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Résumé en Francais

Les mutations du geéne suppresseur de tumeur MENI sont connues depuis de
nombreuses années, pour étre a l’origine du syndrome des Néoplasies endocriniennes
multiples de type 1 (Syndrome des NEM1). Ce syndrome constitue une maladie héréditaire
associée a une perte d’hétérozygotie du gene MENI, affectant principalement les organes
endocrines. Plus récemment, I’implication du géne MENI a émergé dans la tumorigénése
d’autres organes, et plus particulierement dans les glandes mammaires et prostatiques, ou son

role reste encore trés controverse.

Pour mieux déterminer le rdle joué par menin dans les cellules prostatiques (oncogene
ou gene suppresseur), mon projet de thése avait donc pour but de caractériser un nouveau
modele murin d’invalidation du géne Men! spécifiquement dans les cellules luminales de la

ERT2+/-
. Les examens

glande prostatique déficientes pour Nkx3.1, le modele Men 1 F¥ Nkx3.1Cre
anatomopathologiques réalisés sur ce nouveau modele murin ont montré que la perte
d’expression du gene Men/ conduisait a une accélération de la tumorigénése dans la glande
prostatique, par rapport aux souris contréles. D’autre part, les analyses moléculaires ont
montré que 1’expression du récepteur aux androgeénes (RA) était diminuée dans les cellules
déficientes pour le géne Menl. Enfin, mes analyses ont également montré que la protéine

menin, codée par le gene MENI, joue le role de régulateur transcriptionnel du RA.

De la méme maniere, mes travaux ont mis en évidence que la protéine menin régule
I’expression du récepteur aux estrogenes alpha (REa), en occupant la région promotrice
proximale du géne codant pour ce dernier, dans des lignées cellulaires du cancer du sein. De
plus, nos analyses ont révélé que I’expression réduite de menin corrélée avec la survenue du

sous type luminal B du cancer du sein, connue pour exprimer faiblement le REa..

Ainsi mes travaux de thése ont permis de conforter notre hypothése sur le role
oncosuppressif du géne MENI dans la glande prostatique. D’autre part, nous avons mis en
évidence I’implication de la protéine menin dans la régulation de 1’expression des récepteurs

nucléaires RA et RE, et son rdle dans le cancer du sein et de la prostate.






Résumé en Anglais

Mutations of the MENI gene have been known for many years to be responsible for
the Multiple Endocrine Neoplasia type 1 (MENI syndrome), a hereditary disease affecting
mainly endocrine organs. Recent advances highlighted the involvement of the MENI gene in
the development of the breast cancer and prostate cancers. Nevertheless, the role played by
the MENI gene in prostate cancer still remains controversial, described as on oncogene by

some studies, or as a tumor suppressor by others.

To further address this issue, we generated a novel and inducible mouse model,
Men1""-Nkx3.1Cre”, in which the Menl gene can be specifically disrupted in Nkx3.1-
deficient luminal prostatic cells upon tamoxifen injection. Anatomopathologic examinations
performed on our model showed that Men-disruption accelerated the tumorigenesis in the
prostatic gland compared to the control mice. Moreover, molecular analyses showed that the
expression of androgen receptor (AR) was decreased in Men/-deficient cells. The analyses
carried out in prostate cancer cell lines showed that menin protein, encoded by the Men! gene,

is involved in the transcriptionnal regulation of AR.

In parallel, my work showed that menin is also involved in the transcriptionnal
regulation of the estrogen receptor alpha (ERa) expression, through its binding on the
proximal promoter of the ERa gene. Moreover, our study revealed that the decrease in menin
expression correlates with the occurrence of luminal B subtype of breast cancer, where ERa

expression is known to be reduced.

My thesis work, therefore, allowed to determine precisely, for the first time, the
oncosuppressive role of the Menl gene in the prostatic gland. This work also highlighted the
involvement of menin in the regulation of AR and ER expression, and its role in prostate and

breast cancers.






Liste des abréviations

ARE : Androgen Response Elements

Bcl2 : B-cell lymphoma 2

BPH : benign prostatic hypertrophy

CD44 : cluster of differentiation 44
CD117 : cluster of differentiation 117
CD133 : cluster of differentiation 133 (Prominin 1)
CDK : cyclin dependent kinase

ChrA : Chromogranin A

CKs : cytokératines

CKS5 : cytokératine 5

CK7 : cytokératine 7

CKS8 : cytokératine 8

CK14 : cytokératine 14

CK17 : cytokératine 17

CK18 : cytokératine 18

CK19 : cytokératine 19

COMPASS : complex proteins associated with Setl
CRPC : castration resistant prostate cancer
CSCs : cancer stem cells

DBD : DNA-binding domain

DCIS : ductal carcinoma in situ

DHT : dihydrotestostérone

DNMT : DNA methyltransferase

EGF : Epidermal growth factor

ER : estrogen receptor

ERE : estrogen response element

ERG : ETS-related gene






ETS : E twenty six

EZH2 : enhancer of zest homolog 2

FKBP5 : FK506 binding protein 5

GEM : genetically engineered mouse models

GEM PCa : genetically engineered mouse models of prostate cancer
GR : glucocorticoid receptor

HAT : histone acetyltransferase

HER2 : Human epidermal growth factor receptor 2
HDAC:s : Histone deacetylase

HGPIN : High grade prostatic intraepithelial neoplasia
HMT : histone méthyl transférase

HPC : hereditary prosate cancer

IDC : invasive ductal carcinoma

ILC : invasive lobular carcinoma

IGF : insulin growth factor

KMTs : lysine methyltransferase

LBD : ligand-binding domain

LCIS : lobular carcinoma in situ

LH : Luteinizing hormone

LHRH : Luteinizing hormone releasing hormone
LGPIN : low grade intraepithelial neoplasia

LOH : loss of heterozygosity

MEEF : murine embryonic fibroblasts

MLL : mixed-lineage leukemia

MLL-FPs : mixed lineage leukemia fusion proteins
MTAT1 : metastasis associated protein 1

NEMI : néoplasies endocriniennes multiples de type 1
NKX3.1 : Homeobox protein Nkx3.1

NTD : N-terminal domain






PDX : patients derived xenograft

PIN : prostatic intraepithelial neoplasia

p63 : tumor protein p63

PB : probasin

PCSCs : prostate cancer stem cells

PR : progesteron receptor

pRb : retinoblastoma protein

PRC2 : polycomb repressive complex 2

PSA : prostate-specific antigen

PI3K : Phosphoinositide 3-kinase

PI3KCA : Phosphoinositide 3-kinase catalytic subunite A
PI3KCB : Phosphoinositide 3-kinase catalytic subunite B
PTEN : phosphatase and tensin homolog

RA : récepteur aux androgenes

RE : récepteur aux estrogenes

REa :récepteur aux estrogenes alpha

rPB : rat probasin

SBR : Scarft-Bloom-Richardson

SERD : selective estrogen receptor downregulator
SERM : selective estrogen receptor modulator
SV40 : simian virus 40

TAC : transient-amplifying cells

Tag : large T antigen

Tag : small t antigen

TGF: Transforming growth factor 3

TBP : TATA-binding protein

TFIIF : Transciption factor IIF

TMPRSS?2 : Transmembrane protease serine 2

TNM : tumor node metastase






TRAMP : transgenic adenocarcinoma mouse prostate

TSA : trichostatin A
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Figure 1 : Anatomie de la prostate humaine et murine
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INTRODUCTION

I) La prostate

I.A) Anatomie et fonction de la glande prostatique

La prostate est un organe glandulaire appartenant au systeme reproducteur et urinaire
masculin, dont la fonction principale est de produire une partie des sécrétions composant le
liquide séminal. Sa localisation au croisement de 1’urétre et des canaux éjaculateurs semble
étre a ’origine de cette double fonction urinaire et génitale. La prostate est intimement li¢e
aux vésicules séminales, et participe donc a la sécrétion ainsi qu’a 1’émission du liquide
spermatique. I1 s’agit de la glande la plus volumineuse du systéme uro-génitale masculin, dont

la taille varie d’un homme a ’autre.

Depuis 1968 et les travaux de Mac Neal et al, la description anatomique de la prostate
ne fait plus débat, suite a I’acceptation de leur modele comme modele anatomique de
référence (McNeal 1968) (Selman 2011). Chez ’Homme, la prostate est située sous la vessie
et en avant du rectum, formant une structure glandulaire qui va entourer la base de 1’urétre.
Elle est traversée par les canaux ¢jaculateurs provenant des vésicules séminales, qui
abouchent directement dans ['urétre prostatique a la base de la prostate (Figure 1A). La
prostate est composée, d’une part de tissu glandulaire tubulo-alvéolaire constituant la partie
sécrétrice de cet organe, et d’autres part de fibres musculaires lisses constituant la partie
motrice et contractile. Cette composante musculaire assure les fonctions essentielles de
miction et de continence de 1’appareil urinaire. L’ensemble de ces tissus est défini en 4 zones
principales, qui sont : la zone de transition, la zone périphérique, la zone centrale et enfin la
zone du stroma fibromusculaire antérieure (Figure 1B). La zone de transition, située au milieu
de la prostate, entoure 1’urétre prostatique proximal. La zone centrale située en arriére de la
zone de transition, constitue la base de la prostate et entoure les canaux éjaculateurs. La zone
périphérique représentant 80% de la masse glandulaire prostatique, constitue la partie la plus
postérieure de la prostate, directement au contact du rectum. C’est dans cette zone postérieure
que la plupart des tumeurs malignes de la prostate se développent. La derniére zone du stroma
fibromusculaire se situe en avant de 1’urétre prostatique et ne présente aucune composante

glandulaire a la différence des trois zones précédemment décrites (Seisen et al., 2012).






Méme s’il existe de fortes analogies dans la morphogénése et les caractéristiques
développementales de la prostate entre les différentes espéces, la structure anatomique de la
prostate peut étre trés différente chez les mammiferes, a 1’dge adulte. (Timms et al., 1994).
Chez la souris et le rat, la prostate est caractérisée par la présence de 4 lobes anatomiquement
séparés. Défini sur la base de leur orientation spatiale, on retrouve parmi eux les lobes
antérieurs, dorsaux, latéraux et ventraux (Shappell et al. 2004). Ces lobes se forment par paire
(droite et gauche) et présentent pour chacun d’entre eux des caractéristiques anatomiques et
histologiques différentes (Figure 1C/1D). Méme si 1’anatomie de la prostate humaine et
murine diverge, elles présentent néanmoins des similarités au niveau histologique. C’est une
des raisons pour lesquelles les modeles murins du cancer de la prostate constituent des outils

majeurs dans 1’étude des 1ésions cancéreuses de la prostate.

