBRI®* transgene and a
second set of primers detecting the wild-type Hprt locus. Notewor-
thy that when TBRICA transgene is inserted, Hprt locus is disrupted
and is no longer detected with the second set of primers.
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CDO62L (Fig. 5a). Interestingly, CD69 and CD44 upregula-
tion as well as CD62L downregulation observed in T
cells from CD4-cre; TBRII''°* mice were not observed
in T cells from CD4-cre; TRRII''*; LSL-TRRI“* mice.
Liver is a commonly severely affected organ in CD4-cre;
TRRII''* mice (Marie et al., 2006). We then decided
to compare by histolog}r, immune disease progression in
both CD4-cre; TBRII''°* and CD4-cre; TRRII'¥'**; LSL-
TBRI“* mice (Fig. 5b). The Portal tracts (“stars” on Fig.
5b) from CD4-cre; TBRIIIOX/ mice were enlarged and
contained congestive vessels, a hallmark of inflammatory
processes. In these mice, the portal tracts were infil-
trated by numerous mononuclear cells recognized as
lymphocytes (Fig. 5b1, 5b3). In contrast, in the portal
tracts from CD4-cre; TRRII''*; LSL-TBRI“* mice, lym-
phocytes were rarely detected (Fig. 5b2, 5b4). All these
observations demonstrate that TBRI“* expression can
efficiently rescue the early onset autoimmune disorder
observed in CD4-cre; TRRII''°* mice, validating the
in vivo functionality of the TBRI“* transgene in the T-cell
compartment.

Because the CD4-cre transgene is efficiently expressed
at the double positive stage of thymocyte development
(Marie et al., 2006), both CD4" and CD8" T cells from
CD4-cre; LSL-TBRI“* mice are expected to express
LSL-TRRI“*. Thus, we investigated the effect of the
activation TGFf signaling on thymocyte development.
Thymus cellularity and the size of double negative (DN),
double positive (DP) as well as both CD4 and CD8 single
positive (SP) thymocyte subsets were indistinguishable
between mutant and wild-type mice (Fig. 6a). Absolute
numbers of CD4" and CD8" T cells from either CD4-
cre; LSL-TBRI“Y mice or their control littermates were
also the same (data not shown). Expression of thy-
mocyte maturation makers, CD24, CD69, Qa-2, on SP
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FIG.4. Targeted expression of TBRI®* transgene in T Iymphocytes (a)
on total RNA from purified T cells from wild-type, LSL-TRRI®*

or CD4-cre; LSL-TBRI®

) Detection of TPRICA mRNA by semi- quantltatlve RT-PCR performed
mice. (b) Detection of TBRI®* mRNA by quantitative

Beells

RT-PCR performed on total RNA from either purified T cells or purified B cells from CD4-cre; LSL-TBRI® mice. (c) Detection of LSL-TRRICA-
HA fusion protein, endogenous Smad? and phospho-Smad2 by western-blot analysis performed T cells lysates from wild-type, LSL-TBRI®A

and CD4-cre; LSL-TBRI*" mice.
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thymocytes was similar to that of control littermates
(Fig. 6b). After the analysis of development and matura-
tion of T cell, we examined whether the upregulation of
TGEFf signaling could affect peripheral T lymphocyte ho-
meostasis and steady-state activation in both spleen and
lymph nodes. Interestingly, activation markers such as
CD44, CD62L, and CDG69 on T cells from CD4-cre; LSL-
TBRI“* mice were not significantly different from that
observed in T cells from wild-type animals (Fig. 6¢).
However, TBRI“* highly repressed TCR activated T
lymphocytes activation based in a proliferation assay
(Fig. 6d). Thus, the upregulation of TGF@ signaling does
not affect steady-state activation and homeostasis of pe-
ripheral T cells but efficiently control T-cell activation
due to TCR engagement.

During the last two decades, many roles of TGF(3 sig-
naling activation on T-cell biology have been taken for
granted from in vitro observations in spite of the ab-
sence of in vivo validation due to the lack of a suitable
mouse model.

Here, we have created an original conditional trans-
genic mouse strain expressing a constitutively active
TRRI. These mice allowed us to demonstrate for the first
time, that in vivo upregulation of TGF[3, controls T-cell
activation after their TCR engagement, without impair-
ing development, maturation homeostasis, and steady-
state activation. These observations on thymic develop-
ment and maturation, along with our previous work
showing that deprivation of TGF[(3 signaling does not
affect development and maturation of DP thymocytes
(Marie et al., 2006) clearly demonstrate that these two
processes are independent of TGF(. Moreover, results
on peripheral homeostasis and steady-state activation
are in total agreement with the fact that tissues express-
ing high levels of TGFf, such as the ocular chamber of
eye or testis, are characterized as highly antigen tolero-
genic tissues while T lymphocytes proportions seems to
be not affected in these organs (Rubtsov and Rudensky,
2007).

‘We now can propose a comprehensive model explain-
ing the role of TGFP in T cells in vivo: Endogenous
TGFfB signaling in T lymphocytes is at a high enough
level in the organism to control T cell steady-state activa-
tion preventing T-cell autoreactivity that would cause
auto-immune diseases. When T cells receive a TCR acti-
vation signal from infectious agents or cancer cells, en-
dogenous TGFP signaling is no longer sufficient to
repress T-cell activation, allowing then a physiological
immune response. When TGFP expression is upregu-
lated in pathological processes such as in cancer, high
TGFf levels in the tumor microenvironment will effi-
ciently participate to the escape of tumor immune sur-
veillance and will promote tumor growth.

In addition to information provided on TGF( effects
on Tcell biology, our cre-inducible LSL-TBRI“* trans-
genic mice provide an attractive tool that can be used to
address the ambiguous role of TGFf in many biological
functions ranging from cancer development to organ
and tissue differentiation. Indeed, the studies that previ-
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ously addressed the role of TGFf activation in biological
processes such as heart development (Charng et al.,
1998) or tumorogenesis (Siegel et al., 2003) used TRRI
constitutively active mutants under the control of organ-
specific promoters. These strategies prevented the use
of the created transgenic animals to study the role of
TGFf signaling activation in other organs or cell types.
In contrast, the conditional LSL-TBRI“* transgenic
mouse strain that we have created allows to activate
TGEp signaling in virtually any cell-type after breeding
with a mouse strain expressing the cre-recombinase in a
specific cell type thereby opening a large area of
investigations.

MATERIALS AND METHODS

Mice

CD4-cre; TRRI'*°* mice were generated as previ-
ously described (Marie et al., 2006). Transgenic LSL-
TBRI“* mice were generated as described in Figure 2.
The “composite” CAG promoter (Niwa et al., 1991) and
the Lox-Stop-Lox “cassette” (Sauer, 1993) were posi-
tioned upstream of the fusion TERI“*-HA fusion gene
within the Gateway pENTRI1A plasmid (Invitrogen,
Carlsbad, CA). Using the Gateway in vitro recombinase
system, the CAG-LSL-TBRI“HA cassette was then
inserted into a Hprt gene targeted vector (Denarier
et al., 2005) containing homologous arms to what is
present in the genome of the PBES cells so that it can
recombine by homologous recombination. The targeted
vector also contains Hprt regions deleted in the BPES
line, e.g., promoter, exonl, and exon2. After electropo-
ration into Hprt-deficient BPES cells (Bronson et al.,
1996; Farhadi et al., 2003), homologous recombination
simultaneously restores the deleted Hprt locus in BPES
cells and inserts a single copy of the transgene construct
into the Hprt 5'flanking region. Clones undergoing ho-
mologous recombination were isolated by virtue of their
resistance to HAT selection. Only BEPS cells expressing
both hypoxanthine phosphoribosyl transferase (Hprt)
and thymidine kinase (Tk) can survive in HAT medium.
Aminopterin (a drug that acts as a folate metabolism in-
hibitor by inhibiting dihydrofolate reductase) inhibits de
novo synthesis of nucleosides, which is absolutely
required for DNA synthesis and cell division to proceed.
The other components (hypoxanthine and thymidine)
provide cells expressing the Hprt and Tk enzymes with
the raw material to evade the blockage (the “salvage
pathway”). Hprt and Tk supply them from hypoxanthine
and thymidine, which are intermediates in DNA synthe-
sis—a purine derivative and a deoxynucleoside, respec-
tively. ES cell clones produced were used to generate
chimeric mice via blastocyst microinjection according to
standard procedures. All mice were maintained in a spe-
cific pathogen-free animal facility at the “Plateau de Biol-
ogie Expérimentale de la Souris” and the “Centre Léon
Bérard” (Lyon, France) and handled in the accordance
with the institutional guidelines.
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DNA and RNA Analyses

Genomic DNA was isolated and purified from tail bi-
opsy by HotShot (Truett et al., 2000). Total RNA was
extracted from purified thymocytes by RNeasy mini kit
purification (Qiagen, Hilden, Germany). The cDNA was
used as template with RT Kit Super script II (Invitrogen).
Semi-quantitative PCR was performed with Platinium
Taq DNA polymerase (Invitrogen). Real-time quantitative
PCR (iTaq SYBR Green super mix Biorad, Hercules, CA)
was performed using an AB Prism PCR-Q V2 thermocy-
cler (annealing temperature, 55°C). All of the real-time
values were averaged and compared using the cycle
threshold (CT) method, where the amount of target RNA
(2724l was normalized to the endogenous (-actin ref-
erence (ACT). The amount of target in LSL-T BRICA ES
cells was set as the calibrator at 1.0. The values repre-
sent the standard errors of a representative experiment
performed in duplicate.

Primers

Genotyping

TRRI“*  5'-ttgtgaacagaagttaagg-3’;  5'-agaaagaacaat
caagggtcc-3’

Hprt 5'-gagggagaaaaatgcggagtg-3’; 5'-ctccggaaagcagt
gaggtaag-3’

Semi quantitative RT-PCR

TRRI“* 5'-ttgtgaacagaagttaagge-3’; 5'-agcataatcaggaa
catcat-3’

Fstl3 5'-gcgaattcacgtcacctacatctecteg-3';
cacgaagttctcttectette-3’

Pail 5'-catggggccatggaacaagg-3’; 5'-cttcctgaggtegactt
cag-3/

Pmepal 5'-cttcctgaggtcegacttcag-3';
cactgtcg-3’/

5'-gcggatcc

5'-ctatccatcaggt

Smad7 5'-ccttagecgactctgegaacta-3'; 5'-tgcat
aaactcgtggtcattgg-3’
Gapdh  5'-cggagtcaacggatttggtcgtat-3’;  5’-agecttcte
catggtggtgaagac-3’

Quantitative RT-PCR

Bactin “RT PCR primer set for mouse [-actin (Super-
array PPM 02945A; Frederick, MD)”

TRRI“*5-ttgtgaacagaagttaagge-3'; 5'-agcataatcaggaacat
cat-3’

Cell Culture, Transient Tranfections,
and Reporter Assays

Culture and transfection conditions of human hepato-
cellular carcinoma cell line HepG2 were described previ-
ously (Bartholin et al., 2001). TBRICA cDNA and CAGA-
Luc reporter plasmid were, respectively, obtained from
Dr. Schneider (Charng et al., 1996) and Dr. Gauthier
(Dennler et al., 1998). For in vitro T-cell stimulation, puri-
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fied CD4 were cultured for 96 h in 24 well plates coated
with 10 pg/ml of anti-CD3 (2C11) (BD Biosciences, Frank-
lin Lakes, NJ) and 5 pg/ml of anti-CD28 (eBioscience, San
Diego, CA) in RPMI 1640 supplemented with 5% FCS,
200 mM r-glutamine, 10 mM HEPES, and 100 U/ml of pen-
icillin/streptomycin (all from Invitrogen).

Western Blot

Western blot analysis on HepG2 transfected with
PCMV-TBRI* and primary lymphocytes was performed
as previously described (Bartholin et al., 2001). We used
anti-HA antibody (Clone ¥-11, Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA), anti-phospho-Smad2 (#3101, Cell Sig-
naling Technology, Danvers, MA) and anti-Smad2
#51-1300, Invitrogen) and peroxydase-labeled anti-rab-
bit secondary antibody (#P0448, Dako) antibodies.

Histology and Immunohistochemistry

Histology and immunohistochemistry on liver were
performed as previously described (Treilleux et al.,
2004) except that antigen retrieval was done at 9.9 pH.
Anti-CD3 antibody (Clone M-20, Santa Cruz Biotech-
nology) was diluted at 1/200.

Cell Isolation and Flow Cytometric Analysis

B and T lymphocytes were purified with an AutoMACS
Pro magnetic cell sorter and magnetic beads (Miltenyi
Biotec, Gladbach, Germany) as previously described
(Marie et al., 2005). Flow cytometry analyses were car-
ried out with a FACS Canto (BD Biosciences) and ana-
lyzed using Flow Joe software. Anti-mouse CD4 (L3T4),
CD44 (IM7), CDG2L (MEL-14), CD69 (H1.2F3), Qa-2
were purchased from BD Biosciences.
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Introduction

Nous avons démontré dans le premier article (Bartholin et al., 2008) que la lignée
murine LSL-TPRI* était fonctionnelle et permettait d’activer la voie du TGFP dans le
compartiment lymphocytaire. Afin d’élargir le champ d’application de ce modele, nous avons
mis au point un systtme de PCR permettant d’attester de la recombinaison et donc,
indirectement, de 1’expression du transgéne LSL-TBRI“* dans différents compartiments in

Vivo.

Reésultats

Nous avons tout d’abord mis au point une stratégie de génotypage permettant de
détecter, a partir d’ADN génomique, la recombinaison du transgéne LSL-TBRI*. Gréce a
I'utilisation de différentes Cre recombinases, nous avons visualisé la recombinaison du
transgéne LSL-TPRI“* dans différents organes et compartiments cellulaires tels que le
pancréas (Pdx1-Cre), le foie (Alb-Cre), les lymphocytes (CD4-Cre) ou encore 1’épiblaste

embryonnaire (Sox2-Cre).

Conclusion

Ces résultats démontrent que 1’alléle TBRI®*, permet d’étudier 1’activation de la voie
du TGFp potentiellement dans n’importe quel type cellulaire. Il "suffit" pour cela de disposer

d’une lignée murine exprimant la Cre recombinase dans le compartiment d’intérét.
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Summary: We have previously generated a transgenic
mouse strain (LSL-TPRI®?) containing a Cre-inducible
constitutively active TGFp type | receptor (Bartholin
et al., 2008, Genesis 46: 724-731). Transgene expression
depends on the excision of a floxed-transcriptional
STOP (LSL, Lox-STOP-Lox) located upstream the
TBRICA coding sequence. To evaluate the correct exci-
sion of the STOP signal in the presence of Cre-recombi-
nase, we developed a rapid screening based on an origi-
nal PCR genotyping strategy. More precisely, we
designed a set of primers flanking the LSL containing
region. The size of the amplified products will differ
according to recombination status of the LSL-TBRI®* al-
lele. Indeed, the size of the STOP containing PCR prod-
uct is 1.93 kb, but is reduced to 0.35 kb when the STOP
signal is removed after Cre-mediated recombination. We
validated excision in several compartments, including
pancreas, liver, T lymphocytes, and embryos using dif-
ferent Cre expressing transgenic mouse strains. This
represents a simple and efficient way of monitoring the
tissue specific recombination of the LSL-TRRI* allele.
genesis 48:559-562, 2010. © 2010 Wiley-Liss, Inc.

Key words: TGF; LSL; PCR; loxP; CRE recombinase

The Cre/LoxP site-specific recombination system of bac-
teriophage P1 is a powerful system that is widely used in
genetic engineering to target mutations to a specific cell
types. We have previously generated a transgenic mouse
strain (LSL-TBRI“Y) containing a latent constitutively
active TGFp type I receptor by using a knock-in strategy
into the X chromosome-linked hypoxanthine phosphori-
bosyl-transferase (Hprt) (Bartholin et al., 2008) (Fig. 1).
Transgene expression, under the control of the compos-
ite constitutive CAG (human cytomegalovirus enhancer
and chicken B-actin) promoter, is prevented by a floxed-
transcriptional STOP (LSL, Lox-STOP-Lox). In the pres-
ence of Cre recombinase, the “STOP” signal is excised to

allow transgene expression. LSL-TBRI“* mice represent
a unique and powerful tool to specifically activate TGF(
signaling in a cell autonomous manner through the con-
ditional activation of the TGFf type I receptor. In our
previous studies, we targeted the activation of LSL-
TBRI“* transgene in T lymphocytes (Bartholin et al.,
2008; Doisne et al., 2009). Transgene expression was
verified by RT-qPCR and western blot. Transgene func-
tionality was validated by monitoring Smad2/3 phospho-
rylation, Smad4 nuclear accumulation, and activation of
TGEFP target genes, such as PAI-1 or JunB (Bartholin
et al., 2008; Doisne et al., 2009). However, we did not
investigate in those studies the genomic rearrangement
occurring at the LSL-TBRI“* locus induced by Cre
recombinase. This rearrangement, consisting of the exci-
sion of the STOP signal, is the first irreversible in vivo
step for transgene expression. The possibility to monitor
this genomic recombination represents a convenient,
reliable, and very sensitive strategy to validate Cre-medi-
ated recombination in the compartment of interest. We
generated females with the three following genotypes:
wild type (+/+, no TBRICA), heterozygous (lox/+, one
TRRI“ allele), and homozygous (lox/lox, two TRRI“* al-
leles). Genotyping PCR experiments were performed on
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FIG.1. LSL-TRRI®*transgene at the Hprt locus. (a) Site-directed TBRI® transgene integration by homologous recombination into the Hprt

locus and Cre-mediated excision of the transcriptional “STOP” allowing TBR

I°A expression are represented. Specific sets of primers allow-

ing genotyping are shown and the expected size of amplified bands is also represented. Numbered gray boxes, mouse Hprt exons; Num-
bered yellow boxes, human Hprt exons; P, Hprt promoter; CAG, composite constitutive CAG (human cytomegalovirus enhancer and chicken

B-actin) promoter; LSL, floxed-transcriptional STOP; hatched boxes,

Hprt homology arms allowing homologous recombination and inser-

tion of one single copy of the transgene at the Hprt locus; pA, polyadenylation signal; HA, hemagglutinin tag epitope. (b) Sequence of pri-
mers used for PCR genotyping (size of corresponding amplified fragments is shown on the right).

genomic DNA extracted from different organs samples
using the three set of primers. We previously reported
(Bartholin et al., 2008; Doisne et al., 2009) a primer set
specifically designed to detect the presence of the
TRRI“* transgene. The forward primer (pRCA) is located
in the 3’ end of the TBRI“* coding sequence and the
reverse primer (pPA) is located in the polyadenylation
signal (Fig. 1). As expected, these primers amplify a
band of 0.3 kb only in homozygous and heterozygous
mutant animals (Fig. 2a). Once the transgene is inserted,
the Hprt locus is disrupted then providing a convenient
way to discriminate homozygous (lox/lox) and heterozy-
gous (lox/+) mutant animals. Indeed, contrary to homo-
zygous (lox/lox) females, heterozygous (lox/+) females
still have a wild type Hprt allele that we can detect using
a second set of primers (Bartholin et al., 2008; Doisne
et al., 2009). The forward primer (pHPRTY) is located in
the mouse Hprt endogenous promoter and the reverse

genesis DOI 10.1002/dvg

primer (pHPRTY) is located in the mouse Hprt Exon 1,
which is replaced by human Exon 1 when the TBRI“*
transgene is inserted (Fig. 1). pHPRTr primer specifically
recognizes a nucleotide sequence that is not conserved
between mouse and human Hprt genes to permit the
detection of the murine wild type Hprt allele. As
expected, this second set of primers amplifies a band of
0.3 kb only in wild type (+/+) and heterozygous
(lox/+) individuals (no band in homozygous mutants)
(Fig. 2a). To discriminate non-recombined (STOP signal
is present) and recombined (STOP signal is excised)
TRRI“* alleles, we set up a PCR-based genotyping strat-
egy, enabling rapid screening for the STOP signal exci-
sion that occurs in the presence of Cre recombinase. We
designed a third set of primers flanking the LSL contain-
ing region (Fig. 1). The forward primer (pCAG) is
located in the 3’ end of the CAG promoter and the
reverse primer (pTRRD is located in the 5’ end of
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using three different sets of primers. (a) PCR performed on tail snips from LSL-TRRICA 1©1o% | S| -TRRICA ' and LSL-TRRI®

*/* females.

pRCA/pPA primers confirmed the presence of the transgene in LSL-TRRICA 19¥/°X and LSL-TRRIA '°1* individuals. pHPRT/pHPRTr primers
confirmed the absence of wild type mouse Hprt gene (WT Hprt) in LSL-TBRI®” '*°% individual. (b) PCR performed on E7.5 embryos with
LSL-TBRICA °* with or without the Sox2-Cre transgene to explore the excision of the floxed STOP signal located upstream the TBRI®A
coding sequence. Correct excision of the STOP signal is monitored by the presence of a 0.35 kb recombined band present only in Sox2-
Cre; LSL-TRRI®A "' individuals. (¢) PCR performed on specific organs to validate that STOP excision could be targeted in a specific cellu-
lar compartment inside the same individual. Excision was analyzed in pancreas, liver, and T lymphocytes using tissue specific Cre recombi-
nases (Pdx1-Cre for pancreas, Alb-Cre for liver and CD4-Cre for T lymphocytes). [Color figure can be viewed in the online issue, which is

available at wileyonlinelibrary.com.]

the TBRI“* coding sequence. The expected size of the
amplified fragment is 1.93 kb if the STOP signal is pres-
ent (non recombined mutant allele). The expected size
of the amplified fragment drops to 0.35 kb when the
STOP signal is removed after Cre-mediated recombina-
tion (recombined mutant allele). To visualize this recom-
bination #n wvivo, we bred epiblast specific Sox2-Cre
(Hayashi et al, 2002) heterozygous mice with LSL-
TBRI“* " mice. Whole embryos were removed at
E7.5 and genotyped using the pCAG/pTBRI primer set. As
expected, PCR performed with Sox2-Cre; LSL-TBRI* ¥
embryos detected a 0.35 kb band, validating the correct
excision of the STOP signal (Fig. 2b). In the absence of
Sox2-Cre allele, a 1.93 kb band characterizing the non-

recombined LSL'TBRI“* '™ allele is observed. This result
demonstrates that the pCAG/pTRRI primer set we
designed here allows visualizing LSL'TBRI“* recombination
occurring #n vivo in a whole embryo expressing the Cre
recombinase. We next attempted to determine whether
organ-specific in vivo recombination could be detected. To
that end, we tested specific recombination in three differ-
ent compartments: pancreas, liver, and T lymphocytes. LSL-
TBRI“* mice were crossed with Pdx1-Cre mice, which
express the Cre recombinase during early embryogenesis
in pancreatic cells from all lineages (endocrine, acinar, cen-
troacinar, and ductal cells) (Gu et al, 2002). LSL-TRBRI“*
mice were also crossed with Alb-Cre mice (Postic et al.,
1999) (expression of Cre recombinase in the liver under

genesis DOI 10.1002/dvg
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the control of the albumin promoter) and CD4-Cre mice
(Lee et al., 2001) (expression of Cre recombinase in T lym-
phocytes under the CD4 promoter). Recombination in the
progeny obtained from these crosses and bearing both Cre
and LSL'TBRI“* transgenes was then analyzed by PCR (Fig.
20). As expected, the 0.35 kb recombined band was
observed only in organs that express Cre recombinase, €.g.
in the pancreas of Pdx1-Cre; LSL-TBRI“*, in the liver of Alb-
Cre; LSL-TRRI®Y, and in the T lymphocytes of CD4-Cre;
LSL-TRRI“Y. In each case PCR performed from tails snips or
ear punches revealed the presence of the 1.93 kb band
attesting to the presence of the non-recombined allele.
This represents a simple and efficient way of monitoring
the recombination status of the LSL'TBRI“* allele.

MATERIALS AND METHODS

Mice

We generated LSL-TBRI“Y transgenic animals (Bar-
tholin et al., 2008) by inserting at the Hprt locus of the
Lox-STOP-Lox cassette positioned upstream of constitu-
tively active TGFB type I mutant receptor because of
three missense mutations: T204D that constitutively acti-
vates the TRRI kinase (Wieser et al., 1995) and L193A/
P194A that prevent binding of the TRRI inhibitor,
FKBP12 (Charng et al., 1998). Pdx1-Cre (pancreas) (Gu
et al., 2002), CD4-Cre (T lymphocytes) (Lee et al.,
2001), Alb-Cre (liver) (Postic et al., 1999), and Sox2-Cre
(embryos) (Hayashi et al., 2002). Mouse strains were
previously described and published by others. All ani-
mals were handled in accordance with either institu-
tional or regional guidelines.

Samples Preparation

DNA was isolated and purified from different tissues
according to the standard “HotShot” DNA extraction
(alkaline lysis at 95°C for 30 min before acidic neutraliza-
tion) protocol (Truett et al., 2000). More precisely, for
mouse pancreas preparation, pancreas was diced with a
scalpel and incubated in collagenase IA 200 U/ml
(Sigma), Hepes 10 mM (Invitrogen), and soybean trypsin
inhibitor 0.25 mg/ml (Sigma) in HBSS (Invitrogen). T
lymphocytes were purified with an AutoMACS Pro mag-
netic cell sorter and magnetic beads (Miltenyi Biotec,
Gladbach, Germany) using an anti-mouse CD4 (L3T4,
BD Biosciences), as previously described (Marie et al.,
20006). Embryos were dissected out at E7.5 without yolk-
sac liver samples, were prepared from very small piece
of liver, and did not undergo further treatment before
“HotShot” DNA extraction procedure.

PCR

To visualize recombined LSL-TBRI* allele (pCAG/
pTPRI primer set), PCR was carried out using 2 pl of
DNA prepared by “HotShot” procedure in a final volume
of 25 pl. The reaction mixture was made up of 0.2 pM of
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each primers, 0.01 U/ul Platinium Taq DNA polymerase,
0.2 mM dNTP, and 1.5 mM MgCl, (Invitrogen). The sam-
ples were initially heated at 94°C for 5 min followed by
35 cycles, each consisting of 30 second at 94°C, 1 min
30 s at 58°C, and 2 min 30 s at 72°C, and a final exten-
sion at 72°C for 5 min in an Biometra thermocycler. As
we previously described (Bartholin et al., 2008), the
presence (pRCA/pPA primer set) of the LSL-TBRI* allele
and mouse wild type Hprt allele (pHPRTf and pHPRTY)
annealing temperature was set up at 60°C. PCR products
were migrated on 2% agarose gel in TBE buffer (89 mM
Tris, 89 mm boric acid, 2 mM EDTA), stained by ethi-
dium bromide (Euromedex), and evaluated under UV
light.
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Il - Coopération in vivo de la voie du TGFf et de
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Transforming Growth Factor B Cooperates with Activated KRAS to Induce Pancreatitis in

Mice. En préparation

Introduction

Il est aujourd’hui reconnu que I’inflammation tient une part importante dans le
développement des cancers (Hanahan and Weinberg, 2011). Des patients atteints de
pancréatite chronique, par exemple, présentent un risque accru de développer un PDAC. Il a
de plus été démontré in vivo que I’inflammation du pancréas facilitait I’initiation et la
progression tumorale (Guerra et al., 2007; Carriere et al., 2009). Cependant, les mécanismes
moléculaires controlant I’initiation de la pancréatite restent encore méconnus. Plusieurs
arguments suggerent que la voie Ras et la voie du TGFf sont impliquées dans ce processus. Il
a ¢été en effet démontré que les voies MAPK étaient requises pour I’expression de cytokines
pro-inflammatoires par les cellules acineuses (Samuel et al., 2006b; Williard et al., 2010) et
que I’inhibition de la voie ERK inhibait in vivo le développement de pancréatites induites par
la céruléine (Mazzon et al., 2012). De facon intéressante, un effet similaire a été observé suite
a I’inhibition de la voie du TGFp (Wildi et al., 2007; He et al., 2009). L’objectif de cette
étude a donc été de déterminer in vivo le role de 1’activation combinée de la voie du TGFp et

Y 12D r
de I’oncogéne Kras“'*" dans le pancréas.

Resultat

Nous avons généré des souris exprimant spécifiquement [’allele TPRI“* dans le
pancréas (Pdx1-Cre ; LSL-TBRI®*) (CR). Ces animaux sont viables et ne présentent pas de

phénotype particulier. Nous avons validé par Western-Blot et RT-qPCR que la voie du TGFf
86



pouvait étre spécifiquement activée dans les cellules épithéliales pancréatiques. Les animaux
exprimant 1’oncogéne Kras seul dans le pancréas (Pdx1-Cre ; Kras®'?P) (CK) développent
des Iésions précancéreuses a partir de 8 semaines. Grace a ce modele, nous avons montré que
I’activation couplée de 1’oncogéne Kras®'*" et de la voie du TGFP in vivo dans les cellules
pancréatiques (Pdx1-Cre ; Kras“'?" ; LSL-TBRICA) (CKR) induisait, chez les souris femelles,
une destruction du parenchyme pancréatique, une infiltration immunitaire et un
développement précoce de lésions précancéreuses des 3 semaines. Les males CKR ont
présenté un phénotype similaire mais sont morts peu apres leur naissance. Des études in vitro
nous ont permis de montrer que I’activation de la voie du TGFf dans des cellules acineuses

GI2D induisait leur mort cellulaire associée a une

de pancréas exprimant 1’oncogene Kras
activation des voies proinflammatoires. Ceci a ét€¢ confirmé in vivo ou la proportion de
cellules apoptotiques et I’expression de marqueurs proinflammatoires sont plus importantes

dans le pancréas des souris CKR comparées au souris CK.