1.B) Histologie de la glande prostatique

Chez I’homme, comme chez la souris, la prostate est composée de lobules
glandulaires, aussi appelés acini, qui sont bordés par un épithélium bi-stratifi¢. Cet épithélium
prostatique va assurer la production et la sécrétion du liquide prostatique dans la lumiere des
glandes, qui va ensuite étre drainé dans I’uretre via un réseau de canalicules prostatiques. Ces
lobules glandulaires sont entourés d’un tissu conjonctif, connu sous le terme de stroma
fibromusculaire. Celui-ci est majoritairement composé de fibroblastes, de nerf, de vaisseaux
sanguins, de cellules infiltrantes (lymphocytes et macrophages), et d’une couche de cellules

musculaires lisses.

1L.B.1) Cellules luminales et basales

L’épithélium glandulaire est composé de deux couches de cellules, que sont les
cellules luminales et les cellules basales. Les cellules luminales sécrétoires recouvrent la
surface interne de 1’épithélium glandulaire formant une monocouche de cellules épithéliales
en colonnes, au contact de la lumiére des glandes. Ces cellules luminales sont soutenues par
une couche de cellules basales sous jacente. Cette derniére est elle-méme soutenue par une
membrane basale qui sépare 1’épithélium glandulaire du compartiment stromal. Chez la
souris, cette couche de cellules basales est discontinue, tandis que chez I’homme elle va

former un continuum entourant la couche de cellules luminales. On retrouve également au



Figure 2 : Histologie et différenciation de I'épithélium glandulaire de la prostate chez I’lhomme et la souris
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sein de cet épithélium glandulaire une population cellulaire rare et isolée, les cellules

épithéliales neuroendocrines (Elo & Visakorpi 2001) (Shen & Abate-Shen 2010) (Figure 2A).

Au niveau moléculaire, chez I’homme comme chez la souris, les cellules luminales
expriment plusieurs marqueurs spécifiques comme les cytokératines de faible poids
moléculaire (cytokératine 8 et 18), le facteur de transcription Nkx3.1, I’antigéne spécifique
prostatique (PSA), le marqueur de surface cellulaire CD57, ainsi qu’un niveau ¢élevé de
récepteurs aux androgenes (RA) (Sherwood et al. 1991)(Liu et al. 1997)(Long et al., 2005).
Ces cellules luminales sont fortement dépendantes de la signalisation androgénique pour leur
survie. Les cellules basales n’expriment qu’un faible niveau de RA, mais expriment certains
marqueurs spécifiques comme les cytokératines de haut poids moléculaire (cytokératine 5 et
14), les protéines p63 et Bcl2 (Sherwood et al. 1991)(Long et al., 2005). Les rares cellules
neuroendocrines expriment des marqueurs spécifiques des cellules neuronales, comme la
chromogranine A (ChrA) ou la synaptophysine. En revanche, elles n’expriment pas le RA

(Bonkhoff et al.,, 1995) (Figure 2B).

1.B.2) Cellules épithéliales intermédiaires

Méme si cette compartimentalisation cellulaire, basée sur I’expression de marqueurs
moléculaires spécifiques (CKs), ainsi que sur les caractéristiques histologiques des cellules
semble bien établie, le processus de différenciation de 1’épithélium prostatique est dynamique

et complexe.

Dans 1’épithélium prostatique, comme au sein de tout épithélium, les cellules peu
différenciées du compartiment basal vont transiter vers le compartiment luminal. Ces cellules
basales vont se différencier au cours de ce transit afin de maintenir un pool de cellules
luminales bien différenciées, nécessaires au maintien des fonctions sécrétrices de la prostate.
Il a été décrit que cette amplification cellulaire va donner lieu a différentes sous populations
cellulaires présentant des caractéristiques moléculaires hétérogenes. Ces cellules sont
appelées les cellules intermédiaires amplifiantes (TAC : transit-amplifying cells). Ces cellules
peuvent exprimer une combinaison de marqueurs qui vont étre communs aux cellules
luminales et basales (Long et al.,2005). Il a notamment été montré in-vivo, par des analyses
immuno-histochimiques sur des coupes de tissus prostatique humaines, qu’il existe deux

populations de cellules intermédiaires majoritaires (van Leenders et al. 2003) (Hudson et al.






2001). L’une de ces populations exprime les cytokératines 5, 14, et 18, et 1’autre population
exprime les cytokératines 5 et 18. Ces deux populations de cellules intermédiaires semblent
étre présentes dans les couches basales et luminales, laissant suggérer un processus de
différenciation progressif de la couche basale vers la couche luminale. Il s’agit du mode¢le de
différenciation linéaire (Lawson & Witte 2007). D’autres marqueurs CKs, tel que CK7, CK17
et CK19 sont considérés comme des marqueurs spécifiques de ces cellules intermédiaires

(Hudson et al. 2001) (Figure 2B).

1.B.3) Cellules souches épithéliales prostatiques

Il est connu depuis longtemps que les cellules souches sont abondantes dans les tissus
qui ont un « turnover » cellulaire important, comme dans la moelle osseuse, la peau et le
tractus gastrointestinal. Par la suite, I’existence de cellules souches a également été considérée
dans des tissus moins dynamiques, notamment dans la prostate (Lawson & Witte

2007)(Maitland & Collins 2008).

Deux études publié€es il y a plus de 20 ans, ont mise en évidence 1’existence de cellules
capables d’auto renouvellement dans I’épithélium glandulaire de la prostate chez le rat
(English et al., 1987) (Walensky et al., 1993). Chez le rat, la castration conduit a une
involution rapide des cellules de la glande prostatique, plus particulicrement des cellules
luminales dépendantes des androgeénes. De manicre intéressante, il a ét¢é montré que la ré-
administration d’androgeénes chez des rats ayant ¢été castrés au préalable, conduit a la
restauration d’un compartiment luminale pleinement fonctionnel (English et al.,1987). Ces
cycles d’involution et de régénération de I’épithélium prostatique peuvent Etre répétés
plusieurs fois, suggérant que parmi les cellules basales, il existe des cellules souches
progénitrices capables de survivre et proliférer indépendamment des androgenes. Ces cellules
semblent posséder des capacités régénératives et de pluri-potence. Pour soutenir cette
hypothése, il a été¢ proposé plus tard, que ces cellules souches progénitrices appartenaient au
compartiment basal, notamment associ¢ a leur indépendance aux androgénes d’une part, et a
I’expression de marqueurs basaux comme les protéines bcl-2 et p63 d’autre part (Litvinov et
al., 2003). Ce concept de cellules souches épithéliales de la prostate ne date donc pas d’hier.
Mais méme si I’existence de telles cellules ayant des capacités d’auto renouvellement ne
semble plus discutée, la nature et les caractéristiques phénotypiques de ces cellules souches

progénitrices font depuis longtemps débat.






Plusieurs études ont tenté d’isoler ces cellules souches chez I’homme, en se basant sur
I’é¢tude de certains marqueurs moléculaires. Parmi ces marqueurs, CD44 a été initialement
identifi¢ comme un marqueur des cellules souches, mais sa spécificité exclusive aux cellules
souches reste néanmoins controversée (Liu et al. 1997). Colins et al, ont mise en évidence que
des cellules du compartiment basale exprimant les intégrines a2f31, possédaient des capacités
d’auto renouvellement en culture (Collins et al., 2001). De plus, une sous population cellulaire
qui exprime le marqueur de surface CD133 a ét¢ identifiée, parmi la population de cellules
exprimant les intégrines o231 (Richardson et al. 2004). Actuellement, CD44, les intégrines
a2p1 et CD133 sont définis comme les trois marqueurs définissant cette population de
cellules souches nichée dans le compartiment basal, chez ’homme. Leong et al ont isol¢ a
partir de 1’épithélium de la glande prostatique d’une souris sauvage C57bl6, une population
cellulaire souche Lin'Scal CD44'CDI133°CDI117", qui partage des caractéristiques
moléculaires communes a ’homme et a la souris (Leong et al., 2008). IIs ont montré que la
greffe d’une seule cellule de cette population dans la capsule rénale d’une souris
immunodéficience, était capable de générer des glandes prostatiques fonctionnelles, apres

transplantation (Figure 2B).

L’existence de ces populations cellulaires intermédiaires et souches, et le fait que le
RA ainsi que la PSA soient exprimés dans certaines cellules basales, laissent encore en
suspend certaines questions sur le processus de différentiation de 1’épithélium prostatique
(Garraway et al. 2003). S’agit-il d’un processus durant lequel les cellules basales migrent et
perdent progressivement leurs caractéristiques basales afin d’acquérir un phénotype luminal ?
Ou s’agit-il de cellules progénitrices qui restent dans un état latent et quiescent, attendant les
signaux nécessaires a leur différenciation terminale vers un phénotype luminale sécrétoire ?
Ces questions restent a ce jour importante, notamment da a la difficulté¢ de définir 1’origine

cellulaire du cancer de la prostate.
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Figure 3 : Role de la signalisation androgénique stromale dans le maintien de I’"homéostasie des
cellules épithéliales de la glande prostatique. Les androgenes apportés par la circulation sangunine
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compartiment épithéliale. Inspiré de Isaacs et al 2004




1.B.4) Le stroma fibro-musculaire et son role dans la différenciation cellulaire

La principale différence histologique entre 1’homme et la souris, réside dans
I’organisation du compartiment stromal. En effet, chez ’homme on retrouve une composante
stromale importante dans la zone du stroma fibromusculaire antérieur, tandis que chez la

souris il consiste en une fine couche de cellules musculaires lisses (Oliveira et al. 2016).

Le role du stroma dans le processus inflammatoire du cancer de la prostate est bien
connu (Marzo et al. 2007). Néanmoins, son implication dans la différenciation cellulaire a
longtemps ¢t¢ mal considérée. On sait maintenant que certaines cellules fibroblastiques du
compartiment stromal expriment le RA et répondent donc a la signalisation androgénique
(Long et al., 2005). Le processus de différentiation de 1’épithélium prostatique semble
¢galement impliqué une interaction fonctionnelle entre celui-ci et la matrice extracellulaire
stromale, jouant ¢également un rdle dans la balance entre prolifération cellulaire et apoptose.
L’action des androgenes sur les fibroblastes exprimant le RA, va permettre le relargage de
plusieurs facteurs de croissance, tel que 'lGF, EGF et le TGFf, qui vont contribuer a
maintenir 1’homéostasie cellulaire de 1’épithélium prostatique (Niu & Xia 2009)(Héagglof &
Bergh 2012) (Figure 3).

I.C) Récepteurs aux androgénes et signalisation androgénique dans la glande
prostatique

1.C.1) Role physiologique de la signalisation androgénique

Les androgénes sont des hormones stéroidiennes indispensables au fonctionnement du
systtme endocrine de I’homme adulte. Ils vont notamment permettre d’induire la
différentiation et la maturation des organes reproducteurs humains (Timms 2008). La
testostérone, sécrétée par les testicules, est I’androgeéne circulant majoritairement retrouvé
dans le sang chez ’homme. Dans les testicules, ce sont les cellules de Leydig qui vont assurer
95% de la sécrétion et de la production de la testostérone circulante. Le précurseur de la
testostérone est le cholestérol. Par une série de bioconversion du cholestérol se produisant
dans les cellules de Leydig, la testostérone va étre convertie en dihydrotestostérone (DHT) par

I’enzyme alpha 5 reductase (Watson et al., 2015).
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La quantité d’androgeénes circulants utilisable par les tissus périphériques, est finement
régulée par I’axe hypothalamo-hypophysaire, via I’action de I’hormone lutéinisante (LH) sur
les cellules de Leydig. En amont de cet axe, les cellules neurosécrétoires hypothalamiques
vont libérer I’hormone LHRH (Luteinizing Hormone Releasing Hormone) qui va agir sur les
cellules gonadotropes antéhypophysaires. Ces derniéres, en sécrétant les gonadotrophines
comme la LH et la FSH, vont stimuler la stéroidogénese et donc la production des androgenes

en agissant sur les cellules de Leydig (Chen et al., 2009) (Figure 4A).

Les stéroides libres peuvent diffuser aisément jusqu’aux noyaux des cellules afin de
réguler I’expression génique, via un capteur trés spécifique qui est le RA. Méme si la
testostérone est capable de lier le RA, c’est son métabolite principal, la DHT, qui présente la
plus forte affinité pour ce récepteur (Gao et al. 2005). Le RA est distribu¢ de fagon large dans
I’organisme. Son expression est plus ¢levée dans les organes sexuels (prostate, testicules et

ovaires), mais il est aussi retrouvé dans le cceur, le foie et les muscles.

1.C.2) Récepteur aux androgenes : du gene a la protéine

Le gene codant pour le RA est localisé sur le chromosome X dans la région Xql1-12,
chez I’homme (Lubahn et al., 1988). La région codante est composée de 8 exons qui
s’étendent sur une région de 2757 nucléotides. Le géne RA code pour une protéine de 110
kDa comprenant 919 acides aminés (Aa). Le RA est un facteur de transcription appartenant a
la superfamille des récepteurs nucléaires, dont I’action génomique dépend de son ligand
(DHT ou testostérone) (Mangelsdorf et al. 1995). Comme les autres membres de la famille
des récepteurs nucléaires, le RA est composé de trois domaines fonctionnels majeurs : le
domaine N-terminale (NTD ; 1-555 Aa), le domaine de liaison a I’ADN (DBD ; 555-623), et
le domaine de liaison au ligand en C-terminale (LBD ; 665-919Aa). Ces deux derniers
domaines sont reliés entre eux par une région charniére flexible (Hinge; 623-665). Le
domaine DBD, hautement conservé permet la liaison a ’ADN sur les génes cibles du RA.
Cette liaison permet alors I’activation des domaines NTD et LBD qui vont réguler I’activité

transcriptionnelle du RA (Tan et al., 2014) (Figure 4B).

Chez la souris, le mRA présente 85% de similarité avec la séquence du RA humain

(Faber et al., 1991). La séquence codante également distribuée sur 8 exons (2697pb), code
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Figure 4 : Structure du récepteur aux androgénes et signalisation androgénique. (A) Représentation schématique
de I'axe hypothalamo-hypohysaire permettant de réguler la stéroidogenese des androgénes au niveau des
testicules. (B) Vue schématique du gene codant pour le RA et de la protéine correpondante. Les rectangles
représentent les exons annotés de 1 a 8, lesquelles sont séparés par des régions introniques dont la taille
mentionnée en kb est variable. Les différents domaines fonctionnels (NTD, DBD, Hinge, LBD) du RA sont
schématisés sous la structure du géne du RA. (C) Vue simplifiée du mode d’action génomique du RA, lequel
se lie a son ligand (DHT) au niveau du cytoplasme des cellules, pour ensuite se dimériser. Cette dimérisation
conduit a la translocation cytoplasmique du RA dans le noyau des cellules, ou il va recruter un complexe de
régulation transcriptionnel au niveau de ses séquences spécifiques de liaison a I'’ADN (ARE). Ce complexe
associé au RA va permettre de réguler I'expression des génes cibles du RA.




pour une protéine composée de 899 Aa. Les domaines fonctionnels de cette protéine sont tres

conservés de la souris a I’homme.

1.C.3) Mode d’action génomique du récepteur aux androgenes

En absence de son ligand, le RA est inactif au sein d’un complexe macromoléculaire
dans le cytoplasme des cellules. Suite a la liaison de son ligand DHT au niveau d’une poche
située dans le LBD, le RA subit un changement conformationnel qui conduit a sa
dimérisation. Une fois activé, le RA va étre transloqué dans le noyau des cellules, ou il se lie a
des sites de liaisons spécifiques sur I’ADN, les ¢léments de réponse aux androgenes (ARE)
(Heinlein & Chang 2004). Classiquement, il a été décrit dans la voie génomique du RA que
celui-ci était capable de recruter les facteurs de base de la machinerie transcriptionnelle, tel
que les TBP (TATA binding protein), le facteur de transcription IIF (TFIIF) et d’autres co-
régulateurs généraux de la transcription. Le recrutement de ce complexe au niveau du
promoteur des geénes cibles du RA, comme la PSA, TMPRSS2, ou encore FKBPS5, va
permettre de réguler leur expression. (Tan et al. 2014) (Figure 4C).

Au dela de cette représentation classique, il est évident que la signalisation du RA est
bien plus complexe, et plus particulicrement dans le contexte du cancer de la prostate. En
effet, celle-ci implique des interactions du RA avec un grand nombre de facteurs de
transcription et épigénétiques, dont 1’action va étre dépendante ou non du ligand, mais aussi

du contexte cellulaire.

I.D) Le cancer de la prostate
1.D.1) Généralités

Le cancer de la prostate est un des cancers les plus fréquemment observés chez
I’homme dans le monde (Siegel et al., 2014). Méme s’il est décrit comme n’ayant pas de
frontieére, sa prévalence reste néanmoins plus importante dans certaines populations, plus
particulierement aux Etats-Unis dans les populations afro-américaines, et en Europe du Nord
(Haas et al., 2008). En France, il représente la 3°™ cause de mortalité chez 1’homme aprés le

cancer du poumon et le cancer colorectal, avec plus de 50 000 nouveaux cas diagnostiqués
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chaque année (Litt 2013). Le cancer de la prostate constitue donc un probléme majeur de

sant¢ publique.

Il s’agit le plus souvent d’un cancer a progression lente. Il peut €tre totalement
silencieux ou responsable de symptomes urinaires comme une difficulté a uriner, ou a
I’inverse une envie d’uriner plus fréquente. L’agressivité du cancer de la prostate est

déterminée principalement par trois facteurs :

L’extension du cancer (localisée a la prostate, étendue aux ganglions ou a d’autres
organes)
- L’agressivité des cellules cancéreuses vues au microscope (score de gleason)

- Le taux de PSA dans le sang

Il existe différents moyens pour traiter le cancer de la prostate, dont le choix est
principalement associé au stade de progression de la maladie. Dans le contexte d’un cancer
localisé, parmi les traitements administrés aux patients on retrouve la chirurgie, la
radiothérapie externe, la curiethérapie, ou encore certains traitements anti-hormonaux. Dans le
cas des cancers de la prostate métastatiques, les métastases se logent le plus souvent au niveau
des ganglions lymphatiques et de 1’0s. Le traitement initial des métastases du cancer de la
prostate repose sur un traitement anti-hormonal visant a baisser le taux de testostérone dans le
sang. Néanmoins des mécanismes de résistance aux thérapies hormonales se produisent

fréquemment.

1.D.2) Diagnostic du cancer de la prostate

Il est trés fréquent qu’a partir de 50 ans la prostate augmente de volume. C’est que I’on
appelle I’hypertrophie bénigne de la prostate, qui va engendrer une compression de ’urétre a
I’origine de troubles urinaires (pollakiurie, dysurie, retard a la miction, vidange incompléte).
De plus, des troubles de ’érection et de 1’¢jaculation peuvent aussi survenir a cause de cette
hypertrophie bénigne de la prostate. L’ensemble de ces troubles du systéme uro-génitale

peuvent laisser suspecter un cancer de la prostate avec 1’age (Has 2012).

La suspicion d’un cancer de la prostate va donc amener une série d’examens

complémentaires. Parmi eux, le toucher rectal va permettre d’apprécier la consistance et la
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régularit¢ des bords de la prostate. En effet, le toucher rectal pourra avant toutes autres
examens permettre de déceler une augmentation du volume de la prostate, un durcissement ou
encore la présence de nodules. En parallele, un dosage sérique de la PSA dans le sang,
considéré comme étant un des premiers outils de dépistage du cancer de la prostate, est
indispensable pour établir un diagnostic clair. Le dosage de la PSA est le second outil de
dépistage du cancer de la prostate. La désorganisation de [’architecture de 1’épithélium
prostatique ainsi que I’augmentation du nombre de cellules vont étre a 1’origine d’une
¢lévation du taux du PSA dans la circulation générale. Dans le cadre du diagnostic, un taux de
PSA dans le sang supérieur a 4ng/ml va étre considéré comme anormal, et ameénera des
examens complémentaires plus approfondis. Néanmoins le dosage sanguin de la PSA n’est
pas toujours un indice de confiance. En effet, un taux plus ¢élevé de PSA n’est pas toujours
synonyme de cancer de la prostate. Il peut simplement étre la conséquence d’une
inflammation locale ou de 1ésions bénignes de la prostate. Donc lorsqu’il n’existe pas de
signes ¢évocateurs d’un cancer de la prostate chez un patient, un toucher rectal et le dosage de
la PSA permettra de poser un premier diagnostic du cancer de la prostate, qui doit étre
complété par des examens histologiques et radiologiques par la suite. Cette confirmation
s’effectue le plus souvent par une biopsie prostatique, au cours de laquelle plusieurs
échantillons de tissus sont prélevés dans différentes zones de la prostate afin de mettre en

évidence des anomalies histologiques de la glande prostatique (Has 2012).