Conclusion

Cette étude montre que 1’activation de la voie du TGFp dans les cellules pancréatiques

coopere avec l’oncogene Kras®'?P

pour induire une pancréatite, une inflammation du
pancréas facilitant la progression tumorale. Ce phénotype résulterait de la mort des cellules
acinaires associée a la sécrétion de cytokines proinflammatoires, induites par la coopération

entre la voie du TGF et I’oncogéne Kras®'?".
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Introduction

Acute pancreatitis is an inflammatory disease characterized by the destruction of the
pancreatic acinar tissue, colonization by immune infiltrates and the early onset of
precancerous lesions. In some cases, when the stress is sustained and/or the lesions are too
severe, the chronic pancreatitis will develop, eventually causing pancreatic insufficiency or
failure as a result of the replacement of pancreatic parenchyma by fat tissue or fibrotic tissue.
At the end of the spectrum, pancreatitis will evolve towards pancreatic ductal
adenocarcinoma (PDAC). The functional relationship between inflammation and tumoral
transformation has been extensively described (Hanahan and Weinberg, 2011). However,
little is known about the initiating cellular and molecular events causing pancreatitis.
Pancreatitis may result from 1) the inappropriate activation of chymotrypsine, ii) the
activation of an internal stress, and, iii) the secretion of inflammation cytokines by the
epithelial pancreatic cells (Rosendahl et al., 2007). Both environmental conditions and
genetic events seem to be very important. Examples of environment (Tobacco, fat diet...) and
familial predisposition (PRSS1, etc...) are believed to be of high importance for pancreatitis
(Rosendahl et al., 2007; Klein, 2004). Sporadic Kras activating mutations and resulting
constitutively active MAPK are also important. For instance, inhibition of the MAPK
pathway compromises the development of cerulein-induced acute pancreatitis in mice
(Mazzon et al., 2012). High level of RAS activity in the pancreatic acinar compartment of
transgenic mice induces inflammation and pancreatitis (Ji et al., 2009). In turn, inflammation,

12D .
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induced by chemical treatments such as that using cerulein, may facilitate Kras
PanINs formation and their eventual progression towards more aggressive lesions (De La O
and Murtaugh, 2009; Guerra et al., 2007; Carriere et al., 2009). Endogenous level of activated
Kras is however not sufficient to induce pancreatitis, other factors being required. Among the
factors found highly expressed during pancreatitis, TGF is found in patient serum and is
correlated with severity of pancreatitis (Yasuda, 2008; Adrych et al., 2011). TGFf signals
through a heterodimeric receptor composed of two subunits, the type I and type II TGFp
receptors (respectively TBRI and TPRII). Upon binding to its receptors, TGF allows TPRII
to transphosphorylate TBRI which, in turn, activates the canonical SMAD pathway and other
signaling pathways (MAPK, RhoA or PI3K/AKT) (Derynck and Zhang, 2003). The diversity

of the intracellular cascades regulated by TGFp also contributes crucially to the oncogenic

action of TGFp, exerted through different mechanisms such as inhibition of the immune
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response, matrix remodeling, angiogenesis, and epithelial-to-mesenchymal transition (EMT)
(Massagué, 2008; Ikushima and Miyazono, 2010b; Thiery et al., 2009). Several murine
models demonstrated that pancreatic inflammation needs an active TGFf signaling. Indeed, it
has been shown that inhibition of TGFf signaling in transgenic mice expressing a dominant
negative type Il TGFp receptor (Nagashio et al., 2004; Yoo et al., 2005; Wildi et al., 2007) or
the SMAD7 inhibitory SMAD (He et al., 2009) blocked cerulein-induced pancreatitis.

The precise role of TGFp activation as well as it possible interaction with Kras activation in
pancreatic epithelial cells, remain elusive. In this study, we explored the combined effect of
these two pathways involved in pancreatitis by generating an original mouse model. We have
determined both in vitro and in vivo that TGFf could promote apoptosis and inflammation of
Kras-expressing acinar cells. We show that simultaneous pancreas-specific expression of
KRAS"?P and TPRI“* results in pancreatic parenchyma destruction, massive immune
infiltrates, and early onset of precancerous ductal lesions, this phenotype being reminiscent of

human pancreatitis.

Results

Conditional expression of a constitutively activated type I TGFP receptor in the

pancreas of transgenic mice

To examine the effect of TGFB gain-of-function alone and in combination with KRAS"?",
we analyzed the offspring (34 litters representing 219 progenies viable at weaning) of crosses
between [LSL-TSR 4% females (RQ) and [PdxI-Cre; LSL-KRAS"*"| males (CKC?) (Table
S1, summarized in Figure 1A). We first focused on mice displaying pancreatic expression of
TBRI, in the absence of KRAS“*". The observed proportion of [PdxI-Cre; LSL-TBRI“V"]
females (CRQ, n=14) and [PdxI-Cre; LSL-T, ,BRIC 4% males (CRéA, n=8) does not differ
significantly from those expected and there was no measurable impact on overall survival.
The presence of the floxed transcriptional STOP in the pancreatic genome of the R mice was
attested by the presence of a 1.93-kb polymerase chain reaction (PCR) fragment (Figure 1B,
lane R). In contrast, excision of the floxed transcriptional STOP from the pancreatic genome
of CR mice was attested by the presence of a 0.35-kb PCR fragment (Figure 1B, lane CR).

No band was observed with genomic DNA prepared from pancreases of control mice lacking
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the LSL-TBRI“ transgene (Figure 1B, lane WT). We next assessed both the expression and
the activity of the conditionally activated LSL-TBRI“ transgene. TPRI“* tagged with
hemagglutinin epitope (HA) at the C-terminus was used to facilitate further detection with an

anti-HA antibody. Western blotting revealed marked accumulation of TBRI®*

, correlating
with an increased level of phospho-Smad2 (P-Smad2) protein in the pancreases of CR versus
R mice (Figure 1C). A minor leak of TBRI“* protein expression was observed in R mice,
resulting in a negligible P-Smad2 increase. A reverse transcription quantitative polymerase
chain reaction (RT-qPCR) carried out with a set of previously described primers (Bartholin et
al., 2008) specifically detecting the mutant TRI* (the forward primer hybridizing in the
TBRI“* coding sequence of the transgene, and the reverse primer hybridizing in the HA
coding sequence) revealed a 37-fold enrichment in 7RI mRNA in pancreases of CR mice
as compared to R mice (Figure 1D). As expected, no amplicon was detected in pancreases
from WT mice, which do not bear the transgene. The increased TBRI“* mRNA level was
found to correlate with up regulation of the well-known TGFp target genes Pai-1 (x 3.5) and
JunB (x 6.7) (Figure 1D). Altogether, our results indicate that TGFp signaling is efficiently
activated in the pancreas of mice expressing the 7RI transgene (CR mice). This activation
is not sufficient, however, to significantly compromise pancreatic development and the
function of the organ under normal conditions, since CR mice (3 weeks < age < 1 year, n=
22, Table S2) showed unaltered survival and no histological anomalies (data not shown). We
next focused on the effect of combining TGFf signaling activation with the development of
KRAS“'?P-induced precancerous PanIN lesions. We investigated [PdxI-Cre; LSL-KRAS®"*>;
LSL-TBRI“V*] females (CKR") and [PdxI-Cre; LSL-KRAS®"*"; LSL-TBRI'’] males
(CKRS) obtained from the R* x CK® crosses (Figure 1A and Table S1). Strikingly, only
one CKR® mouse (with a runt phenotype) was present at weaning, whereas all the other
expected populations, including CKR" (n=18), were present in proportions that did not differ
significantly from the expected ones. We speculated that the quasi-absence of CKR’ (n=1;
Chi-square test, p=0.00056) might be due to massive embryonic or perinatal death of these
males. To determine if the CKR® are present at the end of the pregnancy or if a proportion is
lost earlier during the embryonic development, we set up new R x CK® crosses. Pregnant
females (R”; n=7) were euthanized at 19.5 days post-coitum (dpc) and embryos were

collected (n=49) (Figure 1A and Table S1). CKR male embryos (CKRC?; n=5) were
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obtained, indicating that newborns with this genotype die shortly after birth, before the age of

weaning at 21 days.

Activation of TGFp signaling in a KRAS®"?P background results in pancreatic
parenchyma destruction, immune infiltrate, and early onset of premalignant ductal

lesions

We performed a systematic histological examination of pancreases resected from CKR"”
mice euthanized at different ages (n=18, 30 days < age < 386 days) (Table S2). The
pancreatic parenchyma is mainly composed of acinar cells, which represent the bulk of the
organ mass. Strikingly, the parenchyma appeared markedly reduced in all the CKR" mice as
early as 30-40 days of age, and this reduction of acinar tissue was found to increase with age
(Figure 2A). In CR” mice (expressing only TBRI“! in their pancreases, data not shown) and
CK" mice (expressing only KRASC"P, Figure 2A) the parenchyma appeared unaffected at
30-40 days of age. The pancreatic disorganization observed in CKR" mice was associated
with the presence of abundant immune infiltrates. To characterize these infiltrates, we
detected macrophages (F4/80), neutrophils (MPO), and lymphocytes (CD3) by
immunohistochemistry experiments. Our results (Figure 2B) led us to conclude that the
infiltrating leukocyte population consisted predominantly of macrophages and neutrophils.
Another notable feature of the pancreatic phenotype of CKR" mice was the presence of
epithelial lesions. These lesions appeared positive for the marker cytokeratin 19 (CK19),
attesting their ductal differentiation (Figure 2C). Careful pathological examination revealed
the presence of acinar-to-ductal metaplasia (ADM) and pancreatic intraepithelial neoplasia
(PanIN) (Figure S1A, B, C). The lesions were found to increase in severity with age (Figure
2A). Remarkably, they could occasionally evolve to PDAC, as attested by the well-developed
PDAC observed in one CKR” mice euthanized at 343 days of age (Figure S1D). It is
noteworthy that 19.5-dpc CKR® embryos showed a comparable phenotype, arising much
earlier: histological analyses (Figure S2) revealed a massively reduced number of mature
acinar cells, suggesting that the death of CKR® individuals shortly after birth is most likely
due to pancreatic failure. This early appearance of the phenotype in CKR® mice is
compatible with the mosaic hypothesis of X-linked transgene (see discussion). Histological
analysis of the only male having survived to age 383 days revealed severe atrophy of the

acinar structures, most lobules being replaced by mature adipocytes. Why this male survived
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so long is unclear, but this may be due a sporadic genetic or epigenetic event having led to
weakened functionality of the transgene (Figure S3).

Altogether, the phenotype observed in CKR" mice (massive reduction of the acinar
compartment, immune infiltrates, and ductal metaplasia/dysplasia) is reminiscent of severe
acute pancreatitis. Pancreatitis has long been recognized as a risk factor for pancreatic
carcinogenesis (Rosendahl et al., 2007). Although we demonstrate the early emergence of
premalignant lesions in CKR" mice, our study falls short of demonstrating that pancreatitis
facilitates progression toward aggressive tumors (PDAC), as previously described in other
mouse models (Guerra et al., 2007; Carriere et al., 2009; Fukuda et al., 2011; Lesina et al.,
2011). The shorter lifespan of CKR mice (CKRO¢ mice die just after birth and CKR" mice
had to be euthanized because of degradation of their general health) prevents to obtain an

aging cohort that would have enabled us to address this specific question.

TGFp compromises the growth and the viability of AR42J -KRAS®"?P epithelial cells

To explore more precisely the cellular and molecular mechanisms responsible for the
massive reduction in pancreatic acinar cell number observed in CKR mice, we performed in
vitro assays on AR42J pancreatic acinar cells infected with either a wild-type (WT) retroviral
vector or a KRAS®'?P retroviral vector (AR42J-WT and AR42J-KRAS®'?® cells). That
KRASY?P was present and functional was ascertained by visualizing a significant increase in
the level of active GTP-bound RAS protein in AR42J-KRAS'?" cells, as compared to
AR42J-WT cells (Figure 3A). To evaluate their sensitivity to TGFp, we treated the cells for
one hour with TGFB. As expected, western blotting performed on AR42J-WT cells revealed
an accumulation of P-Smad2 (phosphorylated Smad2) after TGFf treatment. Strikingly,
AR42J-KRAS" cells treated with TGFp showed a much higher increase in P-Smad?2 after
TGFp treatment and when these cells are cultured in the presence of the U0126 ERK
inhibitor, which can effectively block the constitutive phosphorylation of ERK observed in
AR42J-KRAS®"P cells treated or not with TGFB is no longer efficient to potentiate the
accumulation of P-Smad?2 in response to TGFP (Figure 3B). This observation indicates that
potentiation of the TGFpB response in AR42J-KRASY'?? is tightly dependent on the ERK
activation, most likely resulting from constitutive KRAS activity. It is worth noting that the
levels of total Smad2 did not differ significantly between the two cell populations (Figure

3B).
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Together, these results indicate that KRAS®'?" activation strongly potentiates Smad-
dependent TGFp signaling. To further explore this potentiation, we investigated the capacity
of KRAS®"?P to modulate the well-known tumor-suppressive effects of TGEP, i.e. cytostasis
and/or apoptosis (Heldin et al., 2009). To assess the proliferative behavior of AR42J-WT and
AR42J-KRAS®"?P cells, we used a fluorimetric growth indicator based on detection of
metabolic activity. TGFP treatment was found to affect the AR42J-WT cell growth only
slightly, and not until 72 hours after the start of treatment (Figure 3C, top panel). In contrast,
24 hours of TGFp treatment was sufficient to compromise severely the growth rate of AR42J-
KRAS®"?P cells (Figure 3C, bottom panel). U0126 is able to restore, at least partially, the
growth of TGFp-treated AR42J-KRAS P cells indicating that activation of the ERK
pathway is crucial to confer TGFp its capacity to compromise the cell growth (Figure 3C).
Finally, we carefully examined the cells by phase-contrast microscopy. The AR42]J-
KRAS%?P cell population treated with TGFp for 48 hours showed a much lower cell density
than any of the other populations examined, with weakly refractive adherent cells and

numerous floating cells (Figure 3D, red stars).

KRAS®'?P potentiates TGFp-induced cell death in pancreatic acinar cells

Our previous observations suggest massive cell death when TGFp signaling and
KRASY"?P oncogene are simultaneously activated, and may explain the poor growth rate of
TGFB-treated AR42J-KRAS'?" cells. We next investigated whether the cellular mechanism
by which TGFp and KRAS®"?" cooperate to compromise cell growth.. To gain insight into
the cooperative molecular mechanisms, we cultured AR42J-WT and AR42J-KRAS®"?? cells
for 24 hours in the presence and absence of TGF[ and assessed whether apoptosis might
contribute to the decreased number of TGFB-treated AR42J-KRAS"?" cells. To that end, we
performed terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL)
experiments (Figure 4A). TGFP treatment does not significantly increase the number of
apoptotic cells in the AR42J-WT population, as compared to 3-fold in the AR42J-KRAS'?P
population. AR42J cells become sensitive to TGFp-induced apoptosis when KRAS'? is
present. Interestingly, we observed that the SMAD inhibitor SB431542 (Inman et al., 2002b)
efficiently compromises the phosphorylation of Smad2 (Figure S4) and is able to decrease
the number of TUNEL-positive AR42J-KRAS®'?" cells (Figure 4A). Then the apoptosis
induced by TGFP in a Kras®'*® background requires intact Smad signaling pathways. These

results were confirmed by a caspase 3 activity assay. Indeed, we observed that TGFJ induces
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an increased caspase 3 activity only in AR42J-KRAS®'?? cells, this activation being blocked
in the presence of the SB431542 inhibitor (Figure 4B). Finally, we determined that both
apoptosis and necrosis, evaluated by PI/Annexin V staining, were involved in acinar cell

death of TGFp-treated AR42J-KRAS®"?" (Figure 4C).

TGFp induces the expression of inflammation markers in AR42J-KRAS®'?P epithelial

cells

We have determined that TGFp induces cell death in Kras“'*"-expressing acinar cells. Acinar
cell death is considered as a hallmark of human pancreatitis ((Gukovskaya and Gukovsky,
2011; Booth et al., 2011) as well as the expression of proinflammatory cytokine secretion by
the acinar cell compartment (Yasuda et al., 1999; Lee et al., 2003). To attest the activation of
proinflammatory pathway activation, expression of NF-KB and IL-6 expression was assessed
by Western Blot in AR42J model following TGFp treatment. We observed that TGFf
treatment both increased p50-NF-KB subunit and IL6 expression only in Kras-expressing
AR42]J attesting that co-activation of TGFP signaling and Kras oncogene promotes

inflammation (Figure 4D).

Increased cell death and expression of inflammation markers in the pancreas of [Pdx1-

Cre; LSL-KRAS®'??; LSL-TBPRI®*| mice

To investigate whether co-activation of TGFp and KRAS signaling also cooperate in
vivo to stimulate cell death and inflammation, we performed first TUNEL assays on
histological sections prepared from pancreases of 8-week-old CK and CKR" mice (Figure
5A). Sections obtained from CKR® mice showed a significantly higher proportion of
apoptotic cells (3.5%) than sections obtained from CK mice (0.8%). Finally we have attested
by immunohistochemistery that the pancreas of CKR$ mice is highly positive for CD31 and
IL1R1, two pro-inflammatory chemokines (Figure 5B).
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Discussion

In this work, we addressed for the first time the effect of combined activation of
TGFB and the MAPK, two pathways involved in pancreatitis initiation and pancreatitis
development. To that end, we generated conditional transgenic mice expressing a
constitutively active type I TGFB receptor (TPRI“Y) and a constitutively active Kras
(Kras®'?") under the control of the Pdx1-Cre transgene. We report that simultaneous
expression of both transgenes in the mouse pancreas result in rapid pancreatic parenchyma
destruction associated with severe inflammation and the early onset of premalignant ductal
lesions, a phenotype reminiscent to human acute pancreatitis.

The data obtained in the study from the careful analysis of the progenies (n=268
progenies) obtained from litters (n=41 litters) resulting from crosses between [LSL-TSR 4
females (RQ) and [PdxI-Cre; LSL-KRAS®"?"] males (CKC?). Note that CKR" present the
first signs of pancreatitis 3 weeks of age whereas CKR° individuals die shortly after birth.
The more severe phenotype observed in males is imputable to the location of the TBRICA
transgene at the X chromosome. The LSL-T, ﬂRICA allele being located at the Hprt locus on the
X chromosome (Bartholin et al., 2008), most of the pancreatic cells express the transgene in
males. Conversely, in females, only half of them do, on average, because of the X
chromosome inactivation mosaic. This early appearance of the phenotype in CKR® mice is
compatible with the mosaic hypothesis envisaged above and with observations on other
mouse strains bearing a transgene at an X-linked locus (Hadjantonakis et al., 2001).

For the first time, we show a cooperative effect of both activated KRAS and TGF signaling
pathways to induce pancreatitis. All these results demonstrate that the [PdxI-Cre; LSL-
KRAS®"*®; LSL-T, ,BRIC “] mice (CKR) represent a convenient and original model to study the
precise role of TGFP in pancreatitis in the adult. It is important to underline that this model
allow collecting unbiased results, which reflect cell autonomous effects in the pancreatic
epithelial compartment. The conditional transgene activation strategy we developed,
circumvent possible indirect effects observed in the other available models. Indeed, the other
models do not allow to formally discriminating between epithelial cell-autonomous effects
from effects on other cellular compartments (immune compartment, mesenchymal

compartment...) as a direct consequence of the systemic administration of cerulein.
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Concomitantly, we observed that TGFpP treatment of Kras®'?"

-expressing AR42]
pancreatic acinar cell line resulted in increased cell death as a result of increased SMAD
signaling. Interestingly, acinar cell death is considered as a hallmark of human pancreatitis
(Gukovskaya and Gukovsky, 2011; Booth et al., 2011) as well as the activation of pro-
inflammatory pathways (Yasuda et al., 1999; Lee et al., 2003). We provide in this work,
several evidences supporting this hypothesis. Indeed, in vitro experiments in AR42J cells

revealed that TGFp signaling strongly cooperates with KRASY'?"

to activate the expression
of the pro-inflammatory NFxB pathway, as well as inflammation cytokines such as IL6.
However, the molecular mechanism explaining the activation of proinflammatory pathways
in our model remains to be determined. Altogether, these observations suggested that the
acinar destruction and induced pancreatitis observed in vivo in transgenic mice may result
from cell death and expression of inflammation markers by the epithelial pancreatic cells. We
further comforted this hypothesis showing that the pancreas of mice co-expressing TBRI®*
and Kras“'?? display expression of chemotaxis (CD31) and inflammatory markers (IL1R) as
well as an increased in vivo apoptosis. To support our data, IL6 (Yu et al., 2006, 2009) and
NFkB (Yoo et al., 2005; Steinle et al., 1999; Guerra et al., 2007) expression, have been
reported by others to be activated in cerulein-induced pancreatitis.

Human epidemiological data have suggested for long a time that pancreatitis constituted a
fertile soil for pancreatic cancer development in (Lowenfels et al., 1993; Whitcomb, 2004).
The functional link between pancreatitis and pancreatic cancer was further experimentally
demonstrated by showing that mice expressing an activated KRAS mutant in their pancreas
are more sensitive to cerulein-induced pancreatitis and present a high propensity to develop
pancreatic cancers (Guerra et al., 2007; Carriere et al., 2009) via the activation of the NFxB
pathway. Independent studies using mouse models have permitted to identify other
inflammation cascades crucial in the pancreatitis-PDAC axis such as the IL6-JAK/STAT
(Fukuda et al., 2011; Lesina et al., 2011; Corcoran et al., 2011) and the CXCL1/CXCR2
(Ijichi et al., 2011). Interestingly, these pathways that can be interconnected, have also been
demonstrated to be activated by KRAS: IL6-JAK/STAT (Ancrile et al., 2007), NFkB (Ling et
al., 2012), CXCL1/CXCR2 (Matsuo et al., 2009). Inhibition of the inflammation pathway in
these models results in a decreased tumorigenesis, confirming that inflammation is a key
player in tumorigenesis. For instance, inhibition of the inflammatory IKK2/B/NF-kB pathway
completely prevents the onset of KRAS-induced pancreatic tumors in a genetically

engineered mouse model (Ling et al., 2012). Because of the severity of the phenotype, our
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mouse model does not permit to effectively explore whether the pancreatitis predispose mice
to pancreatic cancer as described in other models even if mice develop high grade lesions at a
very young age, and that a survival has develop a PDAC. However, our model gives really
precious information about the early events of pancreatitis. Notably, we report that
pancreatitis developed in CKR mice presents the hallmark of the inflammation pathways that
will further support tumor progression. More interesting, we observed a very early onset of
PanIN lesions and inflammatory markers in a context of both activated Kras“'*® and TGFp
signaling. It will be particularly interesting to evaluate, in our model, the effect on

inflammatory pathways inhibition on early PanIN precancerous lesions development.

The present study brings new insight in the mechanisms responsible of pancreatitis
initiation and a new level of complexity in the intricate relations between the TGFB-SMAD
and MAPK pathways. Our results can be integrated in the original model we propose below
(Figure 6). In the model we propose to explain the noxious effect of TGFf signaling in a
KRAS%?P background: expression of KRAS®'?P exacerbates the TGFp-induced tumor-
suppressive mechanisms such as cytostatic/pro-apoptotic effects with the ultimate goal to
eliminate KRAS®'?P-positive cells, which present a risk of transformation. In parallel, both
signaling induces inflammation pathways. Increased cell death combined to inflammation
will lead to the complete disorganization of pancreatic architecture, resulting in severe acute
pancreatitis associated with early onset of precancerous lesions. Most of the animals will die

from pancreatic insufficiency and survivors will eventually develop PDAC.

Material and Methods

Statistical mouse population analysis
Statistical analyses were performed using Chi-square test. Differences were considered

significant when p < 0.05.

Mouse strains and handling

LSL-TBRI“* (Bartholin et al., 2008; Vincent et al., 2010), LSL-KRAS“'*" (Jackson et al.,
2001) and PdxI-Cre (Gu et al., 2002) alleles were described previously. Mice were housed
and bred in the specific pathogen free animal facility “AniCan” at the CRCL, Lyon, France.
The experiments were performed in accordance with the animal care guidelines of the

European Union and French laws.
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Histology and immunohistochemistry

Histology experiments were performed as previously described before (Vincent et al., 2009a).
Primary antibodies used were: anti-CK19 (Developmental Studies Hybridoma Bank), anti-
F4/80 (Acris Antibodies), anti-CD3 (Santa Cruz BT) and anti-MPO (Dako), anti-CD31
(Abcam) and IL1R1 (Abcam).

Cell culture and infection
The rat pancreatic acinar cell line AR42J (ATCC) is cultured in DMEM supplemented with
fetal calf serum (Lonza) and penicillin/streptomycin (Gibco). AR42J were infected with
murine retroviral particles containing wild-type (pZip-Neo) or KRAS'?P

(pZIP-Neo-KRAS®"?P, kindly provided by J. Caramel, CRCL, Lyon, France) and further

-expressing vectors

cultured in the presence of geneticin (PAA).

Cell viability assay

AR42J-WT and AR42J-KRAS“'?® were seeded in triplicate and treated with TGFf for 72 h
(10 ng/mL, Peprotech). Cell viability was evaluated at different time points (0 h, 24 h, 48 h or
72 h). Cells were incubated with Uptiblue (Interchim) and the fluorimetric test was performed
according to the manufacturer guidelines. For ERK signaling inhibition, AR42J-WT and
AR42J-KRAS%'?P were treated for indicated time (0 h, 24 h, 48 h or 72 h) with U0126 (10
ug/mL, Sigma).

Western blotting

Western blottings were performed as previously described (Bartholin et al. 2008). We used
anti-HA (Santa Cruz BT) to detect TBRICA protein, which is fused to a HA tag; anti-phospho-
Smad2 (Cell Signaling); anti-Smad2 (Invitrogen); anti-Ras (Santa Cruz); anti-phospho-
Erk1/2 (Cell Signaling); anti-Erk1/2 (Cell Signaling); anti-pSONF-KB (TebuBio); anti-IL6
(Abcam); anti-Actin (Invitrogen) primary antibodies and peroxydase-labeled anti-rabbit and

anti-mouse (Dako) secondary antibodies.

DNA and RNA analysis

Genotyping PCR and quantitative RT-qPCR were performed as described before (Bartholin
et al., 2008; Vincent et al., 2010).

RAS activity assay
GTP-bound RAS (activated RAS) was measured in cell lysates incubated with beads coated
with RAF1-RBD (Upstate).
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Cell Death Assay

For TUNEL assay, formaldehyde-fixed AR42J cells or tissue sections were permeabilized
with PBS-Triton 0.2% and incubated with biotinylated dUTP and terminal
deoxyribonucleotidyl transferase (Roche). Fragmented DNA was detected using Cy3-
streptavidin (Jackson Immunoresearch) and nucleus was counterstained with DAPI (Sigma).
For Annexin V assay, AR42J-WT and AR42J-KRAS“*" were seeded in duplicate and
treated with TGFB for 48 h (10 ng/mL, Peprotech). Cells were harvested in PBS and
incubated with Annexin V-FITC and propidium iodide (BD Pharmingen) according to
manufacturer’s instructions and analyzed by flow cytometer (FACS Calibur). For Caspase 3
activation, AR42J-WT and AR42J-KRAS“'*" were seeded in triplicate and treated with
TGFp for 12 h (10 ng/mL, Peprotech). The caspase-3 activity assay was performed using
Caspase 3/CPP32 Fluorimetric Assay Kit, according to manufacturer’s instructions (Gentaur
Biovision). For Smads signaling inhibition, AR42J-WT and AR42]-KRAS“'*" were treated
for indicated time with SB431542 (10 pg/mL, Sigma).
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Figure 1 Conditional expression of a constitutively activated TGFp type I receptor (LSL-
TBRI) in the pancreas of transgenic mice. (A) Offspring analysis resulting from breeding
[LSL-TBRIV*] females (R") with [Pdx1-Cre; LSL-KRAS®*"] males (CK®). Numbers for wild-
type (WT), [PdxI-Cre; LSL-KRAS®*"| (CK), [PdxI-Cre; LSL-TBRI®!] (CR) and [PdxI-Cre;
LSL-KRAS®"?; LSL-TBRI“!] (CKR) progenies at P21 (post-natal day 21) and E19.5 (embryonic
day 19.5) are presented. Numbers corresponding to progenies with other genotypes are presented
in supplemental Table 1. Number of P21 CKR® males was found significantly different from P21
males of others genotypes (Exact Fisher Test) based on expected percentages (6.25%
males/genotype). (B) Pdx1-Cre transgene is used to specifically drive Cre recombinase expression
in the pancreatic epithelial compartment. Efficient recombination of the TPRI“* transgene is
attested by the presence of a 0.35-kb PCR fragment amplified from genomic DNA extracted from
a [Pdx1-Cre; LSL-TPRI“!] (CR) pancreas. In the absence of Cre recombinase, the presence of the
unrecombined TBRICA allele in [LSL-T, ﬁRIC ‘1 (R) mice results in 1.93-kb PCR fragment. As a
negative control, no PCR fragment is observed in wild-type (WT) pancreas. (C) Pancreatic protein
expression of TRRI“*, Total Smad2 and P-Smad2 (phospho-Smad2) is assessed by Western
Blotting performed on whole pancreas protein extracts prepared from wild type (WT), [LSL-
TBRI] (R) and [PdxI-Cre; LSL-TPRI“!] (CR) mice. (D) Pancreatic mRNA expression level of
TPRI“* and TGFp target genes (Pai-1 and Jun-B) is assessed by RT-qPCR performed on RNA
prepared from [LSL-TBRIY] (R) and [PdxI-Cre; LSL-TBRIY] (CR) pancreases. Data are
represented as values + standard deviations (SD) from a representative experiment performed in
triplicates (*** p<0.001). LSL, Lox-STOP-Lox.
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76 days

CK

CKR

Figure 2 TGFp signaling activation in a KRAS®?" background results in pancreatic
parenchyma destruction, severe inflammation and early onset of precancerous lesions. (A)
Acinar parenchyma destruction was evaluated on HPS (Hematoxylin-Phloxine-Saffron)-stained
sections. The space wedged in red-dotted lines delimitates the area occupied by pancreatic lesions.
(B) Pancreatic inflammation was evaluated by immune detection of F4/80 (macrophages), MPO
(neutrophils) and CD3 (lymphocytes). (C) Precancerous epithelial lesions were underlined by
immune detection of CK19 ductal markers. In A, B and C, experiments were performed on wild
type (WT), [PdxI-Cre; LSL-KRAS®'*’| (CK) and [PdxI-Cre; LSL-KRAS®'*"; LSL-TBRIY
(CKRQ) pancreatic sections derived from mice euthanized at the indicated ages (36, 76 and/or 154
days).
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Figure 3 TGFp compromises growth and viability of AR42J-KRAS®"?" epithelial cells.
(A) The expression of GTP-bound Ras and total Ras proteins were evaluated by Western-Blotting
performed on whole protein extracts prepared from AR42J-WT and AR42J-KRAS“'?" cells. (B)
The expression of Phospho-Smad2 (P-Smad2) and total Smad2 proteins was evaluated by
Western-Blotting performed on whole protein extracts prepared from AR42J-WT and AR42]-
KRASY"?P cells treated or not with TGFp for 1 h in the presence or not of the U0126 ERK
signaling inhibitor. (C) Cell growth of AR42J-WT (top panel) and AR42J-KRAS®"?" (bottom
panel), treated or not with TGFf for 72h, was evaluated by a fluorimetric growth indicator based
on detection of metabolic activity (Uptiblue) in the presence or not of the U0126 ERK signaling
inhibitor. Data are represented as values + standard deviations (SD) from a representative
experiment performed in triplicates and repeated three times. (D) Morphological aspect (phase
contrast microscopy) of AR42J-WT (top panels) and AR42J-KRAS“"*P (bottom panels) cells
treated or not for 48 h with TGFP alone or in combination with the U0126 ERK signaling
inhibitor.
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Figure 4 KRAS®"?" potentiates TGFp-induced cell death and inflammation in AR42J
cells. (A) Evaluation of the apoptotic index by TUNEL assay in AR42J-WT and AR42J-
KRASY? cells after 24 h of TGFp treatment, alone or in combination with the SB431542
SMAD signaling inhibitor. Adjoined graphs show the percentage of TUNEL-positive cells
counted in each condition (>1000 counted cells per condition). Error bars representing the SD
(Standard Deviation) of four randomly chosen microscopic fields. (B) Caspase-3 activity was
evaluated in AR42J-WT and AR42J-KRAS®'?" cells after 12 h of TGFp treatment, alone or in
combination with the SB431542 SMAD signaling inhibitor. (C) Annexin V/PI staining realized
in non-permeabilized AR42J-WT and AR42J-KRAS®'?" cells after 48 h of TGFp treatment.
Adjoined graphs show the percentage of apoptotic cells (Annexin V postive/PI negative) and
necrotic cells (Annexin V positive/PI negative) in each condition. (D) The expression of NF-
KB (p50 NF-KB) and IL6 was evaluated by Western-Blotting performed on whole protein
extracts prepared from AR42J-WT and AR42J -KRAS"?P cells treated or not with TGFp for 1
h and 8h. Actin was used as a loading control.
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Figure S KRAS®'?P potentiates TGFpB-induced cell death and inflammation in vive in
the mouse pancreas. A) The percentage of apoptotic cells in the pancreas of 8 week-old
[PdxI-Cre; LSL-KRAS®'’’] (CK) and [PdxI-Cre; LSL-KRAS®"?"; LSL-TBRIY|
(CKRQ) mice was evaluated by the TUNEL method (>1000 TUNEL-positive cells
counted per pancreas), error bars representing the SD (Standard Deviation) of four
randomly chosen microscopic fields for each condition (at least 2 mice/group). Nuclei are
stained with DAPL. HPS staining (Hematoxylin-Phloxine-Saffron) are also shown. B)
Inflammatory markers expression was evaluated by immune detection of CD31
(PECAM1) and IL1R1 (IL1 Receptor 1) Experiments were performed on wild type (WT),
[Pdx1-Cre; LSL-KRAS®*"| (CK) and [PdxI-Cre; LSL-KRAS®'*’; LSL-TBRI“Y
(CKRQ) pancreatic sections derived from mice euthanized at 30 days of age.
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Figure 6 Model explaining the cooperation between TGFp signaling and KRASS?P to

induce pancreatitis and accelerated pancreatic tumorigenesis. Expression of oncogenic
KRASY'"?® in the pancreas leads to development of precancerous lesions from 8 weeks in
mice. Our model shows that KRAS®'?P cooperates with TGFB signaling activation to
promote pancreatitis, accelerating precancerous lesions development. CKR, [Pdx-Cre; LSL-
KRASC"?P: LSL-TBRI“Y*1; CK ,[Pdx1-Cre;LSL-KRAS'?"]
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Pancreatic Intraepithelial Neoplasia Acinar-to-Ductal Metaplasia (ADM)
{PanIN) C -Intestinal differentiation-

Acinar-to-Ductal Metaplasia (ADM) Pancreatic Ductal AdenoCarcinoma
-Mucinous differentiation- D

Figure S1 Ductal lesions observed in the pancreas of [Pdx1-Cre; LSL-KRAS®'?P s
LSL-TBRI®!] females (CKRQ). (A) Pancreatic Intraepithelial Neoplasia (PanIN)
observed in a 160-day-old CKR" mouse. (B) Acinar-to-ductal Metaplasia (ADM)
with mucinous differentiation, observed in a 160 day-old CKR* mouse. (C) Acinar-
to-ductal Metaplasia (ADM) with intestinal differentiation, observed in a 160-day-
old CKR" mouse. (D) Pancreatic Ductal Adeno Carcinoma (PDAC) observed in a
343-day-old CKR"® mouse. All sections were stained with HPS (Hematoxylin-
Phloxin-Saffron).
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Figure S2 Severely compromised tissue architecture observed in the pancreas of [PdxI-Cre;
LSL-KRAS®"?"; LSL-TBRI“""| (CKRg) E19.5 male embryos. Pancreas sections from E19.5 dpc
wild-type (WT), [PdxI-Cre; LSL-KRAS®'*’] (CK) and [Pdx1-Cre; LSL-KRAS®'*"; LSL-
TBRI (CKRC?) embryos counterstained with HPS (Hematoxylin-Phloxine-Saffron), F4/80
(macrophages marker), MPO (neutrophils marker) and CD3 (lymphocytes marker) were revealed
by immunohistochemistry.
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Figure S3 Histology of the [PdxI-Cre; LSL-KRAS®?"; LSL-TBRI“|
surviving male (CKRS). Pancreas sections from the only [PdxI-Cre; LSL-
KRAS®"??; LSL-TBRI“'] male (CKRéA) still alive after birth and sacrificed at
383-day-old were counterstained with HPS (Hematoxylin-Phloxine-Saffron).
Chymotrypsin (acinar cells marker, AbD Serotec) and F4/80 (macrophages
marker), were revealed by IHC. Pancreas from a wild type (WT) littermate was
used as a control.
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Figure S4 Functional validation of the SB431542 SMAD signaling
inhibitor. Amount of the activated phospho-Smad2 (P-Smad2) and Total
Smad?2 by western-Blotting performed on whole protein extracts prepared
from AR42J-WT and AR42J-KRAS®'?" cells treated or not with TGF B
for 1 h alone or in combination with the SB431542 SMAD signaling
inhibitor (SB).