1.D.3) Facteurs de risque du cancer de la prostate

Les principaux facteurs de risque associés au développement d’un cancer de la
prostate sont I’age, les antécédents familiaux, 1’environnement, mais également le mode de

vie, principalement li¢ a une alimentation riche en maticres grasses.
[.LD.3.a) Age

Le cancer de la prostate est considéré comme un cancer de ’homme mir ou agé, car la
majorité des cancers de la prostate surviennent aprés 1’age de 65 ans. Dans le rapport
d’orientation de la haute autorit¢ de santé (HAS) fait en 2012, il a été rapporté que le nombre
de cas incidents du cancer de la prostate est trés faible avant 1’age de 50 ans avec 290 cas pour

100 000 individus, soit moins de 0,5% des cas incidents. Ce nombre augmente
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progressivement a partir de 60 ans, avec 10959 cas pour 100000 individus entre 70 et 75 ans,
soit 18% des cas incidents. Au niveau mondial, cette incidence a subi une forte augmentation
entre 1980 et 2005, a laquelle a succédé¢ une nette baisse en 2011 (Pohar 2011). Dans le méme
sens, il a été¢ observé une baisse importante du taux de mortalité, 3,8% entre 2005 et 2011,
alors que cette baisse n’était que de 0,85% entre 1980 et 2005. Ces évolutions s’expliquent en
grande partie par I’amélioration du dépistage et des méthodes de diagnostic, ainsi qu’un

meilleur suivi des patients.

[.D.3.b) Les antécédents familiaux

Plusieurs études ont apporté des preuves tangibles prouvant qu’il existe une histoire
familiale du cancer de la prostate (Carter et al., 1992) (Schaid et al., 1998). En effet, on estime
que 5 a 15% des cancers de la prostate peuvent étre attribués a 1’héritage de mutations
génétiques dans une branche familiale. A la différence d’autres cancers, I’identification des
mutations géniques associées au développement de ces formes familiales du cancer de la
prostate a été difficile. Cette difficulté est principalement liée au fait que cette prédisposition
héréditaire peut étre attribuée a un grand nombre de genes. Parmi ces genes, on retrouve

HPC1, PCaP, HPCX, HPC20, HPC2/ELAC2, PG1/MSR1, CAPB et BRCA2.

Les ¢études épidémiologiques appuyant I’existence des formes héréditaires du cancer
de la prostate, ont conduit a des analyses a grande échelle, visant a identifier les locis
impliqués. En 1996, une équipe a montré que la région 1q24-25 pourrait contenir un géne de
prédisposition au cancer de la prostate, appelé HPC1 (Hereditary prostate cancer 1) (Xu et al.,
2000). Une autre équipe a identifié en 1998, un autre locus susceptible de posséder un gene de
prédisposition, nommé PCaP, dans la région télomérique du bras long du chromosome 1
(1g42.2-43) (Berthon et al. 1998). Ces deux ¢tudes ont ensuite ouvert la voie a
I’identification de plusieurs régions chromosomiques contenant des génes de prédisposition
au cancer de la prostate, tel que HPCX (Xq27-28), HPC20 (20q13), HPC2 (17p11), PG1
(prostate cancer susceptibility gene 1) (8p22-23)(Karayi et al., 2000).

D’autres études épidémiologiques ont également montré une corrélation entre le
cancer de la prostate et d’autres cancers d’origine héréditaire, comme le cancer du sein, les
lymphomes, les cancers du susteme digestif et les tumeurs cérébrales. Il a notamment été mis

en évidence une augmentation significative du risque de développer un cancer du sein, chez
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les femmes appartenant a une famille dans laquelle certains individus ont développé un cancer
de la prostate précoce (Valeri et al. 2000). Cette découverte a suggéré I’existence de genes de
prédisposition communs entre le cancer de la prostate et le cancer du sein. Il a été suspecté
que les deux geénes de prédisposition au cancer du sein, BRACI (17q21) et BRCA2 (13q12-
13), pourraient étre a I’origine de certaines formes héréditaire du cancer de la prostate. Méme
si aucune €étude familiale n’a clairement établi que le géne BRCA2 pourrait étre un géne de
prédisposition commun a ces deux cancers, plusieurs études récentes ont montré que des
mutations germinales du suppresseur de tumeur BRCA2 sont associées a un risque de

développer un cancer de la prostate agressif (Taylor et al., 2017).

[.D.3.c) Alimentation

L’alimentation riche en graisses est considérée comme un facteur de risque important
associé au développement du cancer de la prostate. Des études épidémiologiques menées sur
de large cohortes de patients a travers le monde ont pointé du doigt I’impact de 1’alimentation
riche en graisses sur le cancer de la prostate (Whittemore et al., 1995) (Rose et al., 1986). Du
point de vue moléculaire, plusieurs théories relient une alimentation riche en lipides et le
développement du cancer de la prostate. Il a notamment été montré qu’une alimentation riche
en matiere grasse, peut entrainer chez certains individus une augmentation des androgenes
circulants (testostérone) dans le sang, pouvant affecter la progression tumorale (Demark-
Wahnefried et al. 2001). D’autres études ont démontré qu’une alimentation riche en graisse
entraine la carcinogénese prostatique via le processus d’oxydation lipidique. En effet, une
alimentation riche en graisse va entrainer une augmentation du métabolisme lipidique
conduisant a ’accumulation de radicaux libres dans les tissus. Ces réactifs oxygénés et les
différents métabolites lipidiques pro-inflammatoires vont créer un stress oxydatif dans les

cellules cancéreuses, ayant un effet pro-tumorigénique (Fleshner & Klotz 1999).

1.D.4) Notions d’histologie des lésions de la glande prostatique : Souris VS Homme

Comme je I’ai détaillé dans la suite de ce manuscrit, de trés nombreux modéles murins
d’études du cancer de la prostate, connus sous I’appellation GEM PCa (Genetically
engineered mouse (GEM) models of prostate cancer), ont été¢ générés dans le but de mieux

comprendre les mécanismes de développement du cancer de la prostate. Afin de rester
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Figure 5 : Description des différents types de lésions histologiques précancéreuses et cancéreuses
retouvées chez la souris et chez I’lhomme. Histologie normale de la glande prostatique chez la souris (A) et
chez 'homme (B). Les Iésions PIN se caractérisent par une prolifération incontrolée des cellules épithéliales
qui vont envahir la lumiere du compartiment luminale. Chez la souris, le modéle de Park et al, s‘oppose a la
classification de de Bar Harbor (C). Chez 'homme, les lIésions LGPIN ont peu de signification dans les
analyses histologiques, en revanche les Iésions HGPIN sont considérées comme des Iésions précancéreuses
et peuvent présenter une caractéristique invasive mineure (D). Les carcinomes microinvasifs, uniqguement
considérés chez la souris, sont des lésions capable d’envahir localement le stroma, et vont former de
petites structures acinaires autour des lésions précancéreuses, comme indiqué par les fleches sur la photo
(E). Les cellules tumorales deviennent ensuite plus agressives et vont se différencier pour former des
lésions de type carcinomes/adénocarcinomes qui peuvent présenter un potentiel invasif (F,G). Dans ces
carcinomes, la structure de la glande est completement désorganisée et marquée par I'apparition de
nombreuses structures acinaires qui s'étendent largement au stroma.




cohérent dans I’interprétation anatomopathologique des 1€sions observées dans les différents
modeles murins, un consensus a €té approuvé par différents pathologistes et vétérinaires au
sein d’un consortium, NIC MMHCC (National Cancer Institut Mouse Models of Human
Cancers Consortium) (Shappell et al. 2004) (Ittmann et al. 2013). Ce comité a établi une
taxonomie des atteintes de la prostate chez la souris. L’objectif était d’uniformiser et de
préciser les terminologies des différentes Iésions histologiques, permettant ainsi de corréler
les résultats obtenus dans les différents laboratoires. En 2004, Shappell et al ont recommandé
d’utiliser le systéme de classification Bar Harbor pour caractériser les phénotypes

histologiques des nouveaux modeles GEM (Shappell et al. 2004).

Basée sur cette classification, je présente ici une liste non exhaustive des Iésions
histologiques observées dans les différents modeles murins GEM, en confrontant celles-ci aux

atteintes histologiques observées chez I’homme.

[.D.4.a) Hyperplasie Bénigne de I’épithélium prostatique

L’hyperplasie bénigne de la prostate (BPH) est considérée comme une atteinte non
néoplasique de [D’épithélium prostatique. Elle se caractérise généralement par une
augmentation de I’espace glandulaire et du nombre de cellules épithéliales, créant ainsi une
stratification de I’épithélium. Des changements cytologiques sont aussi observés, avec des
cellules épithéliales ayant un noyau atypique plus large, un aspect de la chromatine anormale,
et des nucléoles qui deviennent plus denses. Ces BPH peuvent étre localisées ou diffuses.
Elles sont localisées, lorsqu’elles touchent seulement quelques glandes de maniére isolée, et

diffuses lorsqu’elles sont étendues dans la majorité des glandes de I’épithélium prostatique.

La désignation BPH chez la souris est associée a une faible prolifération des cellules
épithéliales glandulaires, avec une absence de phénotype inflammatoire. Chez I’Homme, les
BPH ne sont pas considérées comme des Iésions précancéreuses. Cette observation résulte du
fait que les BPH se développent principalement dans la zone de transition chez 1’homme,
alors que les 1ésions bénignes a 1’origine de la majorité des cancers de la prostate se trouvent
dans la zone périphérique (Chokkalingam et al. 2003). En revanche, chez la souris le cancer

de la prostate peut provenir de ces BPH.
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[.D.4.b) Néoplasie intraépithéliale prostatique

Chez I’homme, les néoplasies intraépithéliales prostatiques (PIN) sont caractérisées
par la prolifération de cellules épithéliales atypiques qui vont envahir la lumiére de la glande
prostatique. Chez 1I’homme, ces Iésions PIN sont généralement considérées comme non
invasives, c’est a dire que la structure externe de la glande n’est pas affectée. En fonction du
degré de prolifération au sein de la lumiere de la glande, les 1ésions peuvent étre qualifiées de
PIN de haut grade (HGPIN). Ces derniéres sont considérées comme des lésions pouvant
évoluer vers un phénotype plus agressives, caractérisé par I’apparition de carcinomes invasifs

(Bostwick et al., 2004) (Figure 5C/D).

Chez la souris, des 1ésions similaires résultant de la prolifération aberrante des cellules
épithéliales au sein de la glande prostatique, sont regroupées sous le terme mPIN. Depuis plus
de vingt ans, les examens anatomopathologiques réalisés sur les différents GEM PCa ont
montré que les mPIN progressent fréquemment vers un phénotype plus agressif, marqué par
I’apparition de carcinome invasif chez les souris mutantes. Les mPIN, considérées comme des
néoplasies pré-invasives ont été observées dans tous les lobes prostatiques des différents
modeles GEM. Comme dans le cas des BPH, plusieurs altérations cytologiques ont été
rapportées. Dans les mPIN les cellules épithéliales ont des noyaux élargis présentant une

membrane irréguliére, un nombre de nucléoles plus importants et une hyperchromasie.

La classification de ces 1ésions mPIN est encore un sujet trés controversé a [’heure
actuelle. Dans la classification de Bar Harbor, il est proposé que la description morphologique
des mPIN devrait se faire en se basant simplement sur la capacité a progresser de ces 1ésions.
En effet le potentiel invasif ou non d’une lésion précancéreuse est un concept important afin
d’anticiper le devenir des Iésions bénignes de la prostate. La classification de Bar Harbor
s’oppose au modele de Park et al, dans lequel les 1ésions mPIN sont classifiées en fonction du
degré d’altération de 1’épithélium prostatique (Park et al. 2002). Dans ce systéme, il existe une
graduation des mPIN basée sur une échelle s’étendant de 1 a 4. Par exemple les mPIN de
grade 2 présentent des noyaux atypiques et une stratification de 1’épithélium comprenant au
minimum 2 assises de cellules épithéliales. Dans les mPIN de grade 4, les cellules épithéliales
envahissent la glande prostatique dans laquelle la lumiére n’est plus visible, et la fine couche
de stroma-fibromusculaire entourant la glande est irréguliére, voir absente dans certaines

zones. Ce processus est caractéristique d’une lésion PIN qui rentre dans un processus
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d’invasion. Actuellement, il est parfois difficile de distinguer clairement les mPIN de grade 1
par rapport au mPIN de grade 2. C’est pourquoi afin de faciliter cette classification, ces deux
types de mPIN (1 et 2) sont souvent regroupées sous le terme de mPIN de bas grade (LGPIN),
tandis que les mPIN de grade 3/4 sont appelées HGPIN, comme dans la pathologie humaine
(Figure 5C/D).

[.D.4.c) Carcinome microinvasif

Les carcinomes microinvasifs sont décrits comme des lésions invasives en devenir,
caractérisées par la pénétration d’un petit nombre de cellules épithéliales atypiques au travers
de la membrane basale de 1’épithélium, qui vont envahir le stroma. Dans le cas des
carcinomes microinvasifs, 1’invasion est décrite comme localisée au stroma entourant les
l1ésions bénignes HGPIN, et ne s’étant pas aux autres glandes adjacentes, comme dans le cas
des carcinomes invasifs. Les critéres de reconnaissance des carcinomes microinvasifs dans les
GEM incluent, une séparation spatiale entre les HGPIN et de petits acini atypiques qui vont se
former dans le stroma adjacent. Malgré 1I’importance de ces stades initiaux dans le processus
d’invasion, ce type de 1ésions n’est pas considéré sur le plan clinique chez I’homme. C’est
pourquoi dans le diagnostic clinique, les carcinomes microinvasifs vont plus étre qualifiés de

HGPIN, suspectées d’évoluer vers un phénotype invasif (Figure SE).

[.D.4.d) Carcinome invasif

Le carcinome est une néoplasie épithéliale maligne de la glande prostatique. Du point
de vue histologique, les carcinomes invasifs se caractérisent par une perte d’architecture de la
structure glandulaire, contrairement au PIN qui conservent une structure acinaire. Le caractére
malin des cellules tumorales se traduit par leur capacité a envahir localement le stroma, le
systéme lymphatique et vasculaire adjacent dans un premier temps, puis a métastaser dans un
second temps. Il est donc clairement défini que les carcinomes invasifs ont un potentiel
métastatique. Chez la souris, les carcinomes invasifs sont généralement associés a une
desmoplasie stromale, qui se caractérise par 1’apparition d’un stroma fibreux plus abondant

ainsi qu’une inflammation chronique (Figure 5F/G).

La classification des carcinomes en différents sous type de tumeurs, est

essentiellement basée sur le statut de différenciation de ces 1ésions. Parmi ces différents sous-
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types de carcinomes, on retrouve les adénocarcinomes, les carcinomes neuroendocrines et
d’autres rares carcinomes peu différenciés, tel que les carcinomes sarcomatoides. Il est
important de préciser que la majorité des carcinomes observés sont des adénocarcinomes.
Basé sur des caractéristiques cytologiques et moléculaires, les adénocarcinomes sont
subdivisés en tumeurs bien différenci¢es, modérément différentiées ou peu différenciée, a la
fois chez I’homme et dans les GEM. Le diagnostic des carcinomes neuroendocrines ou
carcinomes a petites cellules est essentiellement basé¢ sur la recherche de marqueurs

neuroendocrines spécifiques, comme la Chr A et la synaptophysine.

[.D.4.e) Cancer métastatique de la prostate

Chez I’homme, les cellules métastatiques vont préférentiellement disséminer au niveau
des os, avec des cellules qui sont majoritairement ostéoblatiques. Pour les tumeurs
neuroendocrines, le tropisme métastatique va principalement concerner le foie, la vessie, les

ganglions lymphatiques et le cerveau.

Il n’y a qu’un faible nombre de GEM qui développent des carcinomes qui vont
métastaser dans des sites distants de la prostate. Ce sont essentiellement les modeles
transgéniques surexprimant 1’oncogéne SV40 (GEM TRAMP et LADY) qui vont métastaser
(Gingrich et al. 1996). Chez la souris, les principaux sites de métastases se trouvent au niveau
des ganglions lymphatiques et des poumons. Dans de rare cas, les GEM peuvent développer

des métastases au niveau des os (Ding et al. 2012).

1.D.5) Altérations génétiques et moléculaires dans le cancer de la prostate

Actuellement, on estime que 90% des cancers de la prostate découverts suite a un
dosage montrant une élévation de la PSA circulante dans le sang, sont des cancers localisés au
moment du diagnostic (Penney et al. 2013). Néanmoins le devenir de ces cancers de la
prostate localisés est trés variable. Au moment du diagnostic, certains hommes vont présenter
un cancer localisé qui va rapidement dégénérer en cancer métastatique, alors que d’autres
vont présenter un cancer asymptomatique répondant trés bien aux traitements initiaux.
Jusqu’a présent, 1’évaluation de 1’agressivité tumorale au moment du diagnostic est
majoritairement basée sur 1’é¢tude du taux de PSA ainsi que sur le score de Gleason.

Cependant, ces outils ne sont pas toujours adéquates et efficaces pour anticiper de maniére
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précise le devenir des tumeurs de la prostate (Cooperberg et .,2009). C’est pourquoi d’autres
outils diagnostics sont donc nécessaires a une meilleure compréhension du devenir des
tumeurs primaires de la prostate. Parmi ces outils, 1’établissement des profils moléculaires et
génétiques des tumeurs de la prostate, pourrait permettre de différencier et de mieux
caractériser les tumeurs qui évolueront vers des formes malignes par rapport aux tumeurs
dites bénignes. C’est pourquoi de nombreux efforts ont ét¢ consentis ces dernieres années afin
de distinguer et classifier les différents sous types moléculaires du cancer de la prostate. Ces
analyses ont été effectuées a la fois dans les cancers de la prostate localisé€s, mais aussi dans
les cancers de la prostate métastatiques, et plus particuliérement dans les cancers résistants a
la castration (CRPC). Car en effet, le profil génétique pourrait aussi permettre de mieux
comprendre les mécanismes de résistance au traitement, et si besoin de réorienter le traitement

dans I’optique de dresser un traitement personnalisé pour chaque patient.

De nombreuses ¢tudes se sont attelées a définir le profil génétique et moléculaire des
tumeurs primaires de la prostate, en utilisant le s€quencage de 1’éxome couplé a des analyses
transcriptomiques. Parmi les altérations génomiques les plus fréquemment observées dans les
tumeurs primaires de la prostate, on retrouve des mutations ponctuelles, un gain du nombre de
copies génique (DNA copy-number changes), des réarrangements chromosomiques et des
fusions de geénes. Les différentes études comparatives entre les tumeurs primaires et les
cancers métastatiques de la prostate, montrent qu’il existe évidemment de nombreuses
similarités dans le paysage mutationnel. Néanmoins, une des différences se trouve dans le
taux de mutations ponctuelles et les altérations du nombre de copies géniques (Abeshouse et
al. 2015)(Robinson et al. 2015). En effet ces deux types d’altérations géniques sont
significativement beaucoup plus élevées dans les cancers de la prostate métastatiques par
rapport aux tumeurs primaires de la prostate. Je dresse ici une liste des génes mutés de
maniére récurrente, et décrits comme cliniquement utile d’un point de vue thérapeutique dans

les cancers de la prostate (Figure 6).

[.D.5.a) TMPRSS2 : fusion de genes

Les altérations génomiques les plus fréquentes dans les tumeurs primaires de la
prostate, sont les fusions de génes ayant un promoteur régulé par les androgenes (TMPRSS2,
SLC45A3,...) avec la protéine ERG, et les autres membres de la famille des facteurs de

transcription ETS (E twenty six), plus particulierement ETV1, ETV4, FLIl. Depuis la
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mégabases. Deux événements génomiques conduisant a la fusion de gene TMPRSS2:ERG ont été
identifiés. Le premier est la délétion de la région séparant les deux genes. Lautre mécanisme est
I'insertion de cette région intergénique sur un autre chromosome (B). Modifié d’aprés Tomlins et al,
2005.




découverte de ces genes de fusion ETS, de nombreux partenaires de fusion en 3’ et en 5’ des
genes ETS ainsi que des variants d’épissages ont été identifiés (Tomlins et al. 2009). Parmi
ces fusions de genes, la premicre identifiée et la plus courante, est la fusion de géne entre
TMPRSS?2 et ERG (TMPRSS2:ERG). En effet, Tomlins et al, ont caractérisé pour la premiere
fois des fusions récurrentes entre la région non traduite du géene TMPRSS2 en 5°, et deux
facteurs de transcription ERG et ETV1 dans des lignées cellulaires de la prostate, mais aussi
sur une série de cancers de la prostate humains (Tomlins et al. 2005). La fusion

TMPRSS2:ERG est observée dans 40 a 50% des cancers de la prostate localisée (Figure 7).