Pdx1-Cre - + - + - + . +
Fisher's
Stage| Total | Litters Av"::f"'(:rpups L5L-KRAS?® - - + + - - + + exact
test
R LSL-TRRI™ - - - - + + + +
: |
[LSL-TARI] 14 | 16 | 1a | a5 | a5 | 1a | 14 | 13
females n=120
P21 h=219 34 6.4 6,40% 7.30% 6.39% 6.80% 6.80% 6,40% 6.40% 8.22%
X . 13 16 15 13 14 8 19 1
n=99 p=10"3
5.90% 7.30% 6.85% 5.90% 6.40% 3.70% 8.70% 0.46%
CK 5 7 0 6 1 1 4 3
[Pdx1-Cre; LSL-KRAS™*) n=27 *
10.20% | 14.30% 0% 12.20% 2.00% 2.00% 8.20% 6.10%
males £19.5|n=49| 7 7.0
: 2 3 4 1 2 2 3 5
n=22 n.s
4.10% 6.10% 8.20% 2.00% 4,10% 4,10% 6.10% 10.20%

WT C K CK R CR KR  CKR
L )
Y

Nomenclature for the 8 expected genotypes

Table S1 Offspring analyze of crosses between [LSL-T, ,BRICA/ ] females (RQ) and [PdxI-
Cre; LSL-KRAS®"?"| males (CKC?). 34 litters were obtained, representing 219 progenies viable
at weaning. 8 different genotypes are expected from such a breeding, each of them representing
then 12.5% of the offspring. The LSL-TBRI“* allele is borne by the mother so that the expected
sex-ratio for each genotype is equal to 1. Thereby, taking into account the sex of the progenies,
the proportion of each population represents then 6.25% of the offspring. The number of
progenies of each genotype is shown, with the percentage below. Stage at which embryos or
mice were analyzed (E19.5; Embryonic day 19.5, P21; post-natal day 21). Number of P21
CKR® males was found significantly different from P21 males of others genotypes (Exact
Fisher Test) based on expected percentage (6.25% males/genotype).
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71
79
30 30
30 30
3
75 15
36
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19-100 58 58 58
53
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54
3
63
69 69
76
Y]
|
a3
aq
106
108
133 132
137
154
101-200 TE7
759 159
days i
166
T80
188
794
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210
770 7189
742
762
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306
343
347
201-510 | 332
354
days 356
361 359
375
379
386
113
149
351
164
372
507
TOTAL | 28 22 18

Table S2 Presentation of CK [PdxI-Cre; LSL-KRAS®"*"], CR
[Pdx1-Cre; LSL-TBRIY] and CKR [PdxI-Cre; LSL-KRAS"?";
LSL-TﬂRICA] mice generated and euthanized at the indicated
ages. Numbers indicated the age at which euthanasia was
performed.
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III - Discussion

Nous avons généré un modele murin permettant d’activer la voie du TGFp dans
potentiellement n’importe quel type cellulaire. L’activation de la voie du TGFB a déja été
abordée in vivo. Il a ét¢é montré, par exemple, que I’expression d’un récepteur TPRI
constitutivement activé inhibait la morphogenese cardiaque (Charng et al., 1998) ou encore
facilitait la survenue de métastases dans un modele de tumorigenése mammaire (Siegel et al.,
2003). Dans ces études, I’expression du récepteur TPRI constitutivement actif est dépendante
d’un promoteur spécifique du tissu (cceur ou sein) restreignant 1’utilisation du transgene au
tissu étudié. Cette limitation est levée par le modéle LSL-TBRI“, qui permet ainsi d’étudier,
de maniere beaucoup plus large, I’effet de I’activation de la voie du TGF dans de nombreux
processus biologiques. En effet, plus de 10 MTA (Material Transfer Agreement) ont été
signés a ce jour illustrant ’intérét de la communauté scientifique pour ce nouvel outil. Nous
avons montré que ce transgene pouvait étre activé dans différents compartiments cellulaires
comme les cellules hépatiques, les lymphocytes, les cellules embryonnaires ou encore les
cellules pancréatiques (Vincent et al., 2010). Grace a cet alléle, nous avons pu examiner le
réle de I’activation de la voie du TGFp 1) au cours de la tumorigenéese pancréatique (Vincent
et al. soumis) et ii) au cours de la différenciation d’une population lymphoide particulicre, les
iINKT (invariant Natural Killer). Cette derniére étude, réalisée en collaboration avec I’équipe
du Dr Julien MARIE (CRCL, Lyon), a établi que ’expression ciblée de TPRI®* dans le
compartiment lymphocytaire (CD4-Cre) inhibait la différenciation des progéniteurs iNKT
(Doisne et al., 2009) (Annexe 1).

Il est important de rappeler que 1’expression du transgene TBRICA différe entre les animaux
males et femelles. En effet, I’alléle LSL-TBRI* est inséré au locus HPRT sur le chromosome
X. Ainsi, les males hémizygotes Pdx1-Cre ; LSL-TBRICA/O expriment ce transgéne dans
I’ensemble des cellules pancréatiques. Quant aux femelles hétérozygotes Pdx1-Cre ; LSL-
TBRI“Y", elles n’expriment ce transgéne que dans la moitié des cellules pancréatiques du fait
de I’inactivation aléatoire d’un chromosome X dans chaque cellule. Cet effet mosaique est
classiquement observé chez des animaux exprimant un trangene li¢ a I’X (Hadjantonakis et
al., 2001). Le mosaicisme des femelles CKR permet d’expliquer que ces derniéres
développent une pancréatite alors que les males CKR meurent apres leur naissance (Vincent
et al. en préparation). Ceci permet de mimer in vivo un « effet dose » de 1’activation de la

voie du TGFp dans un compartiment donné.
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Nous nous sommes ensuite intéressés a 1’effet de 1’activation de la voie du TGFp dans
le pancréas. Différentes observations suggerent en effet d’une implication des voies TGFf et
Kras dans la pancréatite, une inflammation du pancréas prédisposant au PDAC. Nous avons
ainsi démontré que le TGFB, en coopération avec ’oncogéne Kras®'?P, facilitait le
développement précoce de PanIN notamment en induisant une inflammation. Etant donn¢ la
sévérité du phénotype, nous n’avons pas pu déterminer si la pancréatite dévéloppée dans
modéle Kras®'??/TBRI“ prédisposait au développment de PDAC. Le role promoteur de
tumeur de I'inflammation dans D’initiation du PDAC est cependant largement documenté
(Guerra et al., 2007, 2011; Lesina et al., 2011). L’originalité¢ de notre étude est de placer le
TGFp a l'origine de I’inflammation. Son role avait été suggéré il y a quelques années mais
aucune preuve directe n’avait été apporté jusque la. Il avait été montré que 1’inactivation de la
voie du TGFp, via I’inactivation de TBRII (Wildi et al., 2007) ou la surexpression de Smad7
(He et al., 2009), inhibait la capacité de la céruléine a induire une pancréatite. Au niveau
cellulaire, nous avons montré in vitro que le TGFf induisait la mort cellulaire de cellules

12D .
GI2D 14 mort des cellules acineuses est un

acineuses pancréatiques exprimant Kras
phénomeéne cellulaire fréquemment observé au cours des pancréatites humaines (Gukovskaya
and Gukovsky, 2011; Booth et al., 2011). D’autres processus cellulaires interviennent
¢galement dans le développement de la pancréatite, comme la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires et de chimiokines (Yasuda et al., 1999; Lee et al., 2003). Notre modé¢le
permet donc de mimer la pathologie humaine. En effet, nos résultats suggerent que le TGFf

GI2D hour activer la voie NF-KB et stimuler la sécrétion de

pourrait coopérer avec Kras
cytokines proinflammatoires. Les mécanismes moléculaires responsables de cette sécrétion

restent encore a étre déterminés.
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la tumorigenese pancréatique
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I - Inactivation de Tifly dans un modele murin
de cancer du pancréas

Article 4
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TIF1gamma cooperates with Kras to induce cystic tumors of the pancreas. PLoS Genetics

(2009)

Introduction

Des mutations ponctuelles activatrices de Kras sont observées dans la quasi-totalité
des PDAC. Dans plus de 50% des cas, ces mutations sont associées a une délétion du locus
18g21.1, contenant le géne codant SMAD4 (DPC4, Deleted in Pancreatic Adenocarcinoma
Locus 4), protéine classiquement associé¢e a 1’effet antiprolifératif du TGFP. La protéine
Tifly (Transcriptional Intermediary Factor ly) a récemment été décrite comme un nouvel
acteur de la voie du TGFp. Ce facteur pourrait en effet interagir avec les protéines SMADs
(Dupont et al., 2005; He et al., 2006). Afin d’étudier le role de Tifly in vivo, nous avons
utilisé un nouveau modele murin développé par 1’équipe du Dr Régine LOSSON (IGBMC,

Tllkirch) permettant 1’inactivation conditionnelle de Tifly (Tifly"")

Résultats

Grace a la lignée Pdx1-Cre, la délétion spécifique de Tifly a pu étre ciblée dans le

lox/lox n’a réVélé aucune lésion

pancréas. L’analyse phénotypique des animaux Pdx1-Cre; Tifly
pancréatique. Afin de déterminer le role de Tifly dans la tumorigenése pancréatique in vivo,
I’inactivation Tifly a été réalisée dans le modele de prédisposition au PDAC, Pdx1-Cre;
Kras®'?®. Les animaux Pdx1-Cre; Kras®'?"; Tiflylo’dloX (KTT) ont développé de maniére

précoce des Iésions précancéreuses de type kystique (IPMN). D’autre part, 1’analyse de
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tumeurs humaines a révélé que 1’expression de 77F [y était perdue a la fois dans les 1ésions

précancéreuses (PanIN, IPMN) et dans les PDAC.

Conclusion

Cette ¢tude a démontré que ’expression de 7/F[y était fortement diminuée dans les
tumeurs pancréatiques humaines et que l’inactivation de 7ifly coopérait avec 1’oncogene
Kras“"?" pour induire le développement de lésions kystiques pancréatiques chez la souris.
L’ensemble de ces résultats suggere que TIF1y pourrait étre un nouveau gene suppresseur de

tumeur.
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Abstract

Inactivation of the Transforming Growth Factor Beta (TGFf) tumor suppressor pathway contributes to the progression of
Pancreatic Ductal AdenoCarcinoma (PDAC) since it is inactivated in virtually all cases of this malignancy. Genetic lesions
inactivating this pathway contribute to pancreatic tumor progression in mouse models. Transcriptional Intermediary Factor
1 gamma (TIF17) has recently been proposed to be involved in TGFf signaling, functioning as either a positive or negative
regulator of the pathway. Here, we addressed the role of TIF1y in pancreatic carcinogenesis. Using conditional Tifly
knockout mice (Tif1y*/"*), we selectively abrogated Tifly expression in the pancreas of Pdx1-Cre;Tif1y'*”'* mice. We also
generated Pdx1-Cre;LSL-Kras®"?>;Tif1y/*/°* mice to address the effect of Tifly loss-of-function in precancerous lesions
induced by oncogenic Kras®'2P. Finally, we analyzed TIF1y expression in human pancreatic tumors. In our mouse model, we
showed that Tifly was dispensable for normal pancreatic development but cooperated with Kras activation to induce
pancreatic tumors reminiscent of human Intraductal Papillary Mucinous Neoplasms (IPMNs). Interestingly, these cystic
lesions resemble those observed in Pdx1-Cre;LSL-Kras®'?;Smad4'®”"°* mice described by others. However, distinctive
characteristics, such as the systematic presence of endocrine pseudo-islets within the papillary projections, suggest that
SMAD4 and TIF1y don't have strictly redundant functions. Finally, we report that TIF1y expression is markedly down-
regulated in human pancreatic tumors by quantitative RT-PCR and immunohistochemistry supporting the relevance of
these findings to human malignancy. This study suggests that TIF17 is critical for tumor suppression in the pancreas, brings
new insight into the genetics of pancreatic cancer, and constitutes a promising model to decipher the respective roles of
SMAD4 and TIF1y in the multifaceted functions of TGFf in carcinogenesis and development.
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ovarian-type of stroma. These cysts do not communicate with
the larger pancreatic ducts. IPMNs form intraductal papillary
projections replacing the normal duct epithelium, secrete mucin,

Introduction

Pancreatic Ductal AdenoCarcinoma (PDAC), characterized by

a ductal cell-type differentiation pattern, is the most common type
of pancreatic cancer, accounting for more than 85% of pancreatic
neoplasms. PDAC is the fourth leading cause of cancer-related
mortality and carries an overall 5-year-survival rate of less than
5% [1]. The poor outcome of these patients is due to late diagnosis
and resistance to current therapies. PDAC appears to arise from
precursor lesions known as Pancreatic Intraepithelial Neoplasia
(PanINs) or from two types of cystic tumors: Mucinous Clystic
Neoplasms (MCNs) and Intraductal Papillary Mucinous Neo-
plasms (IPMNs) [2]. Mucinous cystic neoplasms are cysts lined by
mucin-producing epithelial cells usually associated with an

@ PLoS Genetics | www.plosgenetics.org

and communicate with ducts. IPMNs are currently classified
according to their pattern of apparent histological differentiation
into three main subtypes: intestinal (with the neoplastic epithelium
resembling the intestinal epithelium), the most frequent, pancre-
atobiliary and gastric [3].

Recurrent genetic alterations have been identified in human
PDAC [4,5]. Sporadic cases, which represent the vast majority of
PDAC, are associated with activation of the ARAS oncogene
(>90% of cases) and inactivation of the INK44/ARF (>80% of
cases), TP53 (>50% of cases) and SMAD4/DPC4 (>50% of cases)
tumor suppressors. Inherited pancreatic cancers represent approx-
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Author Summary

Inactivation of the TGFB tumor suppressor pathway
contributes to the progression of Pancreatic Ductal
AdenoCarcinoma (PDAC), a devastating malignancy. Tran-
scriptional Intermediary Factor 1y (TIF1y) has recently been
proposed to be involved in TGFB signaling, a pathway
inactivated in virtually all cases of this malignancy. To
address the role of TIF1y in pancreatic carcinogenesis, we
used conditional Tifly knockout mice. In a genetic
background expressing a constitutively active mutation
of KRAS oncogene (Kras®'?P) recurrently found in patients
with PDAC, Tifly inactivation induces pancreatic precan-
cerous lesions resembling those observed in the absence
of Smad4, a key player involved TGFf signal transduction.
This observation strengthens the notion that TIF1y plays
an active role in TGFP signaling. Interestingly, we also
found that TIF1y expression was markedly down-regulated
in human pancreatic tumors supporting the relevance of
our findings to human malignancy. Characterization of
new players involved in the outbreak of early pancreatic
lesions that will eventually evolve into invasive pancreatic
cancer is crucial to detect the disease earlier and
eventually develop new therapeutic drugs.

imately 5-10% of all pancreatic cancers. In a high proportion of
familial pancreatic cancers, the genetic alterations causing the
disease are still unknown. However, several germinal mutations
associated with complex familial syndromes have been shown to
significantly increase the risk of developing pancreatic cancer
(BRCAZ2, INK4A, STK11/LKBI1, PRSS1, hMLHI and hMSH?2) [1,6].

In the last five years, a series of genetically engineered mouse
models of PDAC have been developed based on these signature
gene mutations [7]. For instance, expression of a constitutively
active Kras mutant protein (Kras®!?P or Kras®'?Y) induces
PanINs that eventually progress towards PDAC [8,9,10]. Kras
activated mutants act in concert with inactivation of the p53 [11],
Ink4A/Arf [12,13], and TPRII [14] tumor suppressors to
accelerate development of PDAC. These models and others
[15-19] support the concept that progression towards invasive
PDAC involves emergence from different precancerous lesions
(PanINs, MCNs and IPMNs) depending on the associated genetic
alterations.

The TGFp pathway appears to be of particular importance to
PDAC tumor suppression, since it is inactivated in virtually all
cases of this malignancy [20], and since genetic lesions inactivating
the pathway—inactivation of Smad4 or TSRII and over-expression
of inhibitory Smad7— contribute to pancreatic tumor progression
in mouse models [14,21-24]. Transforming growth factor beta
(TGFP) is a secreted polypeptide belonging to a wide family of
cytokines and growth factors including TGF s, Bone Morphoge-
netic Proteins (BMPs) and activins [25,26]. Upon binding to its
receptors, TGFPB triggers phosphorylation of the SMAD2 and
SMADS3 transcription factors. Phosphorylated SMAD2 and
SMADS3 then interact with SMAD4. The SMAD2/3/4 complex
accumulates within the nucleus, binds to DNA and activates the
transcription of target genes leading to proliferative arrest or
apoptosis of epithelial cells.

Transcriptional Intermediary Factor 1 gamma (also named
TIF1y/TRIM33/RFG7/PTC7/Ectodermin) [27,28] appears to
contribute to TGFP signaling, although its precise functional role
is not clear. Some data point toward TIF1y as a negative regulator
of the pathway through its capacity to mono-ubiquinate SMAD4
and limit SMAD4 nuclear accumulation [29,30,31]. In contrast,
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other studies have suggested that TIF1y plays an important
positive role in transducing TGFp signaling through its interaction
with SMAD2 and SMAD3 [32].

Here we wished to determine whether TIF17y contributes to
tumorigenesis consistent with a function within the TGFB
signaling pathway. We have focused on pancreatic exocrine
tumors based on the prominent role played by TGFp signaling in
these malignancies. Using a conditional mouse strain, we show for
the first time that 7/7y is an important gene whose loss of function
cooperates with Kras®’?? activation to induce cystic pancreatic
tumors resembling human IPMNs. We also report that T7FIy
expression is down-regulated in human PDAC and some types of
precursor lesions, supporting the relevance of our mouse model to
human malignancy.

Results/Discussion

To selectively abrogate 7if7y expression in the pancreas, we
crossed conditional 777y knockout mice [33] with PdxI-Cre mice
[34]. PdxI is a gene expressed in the common progenitor to all
pancreatic lineages during early embryogenesis, hence PdxI-Cre
transgenic mice exhibit recombination of floxed alleles in
pancreatic cells from all lineages (endocrine, acinar, centroacinar
and ductal cells) [35]. PdxI-Cre;Tif1y"™’"" animals were born at
expected ratios and showed normal lifespan without obvious
developmental or physiological alterations. Live imaging tech-
niques (Positron Emission Tomography, PET and Magnetic
Resonance Imaging, MRI), histological techniques (immunodetec-
tion of insulin, glucagon, PPY, chymotrypsine, F4/80, CD3,
MPO), metabolic tests (glucose tolerance) did not reveal any
significant differences between wild-type and PdxI-Cre; Tifly™""*
littermates (n>20, between 3 weeks and 2 years of age) (data not
shown). As expected, immunohistochemistry experiments showed
that Tifly was expressed in the nuclei of pancreatic cells in wild-
type mice and that this staining was lost in the PdxI-Cre; Tifly"™""*
pancreas (Figure S1). In all, these observations show that 77y is
dispensable for normal pancreatic development and function in
the mouse.

Activating  KRAS mutations occur early in human PDAC
pathogenesis and give rise to slowly progressing PanINs in mouse
models [8,10,12]. We then asked whether 77f7y inactivation could
modify the phenotype or latency of the pancreatic lesions induced
by Kras®"*P. To that end, we generated Pdx1-Cre;LSL-Kras®'%;
Tif1y""* mice (n=12, Table S1). All animals looked healthy at
the time they were euthanized (the oldest animal was sacrificed at
the age of 189 days). Since pancreatic lesions are often
asymptomatic, we decided to explore i viwo the pancreas of these
mutant mice (n =4) by PET and MRI imaging techniques. PdxI-
Cre;LSL-Kras®'*P:Ink4A / Arf*" mice, which exhibit rapid PDAC
progression, were also employed in these studies. Strikingly, MRI
imaging performed on Pdx/-Cre;LSL-Kras®"*P; TifIy""™ animals
revealed an hypertrophic pancreas with multifocal cystic lesions
exhibiting T2 hypersignals visible as early as 7 weeks after birth
(T2 weighted scans allow detection of cysts as they are sensitive to
water content) (Figure 1B). Such lesions were absent in the
pancreas of wild-type and PdxI-CreLSL-Kras“*P  animals
(Figure 1A) and were clearly different from those observed in
Pdx1-Cre;LSL-Eras®"?;Ink4A / Arf" */BX mice, which harbor solid
tumors exhibiting a T1 isosignals (Tl weighed scans allow
detection of solid tumors) (Figure 1C). PET imaging did not show
significant increased metabolic activity in the abdomen of wild-
type (Figure 1D) and Pdyl-Cre;LSL-Kras®"*?; Tif1y"™™ mice
(Figure 1E) whercas Pdxl-Cre:LSL-Kras®'*P:Ink4A4/Arf™"™ mice
had abdominal lesions with readily detectable metabolic activity
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Pdx1-Cre;LSL-KrasS!20; Tif1 /o1 pdx1-Cre;LSL-KrasS12°; ink4A /Arflox/lox
(22 weeks) [£3 weeksf

PET

Gross
anatomy

Histology

Figure 1. Homozygous deletion of 7if7y cooperates with activated Aras

©72D mutation to induce cystic tumors of the pancreas.

Magnetic Resonance Imaging (MRI) (A-C). Positron Emission Tomography (PET) (D-F). Gross anatomy of the pancreas after dissection (G-I).
Hematoxylin Phloxine Saffron (HPS) staining of pancreas sections (J-L). Acinar tissue (stars), scattered endocrine islets (arrow) and exocrine ducts

(arrowhead). When notified, pancreas is circled in red dashed lines. Pdx1-Cre;LSL-Kras

representative of the 4 mice we analyzed at the age of 18-27 weeks.
doi:10.1371/journal.pgen.1000575.g001

(Figure 1F). Macroscopic analysis of the Pdx1-Cre;LSL-Kras®'*?;
Tif1y""/™ pancreas confirmed the presence of numerous cysts
affecting the entire organ without macroscopic evidence of
invasive carcinoma (Figure 1H and Figure S2) whereas the
pancreas of PdxI-Cre;L.SL-Kras®"*P:Ink4A/ Arf**'"™ mice was invad-
ed by a firm and homogeneous mass (Figure 1I) and the pancreas
from wild-type or Pdx-Cre;LSL-Kras®'*” animals had a normal
macroscopic appearance (Figure 1G). The size of these cysts
observed in the pancreas from Pdx]-Cre:LSL-Kras®"?;Tifly"/ "
was variable and most of them contained papillary projections
(Figure 1K). These lesions clearly contrast with the invasive tumors
of ductal morphology identified as PDAC in the pancreas of Pdx1-
Cre;LSL-Kras“"*2;Ink4A/ Arf*™'"™  (Figure 11). The histological
analysis of the 12 Pdx]-Cre;LSL-Kras®"*P; Tif1y"™"" animals (Table
S1) revealed the presence of cystic lesions in 100% of these mice,
such cysts being never observed in PdxI-Cre;LSL-Kras®'*" or wild
type control animals. Quantitative analysis revealed that the area

@ PLoS Genetics | www.plosgenetics.org

C12D.Tif1/%/°* ysed in this experiment was 154 days old and

occupied by the abnormal pancreas exceeded 50% by the age 6
weeks in 6/7 PdxI-Cre:LSL-Kras®"*P; Tif 1y mice whereas it
represented less than 20% in 6/6 Pdxl-CreLSL-Kras®'*" mice
(Table S1). Collectively these data demonstrate that inactivation of
Tifly actively cooperates with activated Kras“?? to induce cystic
tumors of the pancreas.

To carefully compare the pancreatic lesions observed in PdxI-
Cre;LSL-Kras® P, Tif 1y with the PdxI-Cre;LSL-Kras®"*® con-
trols, we performed a sequential histological analysis of pancreas
from animals (n=12) cuthanized at different ages (Table SI).
Contrary to wild-type mice (Figure 2A-2D), PdxI-Cre;LSL-Kras®'*?
mice gradually developed focal PanINs by the age of about 10
weeks (Figure 2E-2H). Strikingly, in PdxI-Cre;LSL-Kras®'*";Tif1-
plow/lox pancreas, PanINs, signs of acute inflammation as well as
enlarged and dilated ductal structure resembling budding cysts
were observed as early as 3 weeks of age (Figure 2I and Figure S3).
At later time points, inflammatory tissue and PanINs were mainly
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AGE I 3 weeks (n=3)

6-13 weeks (n=5)

18-27 weeks (n=4)

Wild-type

Pdx1-Cre
LSL-KrasS120

Pdx1-Cre
LSL-KrasS12P

Tif1 ylox/tox

Figure 2. Inactivation of 7if7y accelerates activated Kras®’?’-mediated pancreatic neoplasia. Sections of wild-type (A-D), Pdx1-Cre;LSL-

Kras®'?® (E-H) and de]-Cre;LSL-KrasG’ZD;TifIV’W"’X (I-L) pancreas from mice at different ages were stained with HPS. Number of mice: 3 weeks, n=3;
6-13 weeks, n=5; 18-27 weeks, n=4. Inset pictures: Higher magnification.
doi:10.1371/journal.pgen.1000575.9g002

replaced with cystic lesions becoming more numerous and of
larger size (Figure 2J-2L). Microscopic examination revealed that
the lining of the cystic structures characteristically found in the
pancreas from Pdx! —Cre;LSL—Km&GI?D;Tzf])/[”’{/l”x mice was formed
by epithelial cells with a cuboidal or cylindrical morphology.
These cells formed numerous thick papillary projections in the cyst
lumen. The axis of these projections usually contained masses of
small monomorphic cells with an endocrine morphology (Insets in
Figure 2I-2L).

We performed immunohistochemical studies to characterized
the evolving pancreatic lesions in these mice. We observed staining
for chymotrypsin and insulin, which decreased with age, indicating
areplacement of exocrine and endocrine components, together with
abnormal ductal structures in  Pdvl-CreLSL-Kras®'*P; Tif 1,/
mice (Figure 3). There was a notable disappearance of well-
organized endocrine islets with age coinciding with the accumula-
tion of endocrine cells within the papillary projections bulging
within the lumen of the cysts.