[.D.5.b) Mutations de PTEN, PI3K : conséquence de la sur-activation de la voie PI3K/AKT

Un autre type de mutations qui s’accumulent précocement dans les tumeurs primaires
de la prostate sont les délétions chromosomiques ou délétions géniques. Ces mutations par
délétion ont une résonnance particuliere lorsqu’elles touchent des geénes suppresseurs de
tumeurs. Le géne PTEN a ¢été décrit initialement comme le géne le plus fréquemment muté ou
delété dans le cancer de la prostate (Salmena et al., 2008). Ces mutations ont ét¢ attribuées a
la localisation de ce géne dans la région chromosomique 10g23, connue pour étre sujette a des
altérations géniques majeures, tel que des pertes alléliques fréquentes. En effet, tres tot, il a
¢té montré que cette région 10g23 subissait une perte d’hétérozygotie (LOH) au niveau du
locus contenant le géene PTEN. De plus, I’inactivation du géne PTEN par délétion homozygote
a ¢té rapportée dans 10 a 15% des tumeurs primaires de la prostate (Wang et al., 1998).
D’autres ¢études ont par la suite confirmé cette perte bi-allélique conduisant a 1’inactivation
complete du géne PTEN (Verhagen et al. 2006). Néanmoins, méme si aucune mutation
ponctuelle du geéne PTEN n’a été décrite initialement, des études récentes utilisant le
séquencage de 1I’éxome couplées a des analyses transcriptomiques, ont pu préciser le statut
mutationnel de PTEN. Des analyses de 1’altération du nombre de copies géniques (CNAS,
copy numbers alterations) réalisées sur 181 tumeurs primaires, ont montré une perte du
nombre de copies de PTEN a 1’état homozygote et hétérozygote (Taylor et al., 2010). Méme
si les mutations ponctuelles affectant le gene PTEN sont trés peu décrites, deux études plus
récentes ont permis d’identifier des mutations non-sens et faux sens de PTEN dans deux séries
de tumeurs primaires de la prostate (Barbieri et al. 2012). Dans les cancers de la prostate
métastatiques, le taux de mutations affectant le géne PTEN suit la tendance générale de

I’augmentation du nombre de mutations par rapport au tumeurs primaires. En effet, il a été
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Figure 8 : Vue simplifiée des conséquences fonctionnelles des mutations de PTEN et PI3K sur
I'activation de la voie PI3K/AKT. Lactivation des récepteurs tyrosines kinases vont permettre le
recrutement de la protéine PI3K. De part son activité kinase la protéine PI3K va permettre la
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rétrocontrble négatif sur la voie de signalisation. Les mutations inactivatrices de PTEN vont entrainer
une levée de I'inhibition de cette voie de signalisation. A I'inverse les mutations activatrices de PI3K
vont accélérer la cascade de phosphorylation en amont et en aval de la voie PI3K/AKT. Ces deux types
de mutations vont conjointemenent aboutir a une activation constitutive de la voie de signalisation,
dont laquelle I'effecteur principal AKT, va jouer un réle oncogénique.




montré que le nombre de mutations de PTEN, préférentiellement des mutations par perte du

nombre de copies, doublait dans les tumeurs avancées par rapport aux tumeurs primaires.

Dans les tumeurs primaires ainsi que dans les cancers avancés de la prostate, des
mutations des genes PI3KCA (phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunite A) et PI3KCB
(phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunite B), deux sous unités catalytiques du
complexe protéique PI3K, ont été caractérisées. Abeshouse et al, ont identifi¢ 6 mutations
ponctuelles de PI3KCA et 2 mutations de PI3KCB, parmi les 333 tumeurs primaires
séquencées dans leur étude (Abeshouse et al. 2015). La majeure partie de ces mutations sont
des mutations ponctuelles activatrices déja connues, et décrites comme des points chauds
mutationnels (Mutationnal hotspot). Une autre étude a rapporté que le géne PI3KCA était
muté dans 6% des tumeurs primaires, parmi les 181 tumeurs primaires de la prostate
analysées (Taylor et al., 2010). Tout comme dans le cas de PTEN, le taux de mutations de
PI3KCA et PI3KCB doublent dans les cancers métastatiques par rapport aux tumeurs
primaires de la prostate (Grasso et al. 2012)(Robinson et al. 2015)(Abeshouse et al. 2015).

PTEN est connu depuis longtemps pour étre un régulateur négatif de la voie de
signalisation PI3K/AKT, en exercant une action inhibitrice sur le complexe PI3K via une
boucle de rétrocontrdle négative (Song et al., 2012). L’ensemble des mutations inactivatrices
de PTEN et les mutations activatrices de PI3K, convergent vers une méme conséquence
fonctionnelle qui est 1’activation de la voie de signalisation PI3K/AKT. De plus, des
mutations activatrices d’un autre effecteur en aval de la voie de signalisation PI3K, la protéine
AKT]1, ont été identifiées dans les cancers localisés de la prostate (Abeshouse et al. 2015). 11
parait donc évident que cette voie de signalisation est une cible thérapeutique de choix dans le

traitement du cancer de la prostate (Figure 8).

[.D.5.c) Diminution d’expression de NKX3.1

Le géne NKX3.1 code pour un facteur de transcription dont I’expression est décrite
comme localisée dans les cellules luminales de 1’épithélium prostatique (Abate-Shen et al.,
2008). La diminution et/ou la perte d’expression de NKX3./ est un événement fréquent dans
la tumorigénése prostatique. De plus, cette diminution d’expression de NKX3./ est décrite
comme un événement critique dans le processus d’initiation tumoral du cancer de la prostate,

mais aussi dans un grand nombre de mécanismes affectant le développement de la prostate et
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la différenciation cellulaire (Abate-Shen et al. 2008). Le géne NKX3./ est localisé¢ dans la
région chromosomique 8p21.2, au niveau de laquelle des pertes d’hétérozygoties (LOH) ont
¢té depuis longtemps observées, dans environ 50 % des cancers de la prostate (Vocke et al.
1996)(Sakr et al. 1994). Des analyses immunohistochimiques ont également mise en évidence
une diminution d’expression de la protéine NKX3.1 dans les cancers de la prostate humain. Il
a ¢été rapport¢ une perte d’expression de NKX3./ dans environ 20% néoplasies

intraépithéliales prostatiques (PIN), et 40% des adénocarcinomes chez I’Homme, (Bowen et

al. 2000).

Le géne NKX3.l a donc été rapidement défini comme un suppresseur de tumeur
majeur dans le cancer de la prostate. Les LOH générent une haplo-insuffisance qui va
conduire a la perte de 1’all¢le restante a 1’age adulte. Néanmoins, il est intéressant de noter
qu’aucune mutation somatique ponctuelle du géne NKX3./ n’a été détectée dans les cancers
humains (Voeller et al. 1997). C’est un point important qui appuie le role du géne NKX3.1
dans les formes héréditaires du cancer de la prostate. Plusieurs études ont suggéré une relation
étroite entre les formes héréditaires du cancer de la prostate et les pertes d’hétérozygoties
observées sur le bras court du chromosome 8 (Chr8p) contenant le gene NKX3./ (Wiklund et
al., 2003) (Xu et al.,, 2001). Plus récemment, des mutations germinales conduisant a
I’expression de plusieurs variants du géne NKX3./ ont ¢té identifiées par des analyses de
séquengage, dans 188 cancers familiaux de la prostate (Zheng et al. 2006). Enfin, comme dans
le cas du geéne suppresseur de tumeur PTEN, les nombreuses €tudes visant a invalider le géne
Nkx3.1 chez la souris ont montré que ce géne présente un role oncosuppressif, et viennent
donc appuyer les données obtenues chez I’homme (Bowen et al. 2000)(Abdulkadir et al.

2002)(Kim et al., 2002).

[.D.5.d) Altérations génétiques du RA et signalisation androgénique

Aucune mutation du RA n’a été rapportée dans les tumeurs primaires (Taylor et al.
2010)(Abeshouse et al. 2015). Le récepteur aux androgenes est un facteur indispensable au
développement de la glande prostatique, et joue également un role crucial dans la croissance
et la différenciation cellulaire au cours de la tumorigéneése prostatique (Heinlein & Chang
2004). C’est pourquoi, méme si le RA n’est pas muté dans les tumeurs primaires de la
prostate, son activité reste néanmoins indispensable a la progression tumorale. En effet, il a

été montré que d’une part, I’expression des génes de fusion oncogéniques ETS sont sous le
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controle de la signalisation androgénique, et que d’autre part celle-ci est €également impliquée
dans la genése de ces réarrangements chromosomiques ETS (Lin et al. 2009)(Mani et al.
2009). Cependant, la sensibilité et la dépendance vis a vis de la signalisation androgénique
varient d’une tumeur a 1’autre. Etant donné I’importance thérapeutique du ciblage du RA, il
est important de connaitre ’activité du récepteur aux androgenes. C’est pourquoi certaines
¢tudes ont établi un score d’activité du RA, basé sur 1’analyse transcriptomique des genes
cibles du RA, dans les lignées cellulaires mais aussi chez les patients (Hieronymus et al.
2006)(Abeshouse et al. 2015). Il a également été constaté que les tumeurs primaires
présentant des mutations dans les genes SPOP et FOXA1 ont une activité transcriptionnelle
du RA plus importante (Abeshouse et al. 2015). Cette corrélation n’est pas surprenante €tant
donné I’interaction physique et fonctionnelle qui existe entre le RA, et ses deux co-régulateurs
transcriptionnels SPOP et FOXA1 (Geng et al. 2014)(Yang & Yu, 2015). De plus, plusieurs
autres co-activateurs et co-répresseurs du RA, tel que NCOA2, NCOR2, NRIP1 ou EP300,
sont connus pour €tre mutés a la fois dans les cancers localisés et métastatiques de la prostate

(Taylor et al. 2010)(Grasso et al. 2012)(Robinson et al. 2015).