To more precisely identify the nature of these lesions, several
lineage markers were explored by immunohistochemistry. We
first verified that Tifly expression was lost in pancreatic ducts
from  PdxI-Cre;LSL-Kras®"*P; Tif1y"*'"* mice (Figure 4E) com-
pared to normal observed ducts in wild-type mice (Figure 4A). In
the normal pancreas, cytokeratin 19 (CKI19) is specifically
expressed by ductal cells lining the secretory ducts (Figure 4B).
We verified that most of the epithelial cells lining the cystic lesions
observed in Pdx1-Cre:LSL-Kras®"*?; Tif1y"*/" mice were positive
for CK19 (Figure 4F); this is consistent with a ductal phenotype
for these cells. However, in contrast to the cells lining the normal
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secretory ducts (Figure 4C), many cells lining the cysts were
mucus-secreting and stained for Alcian blue (Figure 4G). The
cells with an endocrine appearance present within the intra-cystic
papillary projections were CK19 and Alcian blue negative. There
was no evidence of ovarian-type stroma or of invasive or
microinvasive carcinoma, even on serial sections, suggesting that
these cystic tumors resemble human IPMNs. In all, the cystic
lesions observed in Pdx] —Cre;LSL—KmsGI?D;Tzf]ylax/[” mice show
distinctive characteristics, including the presence of intra-
epithelial endocrine pseudo-islets, suggestive of a mixed, endo-
crine-exocrine, lesion [7].

TIF1y has recently been proposed to be involved in TGFf
signaling [29,32]. The resemblance between the cystic lesions
(either IPMNs [21,23] or MCNs [22]) observed in Pdx1-Cre;LSL-
EKras®"?P:Smad 4"’ mice, and the cystic lesions we observed in the
Pdx1-Cre;LSL-Kras®" P Tif1y"/"* mice, reinforces an active role of
TIF1y in TGFp signaling. However, we cannot rule out the
possibility that TIFly could also be involved in other signaling
pathways. Interestingly, we observed that Smad4 expression was
almost undetectable in epithelial cells lining the papillary
projections observed in  Pdxl-Cre;LSL-Kras®"*P; Tif1y™ "™ mice
whereas it was detectable in epithelial cells lining the cysts
(Figure 4H) or in normal ducts (Figure 4D). IPMNs observed in
Pdx1-Cre;LSL-Kras®"P; Tif1y"/"* mice always contain a significant
endocrine component, a rare event in IPMNs observed in PdxI-
Cre;LSL-Kras®"*P;:Smad4™/ ™ mice [21,23]. This observation sug-
gests that TIF1y and SMAD4 could differentially regulate
endocrine versus exocrine differentiation in a context of an
activated KRAS oncogenic protein.
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Figure 3. Endocrine and exocrine compartments destruction in the pancreas of deI-Cre;LSL-KrasG’ZD,'Tifl;/""/"’X mice. Wild-type (A-C’)
and Pdx1-Cre; LSL-Kras®'?P; Tifly"’x/"’x (D-L') pancreas sections were stained with HPS (A,D,G,J), immuno-revealed either with an anti-chymotrypsin
antibody (B,E,H,K) or an anti-insulin antibody (C,F,I,L and C',F',I'L" that represent the boxed region in CF,I.L at a higher magnification). For Pdx1-
Cre;LSL—KrasG'ZD;TifIy"”‘/"’" mice, analysis were performed at different ages. Number of mice: 3 weeks, n=3; 6-13 weeks, n=5; 18-27 weeks, n=4.
Boxes: Higher magnification. The pictures show one representative mouse for each group.

doi:10.1371/journal.pgen.1000575.9003
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Figure 4. Inmunophenotyping of pancreas cysts observed in Pdx1-Cre;LSL-Kras®'??;Tif1/*"* mice. Wild-type (A-D) and Pdx1-Cre;Tif1/*"%;
LSL-Kras®™?P (E-H) pancreas sections were stained to detect glandular cells (CK19), mucus-secreting cells (Alcian Blue), Tif1y and Smad4. The pictures
show one representative mouse at the age of 22 weeks.

doi:10.1371/journal.pgen.1000575.9004
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Based on the prominent cooperation noted between Aias
activation and 7ifIy inactivation in promoting cystic pancreatic
tumors in our mouse model, we speculated that 77FIy expression
may be down-regulated in human pancreatic tumors. To test this
hypothesis, we analyzed by quantitative RT-PCR the expression
level of TIFly and SMAD4 mRNA in 20 PDAC and 16
peritumoral tissues coming from surgical specimens removed for
therapeutic purposes (peritumoral tissues were not available for 4
of these patients). The cellularity of the samples used for molecular
analysis was verified histologically. Our results show that 77FIy
expression is significantly decreased in the tumors as compared to
peritumoral tissues (£=0.0054) (Figure 5A). We also compared
TIFIy expression levels in each individual tumor along with the
peritumoral tissue from the same patient (n = 16). Our results show
that 77FIy expression is significantly down-regulated in most
patients and is not up-regulated in any patient (Figure 5B). We
next examined TIF1y protein pattern of expression by immuno-
histochemistry in human pancreatic cancers and their precursors.
In peritumoral tissues from PDAC, TIFly was detected in the
majority of the nuclei of acinar, ductal and endocrine cells
(Figure 5C). Centroacinar cells are more difficult to identify in
routinely stained sections; however, since no epithelial cell
population devoid of TIF1ly expression has been detected in the
normal pancreas, it can be assumed that they also express TIF1y.
In PDAC (16 cases), TIFly nuclear expression level was
significantly decreased as compared to the peritumoral tissue. In
8 cases, TIF1y expression was heterogeneous, with large numbers
of negative cells coexisting with scattered positive cells (Figure 5D).
In 2 cases, TIF1y was even undetectable (Figure 5E). In IPMNs
(samples from 10 patients, all with the intestinal subtype according
to current classifications [3]), almost all neoplastic cells in areas of
low grade dysplasia (present in the 10 cases) displayed a weak
nuclear positivity whereas in areas of high grade dysplasia (present
in the 10 cases), more than 50% of cells were negative for TIF1v;
this was especially the case along the papillary projections
(Figure 5F). In PanINs (samples from 15 patients, with grade 1
in 12, grade 2 in 10 and grade 3 in 8), the expression of TIF1y was
usually retained in grade 1 and 2 lesions (data not shown), but was
undetectable in a variable proportion of cells in grade 3 lesions
(Figure 5G). In MCNs (8 cases), TIF1y protein was strongly
expressed by all neoplastic cells, even in areas of high grade
dysplasia and in foci of microinvasive carcinoma (Figure 5H). We
showed in the same set of tumors that SMAD4 expression was also
down-regulated in high-grade PanINs, IPMNs and PDAC, while
remained highly expressed in MCNs (Figure S4).

None of the PdxI-Cre;LSL-Kras® P Tifly™ ™ mice (n=4)
sacrificed after the age of 13 weeks showed an aggressive cancer
developed from IPMNs. This observation is consistent with
epidemiological data in humans showing that IPMNs only rarely
give rise to aggressive tumors [3]. Interestingly, IPMNs were
reported in PdxI-Cre;LSL-Kras®'*P;Smad4"™*""™ mice but no PDAC
was found by the age of 13 weeks (n=8) [21]. Another group
observed in Pdx1-Cre;LSL-Kras®"*P:Smad 4" a significant pro-
portion of PDAC between 23 and 33 weeks [23]. This suggests
that the minimal latency period to see the onset of aggressive
tumors may have not been reached in our study or the number of
animals studied is too low. We have been in the process of “aging”
a cohort of Pdxl fCre;LSLfI{m.sG]ZD;ij]ﬁ/l”x”“ mice to address this
specific point even if we cannot rule out the possibility that these
animals die before developing aggressive tumors because of
pancreatic failure due to growing cysts. The molecular mechanism
supporting the cooperation between activated Kras®'?? mutation
and 71y inactivation to induce the formation of IPMNs is still
unknown. TAK1 (TGFf Associated Kinase 1), which has recently
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been proposed to explain R-Ras and TGFf cooperation in breast
tumors, is an interesting candidate [36].

The relationship between TIF1y and SMAD4 and their
respective role in TGF signaling have been a subject of extensive
investigation and debate in the last few years [37]. Indeed,
published data support distinct models whereby TIFly could
function as either a negative regulator of TGFP signaling [29,30]
or a complementary agonist of TGFp signaling [32]. In the
“antagonist model”, TIF17y negative function relies on its ability to
mono-ubiquitinate and relocate SMAD4 into the cytoplasm. In
the “agonist model”, TIF1y competes with SMAD#4 for binding to
SMAD?2 and 3 and form TIF1y-SMAD2/3 complexes regulating
SMAD4-independent TGF responses. One can envision that
these models, both supported by compelling biochemical and
vivo evidence, are not mutually exclusive and that one of them may
be predominant depending on the cellular context. The experi-
mental evidence we present here suggest that TIF1y works with
SMAD4 as a complementary agonist molecule during pancreatic
tumorigenesis. In the presence of activated Kras, Tifl7y loss-of-
function induces cystic lesions resembling those observed in the
absence of Smad4 suggesting that both molecules act in concert to
prevent tumor progression. Even if this hypothesis needs further
demonstration, it is strengthened by the observation that TIF1y
expression is decreased in human pancreatic tumors and our
observation that loss of Tifly does not significantly impair Smad4
expression level or Smad4 target genes expression (data not shown).
The existence of a joint effort between TIFly and SMAD4 to
maintain TGFB-mediated tissue homeostasis has been proposed
before. Indeed, during erythroid differentiation, TII'1y mediates
the differentiation response while SMAD4 mediates the antipro-
liferative response [32]. In a recent work, we showed that Tifly
controlled iNKT (invariant Natural Killer T) cell expansion
whereas Smad4 maintained their maturation state [33]. A recent
comprehensive genetic analysis of >20,000 transcripts in 24
pancreatic cancers failed to identify point mutations, amplifica-
tions, deletion or translocations in the 71FIy gene [20]. The
present study strongly spurs us toward looking for 77FIy genetic
alterations in a larger set of pancreatic tumors. Besides,
chromosomal breakpoints chromosome on 1pl3.1 containing
TIF1y gene have been reported in acute megakaryocytic leukemias
[38], osteochondromas [39], bronchial large cell carcinomas [40]
and childhood papillary thyroid carcinomas [41]. Interestingly, we
recently demonstrated that abrogation of the closely related 77
gene in mice caused hepatocellular carcinoma [42]. These
observations reinforce the idea according to which TIF17y loss of
function could play an active protective role during tumorigenesis.
TIF1ly overexpression has been suggested by others to facilitate
tumorigenesis in other organs by inhibiting SMAD4-mediated
growth inhibition and motility in response to TGFp [29,30]. This
observation may reflect an active role of TIFly during tumor
progression depending on the organ and involving a anti-SMAD#4
mechanisms (“antagonist” model).

In conclusion, we demonstrated in a mouse model that
inactivation of TifIy cooperates with activated Kras®’*? to induce
cystic pancreatic tumors. Characterization of new players
involved in the outbreak of early pancreatic lesions that will
eventually evolve into invasive pancreatic cancer is crucial to
detect the disease earlier and eventually develop new therapeutic
drugs. Further work to decipher the respective roles of SMAD4
and TIFly in PDAC as well as the functional cooperation
between KRAS and TIF1y could bring new insight into the
etiology of pancreatic cancer, and generate a better understand-
ing of the multifaceted role of TGFP in carcinogenesis and
development.
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Figure 5. TIFT1y expression in human pancreatic neoplasia. The expression of TIF1y from 20 human PDAC and 16 peritumoral tissues was
determined by quantitative RT-PCR (A). The average expression (*sd) is plotted for each group (B). The significance (P value) for the difference
between peritumoral and tumoral groups, determined by a Student's T test, is shown above the graphs. The expression of TIF1y protein was
evaluated by immunohistochemistry in different pancreatic lesions: PDAC (n patients=20) (peritumoral (C) and tumoral tissues (D, E). IPMN (n
patients = 10) of high grade dysplasia (F), high-grade PanINs (n patients=8) (G) and MCN (n patients=15) (H). Inset pictures: higher magnification.

doi:10.1371/journal.pgen.1000575.9005

Materials and Methods

Mice

Tif1y"™* [32] mice harboring floxed exons 2-4 were generated
by K.Y. and R.L. will be described elsewhere. Briefly, using a
genomic clone that contains a portion of the 7iIy gene, we
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generated a targeting vector in which a PGK Neo selection cassette
flanked by two loxP sites was introduced into intron 1 and a third
loxP site inserted into intron 4. This targeting vector was designed
with the expectation that upon homologous recombination and
subsequent Cre recombinase-mediated excision, exons 2, 3 and 4
along with the PGR=Neo cassette would be deleted, thereby causing
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a frameshift mutation with a premature termination codon in exon
5. The putative product of this deleted gene corresponds to a
truncated protein lacking part of the RING finger-B box-coiled
coil (RBCC) motif and the entire C-terminal region of the TIF1y
protein, which contains the conserved PHD finger/bromodomain
unit.

Ink4A/ Arf™'" [12], LSL-Kras®"?P [8,43-45] and PdxI-Cre [34]
mouse strains done by others were previously described. Mice
were maintained in a specific pathogen-free animal facility at the
“Centre Léon Bérard” (Lyon, France) and handled in compliance
with the institutional guidelines. All procedures were approved by
an ethic committee under regulatory of governmental authority
(CREEA).

Histology

Histology experiments were performed as previously described
[46]. Primary antibody used were : TIF1y (1/800; Euromedex),
Chymotrypsin (1/1000; AbD Serotec), Insulin (1/1000; Dako),
CK19 (1/10; Trauma III - Developmental Studies Hybridoma
Bank - University of Iowa), SMAD4 (1/100; Santa Cruz). Alcian
blue staining was performed as previously described [47].

Human samples

Cryopreserved tumoral and peritumoral tissue samples were
obtained from an institutional tissue bank, the Tumorothéque
des Hospices Civils de Lyon (Centre de Ressources Biologi-
ques, Hospices Civils de Lyon). In accordance with French
cthical rules, samples were from patients having given their
informed consent or from deceased patients. Prior to molecular
analysis, the quality and cellularity of tissue samples was
verified histologically; tumor tissues were selected in order to
contain a significant amount of neoplastic cells; peritumoral
tissues were constantly altered by reactive fibrotic changes
associated with a loss in acinar tissue and a massive ductular
proliferation.

RNA analysis

Liquid nitrogen frozen human tumors were blended using a
Pro200 homogenizer (Pro Scientific Inc.) in a 5 M guanidine
solution. Total RNA was further purified by RNeasy mini kit
(Qiagen). The ¢DNA was used as template with RT Kit
SuperScript II (Invitrogen). quantitative RT-PCR was performed
as previously described [48].

Live imaging

For MRI and PET experiments, mice were anesthetized using
3% isoflurane inhalation (TEM Sega, Lormont, France) and
maintained in 1.5% isoflurane atmosphere during experiments.

For PET experiments, the mice were catherized in the caudal
vein (24 gauge), injected with 250 uCi of 300 pL of radioactive
18-Fluorodéoxyglucose (FDG). After 90 minutes to allow FDG
fixation, images were acquired during 15 minutes (constant 2%
isoflurane atmosphere) using the “TEP clearPE'T” (Raytest,
Inc.). MRI acquisitions were made with a BioSpec-7T system
(Bruker, Ettlingen, Germany) using a 32 mm inner-diameter
emission/reception volume coil (Rapid Biomedical, Wiirzburg,
Germany). T1/T2-weighted contrast sequences synchronized to
respiration were acquired for each mouse. A RARE (Rapid
Acquisition with Relaxation Enhancement) sequence (TR/TE
3500/38.1 ms) with fat saturation was used. Geometric param-
eters were: a series of 18, 750 um thick sections, 33 mm field of
view, and 256x256 pixel matrix. Voxel size was therefore
129%129x750 um”.

@ PLoS Genetics | www.plosgenetics.org

TIF1y Mutation and Pancreatic Cancer

Supporting Information

Figure S1 Loss of nuclear Tifly protein expression in the
pancreas of Pdxl-Cre; Tifly"™" mice. Immunohistochemistry
showed that Tifly was expressed in the nuclei of pancreatic cells in
wild-type mice and that this staining was lost in a Pdxl-
Cre; TIFIy™"™ pancreas.

Found at: doi:10.1371/journal.pgen.1000575.5001 (2.25 MB 'TIF)

Figure S2 Image of a polycystic pancreas from a 154-day-old
Pdx1-Cre; LSL-Kras®"??; Tzﬂyl”/l”x mouse. Pancreas is circled in
black. Note the presence of numerous translucent cysts (arrow-
head).

Found at: doi:10.1371/journal.pgen.1000575.5s002 (2.96 MB 'TIF)

Figure 83 Presence of inflammatory cells in the pancreas
associated with the cystic structures. Immunohistochemistry
revealed the presence of different populations of leucocytes
infiltrating the pancreas of a 20-day-old PdxI-Cre; LSL-Kras®'*";
Tif1y™"™ mouse (D-F) compared to a wild-type littermate (A—C).
MPO (A,D), F4/80 (B,E), and CD3 (C,F) were respectively used as
specific markers for neutrophiles, macrophages and lymphocytes.
Found at: doi:10.1371/journal.pgen.1000575.s003 (2.71 MB TIF)

Figure S4 SMAD4 expression in human pancreatic neoplasia.
Quantitative RT-PCR to detect SMAD4 expression from the 16
PDAC for which peritumoral tissue was available (A). For each
patient represented by an individual bar, SMAD4 expression is
represented as a percentage of variation relative to mRNA
expression in the peritumoral tissue from the same patient (B).
SMAD4 protein expression pattern was also assessed by
immunohistochemistry. In the normal pancreas (C), SMAD4 is
strongly detected in endocrine islets, a faint labeling is visible in
acinar cells and ductal cells. In adenocarcinomas (n patients = 20),
no labeling for SMAD4 was detected whereas adjacent residual
endocrine cells are positive (D). In another example of adenocar-
cinoma, SMAD#4 is faintly but readily detectable in neoplastic
cells; the labeling is both cytoplasmic and nuclear (E). In IPMN
grade 3, SMAD4 expression is heterogeneous; most cells are
negative, while a few scattered cells retain a faint expression,
usually nuclear (F). In PanIN grade 3, SMAD4 expression is either
undetectable, as exemplified in the largest figure (note the
persistent expression in adjacent residual endocrine cells (arrow)),
or heterogeneous, as shown in the inset (G). In MCN, SMAD4
expression is usually strong, in low grade (large figure) as well as in
high grade (inset) lesions (H).

Found at: doi:10.1371/journal.pgen.1000575.s004 (3.34 MB 'T1F)

Table S1 Measurement of the area occupied by the normal
pancreatic tissue.

Found at: doi:10.1371/journal.pgen.1000575.5005 (0.06 MB
DOC)
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Table S1. Measurement of the area occupied by the normal pancreatic tissue

GENOTYPE ID Age Age Measured Percentage of
(weeks) (days) area (mm?) normal
pancreatic tissue
Pdx1-Cre ; LSL-Kras®'?®; #1 19 42 91 9%
Tif1y' o' #2 3 20 96 2 %
#3 20 115 94 %
#4 41 194 34 %
#5 41 106 58 %
#6 6-13 65 UND UND
#7 65 UND UND
#8 90 150 2 %
#9 129 150 2 %
#10 131 64 19 %
#11 18-27 154 99 <1 %
#12 189 91 44 %
Pdx1-Cre ; LSL-Kras®'?® #13 4 30 59 >99 9
#14 44 84 >99 0,
#15 6-13 68 45 >99 04
#16 80 87 >99 0,
#17 125 83 99 %
pg 1827 159 81 91 %
#19 51 356 53 83 %

Mice (ID, identity) from indicated genotypes were euthanized at different ages and their
pancreas were analyzed by histology. We quantified the area occupied by the normal
pancreatic tissue by excluding the regions devoid of acini as a consequence of the lesions
(PanINs, IPMNs, area with massive inflammatory infiltrates). Normal pancreas is represented
as a percentage of the whole measured pancreatic tissue. Measurements were done on
several pictures taken from 2 non-contiguous pancreas sections. Quantification was done
with AxioVision software. UND, undetermined.
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Introduction

L’¢étude précédente a démontré que I’inactivation de Tifly chez la souris coopérait

G120 hour induire le développement précoce de lésions kystiques

avec l’oncogene Kras
appelées IPMN (Vincent et al., 2009a). Chez ’Homme, les IPMN peuvent évoluer vers des
PDAC. L’objectif de cette é¢tude était donc double. Le premier objectif était d’évaluer si les
souris Pdx1-Cre; Kras®'?®; Tifly“¥'™ (KTT), développant des IPMN, présentaient une
prédisposition a développer des cancers invasifs. Pour cela, une cohorte « vieillissante »
d’animaux KTT a été surveillée par IRM (Imagerie par Résonance Magnétique). Le
deuxieme objectif était d’explorer si le développement des Iésions observées en absence de
Tifly dépendait de Smad4. Afin de répondre a ce point, des animaux présentant une double

inactivation de Tifly et de Smad4 ont été générés (Pdx1-Cre; Kras®'?P; Tifly' /¥,
Smad4" ! (KSSTT)).

Resultat

Nous avons tout d’abord montré que les animaux KTT développaient des PDAC aprés
I’age de 250 jours. Cette observation conforte le role suppresseur de tumeur de TIFly et
suggere que les IPMN ont évolué vers des stades invasifs ce qui semble mimer la pathologie

humaine. Ensuite, ’analyse des souris KSSTT a démontré que 1’inactivation combinée de
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Tifly et Smad4 accélérait le développement de PDAC détectables des I’age de 25 jours. Bien
que ces tumeurs se développent plus rapidement, elles présentent un aspect bien différencié,
caractére généralement associé a une moindre aggressivité. En effet, des marquages
immunohistochimiques ont révélé que les tumeurs KSSTT étaient positives pour la
Cadhérine-E  (marqueur épithélial) et négative pour la Vimentine (marqueur
mésenchymateux). De fagon intéressante les tumeurs se développant chez les souris KTT
avaient un aspect peu différencié se caractérisant notamment par une forte expression de la

Vimentine et une délocalisation de la Cadhérine-E.

Conclusion

Nos travaux constituent la premiere démonstration in vivo que Tifly peut inhiber
I’initiation tumorale induite par I’oncogéne Kras“'?°. Ceci suggére que les IPMN, développés
dans le modele KTT, pourraient étre a I’origine de tumeurs invasives. Nous avons également
montré que ’effet suppresseur de tumeur de Tifly au cours de I’initiation tumorale était

indépendant de Smad4.
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Transcriptional intermediary factor 1y (TIFlvy;
alias, TRIM33/RFG7/PTC7/ectodermin) belongs to
an evolutionarily conserved family of nuclear fac-
tors that have been implicated in stem cell pluripo-
tency, embryonic development, and tumor suppres-
sion. TIF1 y expression is markedly down-regulated
in human pancreatic tumors, and Pdx1-driven Tif1y
inactivation cooperates with the Kras“’?” onco-
gene in the mouse pancreas to induce intraductal
papillary mucinous neoplasms. In this study, we
report that aged Pdx1-Cre; LSL-Kras®'?"; Tif1y'*>"**
mice develop pancreatic ductal adenocarcinomas
(PDACs), an aggressive and always fatal neoplasm,
demonstrating a Tifly tumor-suppressive function
in the development of pancreatic carcinogenesis.
Deletion of SMAD4/DPC4 (deleted in pancreatic car-

2214

cinoma locus 4) occurs in approximately 50% of
human cases of PDAC. We, therefore, assessed the
genetic relationship between Tifly and Smad4 sig-
naling in pancreatic tumors and found that Pdx1-
Cre; LSL-Kras®'?"; Smad4'>"°~; Tifly">"~ (alias,
KSSTT) mutant mice exhibit accelerated tumor pro-
gression. Consequently, Tifly tumor-suppressor effects
during progression from a premalignant to a malignant
state in our mouse model of pancreatic cancer are inde-
pendent of Smad4. These findings establish, for the first
time to our knowledge, that Tifly and Smad4 both reg-
ulate an intraductal papillary mucinous neoplasm-to-
PDAC sequence through distinct tumor-suppressor
programs. (AmJ Pathol 2012, 180:2214-2221; bttp://dx.doi.
0rg/10.1016/j.ajpath.2012.02.006)

Transcriptional intermediary factor 1y (TIF1y; alias,
TRIM33/RFG7/PTC7/ectodermin) belongs to an evolu-
tionarily conserved family of nuclear factors that have
been implicated in stem cell pluripotency, embryonic de-
velopment, and tumor suppression." These proteins are
characterized by the presence of a RING domain with E3
ubiquitin-ligase activity and multiple chromatin interac-
tion domains, including B-boxes, coiled-coil domains,
plant homeo domains, and bromodomains, suggesting
functions in both protein degradation and modulation of
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Figure 1. Tifly deficiency cooperates with Kras®'? to drive an IPMN-PDAC
sequence. A: Longitudinal magnetic resonance imaging study (from 140 to 230
days) of a KTT mouse. Cystic lesions (hypersignal, arrow) and a firm mass
(isosignal, dotted line) are indicated. B: Macroscopic analysis of the KTT
pancreas after dissection at 230 days. Dotted line, PDAC; arrows, IPMN le-
sions. C: Histological section of the KTT pancreas stained with hematoxylin-
phloxin-saffron. The dotted line separates PDAC from the IPMN environment.

transcription. TIF1y interacts with transforming growth
factor B (TGF-B) signaling SMAD transcription factors.? >
Overall, the potential role of TIF1y in the TGF-B-SMAD
signaling pathway is of high significance given the im-
portance of this pathway in tumor suppression. TGF-B is
a secreted polypeptide belonging to a wide family of
cytokines and growth factors, including TGF-Bs, bone
morphogenetic proteins, and activins. TGF-B signaling
involves two serine-threonine kinase receptors, type | and
Il TGF-B receptors. After binding to its receptors, TGF-
induces the phosphorylation of the type | TGF-B receptor,
whose serine-threonine enzymatic activity is activated to
allow the phosphorylation of receptor-regulated SMAD2
and SMAD3 (R-SMADs). Phosphorylated R-SMADs then
interact with SMAD4. The R-SMADs-SMAD4 complex ac-
cumulates within the nucleus, binds to DNA, and acti-
vates the transcription of target genes. TGF-B also acti-
vates noncanonical pathways that are independent of
SMAD proteins.

Pancreatic cancer is a particularly relevant context for
exploring the interplay of TIF1y and TGF-B-SMAD func-
tion because this malignancy is characterized by a high
rate of inactivating genetic alterations in the TGF-B-
SMAD4 pathway. Pancreatic ductal adenocarcinoma
(PDAC) is an aggressive neoplasm; it is always fatal and
is the fifth most common cause of death by cancer in the
Western world. The median age of patients diagnosed as
having PDAC is 65 to 70 years. PDAC, which affects the
exocrine pancreas, accounts for >80% of pancreatic
cancers. PDAC arises from precursor lesions with ductal
differentiated features. The precursors of the disease are
divided into three groups: pancreatic intraepithelial neo-
plasm, intraductal papillary mucinous neoplasm (IPMN),
and mucinous cystic neoplasm. Both human patients and
mouse models with these types of lesions have an in-
creased risk of developing a PDAC.

Tumor Suppression by Tifly and Smad4 2215
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We previously developed a genetically engineered mouse
model and showed that targeted pancreatic conditional inac-
tivation of Tifly cooperated with activated Kras to induce
IPMNs.® Indeed, Pax1-Cre; LSL-Kras®'2P; Tif1 "o mice
(KTT) develop IPMNs with a short latency and a full pen-
etrance (n = 12; age range, 19 to 189 days). However,
none of these KTT mice presented obvious signs of ma-
lignant transformation reminiscent of PDAC.

In the present study, we explored the susceptibility of
KTT aging mice (aged >200 days) to develop PDAC. We
also investigated the impact of Smad4 deletion, which
occurs in approximately 50% of human PDACs, in the
IPMN-PDAC sequence resulting from combined Kras ac-
tivation and Tif7y deficiency in the murine pancreas.

Materials and Methods
Mice

Tif1y'o"ox 7 | SL-Kras®'?P 8 Smad4'°'**° and Pdx1-
Cre'© alleles, provided by other groups, were previously
described. Mice were maintained in a specific pathogen-
free animal facility at the AniCan Plateform, Centre Léon
Bérard (Lyon, France), and handled in compliance with
the institutional guidelines. All procedures were ap-
proved by an ethics committee under governmental reg-
ulatory authority (Comité d’Evaluation Commun au Centre
Léon Bérard, a I’Animalerie de transit de 'ENS, au PBES
et au laboratoire P4).

Histological Data

Histological experiments were performed as previously
described.® The primary antibodies used are: mouse
monoclonal antibodies against Tif1y (1:500; Euromedex,
Souffelweyersheim, France), Mucin-5ac (clone 45M1,
1:100; Thermo Scientific, llikirch, France), chymotrypsin
(1:1000; AbD Serotec, Colmar, France), E-cadherin
(1:700; BD Biosciences, Le Pont-De-Claix, France), and
proliferating cell nuclear antigen (1:100; Santa Cruz Bio-
technology, Santa Cruz, CA); rat monoclonal antibodies
against cytokeratin-19 (1:50, Troma-Ill-s; Developmental
Studies Hybridoma Bank, University of lowa, lowa City,
IA) and F4/80 (1:100; Acris Antibodies, Herford, Ger-
many); goat polyclonal antibodies against vimentin
(1:100; Santa Cruz Biotechnology); and guinea pig poly-
clonal antibodies against a-smooth muscle actin (a-SMA,
1:100; DakoCytomation, Trappes, France). For immuno-
fluorescence, histological section cells were incubated
with rabbit polyclonal anti-Glut2 antibody (1:100; Milli-
pore, Molsheim, France) and, finally, with secondary-la-
beled antibody (goat anti-rabbit-IgG Alexa Fluor 488 nm,
1:200; Invitrogen, Cergy-Pontoise, France). Alcian blue
staining was performed in acidic pH conditions.

Magnetic Resonance Imaging

The magnetic resonance imaging experiments were per-
formed as previously described.®
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Figure 2. Histological characterization of KTT pancreatic tumors. IHC analysis reveals a complete loss of Tifly expression in the epithelial compartment
(A). KTT tumors exhibit an altered differentiation status both in the acinar (chymotrypsin, B) and ductal (cytokeratin-19, C) compartments. Markers of
activated fibroblasts and/or myofibroblasts [vimentin (D) and a-SMA (E)] can be detected in the stroma of KTT tumors. Interestingly, some vimentin-
positive, but a-SMA-negative, cells were seen lining the lumen, suggesting that some tumor cells express the vimentin marker. Tumor-associated
macrophages are also seen in KTT tumors (F4/80, F). Proliferative index [proliferating cell nuclear antigen (PCNA), G| and metabolic activity (Glut2, H)
markers are both highly overexpressed in KTT tumors. These PDACs present a dedifferentiated phenotype, generally associated with disorganization of
E-cadherin (I) from membrane toward the inside cellular compartment. CTRL, control.

Statistical Analysis Results
Statistical analyses were performed using the Fisher We generated aging KTT mice that were euthanized be-
exact test. Differences were considered significant tween the age of 200 days and 1 year (n = 3). As de-

when P < 0.05. scribed later, two of three of these mice presented with



KTT
(0/12)
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125 days

Figure 3. Deletion of Smad4 in KTT mice accelerates PDAC development. Histological sections of K, KTT, and KSSTT mutant mouse pancreas were stained with
hematoxylin-phloxinsaffron from 25 to 125 days. For each panel pair, low (upper) and high (lower) magnifications are shown. For each genotype, the number of mice
developing PDACs before the age of 200 days is represented as a fraction number (in parentheses). The P value was determined by the exact Fisher test. *P < 0.05.

PDAC, whereas none of the Pdx7-Cre; LSL-Kras®"?P (K;
n = 9) or Pdx1-Cre; Tif1y"*"°* (TT: n = 6) control mice
developed PDAC during this time frame (see Supplemen-
tal Table S1 at http://ajp.amjpathol.org). The longitudinal
analysis of one KTT mouse by magnetic resonance im-
aging showed gradual growth of cystic lesions (hyper-
signal), with the onset at 200 days of age of a firm and
solid mass (isosignal) that developed into the tail of the

pancreas (Figure 1A). Thirty days later (at the age of 230
days), the size of this solid lump had dramatically in-
creased, prompting us to euthanize the animal. Macro-
scopic analysis of the pancreas from this animal con-
firmed the presence of multifocal cystic lesions (smooth
texture), colonizing the entire organ, and the presence of
a voluminous and firm tumor (tough texture), which had
invaded the tail of the pancreas (Figure 1B). Microscopic
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Figure 4. KTT and KSSTT pancreatic tumors display different histological features. Histological sections of 365-day-old control [wild type (WT)],
231-day-old KTT, and 126-day-old KSSTT pancreas samples stained with hematoxylin-phloxinsaffron or Alcian blue (mucin specific) or subjected to IHC

for Mucin-5ac (Muc5ac), vimentin, or E-cadherin.

analysis of the pancreatic nodule that developed in this
KTT mouse revealed a poorly differentiated carcinoma
(Figure 1C), found adjacent to epithelial cysts reminis-
cent to human IPMNs. We observed focal destruction of
the pancreatic parenchyma by a malignant epithelial pro-
liferation made of irregular glands and cellular cords.
Tumor cells are irregular in size and shape, with abun-
dant basophilic cytoplasms and irregular nuclei. Mitotic
features are common. The tumoral stroma presents with
multiple inflammatory cells but only a low level of collagen
between tumor cells. Histological analysis of the two
other KTT mice sacrificed at the ages of 256 and 342
days revealed the presence of a small focus with PDAC
and the presence of multiple large high-grade IPMNs
with some papillary protrusions (data not shown). Alto-
gether, these data indicate that KTT mice develop IPMNs
with short latency and revealed that these tumors have
high malignant potential.

To carefully characterize the pathological features of
PDAC arising in KTT mice, we performed immunohisto-
chemistry (IHC) and immunohistofluorescence experi-
ments, which allowed us to underline the hallmarks of
PDAC (Figure 2). In accordance with the expression pat-
tern of the Pdx7-Cre transgene (in all pancreatic epithelial
lineages'®), we observed a complete loss of Tif1y ex-
pression in the epithelial compartment of KTT tumors,
whereas residual expression could be detected in the
microenvironment surrounding the cancer cells (mesen-
chymal cells and immune infiltrates) (Figure 2A). KTT
tumors have lost their acinar differentiation (chymotrypsin
negative) (Figure 2B). Cytokeratin 19, a marker that is
normally only expressed at the membrane of the cells
lining the duct in wild-type pancreas, presents a faint, but
diffuse, cytoplasmic localization in KTT tumors, attesting
to the altered ductal differentiation of these tumors (Fig-
ure 2C). We next explored the tumor-associated stroma.



Indeed, it is well documented that PDAC is characterized
by an abundant stroma (desmoplastic stroma), the epi-
thelial cancer cells eventually representing <10% of the
tumor. Positive staining for vimentin (Figure 2D) and
a-SMA (Figure 2E) confirmed the presence of a fibroblas-
tic/myofibroblastic stromal compartment in KTT tumors.
Interestingly, some vimentin-positive cells (but a-SMA
negative) were seen lining the lumen, suggesting that
some tumoral cells express the vimentin marker. We also
detected tumor-associated macrophages (F4/80-positive
cells) in KTT tumors (Figure 2F). To assess the prolifera-
tive index and the metabolic status of KTT tumors, we
examined the expression of proliferating cell nuclear an-
tigen (Figure 2G) and glut2 (Figure 2H) markers, which
are both highly expressed in KTT tumors. The poorly
differentiated state is generally associated with disorga-
nization of E-cadherin, a membrane protein ensuring the
maintenance of proper cell-cell contact. IHC against E-
cadherin in KTT PDACs revealed a severe disorganiza-
tion of the epithelial architecture, with a clear delocaliza-
tion of E-cadherin from the membrane to the intracellular
compartment (Figure 21).

SMAD4 (alias, DPC4, deleted in pancreatic carcinoma,
locus 4) is involved in TGF-B signaling and is a major
tumor suppressor deleted in approximately 50% of
PDACs. TIF1y has been implicated as a modulator of
TGF-B signaling, potentially either augmenting or com-
promising SMAD protein function. To examine the ge-
netic interactions between Tifly and Smad4, we gener-
ated conditional null mice for both Smad4 and Tif1y in a
Kras-driven mouse model of pancreatic cancer. We ob-
served that Pdx7-Cre; Smad4'o"x; Tifly'o"°x (SSTT;
n = 18) double-null mice do not develop pancreatic
lesions (all ages, n = 18; aged >125 days, n = 8) (see
Supplemental Table S1 at http://ajp.amjpathol.org). We
next generated Pdx7-Cre; LSL-Kras®'?P; Smad4'o"ox;
Tif1y'*"* mice harboring pancreatic inactivation for both
Smad4 and Tif1y in a Kras®'2P background (KSSTT; n =
9) (see Supplemental Table S1 at http://ajp.amjpathol-
.org). Interestingly, the two KSSTT mice that we eutha-
nized at the age of 25 days presented high-grade IPMN
lesions. Moreover, 44% (4/9) of KSSTT mice that we eu-
thanized before the age of 200 days had developed a
PDAC (Figure 3). More important, PDAC developing as
soon as the age of 46 days has never been reported in K
or KTT mice. Thus, double-null homozygous inactivation
of Tifly and Smad4, in a Kras®’?® background, induces
the formation of PDACs at a higher frequency and a
shorter latency than any other combined mutations. We
have also generated Pdx1-Cre; LSL-Kras®'?P;
Smad4'* ™ ; Tif1y'*"°* mice (KSTT; n = 7) harboring Tif1+y
homozygous inactivation and a Smad4 heterozygous in-
activation. Interestingly, >50% (4/7) of the KSTT mice
develop PDACs in an intermediary time frame to what is
observed in KTT and KSSTT mice (see Supplemental
Table S1 at http.//ajp.amjpathol.org).

Histological analysis of these tumors revealed that KSSTT
tumors retained more differentiated features compared with
KTT tumors. Indeed, KSSTT showed strong Alcian blue
staining and Mucin-5ac immunoreactivity, attesting a well-
differentiated mucinous phenotype. In addition, KSSTT tu-
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mors retained a clear epithelial differentiation, as attested
by an intact E-cadherin intercellular network and the ab-
sence of vimentin expression (Figure 4).

Discussion

By using the Pdx7-Cre; LSL-Kras®'?P; Tif1y®* mouse
model, we previously reported that the inactivation of Tif7y
could cooperate with the Kras®’?P oncogene to induce
IPMNs with full penetrance by the age of 189 days.® Herein,
we extended this study by demonstrating, in aging KTT
mice (aged >200 days), that homozygous inactivation of
Tif1y significantly potentiates the capacity of Kras®’#? to
induce PDACs, supporting the potency of IPMNs to
evolve toward aggressive lesions, as observed in hu-
mans. This observation reinforces the existence of a
tumor-suppressive pathway, orchestrated by Tif7y, to
prevent malignant transformation of premalignant le-
sions induced by activated Kras. However, no direct
communication between the tumor itself and a pre-
existing IPMN was proved by the pathological exami-
nation. Whether PDACs directly arise from existing pre-
cancerous cystic lesions remains an open question in
the field.

The mechanism by which TIF1y exerts its tumor-sup-
pressive effect remains elusive. TGF-B signaling is clas-
sically considered as tumor suppressive, via its anti-pro-
liferative and pro-apoptotic functions, to prevent normal
or premalignant cells to evolve toward a malignant state.
This is well illustrated by the high rate of inactivating
genetic alterations in the TGF-B-SMAD4 pathway'' and
by mouse models showing that Smad4-homozygous in-
activation, in combination with activated Kras, @'
causes the development of cystic lesions with a higher
potential to progress toward PDAC, compared with mice
expressing activated Kras alone (Pdx7-Cre; LSL-
Kras©®'2P) 15 To address the genetic relationship between
Tifly and Smad4 in pancreatic tumors, we generated
KSSTT double-null homozygous mutant mice. We ob-
served a pronounced genetic interaction between Smad4
and Tif1+y inactivation, demonstrating that both molecules
act in separate pathways to suppress a premalignant-to-
malignant Kras-driven pancreatic tumor. It is, however,
possible that the capacity of Tif1y to constrain the pre-
malignant-to-malignant progression depends on the
modulation of TGF-B signaling arms independent of
SMAD4. This could involve R-SMADs or noncanonical
TGF-B pathways. Indeed, it has been proposed in
other cell systems that TIF1y/R-SMAD complexes
could positively mediate TGF-B functions,® %"
through the regulation of expression of a different set of
genes by R-SMAD-TIF1y and R-SMAD-SMAD4 com-
plexes.'® This hypothesis is consistent with the pheno-
type observed in Pdx7-Cre; LSL-Kras®'2P; TBRIl'o"ox
mice,'® in which canonical and noncanonical TGF-8
pathways are abrogated, with a phenotype resembling
the one observed in KSSTT mice. Finally, TIF1y could
prevent the premalignant-to-malignant progression
through mechanisms totally unrelated to TGF-B signal-
ing. Indeed, it may result from the modulation of gen-
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eral programs affecting broader genomic functions.
For instance, TIF1y and related family member TIF1«
were involved in chromatin remodeling®® and tran-
scription elongation,’”?" and TIF18 was involved in
DNA repair.??

Once the malignant transformation has occurred by by-
passing its anti-proliferative and pro-apoptotic effects,
TGF-B acquires oncogenic properties and eventually facil-
itates tumor progression. Even if our results clearly argue for
a role of Tif1y to constrain the transition between a prema-
lignant and a malignant state through a mechanism inde-
pendent of Smad4 activity, we cannot exclude that Smad4
function may facilitate tumor aggressiveness after the pre-
malignant state is overrun and the premalignant state is
achieved (in malignant tumors that retained a functional
Smad4). In such cases, Smad4 may facilitate local invasion
and metastatic dissemination by inducing epithelial-to-mes-
enchymal transition (EMT). This may reflect the capacity of
TIF1y to constrain invasiveness programs, such as EMT, as
recently demonstrated in vitro in human mammary epithelial
cells.™ Consistent with this, the Pdx7-Cre; LSL-Kras®'#";
Inkda/Arf®"%, Smad4'"* mice'? develop well-differenti-
ated PDAC, with attenuated invasive properties, compared
with the poorly differentiated tumors observed in Pdx7-Cre;
LSL-Kras®'2P; Inkda/Arf™® mice. In our study, even if
PDACs developing in KSSTT mice arise with a shorter la-
tency and a higher penetrance compared with KTT mice,
they present a well-differentiated phenotype compared with
the poorly differentiated phenotype of the PDACs we ob-
served in KTT mice. This suggests a tumor-suppressive role
of Tif1y to limit the aggressiveness of Smad4-positive can-
cer cells by compromising their capacity to undergo EMT. It
may result in a lower capacity to generate metastases. The
molecular mechanism occurring in vivo may rely on the
capacity of TIF1y to mono-ubiquitinate SMAD4 and limit
SMAD4 nuclear accumulation, as demonstrated in other
systems.”*

In conclusion, we demonstrate, in this study, that Tif7y
inactivation cooperates with activated Kras to potentiate the
premalignant-to-malignant transition to promote the onset of
poorly differentiated tumors. We also evidence that the
tumor-suppressive role of Tif1y during the premalig-
nant-to-malignant progression is independent of
Smad4 activity. Finally, we noticed that the absence of
Smad4 could redirect Tif1y-negative pancreatic tu-
mors toward a well-differentiated phenotype, consis-
tent with an effect of Tif1+y to inhibit Smad4-dependent
EMT. Then, Tif1y exerts tumor-suppressive functions
independently of Smad4 in the premalignant-to-malig-
nant transition but may also exert tumor-suppressive
functions dependent on Smad4 later on during tumor
progression.
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Résultats Complémentaires
Tifly, un inhibiteur de la Transition Epithélio-Mésenchymateuse

« Tifly inhibits Epithelial-to-Mesenchymal Transition”

Introduction

The acquisition of a mesenchymal phenotype developed in KTT mice (Pdx1-Cre; Kras“'*>;

Tifly"¥"*) (Vincent et al., 2009a) suggests that Tifly may have a direct role in the regulation
of the Epithelial-to-Mesenchymal Transition (EMT). Moreover, the apparent restoration of
epithelial differentiation upon concurrent Tifly and Smad4 inactivation (Pdx1-Cre; Kras“'?>;
Tif1y" "%, Smad4'*"*) (Vincent et al., 2012) imply that EMT associated with Tifly loss may
requires the presence of intact Smad4 signaling. To test this hypothesis in vitro, we explored

the role of Tifly in EMT induced by TGFf in the mouse NMuMG cell line.

Materials and Methods

Materials. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, fetal calf serum, penicillin, streptomycin
were purchased from Invitrogen (Cergy-Pontoise, France). Oligonucleotides for quantitative
RT-PCR were prepared by Eurogentec (Seraing, Belgium). SiRNA Duplex

Oligoribonucleotide against Tifly or Smad4 were purchased from Invitrogen.

Cell culture and transfection. The murine mammary epithelial NMuMG cell line (American
Type Culture Collection) was maintained in DMEM supplemented with 10% fetal calf serum
and containing penicillin (100 U/mL), streptomycin (0,1 g/L) and insulin (10 pg/mL) at 37°C
under 5% CO,. The day before transfection, NMuMG cells were plated on 24-well dishes at
100,000 cells per well, in complete DMEM. SiRNA transient transfections were performed
using Lipofectamine 2000 (Invitrogen) according to the manufacturer’s protocol. SIRNA
Duplex Oligoribonucleotides were used at a final concentration of 20 nM. Degenerated

siRNA (siScramble) was used as a control.

RNA analysis. Total RNA was further purified using RNeasy mini kit from Qiagen
(Courtaboeuf, France). First-strand cDNAs were prepared using 250 ng of total RNA and
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SuperScriptll Reverse Transcriptase kit (Invitrogen). Real-time quantitative PCR was

performed as previously described (Bartholin et al., 2008).

Genes Sequences (5'3') Refseq Accession #

Hpitt Sehse SuperArray PPHO1018B (SA Biosciences)  NM_000194
Antisense

Slug Sense AAAATTCATGTGATGGATGCAGTAA T
Antisense CAGCTCATCCAACTACACAAGTCA - ‘

S Senge SuperArray PPM04411A (SA Biosciences)  NM_008540
Antisense

Snail Sense CCACTGCAACCGTGCTTTT R
Antisense TCTTCACATCCGAGTGGGTTT = ‘

Tifty Sense GAGTCTGTTGGAACATCTGGTCAGCG T _—n
Antisense GGCCTGTGATATCATTCTGCTGCTGT -

Zeb1 Sense CCGCGGCGCAATAACGTTACA

Antisense  TACTGTCTGGTCTGCTGGCAGT M S1ad02

Table 1 Primers used for quantitative RT-PCR analyses.

Actin direct fluorescence and E-cadherin immunofluorescence staining. NMuMG cells
were fixed with 4% paraformaldehyde and permeabilized with 0.5% (v/v) Triton X-100.
Cells were incubated with phalloidin-TRITC from Sigma-Aldrich (1 pug/mL), then incubated
with mouse monoclonal anti-E-cadherin antibodies (1/500, BD Biosciences), and finally with
secondary labeled antibody (goat anti-mouse-IgG Alexa Fluor 488 nm, 1/200, Invitrogen).
Nuclei were stained with DAPL

Results

As expected, treatment of NMuMG cells with TGFf caused the loss of membrane-associated
E-cadherin and the onset of actin stress fibers (Figure 1A). Tifly knockdown (Figure 1B) was
able to induce an EMT in NMuMG cells. In addition, Tifly down-regulation enhanced the
TGFB-induced EMT phenotype. To that extend, the capacity of Tifly depletion to cause
spontaneous EMT was completely blocked in the presence of the TGFB Smad2/3-signaling
inhibitor SB431542. Thus, Tifly is an efficient inhibitor of the TGFB-induced EMT program.
As expected, Smad4 knockdown significantly compromised the degree of EMT provoked by
TGFP in NMuMG cells (Figure 1A). Correspondingly, Smad4 knockdown (Figure 1B) also
partially reversed the cellular (Figure 1A) and molecular (Figure 1C) changes associated with

EMT induced by Tifly down-regulation (in the absence or presence of TGFf).
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Figure 1 7ifly knockdown potentiates TGFf-induced EMT. (A) NMuMG cells
transiently transfected with control (siScr) or specific siRNA targeting Tifly, Smad4 or both
(siTifly+siSmad4), were treated or not with TGFp (5 ng/mL) or SB431542 (10 mM) for 36 hours, and
observed using phase-contrast or fluorescence microscopy (E-cadherin and actin staining). (B)
Quantitative RT-PCR analyses for the expression of 7ifly and Smad4 in NMuMG cells transiently
transfected with siScramble (siScr) or specific siRNA targeting Tifly, Smad4 or both
(siTifly/siSmad4). All values were normalized to the amount of Hprtl mRNA and expressed relative
to the value obtained for the untreated siScramble (siScr) condition (set as 1). Data are represented as
values + standard deviations (SD) from a representative experiment repeated at least three times. ***
P<0.001. (C) Quantitative RT-PCR analyses for the expression of EMT inducers (Zebl, Snail and
Slug) in NMuMG cells, transiently transfected as in (B), treated or not with TGFf (5 ng/mL) for 36
hours. All values were normalized to the amount of Hprtl mRNA and expressed relative to the value
obtained for untreated siScramble control (siScr -TGFp). Data are represented as means + standard

deviations (SD) from a representative experiment repeated at least three times.

Conclusion

These results establish that Tifly and Smad4 are both important and opposing
regulators of TGFB-induced EMT in vitro. In addition, we demonstrate that the capacity of
Tifly inactivation to enhance TGFB-induced EMT is completely dependent on the presence

145



of Smad4. These in vitro results parallel the alterations in differentiation seen in pancreatic
tumors upon single and combined 7if7y and Smad4 inactivation (Vincent et al., 2009a, 2012),
and suggest that the EMT phenotype in KTT (Pdx1-Cre; Kras®'?"; TiflleX/lox) mice reflects

direct functions of Tifly in the maintenance of epithelial differentiation.
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III - Discussion

Nos travaux visant a étudier le role de TIF1y dans le pancréas sont les premiers a
démontrer son réle suppresseur de tumeur (Vincent et al., 2009a). Ce rdle a été confirmé,
récemment, dans d’autres néoplasies, comme la leucémie myélomonocytaire chronique
(Aucagne et al., 2011) et I’hépatocarcinome (Herquel et al., 2011), indiquant que 1’effet
suppresseur de tumeur de TIF1y ne se limite pas au pancréas. A ce jour, aucune mutation du
gene TIFIy n’a été trouvée chez ’'Homme. Une étude a cependant mis en évidence une
hyperméthylation du promoteur de 7I/FIy chez des patients atteints de leucémie
myélomonocytaire chronique (Aucagne et al., 2011). Nous avons observé une perte
d’expression de 7ifly chez des patients atteints de PDAC (Vincent et al., 2009a). La raison de
cette perte d’expression n’est pas encore connue. En 2008, le séquencage de 24 tumeurs du
pancréas n’a pas révélé de mutation de 77F1y (Jones et al., 2008). Nos travaux confirment
¢galement le role central des protéines de la famille TIF1 dans les processus de
cancérogenese. En effet, il a ét¢ montré que TIF 1a était un suppresseur de tumeur dans le foie
(Khetchoumian et al., 2007). Plus récemment, il a ét¢ montré que ce role dépendait de
I’interaction physique de TIFla avec les protéines TIF1p et TIF1y (Herquel et al., 2011). Les
autres protéines TIF1 pourraient donc participer au réle suppresseur de tumeur de TIF1y dans

le PDAC.

Nos résultats suggerent également que les IPMN pourraient étre des précurseurs des
PDAC (Vincent et al., 2009a, 2012). Cependant, nous n’avons pas pu démontrer que les
PDAC développés chez les souris KTT, avaient pour origine les IPMN. Par ailleurs, d’autres
¢tudes ont montré que la délétion de Smad4 accélerait le développement de Iésions
précancéreuses pancréatiques (Bardeesy et al., 2006b; Izeradjene et al., 2007; Kojima et al.,
2007). Compte tenu de la ressemblance du phénotype, et du fait que Tifly a été décrit pour
interagir avec les protéines Smads, il était donc tentant de spéculer que ces deux facteurs
exercaient leur fonction onco-suppressive par une méme voie. Nos résultats démontrent
néanmoins, que I’inactivation combinée de Tifly et Smad4 accélérait le développement de
tumeurs invasives. Ces 2 facteurs inhiberaient donc I’initiation tumorale par des voies
oncosuppressives distinctes (Vincent et al., 2012). D’autre part, nos résultats in vivo
suggerent que TIF1y et SMADA4 participeraient a 1’acquisition de propriétés aggressives par
les cellules tumorales. En effet, la perte de T7ifly induit le développement de tumeurs

pancréatiques trés peu différenciées, c’est a dire compatible avec une EMT. De la méme
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facon, la perte de Smad4 dans les tumeurs déficientes pour Tifly, inhiberait la capacité des
cellules a réaliser une EMT, expliquant le développement de tumeurs trés différenciées
(Vincent et al., 2012). TIFly et SMAD4 exerceraient donc des roles opposés dans
I’acquisition d’un phénotype tumoral. Cette hypothese a été validée par des études in vitro, ou
nous avons déterminé que Tifly inhibait ’EMT induite par Smad4 (données non publiées).
Ces résultats ont été confirmés récemment dans un modele de cellules tumorales mammaires

humaines (Hesling et al., 2011).
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PARTIE 3 CONCLUSIONS ET PERPECTIVES
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Mes travaux de thése se sont intéressés au role du TGFp au cours de la progression
tumorale de I’adénocarcinome du pancréas. La grande majorité des approches thérapeutiques
conventionnelles n’ont pas permis d’améliorer le pronostic sombre de cette pathologie.
Depuis 2003, des modéles murins de cancer du pancréas ont été¢ développés permettant une
meilleure compréhension de la physiopathologie de ce cancer. Ces modéles ont permis
d’étudier plus spécifiquement certains aspects de la voie du TGFf qui ont été présentés dans

ce manuscrit.

I Coopération entre Kras612D et le TGFf3

Mes travaux ont permis de générer un nouvel outil permettant d’étudier in vivo les
effets de 1’activation de la voie du TGFp (alléle TBRI®Y). Ce modéle murin a été & la base
d’une partie de mes travaux de thése s’intéressant a la relation entre la voie du TGFp et
I’oncogene Kras®'?? dans le cancer du pancréas. Nous avons montré que ’activation de la
voie du TGFp, dans des cellules pancréatiques exprimant I’oncogéne Kras®'?? induisait une
inflammation du pancréas favorisant la progression tumorale. Cet effet serait, au moins en
partie, dépendant la mort des cellules acineuses et de la stimulation de la sécrétion de
cytokines proinflammatoires par la voie NF-KB. La suite de ce projet permettra de mieux
comprendre comment la coopération entre la voie du TGFP et I’oncogeéne Kras permet
d’induire la mort des cellules pancréatiques et le développement dun phénotype

inflammatoire.

Les perspectives de ce projet sont les suivantes :

Premiérement, nous caractériserons les mécanismes moléculaires de la coopération entre

les voies Kras et TGFp. Dans des cellules acineuses exprimant Kras®'?°

et traitées au TGFp,
nous avons observé une forte potentialisation de la phosphorylation de la séquence SXS de la
protéine Smad2 par rapport aux cellules « sauvages » (Vincent ef al. en préparation). Nous
déterminerons si cette potentialisation du signal est associée a une phosphorylation de la
région « linker » de Smad2 ou de Smad3 par les protéines MAPK (Hayashida and Schnaper,
2003; Li et al., 2009). Initiallement décrite comme un mécanisme de répression de I’activité

transcriptionnelle des protéines Smads (Kretzschmar et al., 1999), la phosphorylation du
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domaine « linker » représente un lien intéressant entre la voie du TGFP et I’oncogene
Kras®'?P. 1l a par exemple été démontré que la phosphorylation de ce domaine par ERK2
¢tait nécessaire a la synthése de collagéne induit par la voie des Smads (Li et al., 2009).
Enfin, il a ét¢ montré trés récemment que la phosphorylation de la région « linker » de Smad2
par les kinases ERK pouvait stabiliser la phosphorylation du domaine SXS, stimulant ainsi

’activité transcriptionnelle des protéines Smads (Hough et al., 2012).

D’autre part, il a été décrit que I’activation des voies p38 et JNK par la kinase TAK1 était
essentielle dans I’induction de 1’apoptose par le TGFPB (Sorrentino et al., 2008; Yamashita et
al., 2008; Varady et al., 2011). Ces voies pouvant étre également activées par Kras, il est
possible de faire I’hypothése qu’une potentialisation spécifique de ces voies favoriserait
I’apoptose induite par le TGFp. La voie PI3K/Akt est une autre voie pouvant étre activée a la
fois par la voie du TGFp et I’oncogene Kras. L’activation de cette voie est classiquement
associée a 1’échappement a 1’effet pro-apoptotique du TGFp (Conery et al., 2004; Band et al.,
2009) et a la sécrétion de cytokines proinflammatoires au cours de la pancréatite (Samuel et
al., 2006a). Par conséquent, il sera intéressant de déterminer si I’inhibition spécifique de la
voie p38 ou JNK (via des inhibiteurs chimiques) permet de diminuer 1’apoptose et
d’augmenter la sécrétion de cytokines proinflammatoires des cellules pancréatiques. A
I’inverse, 1’inhibition de la voie PI3K/Akt pourrait augmenter la capacit¢ du TGFp a induire

I’apoptose des cellules acineuses et atténuer le phénotype inflammatoire.

Deuxiemement, nous déterminerons les mécanismes cellulaires permettant a la voie du
TGFp et a Kras®'*® d’induire la mort des cellules acineuses. Nous nous intéresserons plus
particulierement a 3 mécanismes impliqués dans [’apoptose des cellules acineuses
pancréatiques. Grace au modele in vitro que nous avons développé, il sera analysé par RT-
PCR quantitative et Western-Blot, 1) I’expression de marqueurs associés au stress du
réticulum endoplasmique granuleux (Grp78, CHOP, XBP1) (Szmola and Sahin-T6th, 2010),
i1) I’activation directe de marqueurs pro-apoptotiques tels que Bim (Ramesh et al., 2009) ou
encore iii) l’auto-activation des enzymes pancréatiques comme le trypsinogéene PRSSI
(Kereszturi and Sahin-T6th, 2009). Les résultats obtenus seront confrontés a 1’analyse in vivo

de ces marqueurs.

Troisiemement, nous analyserons les mécanismes responsables de la sécrétion de cytokines
proinflammatoires par les cellules acineuses. Il a ét¢ montré que la pancréatite est associée

a une activation de la voie NF-KB et a une importante sécrétion de cytokines pro-
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inflammatoires comme I’IL6 ou I'IL1P par ces mémes cellules (Yu et al., 2006, 2009). Les
mécanismes permettant aux cellules acineuses de sécréter ces cytokines pro-inflammatoires
restaient néanmoins méconnues. Nos résultats ont démontré que la voie du TGFp et
I’oncogene Kras pouvait activer, dans les cellules pancréatiques, 1’expression d’une sous-
unit¢ de NF-KB, p50, et stimuler in vivo I’expression de cytokines proinflammatoires. Nous
analyserons si I’expression de p50 dans notre systéme est associée i) & une augmentation de
I’activité transcriptionelle de NF-KB, grace a des rapporteurs luciférase sensibles a cette voie
(Bartholin et al., 2007), et ii) a la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires (IL6, IL1[,
IL1,...) grace a des analyses ELISA et de RT-PCR quantitative.

D’autre part, il a ét¢ démontré que les cytokines proinflammatoires participaient a la fois au
recrutement de cellules immunitaires mais également a la progression tumorale. Plusieurs
¢tudes récentes ont en effet démontré que I’expression d’IL-6 dans le stroma facilitait la
progression tumorale pancréatique en activant la voie Stat3 dans les cellules cancéreuses
(Corcoran et al., 2011; Lesina et al., 2011; Fukuda et al., 2011). Nous déterminerons dans
notre modéle de pancréatite (souris CKR ; Pdx1-Cre ; Kras®'?” ; LSL-TBRI®) si la voie
Stat3 est activée (Immuno-Histo-Chimie anti-phosphoStat3) dans les cellules pancréatiques
formant les 1ésions PanIN. Enfin, nous testerons si I’injection d’un inhibiteur de TPRI
(SB431542) dans des souris CKR (20 mg/kg, injection i.p 2 fois/jour pendant 3 jours), permet
d’inhiber le développement des Iésions PanIN associées a la pancréatite, en diminuant
I’activation de Stat3 dans ces mémes I¢sions. L’injection de cet inhibiteur semble avoir peu
d’effets toxiques sur les animaux et permet de plus d’inhiber efficacement la voie du TGFp in

vivo (Segawa et al., 2010; Grainger et al., 2010).

Quatriemement, nous étudierons le role de la coopération entre la voie du TGFp et

‘ 12D
’oncogéne Kras®

chez des patients atteints de pancréatite chronique. Le statut de
Kras ainsi que la sécrétion de TGFp seront déterminés, respectivement, par s€quencage de
I’ADN circulant et par ELISA, a partir du sérum des patients. Une étude rétrospective sera
réalisée afin de déterminer si le risque que présente cette population de développer un PDAC,

est lié a la présence de mutation activatrice de Kras associée a une forte sécrétion de TGF.
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Figure 34 Role suppresseur de tumeur de TIF1y. TIF1ly pourrait inhiber la tumorigenése a
deux niveaux : i) au cours de I’initiation tumorale en activant des voies indépendantes de Smad4 et ii)
au cours de la progression tumorale via son effet inhibiteur sur la transition épithélio-

mésenchymateuse (EMT) pouvant étre activée par Smad4. Tllustration réalisée grice a Servier Medical Art



Il Role Suppresseur de tumeur de Tifly

TIF1y a été identifié en 1999 (Venturini et al., 1999), mais a suscité un surcroit
d’intérét ces derni¢res années, comme en témoigne le nombre de publications qui a fortement
augmenté depuis 2008. En effet, selon les données Pubmed (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed),
1 seule étude était référencée en 2000, 4 en 2004, 13 en 2008 pour atteindre 38 publications
en juillet 2012.

Nos travaux sur le pancréas nous ont permis de démontrer pour la premicre fois le role
suppresseur de tumeur de cette protéine (Vincent et al., 2009a). Les programmes cellulaires
permettant a Tifly de ralentir la progression tumorale restent encore aujourd’hui inconnus et
constituent un axe de recherche majeur de 1’équipe. Nous avons aujourd’hui des arguments in
vivo permettant d’affirmer que les programmes suppresseurs de tumeur de TIF1y, au cours de
I’initiation tumorale, sont indépendants de ceux controlés par SMAD4. Ces 2 facteurs
peuvent également interagir entre eux, dans des stades plus tardifs de la progression tumorale,
afin de réguler notamment la transition épithélio-mésenchymateuse et la différenciation des

cellules cancéreuses (Vincent et al., 2012) (Figure 34).