L’immense différence existant entre les cancers localisés et les CRPC, en terme de
paysage mutationnel, réside dans les altérations génétiques du RA. Il a été mise en évidence
que des mutations du RA, et plus particuliecrement des mutations par amplification, ont été
rapportées dans plus de 60% des CRPC (Grasso et al. 2012)(Robinson et al. 2015). Une
premicre ¢tude de séquencage de 1’éxome menée sur plus d’une cinquantaine de CRPC, avait
montré un nombre tres €levé de mutations par amplification du RA (Grasso et al. 2012). Par la
suite, 1’étude de Robinson et al, a révélé que 107 des 150 cas de cancers de la prostate
métastatiques (71.3%) analysés par séquengage, présentaient des mutations du RA. Dl a son
activit¢ prédominante dans la tumorigénése prostatique, le RA est la cible thérapeutique
incontestable dans le cancer de la prostate. Néanmoins les mécanismes de résistance au
traitement par castration chimique sont nombreux (Watson et al. 2015). C’est la raison pour
laquelle, ces mutations du RA sont probablement une conséquence des mécanismes de
résistances aux traitements, plus qu’un éventuel processus de mutation naturelle indispensable

a la progression tumorale dans le cancer de la prostate.
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[.D.5.e) Autres genes fréquemment mutés

En dehors des larges altérations génomiques, tel que les fusions de geénes et les
variations du nombre de copies géniques décrites précédemment, les cancers de la prostate
présentent peu de mutations ponctuelles somatiques comparés a d’autres types de tumeurs
épithéliales (Lawrence et al. 2013). Des études ont montré que le taux global de mutations
dans les cancers de la prostate localisés est trés faible, avec une moyenne de 0,94 mutations
par mégabase (Abeshouse et al. 2015). Malgré ce faible taux de mutations, on retrouve quand
méme plusieurs génes mutés de maniere récurrentes. Une premicre étude dans laquelle une
série de 112 cancers de la prostate localisés ont été séquencés, avait permis de mettre en
é¢vidence 12 geénes mutés de manicre significative (Barbieri et al. 2012). Parmi eux, on
retrouve de nouveaux genes, tel que SPOP, FOXAI, CDKNIB et MEDI2. Les mutations
sporadiques identifiées pour ces geénes ¢étaient principalement des mutations faux sens
(Abeshouse et al. 2015). En revanche, a la différence de génes comme PTEN ou TP53, le taux
de mutations de FOXA1, SPOP et MED12 n’augmente pas de maniere significative dans les
cancers meétastatiques par rapport aux tumeurs primaires, suggérant une implication plus

importante dans les stades précoces (Abeshouse et al. 2015).

L’inactivation du rétinoblastome (RB1), un gene suppresseur de tumeur impliqué dans
le cycle cellulaire, est fréquente dans les cancers de la prostate. Il est connu depuis longtemps
que des délétions importantes conduisant a des pertes alléliques se produisent au niveau du
locus codant pour le gene RBI (Bookstein et al. 1990)(Brooks et al., 1995). Plus récemment,
les études de séquengage ont montré un taux €levé de mutations par perte du nombre de
copies de RB dans les cancers métastatiques, de 1’ordre de 21% (Robinson et al. 2015). En
dehors de RB, d’autres mutations de génes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire on
¢été détectées, a la fois dans les cancers localisés et métastatiques. Parmi ces génes on retrouve
plusieurs cyclines dépendantes des kinases, tel que CDKN2A/B, CDKNIB, CDK12 et CDK4,
mais aussi le géne CCNDI codant pour la cyclin D1 (Grasso et al. 2012)(Robinson et al.
2015)(Abeshouse et al. 2015).

D’autres mutations moins fréquentes, mais néanmoins cliniquement utiles ont été
détectées. Parmi elles, on retrouve des kinases impliquées dans la voie de signalisation MAPK
tel que BRAF, RACI et HRAS (Grasso et al. 2012)(Abeshouse et al. 2015). Des mutations ont

¢galement été décrites pour plusieurs genes impliqués dans la machinerie de réparation de
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I’ADN, tel que ATM, FANCD2, RAD51, BRCAI et BRCA2 (Karanika et al., 2015)(Robinson
et al. 2015). Et enfin, des mutations récurrentes par amplification de génes ont également été

identifiées pour plusieurs oncogenes, tel que MYC et FGFR.

1.D.6) Altérations épigénétiques dans les cancers de la prostate : un nouveau constat

Comme je I’ai décrit précédemment le cancer de la prostate est causé par différentes
combinaisons d’altérations génétiques. Néanmoins, au-dela des mutations affectant la
séquence des genes, il n’est désormais plus a démontrer que les modifications épigénétiques
jouent un role clef dans le cancer de la prostate. Ces anomalies €épigénétiques associées au
cancer de la prostate, incluent des changements dans I’expression génique, préférentiellement
da a des modifications post traductionnelles des marques d’histones, ou a la méthylation de
I’ADN. Il est donc primordial de comprendre les modifications de I’épigénome dans le cancer
de la prostate, afin de pouvoir au mieux dégager des applications thérapeutiques visant a

inhiber ces mécanismes épigénétiques.

Ces modifications post traductionnelles des marques d’histones, soit par acétylation,
méthylation, ubiquitinylation ou phosphorylation, vont entrainer un changement de
conformation de la chromatine, en affectant le code des histones. Ces changements
conformationnels, en fonction de la nature des marques d’histones, vont étre associ€s a une
augmentation ou a l’inverse a une diminution de I’expression des genes cibles. Dans le
contexte du cancer de la prostate, plusieurs enzymes impliqués dans la modification des
marques d’histones sont connus pour étre dérégulés. Parmi eux, on retrouve plusieurs
protéines de la famille des histones déacétyelases (HDACSs), ainsi que la méthyle transférase
EZH2. Plus récemment, le role des méthyles transférases appartenant au complexe protéique

COMPASS, tel que MLL1, MLL2, MLL3 et MLLA4, a émergé dans le cancer de la prostate.

[.D.6.a) EZH2 : un oncogéne dans le cancer de la prostate

La protéine EZH2 est un membre du complexe répresseur polycomb (PRC2) qui

catalyse la triméthylation de la lysine 27 de I’histone H3 (H3K27me3). L activité de EZH2 va
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donc réprimer 1’expression de ses genes cibles. Depuis plus d’une dizaine d’année, EZH2 est
considéré comme un solide biomarqueur des cancers de la prostate métastatique, et par
conséquent une cible thérapeutique intéressante. En 2002, des analyses immuno-
histochimiques couplées a des analyses transcriptomiques, menées sur des cancers de la
prostate humains, ont pu montrer pour la premicre fois une surexpression de EZH2 dans les
cancers métastatiques (Zhou et al. 2002). Cette étude a montré que le géne EZH?2 est un des
genes les plus significativement surexprimés dans les cancers de la prostate métastatiques, par
rapport aux cancers localisés. Depuis, les évidences montrant le role oncogénique de EZH2
dans les cancers de la prostate n’ont cessé de croitre. De nombreux efforts ont été¢ fournis afin

de mieux comprendre les mécanismes de régulation de EZH2 dans les cancers de la prostate.

[.D.6.b) Le complexe COMPASS : un réle émergent dans le cancer de la prostate

Ce complexe « COMPASS » exerce une activité histone-méthyle transférase (HMT)
qui permet de catalyser la mono, di ou tri-méthylation de la lysine 4 de I’histone H3 (H3K4)
(Shilatifard 2012). Ces modifications des marques d’histones sont associées a une ouverture
de la chromatine et une augmentation de I’activité transcriptionnelle des génes cibles. Ce
complexe COMPASS est trés conservé de la levure a ’homme. Il existe chez 1’homme
différents complexes COMPASS, qui sont les complexes « Human SET1/COMPASS »,
« Human MLL1/2 COMPASS-like », « Human MLL3/4 COMPASS-like ». Chacun de ces
complexes contient des co-facteurs en commun, tel que les protéines ASH2L, WDRS,
RBBPS5, DPY30. Parmi les composants spécifiques a chacun de ces complexes, on retrouve
les protéines SetlA, SetlB, MLL1 (KMT24), MLL2 (KMT2B), MLL3 (KMT2C), MLL4
(KMT2D), qui sont capable de catalyser I’activité histone-méthyl transférase sur les marques
H3K4 (Eissenberg & Shilatifard 2010). Ces différents génes KMTs codants pour les protéines
MLL, subissent fréquemment des réarrangements chromosomiques dans les cellules
leucémiques conduisant a 1I’expression de protéines de fusions oncogéniques (Mohan et al.,
2010). Dans le cancer de la prostate, la mise en évidence de mutations affectant les différents

geénes KMTs a émergé avec les analyses de séquencage de I’éxome (Figure 9).

Grasso et al, ont d’abord mis en évidence des mutations dans les génes codants pour
les différents membres du complexe COMPASS dans plusieurs CRPC (Grasso et al. 2012).
Par la suite d’autres études cliniques ont montré que les différents génes KMTs, et plus

particulierement KMT2C/D étaient mutés dans les tumeurs primaires et les cancers de la
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prostate métastatiques (Abeshouse et al. 2015) (Robinson et al. 2015). Différents types de
mutations tel que des gains et des pertes du nombre de copie, ainsi que des mutations
ponctuelles ont été trouvées dans les génes codants pour MLL1, MLL2, ASH2L, et WDRS.
Du point de vue fonctionnel, il semblerait que ce complexe MLL/COMPASS interagisse avec
le RA, et joue un role dans la régulation positive des geénes cibles du RA (Grasso et al. 2012).
Néanmoins la diversité des mutations qui affectent les différents membres de ce complexe ne
permet pas d’affirmer que ces mutations, puissent étre qualifiées d’activatrices ou de délétéres
pour I’activit¢ du complexe. Des ¢études ultérieures apporteront probablement des indices
nécessaires a une meilleure compréhension du réle de ce complexe dans le cancer de la

prostate.