I1.1 Caractérisation des Programmes « Suppresseur de
tumeur » de TIF1y

Afin de mieux comprendre les fonctions biologiques de Tifly, nous avons mis en
place, en paralléle des études in vivo, des analyses transcriptomiques in vitro permettant de
définir les programmes cellulaires de Tifly. Des expériences de « micro-arrays » nous ont
permis de définir le profil transcriptomique de fibroblastes embryonnaires de souris (MEFs)
(sauvage, Tifly*°, Smad4®® et Tifly*?/Smad4"®) traités au TGEP (2h, 20 ng/mL). Nos
résultats préliminaires révélent 1) que la majorité des geénes, dont I’expression est régulée par
Tifly, est indépendante de la voie du TGFp et de Smad4 ; et i1) que Tifly serait un élément
important d’un point de contdle du fuseau mitotique appelé le « spindle checkpoint ». Ce
point de contrdle vérifie le bon attachement des microtubules du fuseau mitotique sur les
kinétochores des chromatides sceurs lors de la phase G2/M du cycle cellulaire. De fagon
intéressante, 1’altération du point de contrdle G2/M a ét¢ associée a la fois a 1’activation
oncogénique de Ras (Knauf et al., 2006) et au développement tumoral du PDAC (Chang et
al., 2012). Une des hypothéses permettant d’expliquer le phénotype des souris KTT (Vincent

et al., 2009a) serait que I’activation de 1’oncogéne Kras®'?" dans le pancréas induirait
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activités E3 Ligase de TIF1y et de déubiquitinylase de USP9X.



I’altération du point de contréle G2/M via I’inactivation spécifique de Tifly. Une analyse
transcriptomique similaire est en cours de réalisation dans des cellules pancréatiques
primaires de souris. Ces cellules ont été isolées a partir de souris sauvage ou exprimant
spécifiquement dans leur pancréas des mutations inactivatrices de Smad4 (Pdx1-Cre;
Smad4" '), Tifly (Pdx1-Cre; Tifly' ") ou Smad4 et Tifly (Pdx1-Cre; Smad4 ',
Tif1ylovo%),

I1.2 Role de I’'Activité E3 ligase de TIF1y dans la
tumorigenese

Différentes études ont permis de mieux comprendre le role de cette protéine dans la
voie du TGFp. Le groupe de Stéfano Piccolo avait tout d’abord démontré que le domaine E3
ligase de TIF1y était capable de polyubiquitiner SMAD4 et d’induire sa dégradation (Dupont
et al., 2005). Cependant ce role fut révisé quelques années plus tard, lorsque ce méme groupe
conclua que TIF1y induisait la mono-ubiquitinylation de SMAD4 (Dupont et al., 2009). Cette
mono-ubiquitination, au niveau de la lysine 519, induit la relocalisation de SMAD4 dans le
cytoplasme et inhibe son interaction avec les SMAD?2 et 3. Cette modification de SMAD4 est
réversible via ’interaction de la déubiquitinase UPS9X avec le domaine MHI1/Linker de
SMAD4 (Dupont et al., 2009). D’autre part, le groupe de Joan Massagué¢ a démontré que
TIF1y pouvait également interagir avec les SMAD2 et SMAD3 afin de réguler d’autres effets
du TGFp distincts de ceux dépendants de SMAD4 (He et al., 2006). Les résultats d’une autre
¢tude, a laquelle notre équipe a participé, soutiennent ces conclusions. Nous avons en effet
montré que le TGFfB, au cours de la différenciation des iNKT (invariant Natural Killer)
pouvait engager des voies dépendantes soit de TIF1y, soit de SMADA4, soit indépendantes de
TIF1y et de SMAD4 (Doisne et al., 2009) (Annexe I). Nos travaux dans le modele de
prédisposition au PDAC confirment également que Tifly aurait des effets indépendants de
Smad4 (Vincent et al., 2012). Ainsi, TIFly n’apparait pas dans ces systémes comme un
inhibiteur de la voie du TGFB mais comme un médiateur de certains effets biologiques du
TGFB. Néanmoins, il est tout a fait possible que dans d’autres systémes, comme le
développement embryonnaire, les effets de TIFly dépendants de SMAD4 soient
prépondérants (Dupont et al., 2005, 2009). Par conséquent, le role de TIF1y dans la voie
du TGFp semble donc étre fortement dépendant du contexte cellulaire. Notre étude

illustre parfaitement cela : alors que Tifly inhibe I’initiation tumorale indépendemment de
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Smad4, ces 2 facteurs interagissent fonctionnellement afin de réguler la différenciation des
cellules cancéreuses.

Les deux activités biologiques de TIF1y sont certes distinctes mais ne sont pas mutuellement
exclusives. Il est en effet possible de combiner ces 2 activités dans un modele intégratif
(Figure 35). Ce modele repose sur la balance qui existe entre 1’activité E3 ligase de TIF1y et
la déubiquitinylase USP9X, pour I’activation de la protéine Smad4 (Dupont et al., 2009).
Ainsi, ce tandem pourrait réguler 1’association des protéines SMAD?2 et 3, soit avec SMAD4

(activité¢ USP9X « dominante ») soit avec TIF1y (activité¢ TIF1y « dominante »).

Des travaux sont actuellement en cours au laboratoire afin de déterminer si Dactivité
ubiquitine ligase de TIF1y joue un role dans ’activité suppresseur de tumeur de cette
protéine. Pour cela, I’équipe étudie actuellement le role d’une protéine Tifly mutée
spécifiquement pour son domaine E3 ligase, en utilisant a la fois des approches in vitro et in
vivo. L’une d’entre elles est la génération d’un nouveau modele murin exprimant de maniere
conditionnelle une protéine Tifly mutée pour son activité E3 ligase (Tifly-Ub*®) (Figure
36). Dans des conditions ou la Cre recombinase n’est pas exprimée, la souris exprimera un
allele Tifly sauvage. Lorsque ces souris seront croisées avec des lignées exprimant la Cre
recombinase, I’exon 1 de Tifly sera excisé¢ et sera remplacé (grace a la stratégie Flex®) par
un exon 1 muté au niveau du domaine RING. Ainsi, les souris Pdx1-Cre; Tifly-Ub*®
exprimeront une protéine Tifly dépourvue d’activité E3 ligase. Il sera ainsi possible de
déterminer si les effets suppresseurs de tumeur de Tifly sont dépendants ou non de son

activité E3 ligase.

L’étude du domaine RING de TIF 1y apparait primordiale a la vue de I’importance croissante
des E3 ligase dans la progression tumorale (Lipkowitz and Weissman, 2011), de
I’identification de nombreuse dé-ubiquitinases dans la régulation de la voie du TGFp (Dupont
et al., 2009) ainsi que dans la progression tumorale (Eichhorn et al., 2012). De fagon
intéressante, une étude trés récente publiée dans Nature a démontré que 1’inactivation de la
déubiquitinylase USP9X, spécifique de Smad4, facilitait la progression tumorale dans un
modele de PDAC (Pérez-Mancera et al., 2012). Nous pouvons faire I’hypotheése que la
régulation de 1’ubiquitination de SMAD4 pourrait participer a la progression tumorale in

vivo, et donc que ’activité E3 ligase de TIF 1y pourrait étre impliquée dans ce processus.

Pour conclure, les résultats obtenus au cours de ma thése ont permis d’aborder in vivo la

relation complexe qu’il existe entre la voie du TGFB et I’oncogéne Kras au cours de la
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tumorigenese pancréatique. Les modeles in vivo et in vitro que nous avons développés,
permettront notamment d’éclaircir le lien qu’il existe entre ’inflammation et la progression
tumorale pancréatique. Ces résultats devraient permettre a terme de définir de nouvelles
stratégies thérapeutiques visant a inhiber 1’effet pro-inflammatoire du TGFB. D’autre part,
une partie importante de mes travaux s’est focalisée sur le role in vivo de la protéine TIF1y.
Nos travaux ainsi que ceux d’autres équipes permettent aujourd’hui de définir TIF1y comme
un geéne suppresseur de tumeur potentiellement important. Il apparait absolument nécessaire
aujourd’hui de caractériser les programmes cellulaires mis en jeu par TIF1y au cours de la
progression tumorale. Ces résultats permettront de mieux comprendre les programmes altérés
au cours de la tumorigenese pancréatique et ainsi de définir de nouvelles cibles

thérapeutiques.
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Invariant natural killer T (iNKT) cells constitute a distinct subset of T lymphocytes exhibit-
ing important immune-regulatory functions. Although various steps of their differentiation
have been well characterized, the factors controlling their development remain poorly
documented. Here, we show that TGF-3 controls the differentiation program of iNKT cells.
We demonstrate that TGF-[3 signaling carefully and specifically orchestrates several steps
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of iNKT cell development. In vivo, this multifaceted role of TGF-f3 involves the concerted
action of different pathways of TGF-f3 signaling. Whereas the Tif-1+y branch controls
lineage expansion, the Smad4 branch maintains the maturation stage that is initially
repressed by a Tif-1y/Smad4-independent branch. Thus, these three different branches of
TGF-B signaling function in concert as complementary effectors, allowing TGF-f3 to fine

tune the iNKT cell differentiation program.

Natural killer T cells (NKT) are a unique T cell
lineage with the capacity to regulate immune
responses. NKT cells are multifunctional. They
have been described as being important in a
variety of immune responses, including the re-
sponse to tumors, infectious agents, the main-
tenance of self-tolerance, and the prevention of
autoimmunity (1, 2). In contrast to conven-
tional T lymphocytes and other regulatory T
cells, NKT cells do not recognize peptide anti-
gen presented by classical MHC-encoded class
I or II molecules; instead, their TCR interacts
with glycolipid antigen presented by the MHC
class I-like molecule CD1d (3). These T lym-
phocytes are mainly CD4*CD87, but a subset
can be CD4~CD8~. NKT cells branch away
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from T cell lineage at the double-positive (DP)
CD4*CD8" stage in the thymus (4).

Invariant NKT (INKT) cells represent a
subclass of NKT cells. They derive from DP
thymocytes that express a TCR with a CDR3a
region formed by a semiinvariant rearrange-
ment of Val4-Ja18. iNKT cells are positively
selected upon recognition of CD1d expressed
on DP thymocytes loaded with glycolipids (1).
iNKT react to a glycosphingolipid a-galacto-
sylceramide (aGalCer) presented by CD1d (5).
CD1d-aGalCer tetramers, which uniformly
stain all iNKT cells, have been used to char-
acterize some NKT cell developmental steps
and precursors. As CD1d-aGalCer tetramer*
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precursors progress to mature HSAY cells, three differentiation
stages have been reported. iNKT cells go from the CD44lw
NK1.17 stage, through the CD44hig" NK 1.1~ stage, and fi-
nally reach the CD44hgh NK1.17* stage. This iNKT differen-
tiation sequence is accompanied by a massive cellular expansion
occurring between the CD441°Y NK1.1~ stage and the
CD44high NK1.17 stage. A majority of CD44hgh NK1.1~ cells
emigrate to the peripheral tissues, where they cease to proliferate
and rapidly express a mature phenotype, becoming CD44bich
NK1.1* and producing both IL-4 and IFN-vy (6). iNKT
cells represent ~2.5% of splenic T lymphocytes and 30% of
liver T cells (5). Interestingly, a fraction of the CD44hieh
NK1.17 cells do not emigrate to the periphery, but instead
proceed to their terminal maturation inside the thymus, where
they acquire the NK1.1 marker and other NK-related markers
that characterize the lineage (e.g., Ly49 and NKG2 family
members). The CD44hieh NK.1.1* population constitutes
long-lived resident cells for several months (7). Although the
importance of peripheral iNKT cells in the regulation of im-
mune system has been widely reported, the significance of the
iNKT intrathymic long-lived residents remains unknown (5).
Although it is known that CD1d expression on DP thy-
mocytes is required for iINKT cell selection and lineage differ-
entiation (6), and that both IL-15 and CD122 (IL-15Rf3)
expression are involved in the transition between the CD44high
NK1.17 and CD44M¢h NK1.1" stages, factors that control
iNKT cell differentiation are poorly documented (8, 9). Some
studies have proposed a role for two cytokines, GM-CSF and
lymphotoxin, in iNKT cell development (10, 11). However, a
recent investigation has reported that GM-CSF does not affect
iNKT cell numbers in the thymus or in the periphery, but
rather regulates their ability to secrete cytokines (12). More-
over, a role for lymphotoxin has been ascribed in iNKT cell
emigration from the thymus rather than in iNKT cell develop-
ment (13). Recently, it has been suggested, by us and others,
that TGF-B could influence iNKT differentiation (14, 15).
TGF-B is a widely expressed cytokine involved in the
control of proliferation and differentiation of numerous cell
types both inside and outside the immune system. The three
isoforms of TGF-B (TGF-B1, TGF-B2, and TGF-f33) signal
through a common serine—threonine kinase receptor com-
plex composed of the TGF-BRI and TGF-BRII subunits.
Binding of TGF-f3 to its receptor leads to the activation of
the intracellular kinase domain of TGF-BRII, which in turn
phosphorylates the kinase domain of the TGF-BRI subunit.
The latter then phosphorylates the receptor-associated Smads
(R-Smads), Smad2 and/or Smad3, which bind the common
Smad (C-Smad), Smad4. Complexes of Smad2—-Smad4 and
Smad3—Smad4 then migrate to the nucleus and regulate the
transcription of various genes. Interestingly, Smad-indepen-
dent pathways, such as MEK/MAP kinase, have also been
reported (16). For many years Smad4 had been considered to
be an obligate partner for the R-Smads Smad2 and Smad3
and the mediation of the TGF-f3 response through the Smad
branch. However, the differences in phenotype observed
between R-Smad-null and Smad4-null organisms suggested

2 of 14

that Smad2 and Smad3 could have Smad4-independent bio-
logical functions. A role has recently been proposed for the
transcriptional intermediary factor 1y (Tif-1v) in the TGF-f3
signaling pathway (17, 18). This ubiquitous protein (also
known as TRIM33, RFG7, PTC7, and ectodermin) selec-
tively binds receptor-phosphorylated Smad2/Smad3 in com-
petition with Smad4. Although the Smad2—Tif-17 interaction
has biological effects independent of the Smad3—Tif-1y com-
plex in vitro, the importance of the Tif-1vy branch in TGF-3
signaling in vivo remains unknown.

TGF-f signaling plays a crucial role on T cell biology
because mice selectively deprived of TGF-BRI or -BRII on
their T cells develop massive autoimmunity and die by 3 wk
of age (15, 19). Thymic development of conventional CD4
and CD8 T cells does not appear to be under TGF-3 control,
but TGF-3 seems clearly involved in the peripheral differen-
tiation of selective T cell subsets such as Foxp3™* regulatory T
cells and Th17 cells (15, 20, 21, 22). Interestingly, the com-
plete deprivation of TGF- signaling in o/ T lymphocytes,
obtained by the crossing of a strain of floxed TGF-BRII mice
with CD4-Cre transgenic mice (CD4-Cre x TGF-BRIIVf),
leads to a sharp defect in CD1d-aGalCer tetramer™ NK.1.1*
cells in both the thymus and the spleen (14, 15). These obser-
vations suggest that TGF-f3 could control the thymic devel-
opment of the iNKT cells. However, given that the ablation
of TGF-f signaling in T cells is associated with strong auto-
immune disorders, T cell activation and acute cytotoxicity
(15), it has been difficult to decipher whether the defect of
iNKT cells in CD4-Cre x TGF-RII" mice is a direct effect
of TGF-B on iNKT cell precursors or the consequence of
autoimmune disorders that affect the capacity of the thymus
environment to differentiate iINKT cells. Whether TGF-3 con-
stitutes a specific factor directly controlling the thymic differ-
entiation of iNKT precursor thus remains totally unknown.

In this study, we demonstrate that TGF-f3 signaling di-
rectly orchestrates several steps of iNKT precursor differenti-
ation, ascribing a crucial and specific role for this cytokine in
iNKT thymic development. We provide evidence that three
branches of TGF- signaling, Smad4, Tif-1vy, and the Tif-
1y—Smad4-independent signaling pathway, function in con-
cert. Each of these TGF- signaling branches is selectively
dedicated to the control of a specific differentiation step of
iNKT cells, allowing TGF-f to fine tune the iNKT cell dif-

ferentiation program.

RESULTS

TGF-p signaling directly and specifically controls iNKT
precursor differentiation

We have previously reported that thymic development of
conventional CD4, CD8 T lymphocytes is not affected by
TGF-B signaling (14, 15, 21). In the thymus, iNKT cells
branch away from the T cell lineage at the CD4*CD8* (DP)
stage and are positively selected upon recognition of CD1d ex-
pressed on DP cells that are themselves loaded with glycolipids.
Thus, a putative effect of TGF-3 on the thymic development
of INKT cells could affect iNKT precursors alone, the capacity

TGF-B AND INKT | Doisne et al.
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of DP to select iNKT precursors, or both. To test these three
hypotheses, we have performed mixed BM transfers in re-
constituted, sublethally irradiated B cell- and T cell-deficient
recipients (rag2*®). BM cells from CD1d*® mice, which DP
cells can lead to iNKT precursors but cannot positively select,
were transferred into rag2*® recipients with congenic Ly9.1-
expressing BM cells from either CD4-Cre x TGF-BRII"A
mice or CD4-Cre x TGF-BRII™ littermate controls (Fig. 1 A).
In CD4-Cre mice, the Cre transgene is expressed at the DP
stage of thymocyte development. Consistent with this, DP
thymocytes and their progeny from CD4-Cre x TGF-BRII/f
BM cells escape TGF-3 control. 67 wk after BM transfers,
we analyzed the capacity of CD4-Cre x TGF-BRIIf DP
thymocytes to complement the deficiency of DP from
CD1d* BM to select iNKT cells. Strikingly, iNKT cells from
CD1dX© donors were found in the spleens of all chimeric
mice. However, iNKT cells from CD4-Cre x TGF-BRII#
BM were barely detectable compared with iNKT cells from
CD4-Cre x TGF-BRII" BM (Fig. 1 A). In addition, from
the CD4-Cre x TGF-BRII¥1/CD4-Cre x TGF-BRII™
mixed BM transfer, only iNKT cells from wild-type mouse

A TGF-BRIIX®

Lo

TGF-BRIIX® CD1dX®

|

BM origin:

Q" Ragke y ! BM
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BM were detectable (unpublished data). Thus, in the absence
of TGF- control, DP thymocytes remain a suitable envi-
ronment for iNKT differentiation. In agreement with this,
the expression of CD1d at the surface of DP thymocytes
from CD4-Cre x TGF-BRII"f mice was similar to that of
DP cells from littermate controls (unpublished data) and co-
culture of Val4 hybridoma cell lines with DP thymocytes
from either CD4-Cre x TGF-BRII" mice or littermate con-
trols showed no significant difference in the capacity of DP to
present aGalCer antigen (Fig. 1 B).

Collectively, this first set of experiments reveals that
TGEF-B directly affects thymic iNKT precursor cells and not
the thymic environment mandatory for their selection, sug-
gesting a specific role for TGF-$ in the thymus that is con-
fined to the control of iINKT precursor development.

TGF- signaling controls several steps of iNKT precursor
differentiation

Thymic iNKT precursor differentiation goes through several
established chronological steps defined by CD44 and NK1.1
expression. To determine the effects of TGF-f signaling on
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Figure 1.

Functional thymic environment to select iNKT cells in the absence of TGF-@ signaling. (A) Flow cytometric analysis of splenocytes in

mixed BM chimeras. T cell-depleted BM from 2-wk-old CD4-Cre x TGF-BRII mice or wild-type littermate mice were mixed with BM from CD7d%0 mice
(ratio 1:1) and transferred into rag2*© animals. 6-7 wk later, the presence in the spleen of iNKT cells was investigated using CD1d-aGalCer tetramers and
TCR-B staining. The results are representative of three different experiments with three animals per group. (B) Proliferation analysis of CD1d-restricted
Va14-expressing DN32D3 hybridoma in the presence of thymocytes from either wild-type animals or CD4-Cre x TGF-BRII" mice and different concen-

tration of aGalCer. Mean + SD. n = 2, from two independent experiments.

JEM

3of 14

6002 ‘22 Ae|\ uo Bio'ssaidni wal wolj papeojumoq



Published May 18, 2009

JEM

A TGF-BRIIKC TGF-BRIMNT TGF-BRICA
o]
Q
© — < 0.
(g g p<0.01
T o« 2200
° e 3 i
a g g
1507
o g g p<0.01 “
< T004
% §100
°
29 507
< <3
< 8 _&—
3 € £ ¢
G
b
8 G oL
]H T '“'l:"'l T ll”ll'll |||||||T| T III T T IIIIIIII IIIIIIIII T
10° 0% 10° w0t 100 10° w0t 1®
NK1.1
B TGF-BRIIKC TGF-BRINT TGF-BRICA

-
[}
&) —
o g
O e p<0.01
£} o« & 504 —
o
2 25,0 t
5 ]
(@) -g g p<0.01
o | —
3 £ 304 o
] -
53 207 )
29 o
3
<5107 o
a
[&]

O «
X <
S X R
§& £
AN
&8 4
0o 10
NK1.1
C TGF-BRIIKC TGF-BRIMT TGF-BRICA
a7 9 2
Il |
Ao 0wt ato ' Ao’ "US
NK1.1
] 5 3 ] 3 9 w4 3
10" 1047 104’
CD44rer .
NK1.1- e S
1 @
E 9
¥ TV e e
=
| 4 4
CD44nan ]
NK1.1* e S
04 @
1 N 21

4 of 14 TGF-B AND INKT | Doisne et al.

6002 ‘22 Ae|\ uo Bio'ssaidni wal wolj papeojumoq



Published May 18, 2009

iNKT precursor differentiation, CD44 and NK1.1 stainings
were performed on CD1d-aGalCer tetramer® thymocytes,
purified either from CD4-Cre x TGF-BRII mice or CD4-
Cre x Stop"? TGF-BRICA mice, the latter exhibiting a con-
stitutively active (CA) TGF-f3 signaling in their T cells, and
a normal thymic development of CD4 and CD8 conven-
tional T lymphocyte (21). Few CD1d-aGalCer-tetramer*
thymocytes were observed in CD4-Cre x TGFB-RII"/f mice
and their repartition among the different steps of differenti-
ation was greatly affected compared with those from litter-
mate controls (Fig. 2 A). Whereas in wild-type thymus,
iNKT cell precursors were mainly NK1.17 at 2 wk of age,
CD4-Cre x TGF-BRII# iNKT cell precursors from litter-
mate animals exhibited a repartition among the different steps
of differentiation that was more similar to what is usually
observed in adult mice. The early stages of development
were rarely represented because the majority of the precur-
sors were NK1.17 and also express NK markers such as
NKG2D, NKG2A/C/E, and Ly49C/I (Fig. S1). In clear
contrast with the aforementioned observations, our analy-
sis on CD1d-aGalCer-tetramer® thymocytes purified from
CD4-Cre x Stop™? TGF-BRI®A mice revealed an overrep-
resentation of the early differentiation stage CD44°% NK 1.1~
and a large deficiency in both CD44"¢h NK 1.1 precursors
and the mature CD44"gh NK1.1% cell subset (Fig. 2 A). To
exclude the possibility that the rare iNKT cells observed in
CD4-Cre x TGF-BRII" animals were caused by a poten-
tial defect of Cre-mediated recombination, CD4-Cre x
TGF-BRII" mice were bred onto a Cre recombination re-
porter allele, i.e., YFP flanked by LoxP sites were knocked
into the ROSA26 locus (Rosa26 YFPY)_ In these animals,
all the CD1d-aGalCer tetramer™ cells were both YFP* and
deficient for TGF-BRII (unpublished data). In agreement
with the lack of thymic iNKT cell precursors, few CD1d-
aGalCer tetramer™ T cells were detectable in both the liver
and spleen from CD4-Cre x TGF-BRII"f mice compared
the controls (Fig. 2 B and not depicted). Moreover, as in the
thymus, the few iNKT cells observed at the periphery of
CD4-Cre x TGF-BRII"# mice were mostly NK1.1* (Fig. 2,
B and C), but produced both IFN-y and IL-4, which is
similar to iNKT cells from wild-type animals (Fig. 2 C),
suggesting that these cells are fully functional. In clear
contrast, the overexpression of TGF-f3 signaling in T cells
lead to an increase of peripheral CD1d-aGalCer tetramers™
T cells, but these cells presented a defect of maturation with
both a defective NK.1.1 expression and a weak IFN-vy pro-
duction compared with iNKT cells from wild-type animals
(Fig. 2, B and C).

ARTICLE

Opverall, these results reveal that TGF-f3 signaling controls
several key steps of iNKT cell differentiation ranging from
the early to late precursor differentiation stage. TGF-[3 signal-
ing affects the maturation of both the thymic resident iNKT
cells and iNKT precursors that have reached the periphery.

TGF- signaling controls apoptosis in early iNKT precursors
Because the iNKT differentiation step between the CD44lw
NK1.17 and the CD44"sh NK.1.1" stage is accompanied by
a massive cellular expansion (6), it is possible that the defect of
both CD44°% NK 1.1~ and CD44"sh NK.1.1" cells observed
in CD4-Cre x TGF-BRII"M mice, results from an impair-
ment of their proliferation capacity. Surprisingly, Ki-67 stain-
ing of both CD44°¥ NK1.1~ and CD44"e¢" NK.1.1" cells
from 14-d-old CD4-Cre x TGF-BRII"# mice and CD4-
Cre x Stop™? TGF-BRI®* mice was similar to that observed
for all differentiation stages in the littermate controls (Fig. S2).
We thus postulated that TGF-3 could affect the survival of
iNKT cell precursors. When CD1d-aGalCer tetramer™ thy-
mocytes were stained with both anti—annexin V and 7-amino-
actinomycin-D (AAD), two to three times more apoptotic
CD44w NK1.17 cells and CD44Msh NK.1.17 cells were
observed in CD4-Cre x TGF-BRII" mice compared with
the littermate controls, demonstrating an antiapoptotic effect of
TGEF-f signaling on early iNKT precursors (Fig. 3 A). Be-
cause IL-7 has been established as a crucial cytokine for the
survival of thymocytes, particularly for iNKT cells (23, 24),
we asked whether TGF-f3 could affect CD127 (IL-7-Ro) ex-
pression on early iNKT cell precursors (Fig. 3 B). Consistent
with their apoptosis, CD44"°% NK 1.1~ and CD44high NK1.1~
cells from CD4-Cre x TGF-BRII"" mice expressed lower
levels of CD127. Interestingly, the overexpression of TGF-f3
signaling (TGF-BRICY) affects neither CD127 expression nor
the survival capacity of iNKT precursors, suggesting that in
wild-type animals, endogenous TGF-f signaling levels appear
to be sufficient to maintain early iNKT survival.

TGEF-f signaling is thus crucial to both maintain a high
level of CD127 expression on early iNKT cell precursors and
prevent the apoptotic death of these highly dividing cells.

TGF-B signaling controls T-bet and CD122 (IL-15RpB)

in iNKT precursors

The deprivation of TGF-3 signaling leads to a massive repre-
sentation of CD44Meh NK1.1* precursors among the few
CD1d-aGalCer tetramers® T cells. Moreover the overex-
pression of TGF-[3 signaling is associated with a sharp reduc-
tion of this same late stage of iNKT differentiation (Fig. 2),
suggesting that TGF-3 signaling represses the transition

Figure 2. Control of iNKT cell precursor development by TGF-@ signaling. Flow cytometric analysis of the presence of iNKT cells in the thymus (A),
liver (B), or spleen (C) of 14-d-old CD4-Cre x TGF-BRII" mice (TGF-BRIIXY), CD4-Cre x Stop™" TGF-BRI mice (TGF-BRI), or wild-type mice (TGF-BRII™Y).
Absolute numbers of CD1d-aGalCer tetramer* cells among either HSA" cells or B220* cells are illustrated by graphs and absolute numbers for each
development stage are illustrated in supplemental table 1. CD44, NK1.1 staining on purified CD1d-aGalCer tetramers~ thymocytes (A) and on CD1d-
aGalCer tetramers* B220~ cells from either the liver (B) or spleen (C). IL-4, IFN-y, staining on either NK1.1~ or NK1.1+ CD1d-aGalCer tetramer* B220~
cells from spleen (C). The results are representative of three or four different experiments with three animals per group.
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between CD44Mgh NK1.17 and CD44"sh NK1.1* cells and
that the few mature cells observed have escaped TGF-f3 sig-
naling. The transition between CD44Msh NK1.1~ and
CD44high NK1.17 cells is known to be dependent on the cell
surface expression of the IL-2/IL-15 receptor common 3
subunit (CD122). Interestingly, although CD122 is not
highly expressed on CD44b¢h NK 1.1~ and CD44Msh NK1.1*
cells, its modest expression has been shown to play a key role
on iNKT maturation (25). To further investigate the mecha-
nisms by which TGF-B controls the progression of CD44high
NK1.17 to CD44high NK1.17 cells, we analyzed CD122 (IL-
15R 3) expression on CD1d-aGalCer tetramer* thymocytes.
In agreement with the representation of the mature stage
observed in Fig. 2, CD122 was expressed early on iNKT
precursors escaping TGF-f3 regulation as compared with cell
controls (Fig. 4 A). In clear contrast, CD122 cell-surface ex-
pression was impaired on all precursors from CD4-Cre x
Stop®f TGF-BRI* mice compared with precursors from
their littermate controls (Fig. 4 B). Because the transcription
factor T-bet has been shown to be a key factor for the matu-
ration of iNKT cell precursors and to control CD122 cell
surface expression (26), we proceeded to investigate whether
TGF-B signaling modulates T-bet expression in iNKT cell
precursors. The abrogation of TGF-f3 signaling in CD4-Cre
x TGF-BRII"# mice lead to early expression of T-bet in
precursors, whereas T-bet expression was highly repressed
in the same iNKT precursors from CD4-Cre x Stop/f
TGF-BRIA mice (Fig. 4, A and B). Interestingly, CD44"eh
NK1.1* cells from all three kinds of mice, even when rare,
expressed similar levels of T-bet, suggesting that these cells
are fully mature.

A TGF-BRIIK®

TGF-BRIMT

Altogether, these results reveal that TGF-@ signaling di-
rectly or indirectly represses T-bet and CD122 expression in
both CD44v NK1.1~ and CD44hieh NK1.1~ precursors,
and prevents the latter from massively maturing.

The Smad4 branch of TGF-3 signaling controls iNKT cell
late differentiation

TGF-BR can signal through three different branches: the
Smad4-dependent pathway, the Tif-1y—dependent pathway,
and the Tif-1y/Smad4-independent pathway. The Smad4
branch has been reported to act as a mediator for many TGF-f3
effects in numerous cell types. Thus, we first investigated
the role of Smad4 in iNKT cell differentiation. To do this,
we used mice selectively deficient for Smad4 in their T cells
from the DP stage. These animals were obtained by breeding
of CD4-Cre transgenic animals with floxed smad4 mice, as
previously described (27). Interestingly, the proportion of
CD44°v NK1.1~ and CD44"sh NK1.1~ precursors was sim-
ilar to that observed in control littermate mice (Fig. 5 A),
excluding a role for the Smad4 branch in the survival main-
tenance of early iNKT precursors. Moreover mature
CD44high NK1.17 cells were not overrepresented in the absence
of Smad4-dependent signaling, contrary to what was ob-
served when TGF-f3 signaling was totally abrogated (Fig. 5 A).
This, again, excludes a role for the Smad4 branch in the tran-
sition of CD44high NK1.17 cells to CD44high NK1.1% cells.
However, the CD44Msh NK1.1* cells, express a lower level
of NK.1.1 marker in the absence of Smad4-dependent sig-
naling (Fig. 5 A). Because NK1.1 expression has been shown
to be dependent on CD122 and T-bet expression (25, 26),
we next analyzed the expression of CD122 and T-bet. We
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Control iNKT cell precursor apoptosis by TGF-3 signaling. Flow cytometric analysis of CD1d-aGalCer tetramer* enriched from thymus

from 14-d-old CD4-Cre x TGF-BRIIM mice (TGF-BRIIX?), CD4-Cre x Stop//" TGF-BRI mice (TGF-BRI), or wild-type mice (TGF-BRIIY and stained for
either CD44, NK1.1, or annexin V and incubated with 7-AAD (A) or CD44, NK1.1, and CD127 (B). These results are representative of three different experi-

ments with two or three mice per group.
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found that the low level of NK1.1 expression observed in
CD4-Cre x Smad4"f was associated with the impairment of
both CD122 and T-bet expression, in CD44"¢h NK 1.1 pre-
cursors (Fig. 5 B).

The Smad4 branch of TGF-f signaling thus maintains both
T-bet and CD122 expressions in mature iINKT precursors.

The Tif-1+ branch of TGF-@ signaling controls early iNKT
cell differentiation

Given that the role of the Smad4 branch appears to be restricted
to the late maturation steps of iNKT precursors, we proceeded
by investigating the contribution of another TGF-3 signaling
pathway, the Tif-1y branch, in iNKT cell development. We
generated mice selectively deficient for Tif-1vy in their T cells,
from the DP stage, by breeding CD4-Cre transgenic animals
with floxed fif-17y mice (Fig. S3 A). The CD4-Cre x Tif-1y%#
mice did not develop any sign of autoimmunity and inflamma-
tion (unpublished data). Moreover, in these animals, the con-
ventional CD4/CD8 T cell development in the thymus was
similar that observed in wild-type animals (Fig. S3 B). How-
ever, as observed in CD4-Cre x TGF-BRII¥f animals, the de-
privation of the Tif-1y—dependent signaling pathway led to a
large decrease in the proportion of CD1d-aGalCer—tetramer*
cells in the thymus. As in the absence of total TGF-f3 signaling,
the deprivation of the Tif-1y branch led to a large defect in
CD44%°v NK 1.1~ precursors associated with their apoptosis and
to a loss of CD127 surface expression (Fig. 6, A and B). How-
ever, contrary to what we observed in CD4-Cre x TGF-BRIIf
mice, no effect, either at the CD44high NK1.1* precursor
stage or on CD122 and T-bet expression, was observed in
CD4-Cre x Tif-1y"% mice (unpublished data), excluding a po-
tential role for the Tif-17y branch in the transition of CD44bih
NK1.17 precursors to CD44"eh NK1.1" precursors.

A CD122 T-bet
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Altogether, these results demonstrate that the Tif-1y branch
of TGF-f signaling is responsible for the survival maintenance
of the early precursors of iNKT cells.

The Tif-1vy/Smad4-independent branch of TGF- signaling
controls iNKT cell intermediate differentiation

Because we found that TGF-f3 signaling represses both T-bet
and CD122 expression in both CD44%¢h NK 1.1~ and CD44bieh
NK1.1* precursors, and hence impairs their maturation in
CD44high NK1.1* cells, TGF-B signaling in wild-type mice
should be repressed, at least at the intermediate stage (CD44high
NK1.17) of differentiation, to allow these precursors to pro-
ceed to maturity. The analysis of both fgf-BrI and tgf-BrIl ex-
pression revealed a down-regulation of the expression of both
TGF-BR genes in CD44heh NK 1.1~ precursors compared
with early and late precursors (Fig. 7 A). This down-regulation
was confirmed at the protein level by analysis of the surface
expression of TGF-BR (Fig. 7 B). In addition, this lack of
TGF-BR expression at the CD44M¢h NK 1.1~ stage was associ-
ated with the repression of several genes known to be up-regu-
lated by TGF-f3 signaling (Fig. 7 C), confirming an impairment
of TGF-B responsiveness in the CD44Meh NK1.1~ precursors
compared with the other differentiation stages.

Interestingly, neither the ablation of the Tif-1y branch nor
the ablation of the Smad4 branch by itself can explain the over-
representation of mature CD44hgh NK1.1* precursor cells ob-
served in the complete absence of TGF-f signaling (CD4-Cre
x TGE-BRII" mice; Fig. 2). We thus analyzed iNKT cell
development in the absence of both the Tif-1y and Smad4
branches, using CD4-Cre x Tif-1y%# x Smad4%f animals.
Interestingly, the deprivation of these two branches of TGF-f3
signaling did not mimic the total ablation of the TGF-[3 signal-
ing pathway (CD4-Cre x TGF-BRII"# mice; Fig. 2), but led
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Figure 4. Control of T-bet and CD122 expression by TGF-f3 signaling. (A and B) Flow cytometric analysis of CD1d-aGalCer tetramer+ cells en-
riched from thymocytes from either CD4-Cre x TGF-BRII"™ mice (TGF-BRIIX?; A) or CD4-Cre x Stop™ TGF-BRIA mice (TGF-BRI; B) stained for CD44,
NK1.1, T-bet, and CD122. These results are representative of four different experiments with two mice per group.
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to the addition of the phenotypes observed when the Tif-1vy
and Smad4 branches were switched off separately (Fig. 7 D).
We observed a large defect of CD44!°% NK 1.1~ precursors as-
sociated with their apoptosis, as in the absence of the Tif~1vy
signaling pathway, and a low expression of NK1.1 on CD44bich
NK1.17 cells associated with the impairment of both CD122
and T-bet expression in CD44hieh NK1.1* as reported in
the absence of the Smad4 signaling pathway (Fig. 7 D and
not depicted). CD44hish NK1.1* precursors were not overrep-

Wild type

DISCUSSION
iNKT cells constitute a unique thymus-dependent T cell
subset, characterized by the expression of a semiinvariant
(Val4-Jal8 in mice and Va24-Jal8 in human) TCR-o
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Tif-1vy/Smad4-independent branch of TGF-§ signaling,
which is regulated by the level of expression of TGF-BR.
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Figure 5. Role of Smad4 signaling in iNKT cell differentiation. (A) Flow cytometric analysis of the presence of iNKT cells in the thymuses from either
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lute numbers of CD1d-aGalCer tetramer* cells among either HSA" cells are illustrated by graphs and absolute numbers for each development stage are illus-
trated in Table S1. (B) Flow cytometric analysis on CD1d-aGalCer tetramer cells enriched from thymuses from either CD4-Cre x Smad4™" mice (Smad4*©) or
wild-type mice littermate stained for CD44, NK1.1, T-bet, and CD122. These results are representative of three different experiments with two mice per group.
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chain and markers traditionally associated with the NK cell
lineage. iNKT cells are developmentally and functionally dis-
tinct from the mainstream CD4 and CD8 T cells. iNKT cells
have been associated with a broad array of disorders, ranging
from transplant rejection to tumors, various forms of autoim-
munity, atherosclerosis, allergy, and infection (5). Because of
the importance of iNKT cells in immune regulation during

ARTICLE

various pathological processes (28), it is critical to define the
factors that govern their development. Our findings reveal
TGEF-B to be a key factor for thymic iNKT cell develop-
ment. Although thymic precursors of both iNKT cells and
conventional T cells require interaction with their respective
self-ligands in the thymus environment for positive selection,
the HSAY iNKT cell precursors subsequently undergo a
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16 d-old CD4-Cre x Tif-1vy/1 mice (Tif-1v9) or wild-type mice and staining for CD44 and NK1.1 on CD1d-aGalCer tetramer* cells from the same thy-
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ment stage are illustrated in supplemental table 1. B) Flow cytometric analysis on CD1d-aGalCer tetramer* cells enriched from thymuses from either
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formed on purified CD1d-aGalCer thymocytes from 16-d-old C57BL/6 mice. Relative gene expression are normalized on both hprt and g3pdh expression.
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complex series of activation and differentiation events. We
have clearly demonstrated that TGF- directly orchestrates
the sequence of thymic events that iNKT precursors un-
dergo. This sequence includes a lineage expansion, acquisi-
tion of the CD44"¢h phenotype before either their migration
to the periphery or their long stay in the thymus, and their
maturation to CD44Meh NK1.17 (25, 29). Unlike IL-15,
whose action is restricted to the maturation step, we revealed
that TGF-f controls several key steps of iNKT cell differen-
tiation, ascribing a crucial role for this cytokine iNKT cell
development. Moreover, although iNKT cells and conven-
tional o/ T cells are derived from a common lineage at
the DP stage, neither the ablation nor the overexpression of
TGE-f signaling in DP cells affects the thymic development
of conventional o/ T cells (15, 21). Thus, TGF-3 appears
as a key factor whose action in the thymus is confined to the
control of several steps of iINKT cell differentiation.

iNKT cell lineage expansion has been regarded as the
consequence of multiple rounds of cell division occurring be-
tween the CD44"v NK1.17 and CD44Msh NK1.1~ stages
(5). Our results suggest that when they escape from TGF-3
control, the CD44"°% NK1.1~ and CD44"¢h NK1.1~ precur-
sors keep dividing, but a large proportion of them undergo
apoptosis, which dramatically reduces the pool of cells for the
next iNKT differentiation steps, and thus reduces the total
number of iNKT cells. Our observations strongly indicate
that the iNKT lineage expansion is not only restricted to pre-
cursor cell proliferation, but also results from the survival
maintenance of these dividing precursors by TGF-3. This
TGF-f3 antiapoptotic effect is correlated with the mainte-
nance of IL-7Ra (CD127) expression at the cell surface of
iNKT precursors, suggesting a role for the IL-7/IL-7R sig-
naling pathway in early iNKT precursors’ survival. In agree-
ment with this, a large decrease in iNKT precursors has been
reported in IL-7XC mice (24). Furthermore, our findings
demonstrate that both the survival of iNKT early precursors
and the maintenance of CD127 expression are under the
control of the Tif-1vy branch of TGF-f signaling. However,
whether Tif-17y directly controls CD127 expression remains
to be investigated. Tif-17y is a ubiquitous nuclear protein that
has been recently shown to be involved in hematopoietic cell
fate via the TGF-8 pathway in vitro (17). Interestingly, in
zebrafish, a mutation in mon, which is a gene identified as be-
ing an orthologous gene of #if-17y in mammals, leads to mas-
sive apoptosis of hematopoietic cells (30). Moreover, that TGF-3
has largely been reported to play an antiapoptotic role (31)
supports our results, suggesting that the Tif1-y branch could
be a key signaling pathway for the TGF-[3 antiapoptotic eftect.
In addition to the control of apoptosis, Tif-1vy could regulate
CD44 expression, and thus control the progression from
CD44v to CD44hieh precursors.

After the expansion phase, precursors that become CD44bigh
NK1.17 can either stay in the thymus or colonize peripheral
organs and undergo a maturation phase accompanied by
the cell-surface expression of both CD122 (IL-15BR chain)
and NK1.1. This maturation step has been reported to be
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dependent on the expression of T-bet, a transcription fac-
tor originally implicated in the Th1 cell lineage commitment
(26). T-bet has been shown to induce CD122 in iNKT cell
precursors (32). We have demonstrated a role for TGF-3 in
the repression of both T-bet and CD122 expression in iNKT
cell precursors. Interestingly, the ectopic expression of T-bet
in immature iNKT cell precursors has been shown to be suf-
ficient to induce their full maturation and function (32).
Given the central role of T-bet in iNKT cell maturation, by
controlling the expression of T-bet in iNKT cells, TGF-f3 is
a key regulator for iNKT cell maturation. The absence of
overrepresentation of CD44hgh NK1.1* mature stage in both
single- and double-knockout mice for Tif-1y and Smad4 re-
vealed that a Tif-1y/Smad4-independent branch of TGF-3
signaling represses iNKT precursor maturation. Interestingly,
in wild-type mice, TGF-B signaling in CD44heh NK1.1~
precursors is impaired, leading to iNKT precursor matura-
tion. Several arguments suggest the MEK/MAPK branch as a
putative candidate of the Tifl-y/Smad4-independent path-
way to explain how TGF-3 represses both T-bet and iNKT
precursor maturation. TGF-3 has been proposed to repress
T-bet during Th1/Th2 lineage commitment in vitro. Recent
studies have demonstrated that this repression is under the
MEK signaling pathway (33). Moreover, in wild-type ani-
mals, we found that the down-regulation of TGF-f3 signaling
at the CD44Meh NK 1.1~ stage was associated with the repres-
sion of mek1, whereas the expression of other actors of the
MAPK, such as p38 and Erk, remained constant during iNKT
cell differentiation (Fig. S4). Additional experiments should
be carried out to confirm the role of MEK in iNKT cell dif-
ferentiation. By repressing the maturation of both highly di-
viding CD44"°% NK1.1~ and CD44"sh NK1.1~ cells, the
Tif-1y/Smad4-independent pathway allows precursors to stay
longer in highly divided stages, and thus could also contribute
to promote INKT lineage expansion along with the Tif-1vy
branch. Interestingly, the TGF-f signaling effects on the con-
trol of INKT maturation are not restricted to the thymus be-
cause iNKT peripheral maturation was similarly aftected. The
large defect of mature NK1.1% cells at the periphery in CD4-
Cre x Stop? TGF-BRI® mice is also associated with their
incapacity to produce IFN-vy, underlining the role of TGF-f3
in the repression of iINKT cell maturation. Moreover, the rare
but fully mature, peripheral iNKT cells generated in the ab-
sence of TGF-f control produce both IL-4 and IFN-y, which
is similar to iNKT cells from wild-type mice, suggesting that
TGEF-f is not mandatory for iNKT cell function.

Maturing CD44high NK1.1* precursors express high lev-
els of TGF-BR at their cell surface, and their responsiveness
to TGF-B is highly increased. This reactivation of TGF-f3
signaling in CD44bsh NK1.1* precursors is not associated
with a repression of T-bet expression. This apparent discrep-
ancy can be explained by the relay role of the Smad4 branch
of TGF-f3 signaling. The Smad4 branch is responsible for the
maintenance of both T-bet and CD122 expression in the
CD44high NK1.1* precursors, and allows them to mature and
acquire a high level of NK1.1. Our data suggest that once
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precursors have turned on their maturation program, the
Smad4 branch thwarts the TGF-f inhibitory effect on matu-
ration driven by the Tif-1y/Smad4-independent branch.
Thus, TGF-3 has a double-edged sword effect on iNKT
cell differentiation, through the Tif-1y/Smad4-independent
branch, which represses their maturation, and through the
Smad4 branch, which continues the maturation process. In
CD4-Cre x TGF-BRII" mice, all TGF-f signaling branches
are turned off, thus the maturation is not repressed by Tif-1vy/
Smad4-independent branch, and the iNKT cell precursor
matures fully.

Therefore, the multifaceted role of TGF-f3 during iNKT
cell differentiation can be explained not only by the concerted
action of different signaling branches, such as the Tif-1vy branch
and the Tif~1y/Smad4-independent branch, but also by the
interaction, or competition, between branches, such as the
Smad4 branch and the Tif-1y/Smad4-independent branch.
Interestingly, the analysis of TGF-3 branches during the dif-
ferentiation of several cell types has also suggested an interac-
tion between the TGF- signaling pathways. In numerous
cancers, at the early stage of tumor development, TGF-f re-
presses tumor-growth, whereas at later stages TGF-[3 facilitates
tumor progression. The activation of the Tif-1vy/Smad4-inde-
pendent branch (MAPK) by TGF-$3 has been proposed to
facilitate tumor progression by TGF-f. The loss of tumor
growth inhibition by TGF-f3 and the acquisition of oncogenic
capacity correlates with the loss of the Smad4 branch function
(34). Competition between the Smad4 branch and the Tif-1vy
branch has also been suggested. During the blastula stage of
Xenopus, a role for Tif-17y in the targeting of Smad4 for ubiq-
uitination and degradation has been reported, suggesting a po-
tential regulation of the Smad4 branch by Tif-1vy protein (18).
However, the interactions between TGF-f3 signaling branches
appear to be specific for a given cell type, because during hu-
man hematopoiesis, although two distinct roles have been as-
cribed to the Tif-1+y branch and the Smad4 branch, no variation
in Smad4 protein levels have been reported after overexpres-
sion or deletion of Tif-1y in human hematopoietic cells (17).
In iNKT cell differentiation, the expression levels of both Tif~
1y and Smad4 stay constant over the different stages of iINKT
cell development (unpublished data) suggesting that the Tif-1y
branch and the Smad4 branch do not interfere with one an-
other, but work in concert during a cellular differentiation
program, each branch dedicated to a specific task.

In sum, our results propose that TGF-f is a key regulator
of iINKT cell differentiation. We have revealed that through
different branches of its signaling pathway, TGF- can fine
tune the complex iNKT cell differentiation cell program.
These different signaling pathways function as complemen-
tary effector arms that, in association with a modulation of
TGEF-B responsiveness between the differentiation stages, can
explain the multiple roles of TGF-3 during iNKT cell devel-
opment. TGF-3 assures lineage expansion via the Tif-1vy
branch and maturation acquisition via the Tif~1y/Smad4-
independent branch, whereas the maintenance of the matura-
tion process involves the Smad4-dependent pathway. At an
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Figure 8. Schematic model summarizing the effects of the three
branches of TGF-f3 signaling on iNKT cell differentiation. The Tif-1y-
dependent branch prevents the apoptosis and allows lineage expansion.
The Tif-1vy/Smad4-independent branch prevents maturation, and thus al-
lows lineage expansion. The Smad4-dependent branch allows maturation.

early stage, the Tif-1y/Smad4-independent branch represses
precursor maturation and allows iNKT lineage expansion in
concert with Tif-1y branch. Next, the TGF-f responsiveness
is impaired, allowing precursor maturation. Finally, maturing
precursors restore their capacity to fully respond to TGF-f3
and the Smad4 branch assures the continuation of the matura-
tion program by maintaining high level of both T-bet and
CD122 (Fig. 8). The action of each branch is conditioned by
the action of the others. These sequential roles of the TGF-f
signaling branches during iNKT cell development ascribe a
crucial role for TGF-f3 in the iNKT cell differentiation.

MATERIALS AND METHODS

Mice. CD4-Cre x TGF-BRII*A, and CD4-Cre x Smad4%/f mice were gen-
erated as previously described (15). Stop™f TGE-BRI®* transgenic animals
have been generated by insertion at the HPRT locus of the Lox-Stop-Lox
cassette positioned upstream of the TGF-BRICA-HA fusion gene (21). Tifl-
v mice harboring floxed exon 2—4 were generated by K.-P. Yan. The se-
lective deletion of the Tif1-y in Tifl-y cells is illustrated in Fig. S3. R26RYFP
(Rosa26-YFP#/f) mice were provided by Frank Constantini (Columbia Uni-
versity, New York, NY) and CD1d*¥° mice by Luc Van Kaer (Vanderbilt
University, Nashville, TN). Beside the Stop®® TGF-BRI“* mice which
were backcrossed 6 times in C57BL/6, each mouse stain was backcrossed
8-10 times in a C57BL/6 (B6) background, and only littermates were used as
controls. C57BL/6 mice were purchased from Charles Rivers Laboratories.
Mice were maintained in a specific pathogen—free animal facility at the Pla-
teau de Biologie Expérimentale de la Souris (Lyon, France) and handled in
the accordance with the institutional guidelines, and the protocols were ap-
proved by Comité Régional d’Ethique pour I'Expérimentation Animale.

Radiation BM chimeras. Radiation BM chimeras were generated upon
transfer of 2=3 X 10° T cell-depleted BM cells into lethally irradiated Rag2K®
recipients, as previously described (15).

Lymphocyte isolation. Cell suspensions were prepared from the thymus,
spleen, and liver. Red cells in spleen were lysed with 168 mM NH,CI and
liver lymphocytes were separated by gradient density using Percoll (GE
Healthcare), as previously described (15).
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NKT cell enrichment. Thymuses were depleted of CD8*, CD16/32*, CD19*
cells using mAbs directed against CD8a (clone 53—6.7), CD16/32 (clone 24G2),
and CD19 (clone 1D3; all from BD), respectively, along with mouse depletion
Dynabeads (Invitrogen) following the manufacturer’s instructions.

Antibodies and flow cytometry. CD24-FITC (clone M1/69) mAbs,
CD122-PE (clone TM-B1), Ki67-PE (clone B56), NK-1.1-PerCP-Cy5.5
(clone PK136), Ly9.1, TCR-B-FITC (H57-597) annexin V-APC and 7-
AAD, NKG2A/C/E (20D5), NKG2D (C7), and Ly49C/I (5E6) were ob-
tained from BD. CD127-PE (clone A7R34), NK-1.1-PE-Cy7 (clone
PK136), T-bet-Alexa Fluor 647 (clone eBio4B10), CD44-Alexa Fluor 700
(clone IM7), IL-4 (11B11), and IFN-y (XMG1.2) were purchased from
eBioscience. CD1d-a-GalCer tetramers were produced with streptavidin-
APC (BD) or streptavidin-PE-Cy7 (eBioscience) and used for staining as
previously described (25). Anti-TGF-BRII-biot was purchased from R&D
Systems. Anti-Smad4 (EP618Y) was purchased from Abcam and monoclo-
nal and anti-Tif-1y (5Ty3E9) were gifts from Institute of Genetics and Mo-
lecular and Cellular Biology (Strasbourg, France). For intracellular staining,
cells were activated with 500 ng/ml PMA and 5 ng/ml ionomycin (Sigma-
Aldrich), and then resuspended in Cytofix/Cytoperm solution from a Fixa-
tion/permeabilization kit (BD) and stained according to the manufacturer’s
instructions. Flow cytometry and cell sorting was performed using a two-
laser FACSAria (BD) cell sorter/analyzer and analyzed using either BD
FACSDiva software v5.0.1 (BD) or FlowJo (Tree Star, Inc.).

In vitro stimulation. 5 X 105 mouse thymocytes were incubated for 48 h
with the CD1d-restricted Va14-expressing DN32D3 hybridoma at a 1/10
ratio in 100 pl total volume with increasing concentrations of aGalCer,
ranging from 0.01 to 100 ng/ml, and culture supernatants were analyzed by
ELISA for IL-2 content, as described previously (25).

Quantitative RT-PCR. CDI1d-aGalCer tetramer® thymocytes were
FACS-sorted into three groups: CD44ov NK1.1~, CD44"¢* NK1.1, and
CD44heh NK1.17. RNA was isolated using the RNeasy kit (QIAGEN) and
reverse transcribed into cDNA with Superscript RT-PCR kit (Invitrogen).
RT-PCR was performed with platinium SYBR Green kit (Invitrogen) on
an Applied Biosystems 7000 machine with the primers listed. Relative gene
expression was normalized to hprt and g3pdh/Bactin levels in agreement with
works from vandesompele et al. (35). The primers used are as follows: hprt,
5'-TCATTATGCCGAGGATTTGGA-3" and 5'-CAGAGGGCCACAA-
TGTGATG-3"; ¢3pdh,5'-GCATGGCCTTCCGTGTCC-3" and 5'-TGT-
CATCATACTTGGCAGGTTTCT-3'; ¢fBRI, 5'-CAGACGAAGCAGA-
CTGGACCAG-3" and 5'-TGCTGCAATCAGGACCACTGC-3'; ¢fBRII,
5'-GAAGAATACACCACCAGCAGTC-3" avd 5'-ATGATGACAGC-
TATGGCAATCC-3'; p38, 5'-~ACCTAAAGCCCAGCAACCTAGC-3’
and 5'-GGTAGCCACGTAGCCTGTCATC-3"; mek1, 5'-AACTGGGA-
GCTGGCAACGG-3" and 5'-TGCGGGTTTGATCTCCAGGTG-3'; erk,
5'-GCTGACTCCAAAGCTCTGGATTTAC-3" and 5'-CTCCTTAGG-
TAAGTCGTCCAACTCC-3"; p21, 5'-TTGCACTCTGGTGTCTG-
AGC-3" and 5'-GGGCACTTCAGGGTTTTCTC-3'; junB, 5'-GACGA-
CCTGCACAAGATGAA-3" and 5'-TGCTGAGGTTGGTGTAGACG-3';
pmepai, 5'-CAGGAGGAGAGACGATGGAC-3" and 5'-AGGTAGGGG-
TAGGTGGGTTG-3'; and Bactin SuperArray commercial Q-PCR primers.

Statistics. The unpaired, two-tailed Student’s ¢ test was used for statistical
confirmation of cell number comparisons.

Online supplemental materials. NK marker stainings, MEK/ERK/P38
mRNA expression, Tif-1y expression, NKT proliferation, and NKT abso-
lute numbers are available online. The online supplemental material is avail-
able at http://www jem.org/cgi/content/full/jem.20090127/DC1.
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The human NUPR1/P8 gene is transcriptionally activated by transforming
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NUPR1 (nuclear protein 1), also called P8 (molecular mass
8 kDa) or COMI1 (candidate of metastasis 1), is involved in
the stress response and in cancer progression. In the present
study, we investigated whether human NUPRI expression was
regulated by TGFg (transforming growth factor ), a secreted
polypeptide largely involved in tumorigenesis. We demonstrate
that the expression of NUPRI was activated by TGFg at
the transcriptional level. We show that this activation is
mediated by the SMAD proteins, which are transcription factors
specifically involved in the signalling of TGFg superfamily
members. NUPRI promoter analysis reveals the presence of a

functional TGFB-response element binding the SMAD proteins
located in the genomic DNA region corresponding to the 5'-
UTR (5-untranslated region). Altogether, the molecular results
of the present study, which demonstrate the existence of a
TGFB/SMAD/NUPRI1 activation cascade, open the way to
consider and investigate further a new mechanism enabling TGFfS
to promote tumorigenesis by inducing stress resistance.

Key words: cytokine, nuclear protein 1 (NUPR1), promoter,
SMAD, stress, transforming growth factor g (TGEp).

INTRODUCTION

A cell constantly receives a multitude of signals informing it about
its condition and that of its environment. When it receives signals
threatening its integrity or its ability to function (exposure to toxic
substances or radiation, thermal or osmotic stress, or a lack of
nutrients or oxygen etc.), a cell expresses stress proteins in order
to deal with these attacks [1]. This stressed state, permitting the
cell to survive such hostile conditions, may be transitory (acute
stress), after which there is a return to normal conditions, or
permanent (chronic stress), part of a more long-term adaptive
process. Whether transient or permanent, this stressed state has
the aim of ensuring that the cell survives and continues to perform
its functions. If the conditions of stress become incompatible with
maintaining the biological functions normally carried out by the
cells, these cells are ‘eliminated’ by fail-safe programmes such as
apoptosis or senescence.

To ride out these detrimental conditions, cancer cells frequently
hijack and take advantage of the survival signals provided by
the stress proteins, while avoiding fail-safe programs [2]. The
combined effect of these two events (survival stimulus from the
stress proteins and avoiding the fail-safe programs) gives cancer
cells a selective benefit, which results in uncontrolled tumour
growth. During tumour progression, cancer cells must resist
diverse stress factors, such as a lack of nutrients and oxygen, the
presence of pro-apoptotic and cytostatic factors secreted in
the tumoural microenvironment, and repeated attacks by the

immune system. To survive in such hostile conditions, cancer
cells express numerous stress proteins, which are more or less
specific to a given stress factor.

Among these, the protein NUPR1 (nuclear protein 1), also
called P8 (molecular mass 8 kDa) or COM1 (candidate of
metastasis 1), has been found to be expressed in the pancreas
of rats suffering from pancreatitis as a reaction to the
injection of sodium taurocholate into the main pancreatic duct
in order to create severe chemical stress [3]. NUPRI is an
evolutionarily conserved protein (it is present in Drosophila,
Xenopus, nematodes and mammals). It is structurally related to the
HMG (high-mobility group) transcriptional regulators, which are
involved in the stress response and in cancer progression through
their effect on chromatin remodelling and transcription. NUPR1
has been shown to interact with the histone acetylation-regulating
factor MSL1 (male-specific lethal 1 homologue), suggesting
that NUPR1 may be implicated in chromatin remodelling [4].
NUPRI1 also interacts with various factors controlling the cell
cycle, programmed cell death and autophagy [5]. The functional
relevance of these interactions remains elusive.

TGFp (transforming growth factor f) is a secreted polypeptide
that is part of a large family of cytokines and growth factors,
including TGFBs, BMPs (bone morphogenetic proteins) and
activins [6,7]. The ‘canonical’ signalling pathway activated by
TGFpB family members is mediated by the SMAD family of
transcription factors. Contrasting with its tumour suppressor role
in the majority of untransformed cells, TGFg behaves like a

Abbreviations used: ChIP, chromatin immunoprecipitation; COM1, candidate of metastasis 1; DMEM, Dulbecco’s modified Eagle’s medium; DTT,
dithiothreitol; EMSA, electrophoretic mobility-shift assay; EST, expressed sequence tag; GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; GST,
glutathione transferase; HEK, human embryonic kidney; MH2, MAD homology 2; MEF, mouse embryonic fibroblast; NUPR1, nuclear protein 1; P8, molecular
mass 8 kDa; PAI-1, plasminogen activator inhibitor-1; P/S, penicillin and streptomycin mix; gPCR, quantitative PCR; RT-gPCR, reverse transcription
quantitative PCR; SBE, SMAD-binding element; siRNA, small interfering RNA; TGFg, transforming growth factor g; TR, TGFB receptor; 5-UTR, 5'-

untranslated region.
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pro-oncogenic factor in most transformed tissues by stimulating
EMT (epithelial-mesenchymal transition), immunosuppression
and the remodelling of the extracellular matrix [8,9]. We
showed that NUPRI was involved in TGFB-induced tumour
aggressiveness, establishing for the first time a functional
interaction between TGFf and a stress protein such as NUPRI1
[9a].

In the present study we investigate whether human NUPR] is
a direct molecular target of TGFB. We show that the expression
of the NUPRI is activated by TGFg at the transcriptional level
through the SMAD signalling pathway. We cloned a 2340 bp
NUPRI promoter fragment (spanning nucleotide residues — 2111
to +229) and identified a functional TGFS regulatory sequence
binding the SMAD proteins in a genomic region corresponding
to the 5-UTR (5'-untranslated region).

MATERIALS AND METHODS
Plasmid constructs

The NUPRI gene is located on the negative strand of
chromosome 16 in position 16p11.2. The complete sequence of
the NUPRI promoter is available in GenBank® (NC_000016).
The transcription start codon is predicted by the ENSEMBL
database (ENST00000324873) and the EST (expressed sequence
tag) database (accession number BM751285). The nucleotide
positions in the present study are relative to this predicted
transcription start site (4 1). We noted the existence of an
alternative transcription start located upstream from the putative
TATA box as suggested by the existence of another EST 42 bp
upstream (accession number BP214401).

Different genomic DNA fragments corresponding to the
NUPRI promoter were cloned into the luciferase pGL3-basic
(Promega) reporter plasmid. Human genomic DNA (Promega)
was used as a PCR template (PrimeSTAR™ HS, TaKaRa) to clone
the different fragments of the NUPRI promoter: (— 2111/ 4 229),
(—=2111/4208), (—2111/4152), (—2111/+117), (=2111/
+105), (—2111/4+86), (—2111/+71), (—2111/+1) and
(+ 1/+229). Amplified fragments were cloned in the pGL3-
basic-Luciferase vector by homologous recombination (In-
Fusion HD Cloning Kit, Clontech). All of the constructs
were verified by sequencing (GATC Corporation). Mammalian
expression vectors pcDNA3.1-SMAD3 and pcDNA3.1-SMAD4
were provided by Peter Ten Dijke (Leiden University Medical
Center, Leiden, The Netherlands) and described in [10] and
Aristidis Moustakas [11] (Ludwig Institute for Cancer Research,
Uppsala, Sweden) respectively. Bacterial GST (glutathione
transferase)-SMAD3AC fusion protein expression vector was
provided by A. Mauviel [12] (Curie Institute, Orsay, France).

Cell culture

The HepG2 (human hepatocellular carcinoma) and HEK (human
embryonic kidney)-293T cancer cell lines were obtained from the
A.T.C.C. and cultured in DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium), supplemented with 0.03 % L-glutamine and containing
10% FBS (fetal bovine serum) and P/S (a mix of 100 units/ml
penicillin and 100 pug/ml streptomycin sulfate). Colo 357 cells
(human pancreatic adenocarcinoma) (a gift from Dr Caroline
Hill, Cancer Research UK, London Research Institute, London,
U.K.) were cultured in RPMI medium supplemented with 0.03 %
L-glutamine and containing 10% FBS and P/S. Immortalized
MEFs (mouse embryonic fibroblasts) prepared from Smad4'*”
embryos [13] were generated in our laboratory. Briefly,
Smad4"”>* MEFs were isolated from EI2.5 (embryonic
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day 12.5) mouse embryos and spontaneously immortalized
through successive passages. MEFs were cultured in DMEM
supplemented with 0.03 % L-glutamine and containing 10 %
FBS, 1 % non-essential amino-acids and P/S. MEFs were infected
either with an empty retroviral vector (pBABE-wt) or a Cre-
expressing retroviral vector (P BABE-Cre). After infection, MEFs
were cultured in the presence of 3 pg/ml puromycin (Invivogen)
to select stably infected cells. All cell lines were propagated at
37°C under 5% (v/v) CO, atmosphere. Recombinant human
TGFpB1 was purchased from Peprotech and was used at a 10 ng/ml
final concentration. Actinomycin D was purchased from Sigma—
Aldrich and was used at a 5 pg/ml final concentration.

RNA interference experiments

Colo 357 cells were seeded and reverse-transfected in 24-
well plates (10° cells per well), with Lipofectamine™ 2000
(Invitrogen) and 20 pmol of control siRNA (small interfering
RNA) or siRNA directed against SMAD4 (Invitrogen). Culture
medium was changed 6h after transfection and, 2 days after
transfection, cells were treated with TGFp for 24 h.

Reporter assays

Cells were seeded the day before transfection into 12-well
plates (10° cells per well for HEK-293T cells and 1.5x10°
cells per well for HepG2 cells). Transient transfections (Exgen
500, Euromedex) were performed using luciferase pGL3-basic
reporter plasmids (Promega) encoding firefly luciferase under the
control of different fragments of the NUPRI promoter. phRL-
CMV vector (Promega) encoding Renilla luciferase under the
control of the CMV (cytomegalovirus) ubiquitous promoter was
co-transfected in order to determine the transfection efficiency and
to normalize firefly luciferase values. Where indicated, expression
vectors encoding SMAD3 and SMAD4 proteins were also co-
transfected. The total amount of transfected material was kept
constant (750 ng) using pcDNA3.1 empty vector (Invitrogen).
The day after transfection, cells were treated with TGFS. At 24 h
after TGFp treatment, firefly and Renilla luciferase activities were
quantified in whole-cell lysates (Passive Lysis Buffer, Promega)
using the Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega).
The firefly luciferase activity was normalized with regard to the
Renilla luciferase activity, and the ratios were related to the basal
condition (untreated cells) arbitrarily set at 1.0. Experiments were
performed in triplicate.

RT-qPCR (reverse transcription quantitative PCR)

As described previously [14], total RNAs were extracted
from the different cell lines (HEK-293T, Colo 357, HepG2
and MEFs) using the RNeasy Mini Kit (Qiagen). First-strand
cDNAs were prepared using 250 ng of RNA and SuperScriptll
Reverse Transcriptase in the presence of random primers
(Invitrogen), after incubation with DNase I (Invitrogen). qPCR
(quantitative PCR) was performed using an Applied Biosystems
ABI PRISM 7000 Sequence Detection thermocycler (annealing
temperature 60°C) and iTag SYBR Green Supermix (Bio-
Rad Laboratories). Primers (Sigma—Aldrich) used for qPCR are
presented in Supplementary Table S1 (at http://www.Biocheml].
org/bj/445/bj4450285add.htm). As described previously [15],
all of the real-time values were averaged and compared
using the threshold cycle (Cr;) method, where the amount
of target RNA (2-244¢) is normalized to the endogenous
GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) or HPRT
(hypoxanthine—guanine phosphoribosyltransferase) expression
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reference (ACy). The amount of target in untreated cells was set
as the calibrator at 1.0. Experiments were performed in duplicate.

Western blotting

Total protein extracts (20 pug) were prepared using RIPA lysis
buffer [50 uM Tris, pH 7.5, 150 uM NaCl, 1% Nonidet P40,
0.5% sodium deoxycholate, 0.1%SDS and commercial protease
and phosphatase inhibitor cocktail tablets (Roche)] from Colo
357 cells and MEFs, and were subjected to electrophoresis
on SDS/PAGE (10% gels). The separated proteins were
transferred on to PVDF membranes (Millipore) by electroblotting.
Rabbit monoclonal anti-SMAD4 (1:1000 dilution, Epitomics)
and mouse monoclonal anti-B-actin (1:5000 dilution, Sigma-—
Aldrich) were used as primary antibodies. Goat anti-rabbit IgG
(1:10000 dilution, Dako) and rabbit anti-mouse IgG (1:10 000
dilution, Dako) were used as secondary antibodies. Western blots
were revealed using the ECL Western detection system (GE
Healthcare).

EMSA (electrophoretic mobility-shift assay)

The genomic DNA region corresponding to the 5-UTR of
NUPRI(+ 1/+4229), used as a probe for EMSAs, was amplified
by PCR (see Supplementary Table S1 for primer sequences)
using the pGL3-ANUPRI(+ 1/ 4 229)-Luc vector as a template.
After enzymatic digestion by Kpnl and Nhel, probes were
labelled at their 3’ extremity by biotinylation (Biotin 3" End
DNA Labelling kit, Thermo Scientific). The nuclear extracts
were prepared from 8x107 HepG2 cells treated or not with
TGEB for 45 min. Cells were washed with PBS and further lysed
in a hypotonic buffer [10 mM Hepes, pH 7.9, 1.5 mM MgCl,,
10 mM KCI, 0.1 % Nonidet P40, 1 mM DTT (dithiothreitol),
2mM NaVO,, 10 mM NaF and commercial protease inhibitor
cocktail tablets (Roche)]. After 15 min of incubation on ice,
nuclei were centrifuged and washed twice with the above-
described buffer. Then, chromatin proteins were extracted using a
hypertonic buffer (20 mM Hepes, pH 7.9, 25 % glycerol, 420 mM
NaCl, 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM EDTA, 0.5 mM PMSF in DMSO
and 0.5 mM DTT). Protein concentrations in cleared lysates
were then measured using a commercial kit (Bio-Rad Protein
Assay). A 1 ug portion of recombinant proteins, e.g. GST (wild-
type, Santa Cruz Biotechnology) or GST-SMAD3AC [16], were
incubated with the 3’-labelled probes (20 fmol) for 20 min at room
temperature (23 °C) in the presence of 50 ng/ml poly(dI-dC) in 1 x
binding buffer (LightShift Chemiluminescent EMSA kit, Thermo
Scientific) as described previously [17]. For competition assays
with antibodies, 0.25 g of nuclear extracts were pre-incubated
for 20 min at room temperature with antibodies directed against
SMAD4 (rabbit polyclonal IgG, Santa Cruz Biotechnology),
SMAD7 (goat polyclonal IgG, Santa Cruz Biotechnology) or
GAPDH (goat polyclonal IgG, Abcam), followed by 20 min of
incubation at room temperature of the labelled probes (20 fmol)
in the presence of 50 ng/ml poly(dI-dC) in 1x binding buffer.
Protein—-DNA complexes were resolved on a non-denaturing 4 %
polyacrylamide gel (pre-run for 30 min at 100 V) in 0.5 x TBE for
60 min at 100 V and transferred on to Hybond N + membrane
in 0.5x TBE for 45 min at 100 V. DNAs were cross-linked to
the membrane for 10 min (312 nm irradiation) and revealed
using a horseradish peroxidase-conjugated streptavidin system
(LightShift Chemiluminescent EMSA kit, Thermo Scientific).

ChIP (chromatin immunoprecipitation)

Colo 357 cells (107) were treated with or without TGFgB
for 45min and ChIP assay was performed following the

manufacturer’s protocol (ChIP assay kit, Millipore) [18]. Briefly,
chromatin was cross-linked with formaldehyde and subjected to
immunoprecipitation using either anti-SMAD4 (rabbit polyclonal
IgG, Santa Cruz Biotechnology) or control rabbit IgG (Santa Cruz
Biotechnology) antibodies. Following reversal of the cross-links,
DNA was extracted according the standard phenol/chloroform
procedure and analysed by gqPCR performed using specific
primers presented in Supplementary Table S1. All the results
obtained are represented as percentage of input values and
normalized to the values observed in untreated conditions,
arbitrarily set at 1.0.

Statistics

Results were represented as means £ S.E.M. or S.D. Statistical
significance was tested using Student’s ¢ test (*P <0.05;
##P < 0.01; ***P < 0.001). Means, S.E.M. or S.D. and Student’s
t test were representative of three independent experiments.

RESULTS
TGFp activates the transcription of the NUPR1 gene

To investigate NUPRI activation by TGFp, we studied the
accumulation of NUPRI transcripts in response to TGFB in
diverse cell types known for their sensitivity to this cytokine.
HepG2 cells, Colo 357 cells, MEFs and HEK-293T cells were
used (Figure 1A). The amount of NUPRI mRNA was significantly
increased in HEK-293T (2-fold), HepG2 (3-fold), MEFs (4-fold)
and Colo 357 (7-fold) cell lines in the presence of TGFS as
compared with untreated cells.

We subsequently studied the kinetic accumulation of NUPRI
mRNA in response to TGFB. We used the Colo 357 cells,
which exhibited the highest up-regulation of NUPRI gene
expression in response to TGFB. Colo 357 cells were therefore
treated with TGFB for a range of periods (from 0.5 h to 24 h)
and the expression of NUPRI mRNA was analysed. RT-qPCR
results (Figure 1B) showed that increasing amounts of NUPRI
transcripts were detectable as early as 1 h after the beginning of
TGFg treatment. This rapid accumulation of NUPRI mRNA is
suggestive of a TGFp direct effect.

Next, we explored whether the accumulation of NUPRI
transcripts in response to TGFpB treatment was due to
a transcriptional activation. For this, we tested whether the
transcription inhibitor actinomycin D could compromise NUPR]
activation by TGFg. Colo 357 cells were treated with TGFf
and actinomycin D, alone or in combination, for 12h or 24 h.
As shown in Figure 1(C), the TGFp-mediated up-regulated
expression of NUPRI is totally inhibited by the presence of
actinomycin D. This result demonstrates that the NUPRI mRNA
level is transcriptionally modified by TGFS.

SMAD-dependent transcriptional activation of human NUPR1
by TGFB

The TGFp signalling pathway involves two kinase receptors,
TBRI (TGFB receptor type I) and TSRIL. The SMAD proteins
mediate the ‘canonical’ signalling pathway in response to TGFS.
After binding to its receptors, TGFf induces the phosphorylation
of TBARI, which in turn phosphorylates SMAD2 and SMAD3
proteins  (R-SMADs).  Phosphorylated = SMAD2  and
SMAD3 proteins then interact with the common SMAD4
(Co-SMAD) protein. The SMAD2-SMAD3-SMAD4 complex
accumulates within the nucleus, binds to DNA and activates
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TGFp activates the transcription of NUPR1 via the SMAD signalling pathway

(A) RT-gPCR analysis of NUPR1 expression in HEK-293T, HepG2, MEFs and Colo 357 cells treated or not with TGF8 for 24 h. (B) Time-course analysis for the NUPRT gene expression in Colo 357
cells in the presence of TGF B assessed by RT-gPCR. (C) Effect of actinomycin D (Actino.) treatment on NUPR7 mRNA accumulation in Colo 357 cells after TGF 8 treatment, evaluated by RT-gPCR.

the transcription of target genes. In order to inhibit the SMAD
pathway, we inactivated SMAD4 by RNA interference. We
transiently transfected Colo 357 cells either with a control siRNA
or a siRNA directed against SMAD4. The cells were then treated
with TGFS for 24 h and NUPRI expression was quantified
further. Western blotting and RT-qPCR analyses revealed an
effective (>70 %) reduction of SMAD4 expression (Figure 2A),
which is correlated with a significant reduction of NUPRI mRNA
accumulation in response to TGFB (Figure 2B). This result was
confirmed by taking advantage of genetically engineered mice
available in our laboratory and bearing a conditional knockout
Smad4 floxed allele [13,19]. We prepared Smad4'”** MEFs and
infected them with either a Cre-expressing retroviral vector or a
control retroviral vector. Western blotting analysis and RT-qPCR
revealed a major decrease (>80 %) in Smad4 expression in the
presence of the Cre recombinase (Figure 2C). As expected,
Cre-mediated Smad4 inactivation was found to be correlated with
a significant diminution of murine Nupr/ mRNA accumulation
after TGFB treatment (Figure 2D). Taken together, these results
demonstrate that the SMAD signalling pathway is crucial for
enabling optimal activation of NUPRI by TGFS.

Identification of TGFB-response elements in the NUPRT promoter

The results presented above show that TGFf activates NUPRI
gene expression at the transcriptional level via the SMAD
signalling pathway. We then analysed further the promoter region
of NUPRI. We generated the pGL3-ANUPRI(—2111/+229)-
Luc reporter, which contains a genomic DNA region extending
from —2111 to +229 nucleotides relative to the NUPRI
transcription start. We carried out transient transfections of
HepG2 or HEK-293T cells with this reporter vector, as well as
with plasmids encoding SMAD3 and SMAD4 proteins, before
treating cells with TGFp for 24 h. The co-transfection of vectors
expressing SMAD3 and SMAD4 was aimed at optimizing

© The Authors Journal compilation © 2012 Biochemical Society

the response to TGFg. In the two cell lines, we observed a
2-fold increase in transcriptional activity in the presence of TGFf
and a 5-fold increase in the combined presence of TGFS and
exogenous SMAD3 and SMAD4 proteins (Figure 3A). We also
observed in HEK-293T cells that SMAD3 and SMAD4, in the
absence of exogenous TGFf, could almost activate transcription
up to the level observed with the combined use of TGFJ
and overexpressed SMAD3/SMAD4 (Supplementary Figure S1
at http://www.Biochem].org/bj/445/bj4450285add.htm). These
results thus showed that this genomic DNA region of the NUPRI
gene that extends from position — 2111 to + 229 is sensitive to
TGFB.

TGFp-activated SMAD complexes accumulate in the nucleus
[6] and regulate target gene expression by binding to DNA
sequences called SBEs (SMAD-binding elements) containing
the 5'-AGnC-3’ (where n is any nucleotide) minimal motif
[20]. The extended 5'-CAGACA-3" sequence binds SMAD
proteins with higher affinity, and was identified in the
promoter of several TGFpS-target genes, such as human
PAI-1 (plasminogen activator inhibitor-1) [21]. In silico
analysis of the —2111/4229 NUPRI promoter allowed
us to identify fourteen putative SBEs (5-CAGAC-3' and
5-AGACA-3) (Figure 3B and Supplementary Figure S2
at http://www.Biocheml].org/bj/445/bj4450285add.htm). Inter-
estingly, these sites are not distributed evenly along this
genomic DNA sequence. Indeed, putative SBE concentration is
higher in the region corresponding to the 5'-UTR (+ 1/+229)
of NUPRI, and more precisely in a 170bp (4 60/+229)
sequence, which contains six SBEs (out of 14 putative SBEs
present in the analysed —2111/4 229 promoter). Interestingly,
this 170-bp long SBE-enriched region is the only NUPRI
promoter region that is conserved between humans and mice
(75 % nucleotide homology) (Supplementary Figure S2). This
conservation suggests that the region corresponding to the 5'-UTR
of NUPRI might be of special importance in the NUPRI gene
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(A) SMAD4 protein (Western blotting, top panel) and mRNA (RT-gPCR, bottom panel) expression in Colo 357 cells transiently transfected either with a control SiRNA or SMAD4-specific SIRNA
(siSMAD4). (B) NUPRT mRNA accumulation after TGF8 treatment (24 h) in Colo 357 cells transiently transfected either with a control SIRNA or SMAD4-specific SIRNA was evaluated by RT-gPCR.
(C) SMAD4 (Western blotting, top panel) and mRNA (RT-qPCR, bottom panel) expression in Smad4/°/ex MEFs stably infected either with an empty retroviral vector or retroviral vector expressing Cre
recombinase (Cre). (D) Murine Nupr1 transcript accumulation after TGF8 treatment (24 h) in Smad4®/® MEFs stably infected either with an empty retroviral vector or retroviral vector expressing

Cre recombinase was evaluated by RT-qPCR.

response to TGFp. In this context, to precisely map the TGFg-
responsive elements, we cloned reporter plasmids containing
different NUPRI promoter fragments presenting serial deletions
at the 3" extremity of the 5-UTR. Six fragments were designed
to sequentially remove one by one the different putative SBEs
present in the 5’-UTR. These reporters were transfected into HEK-
293T cells. Cells were then treated with TGFp in the presence
of overexpressed SMAD3 and SMAD4 proteins (Figure 4).
Deletions from position 4229 to + 152 do not significantly
affect the induction of the NUPRI promoter by TGFS. By
contrast, the deletion of nucleotides 4 152 to + 117 significantly
reduces activation by TGFp, consistent with the existence of a
major TGFS-responsive element in this region. Thus the TGFg-
mediated transcriptional regulation is mainly dependent on a 35
bp-length sequence located between + 152 and + 117 positions
and containing a SBE (5-AGACA-3'). In order to definitively
demonstrate the importance of the 5'-UTR region in the TGFg-
dependent transcriptional activation of NUPRI gene, we cloned
the pGL3-hNUPRI(+ 1/ 4 229)-Luc construct. Results obtained
with this reporter plasmid showed that NUPRI 5'-UTR was

sufficient to induce the activation of the reporter gene by TGFg
and exogenous SMAD proteins (Figure 4). In conclusion, the
promoter region corresponding to the 5'-UTR (4 1/4229) of
NUPRI is necessary and sufficient to allow the transcriptional
activation of this gene in response to TGFgS.

SMAD proteins bind to the NUPR1 promoter

We next investigated whether SMAD proteins could directly
interact with the NUPR1 promoter. For this, we tested whether the
5'-UTR of NUPRI could physically and directly interact with
the SMAD proteins. We therefore carried out EMSAs using a
GST-SMAD3AC recombinant protein. GST-SMAD3AC is
a truncated SMAD3 protein, which no longer contains its MH2
(MAD homology 2) domain in the C-terminal position. In the
absence of this MH2 domain, the affinity of SMAD3 for DNA,
ensured by the N-terminal domain, is strongly increased [22]. We
observed a shift of the NUPRI 5'-UTR probe in the presence of
GST-SMAD3AC, whereas no shift was observed with the control

© The Authors Journal compilation © 2012 Biochemical Society
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(A) Luciferase reporter assay in HepG2 and HEK-293T cells transiently transfected with the pG

L3-hNUPR1( — 2111/ 4 229)-Luc reporter plasmid with or without pcDNA3.1-SMAD3 and

pcDNA3.1-SMAD4, treated or not with TGF 8 for 24 h. (B) Schematic representation of the NUPRT promoter. Putative SBEs (5'-CAGAC-3' or 5'-AGACA-3') are indicated in bold (see Supplementary

Figure S2 at http://www.BiochemJ.org/bj/445/bj4450285add.htm for more details).
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Luciferase reporter assay in HEK-293T cells transiently transfected with reporters containing the indicated fragment of the NUPRT promoter with TGF 8, and SMAD3 and SMAD4 expression vectors.

probe or the recombinant wild-type GST protein (Figure 5A).
These results indicate that the SMAD3 protein can specifically
and directly bind to the 5'-UTR of the NUPRI gene.

We next explored whether an endogenous protein complex
could bind to the 5-UTR of NUPRI after TGFB treatment.
To do this, we performed EMSA using nuclear protein extracts

© The Authors Journal compilation © 2012 Biochemical Society

prepared from HepG2 cells either treated or not for 45 min with
TGEFB, the length of time sufficient for the nuclear translocation
of SMAD2-SMAD3-SMAD4 proteins in response to TGFp.
Our results revealed a shifted band in the presence of nuclear
extracts of cells treated with TGFg (Figure 5B). This indicated an
interaction between the 5'-UTR of NUPRI and the endogenous
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Figure 5 SMAD proteins bind to the NUPR1 promoter

(A) EMSA performed with a labelled probe corresponding to the NUPR1 5'-UTR (+ 1/+229) in the presence of recombinant GST-SMAD3AC. An irrelevant labelled control probe and GST
wild-type (wt) protein were used as negative controls. (B) EMSA performed with the NUPRT 5'-UTR (+ 1/ + 229) and nuclear proteins prepared from HepG2 cells with or without TGF 8 (45 min),
and pre-incubated or not with increasing concentrations of the indicated antibody (anti-SMAD4, anti-GAPDH and anti-SMAD?). (G) ChiP (IP) assay performed in Colo 357 cells treated or not with
TGF (45 min). gPCR was performed using primers specific to either NUPRT or PAI-1. Anti-SMAD4 and rabbit IgG antibodies were used for ChIP. All results obtained were represented as ‘percentage

input’ values and normalized to the untreated condition arbitrarily set at 1.0.

proteins involved in the TGFp signalling pathway. Then, we
investigated whether the complex that binds to the NUPRI 5'-
UTR after TGFB treatment actually contains SMAD proteins.
For that, we were able to show that pre-incubation of nuclear
extracts with an anti-SMAD4 antibody was sufficient to decrease
the formation of the DNA—protein complex in a dose-dependent
manner (Figure 5B). Binding of the anti-SMAD4 antibody to
the SMAD transcriptional complex probably masks the DNA-
interacting domain, consequently preventing the interaction of
this complex with DNA. Inhibition of band shift formation
using competing antibodies has already been described by others
[23,24]. As a negative control, no effect was observed using
monoclonal isotypical antibodies directed against GAPDH or
SMADY7. Altogether, our results indicate that TGFf treatment
induces the binding of a SMAD4 transcriptional complex to
the NUPR1 5'-UTR that we demonstrated in Figure 4 to confer
sensitivity to TGFp.

Finally, we investigated whether endogenous SMAD4 was
recruited to the endogenous promoter of NUPRI gene. We
performed ChIP experiments in Colo 357 cells. Our results
(Figure 5C, left-hand panels) revealed an enrichment (2.5-fold)
of SMAD4 bound to the NUPRI promoter in cells treated with
TGFpB. As a positive control, we verified that the presence
of SMAD4 was also enhanced at the well-known TGFg-
sensitive PAI-1 (encoded by the SERPINE] gene) promoter (3-
fold). Importantly, no enrichment (of NUPRI or PAI-1) after
TGFp treatment was detected in precipitates using control IgG
(Figure 5C, right-hand panels). Additionally, the ACTIN signal
was not detected to a significant level in any of the precipitates,

confirming the specificity of the association of SMAD4 with the
NUPRI promoter.

DISCUSSION

In previous studies, we reported preliminary observations
suggesting that TGFg treatment or SMAD4 overexpression
could activate NUPRI expression in mouse fibroblasts [25] and
human Panc-1 cells [26], with the precise molecular mechanism
remaining elusive. In this context, and considering the important
role of both molecules in cancer, it was of particular interest to
further analyse the regulation of NUPRI by TGFp. The present
study provides molecular evidence that NUPR] is a direct target
gene of the TGFS—SMAD axis. Indeed, we demonstrated here
that TGFS could activate the transcription of the NUPRI gene
via the canonical pathway of the SMAD proteins. We cloned the
NUPRI promoter, allowing us to identify precisely the TGFg-
responsive elements. We demonstrated, using reporter assays,
that the activation of NUPRI by TGFB was dependent on a
35 bp sequence (+ 117/+4 152) containing a SBE (5'-AGACA-
3") which is located in the genomic DNA region corresponding
to the 5-UTR of NUPRI. We also showed that a DNA probe
corresponding to the 5'-UTR of NUPRI could physically interact
with SMAD proteins. Finally, ChIP experiments revealed that
TGFB could induce the binding of the endogenous SMAD4
protein to the 5'-UTR of NUPRI. Taken together, the results of
the present study reveal that NUPRI is a transcriptional target of
TGFg involving the SMAD proteins, through a TGFS-responsive
element located in the 5'-UTR of NUPRI.

© The Authors Journal compilation © 2012 Biochemical Society
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The + 1/+229bp NUPRI 5-UTR is enriched in putative
SBE, since it contains six out of the 14 putative SBE present in
the —2111/4 229 bp NUPRI promoter (Supplementary Figure
S2). Even more striking, the SBE that we identified in the
TGFp-responsive element is located in a 25 bp region (4 99-
CAGACtgtgGTCTGaggaggAGACA- + 123), which contains a
cluster of three aggregated SBEs (Supplementary Figure S2). The
TGFB-responsive element we identified with our serial deletions
corresponds to the more distal (3') SBE, but it will be of particular
interest to test the functionality of the two other SBEs, which
are positioned into a palindromic orientation, a configuration
previously described to bind SMAD proteins with higher affinity
than the usual SBEs [27].

NUPRI expression appears to be a crucial element in cancer
cells [5]. It appears to be critical for tumour development in
immunodeficient mice [28-30], and is found overexpressed
in human cancers [31,32], in which its expression is inversely
correlated with apoptosis [33,34]. It is also involved in the
resistance to anti-tumoral treatments [35] and the formation of
metastases [36]. Our results regarding the regulation of NUPRI
by TGFp, coupled with the latter’s oncogenic properties, make
the stress protein NUPR1 a prime candidate for involvement
in the oncogenic response induced by TGFf. Indeed, as TGFfS and
NUPRI1 play a part in tumour progression [28,30], it is tempting
to speculate on the involvement of NUPRI1 in mediating the pro-
oncogenic properties of TGFB. We put forward the hypothesis of
a new mechanism that enables TGFS to promote tumorigenesis
by inducing stress resistance. It is noteworthy that approximately
50 % of the pancreatic tumours present a deletion of the locus
containing SMAD4 [also named DPC4 (deleted in pancreatic
carcinoma 4)] [37]. Whether or not NUPRI/PS§ plays a role in
SMAD4-negative tumours remains elusive. In this context, we
can speculate that NUPR1/P8 activation may involve SMAD4-
independent pathways, which have been largely described to be
involved in the oncogenic properties of TGFf [38]. Moreover,
NUPRI/P8 expression could also be activated by other pathways,
which are totally independent of TGFf. Finally, we cannot rule
out the possibility that NUPR1/P8 may be dispensable for tumour
aggressiveness in certain subtype of tumours, such as SMAD4-
negative tumours. Further work need to be performed to address
the exact role and the precise genetic background of the TGFS—
NUPRI1/P8 axis during pancreatic tumorigenesis. Analysis of
large collections of human pancreatic tumours along with the
generation of murine models will allow us to clarify the role of
the response to cellular stress in tumorigenesis induced by TGFS
in vivo.
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Table 81 Primer sequences used for qRT-PCR, EMSA experiments and

ChIP assay
Fw, forward; Rev, reverse.

(a) RT-gPCR

Oligonucleotide

Sequence

Human NUPR1 Fw
Human NUPR1 Rev
Human SMAD4 Fw
Human SMAD4 Rev
Human GAPDH Fw
Human GAPDH Rev
Human HPRT Fw
Human HPRT Rev
Murine Gapdh Fw
Murine Gapdh Rev
Murine Nupr1 Fw
Murine Nupr1 Rev
Murine Smad4
Murine Hprt Fw
Murine Hprt Rev

(b) EMSA

5-GGTCGCACCAAGAGAGAAGC-3’
5-CTCCGCAGTCCCGTCTCTAT-3'
5'-GTGGAATAGCTCCAGCTATC-3'
5-CGGCATGGTATGAAGTACTCC-3'
5-CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT-3'
5-AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC-3
5'-GAGGGAGAAAAATGCGGAGTG-3'
5-CTCCGGAAAGCAGTGAGGTAAG-3'
5-CCCAGCAAGGACACTGAGCAAGAG-3’
5-CTAGGCCCCTCCTGTTATTATGGGG-3
5-CCCTTCCCAGCAACCTCTAAA-3'
5-TCTTGGTCCGACCTTTCCGA-3
Superarray primer (Qiagen)
5-TGACCTTGATTTATTTTGCATACC-3'
5-CGAGCAAGACGTTCAGTCCT-3

Oligonucleotide

Sequence

Human NUPRT +1 Fw
Human NUPRT + 229 Rev

(c) ChIP assay

5'-CTGGTACCGACTCAGGGACCGACTCTTC-3'
5'-CTGGCTAGCCATCGTGCCTGGCTTGTCTT-3'

Oligonucleotide

Sequence

Human NUPRT Fw
Human NUPR1 Rev
Human PAIT Fw
Human PAI7 Rev
Human BACTIN Fw
Human BACTIN Rev

5'-ATGACTGTGTTTACTGGGCTGG-3
5-GCTTGTCTTCCCTGCCTCTC-3
5'-AGCCAGACAAGGTTGTTG-3'
5'-GACCACCTCCAGGAAAG-3
5'-AGCCATGTACGTTGCTATCCAG-3
5'-CTTCTCCTTAATGTCACGCACG-3'
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Figure S1 NUPR1 promoter is activated by the TGF3/SMAD signalling
pathway

Luciferase reporter assay in HEK-293T cells transiently transfected with the
pGL3-hNUPR1( — 2111/ + 229)-luc reporter plasmid with or without pcDNA3.1-SMAD3 and
pcDNA3.1-SMAD4, treated or not with TGFB for 24 h.
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