1.D.7) Les modeéles murins d’étude du cancer de la prostate

De nombreuses études utilisant des lignées cellulaires immortalisées a partir de
cancers de la prostate humains, ont permis de mieux comprendre les mécanismes impliqués
dans le développement du cancer de la prostate. Néanmoins, la plupart de ces lignées sont
issues de cancers de la prostate métastatiques. C’est la raison pour laquelle ces modéles
cellulaires présentent certaines limites. Ils ne permettent pas de récapituler les différentes
¢tapes de I’initiation a la progression tumorale, observées dans les cancers de la prostate
humain. De plus, 'utilisation des lignées cellulaires en culture ne permet pas de reproduire
I’interaction fonctionnelle entre les cellules cancéreuses prostatiques et les différents
compartiments cellulaires de 1’environnement tumoral, comme les cellules basales et
épithéliales neuroendocrines, mais aussi les cellules du stroma. Les mémes problemes se
posent pour les modeles de xénogreffes (PDX : patients derived xenograft) utilisant des
lignées cancéreuses humaines. De plus, I’absence de systéme immunitaire chez la souris hote

constitue une limite importante de ces modéles.

Les contraintes générées par ces différents modeles d’études et la nécessité d’avoir des
preuves génétiques, ont donc conduit a 1’élaboration de modeles de souris transgéniques,
visant a étudier les mécanismes de la cancérogénése prostatique. Ces modeéles murins
transgéniques sont regroupés sous le terme GEM PCa. Les premicres générations de GEM
PCa, tels que les modeles TRAMP ou LADY, utilisaient principalement le promoteur de la

probasine dans le but de surexprimer classiquement I’antigéne T du SV40 (simian virus 40).
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Par la suite, 1’identification des altérations génétiques a 1’origine du cancer de la prostate chez
I’homme, a conduit au développement de modéele d’invalidation conditionnelle de génes, dans
les différents contingents cellulaires de la prostate, en utilisant le systéme CRE-Lox.
L’¢laboration de ces modeles d’invalidation conditionnelle a permis une meilleure
compréhension des mécanismes de ’initiation et de la progression tumorale dans les cancers
de la prostate. Le but était de reproduire le plus fidélement possible ce qu’il se produit chez
I’Homme. Le tableau 1 présente en détails les caractéristiques génétiques et histologiques de

chacun des modeles murins cités par la suite.

[.D.7.a) La premiére génération : les modeles murins du cancer de la prostate surexprimant
I’antigene T du SV40

[.D.7.a.1) Le modéle TRAMP

Un des premiers GEM du cancer de la prostate est le modéle TRAMP (TRansgenic
Adenocarcinoma Mouse Prostate). Dans ce modele transgénique, ’antigene T du SV40 est
fusionné¢ au promoteur minimal de la probasine du rat (rPB). Ce promoteur rPB, dont
I’activité est controlée par la signalisation androgénique, va permettre une expression
importante de I’antigene grand T SV40 (Tag) et de I’antigéne petit t (tag), dans les lobes
ventraux et dorsaux de la prostate (Greenberg et al. 1994)(Greenberg et al. 1995). Cette
surexpression de I’oncogene SV40 conduit a ’inactivation de deux suppresseurs de tumeurs,
pRb et p53, spécifiquement dans les épithéliales prostatiques (Gingrich et al. 1996). Ce
modele TRAMP est caractérisé par une progression tumorale treés rapide. En effet, apres
seulement 4 mois, toutes les souris TRAMP développent des HGPIN, qui évoluent tres
rapidement en adénocarcinomes invasifs peu différenciés a 1’dge de 6 mois, avec une
pénétrance de 100% (Greenberg et al. 1995). De plus, ces souris développent également des
métastases au niveau des ganglions lymphatiques et des poumons, plus rarement au niveau
osseux (Gingrich et al. 1996). Néanmoins ce modele murin TRAMP présente une sensibilité
trés variable aux androgénes au travers des différentes études. Il a été montré que les souris
TRAMP castrées développent des tumeurs peu différenciées et plus de métastases, en
comparaison des souris transgéniques non castrées au méme age (Gingrich et al. 1997). Ces
tumeurs indépendantes des androgeénes sont désormais reconnues comme des carcinomes
neuroendocrines, car celles-ci expriment des marqueurs neuroendocrines spécifiques, tel que

la synaptophysine ou la chromogranine A (Kaplan-Lefko et al. 2003).
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Méme si I'utilisation de I’oncogéne non humain SV40 est une limite critiquable du
modele TRAMP. Il reste néanmoins un modéele d’étude du cancer de la prostate important de
nos jours, pour deux raisons majeures. La premicre raison est associée au phénotype
neuroendocrine des lésions prostatiques observées dans ce modele. Les tumeurs
neuroendocrines de la prostate sont rares, mais cliniquement importantes chez 1’homme du
fait de leur caractére agressif (Hansson & Abrahamsson 2003). La deuxiéme raison réside
dans le fait que les génes TP53 et RBI sont inactivés dans ce modele. Or ces deux genes sont
mutés de manicre récurrente dans les cancers humains, suggérant que le phénotype tumorale
observé dans les souris TRAMP reflete les conséquences de 1’inactivation de p53 et RB dans

les cancers de la prostate humain.

[.D.7.a.2) Le modele LADY

Le modele LADY, dans lequel I’oncogéne Tag du SV40 est fusionné la encore au
promoteur rPB, est trés similaire au modéle TRAMP. Du point de vue purement génétique, la
différence par rapport au modéle TRAMP concerne la construction du promoteur rPB. Dans
ce modele LADY, un large fragment du rPB est utilis¢, rebaptis¢ LPB, qui va permettre
d’exprimer uniquement I’antigéne grand T et non pas 1’antigene petit t (Yan et al. 1997).
Beaucoup de lignées de souris LADY, présentant une expression variable du Tag, ont été
générées. Tout comme dans le modele TRAMP, toutes les différentes lignées murines
présentent généralement des phénotypes tumoraux agressifs, qui peuvent dériver pour certains

vers des carcinomes neuroendocrines (Masumori et al. 2001).

Les modéles murins du cancer de la prostate surexprimant le Tag produisent
majoritairement des cancers neuroendocrines et des sous types de carcinomes, qualifiés de
rares dans la population humaine. Ces premiéres études ont laissé constater que 1’utilisation
de I’oncogeéne SV40, ne permettait pas de reproduire clairement la carcinogénése prostatique
observée chez I’homme. Il y avait donc une réelle nécessité d’améliorer ces modeles d’études
in vivo. C’est pourquoi, par la suite, I'utilisation de « Cre recombinase » sous le controle de
promoteurs spécifiques de la prostate, a permis d’invalider chez la souris des genes connus
pour étre altérés chez ’homme. Le but de cette approche était de développer des modéles

murins plus pertinents, afin de mimer au mieux la pathologie humaine.
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[.D.7.b) La seconde génération : modéles murins basés sur les altérations génétiques
humaines

Par invalidation totale ou conditionnelle, plusieurs génes mutés chez I’homme ont été
ciblés chez la souris par ingénierie génétique. Parmi eux on retrouve les suppresseurs de
tumeurs Nkx3.1, Pten ou encore p53. Plusieurs modéles surexprimant des oncogénes du

cancer de la prostate, tel que Myc ou RAS ont également été générés.

[.D.7.b.1) Les mod¢les d’invalidation du geéne suppresseur de tumeur Nkx3.1

Le géne Nkx3.1 est exprimé spécifiquement dans les cellules épithéliales de la glande
prostatique, durant le développement et a 1’age adulte, chez la souris comme chez ’homme
(Sciavolino et al. 1997)(Bhatia-Gaur et al. 1999). La protéine Nkx3.1 est un régulateur
important du développement de la glande prostatique, dont la perte de fonction est impliquée
dans I’initiation tumorale du cancer de la prostate (Abate-Shen et al. 2008). En effet comme il
a déja été mentionné, des LOH au niveau de la région chromosomique contenant le gene
Nkx3.1 sont fréquentes chez ’homme (Asatiani et al. 2005). L’invalidation du géne Nkx3.1
chez la souris semblait donc pertinente, dans le but de générer un modéle murin d’initiation et

de progression tumorale cohérent par rapport a la pathologie humaine.

Chez la souris, la perte du géne Nkx3.1 seule ne suffit pas a induire de vraies Iésions
cancéreuses de la prostate. Les premiers modeles de souris mutantes homozygotes et
hétérozygotes pour Nkx3.1 ﬂ\ka.?.]'/‘ et ka3.1+/‘), développaient seulement des Iésions
bénignes, de type hyperplasique et dysplasique a des ages jeunes, qui évoluaient vers des
Iésions PIN chez les souris agées de plus de 1 an (Tanaka et al. 2000)(Kim et al., 2002). De
plus aucune souris Nkx3.1 n’a réellement développé un cancer de la prostate caractérisé par
I’apparition de lésions cancéreuses, de type carcinome invasif. Par la suite, I’invalidation
conditionnelle de Nkx3.1 a 1’age adulte a permis de déterminer que la perte de fonction de
Nkx3.1 a I’origine de 'initiation tumorale du cancer de la prostate, semblait indépendante de
son role dans la morphogénese prostatique. En effet, 1’utilisation d’une Cre Recombinase,
sous le controle du promoteur de la PSA, a permis I’invalidation du géne Nkx3.1
spécifiquement dans les cellules luminales prostatiques a 1’dge adulte. Cette invalidation

conditionnelle de Nkx3./ dans ce modéle PSA- Cre Nix3.1""* conduit également et
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uniquement au développement de 1ésions PIN semblables histologiquement a celles observées
chez ’'Homme (Abdulkadir et al. 2002). Malgré ces phénotypes modérés, ces différents
modele murins soulignent I’importance de la perte fonctionnelle de Nkx3./ dans les stades

précoces de la tumorigénese prostatique.

[.D.7.b.2) Les mod¢les d’invalidation du gene suppresseur de tumeur Pten

Les souris knock-out homozygotes pour le géne Pren (Pten”) meurent trés
prématurément durant le développement embryonnaire entre E3.5 et E9.5 (Cristofano et al.,
1998)(Suzuki et al. 1998). Méme si l’invalidation homozygote de Pten est léthale, les
conséquences de la perte de fonction de ce geéne dans la prostate ont pu étre étudiées, grace au
modéle murin hétérozygote Pren™”. 1l a été montré que ces souris hétérozygotes Pten™”
développaient un large spectre de tumeurs dans différents organes, y compris dans la prostate
(Podsypanina et al. 1999). En effet, Cristofano et al, ont décrit les premiers que les souris
Pten™” développaient des hyperplasies au niveau de la glande prostatique ainsi que des PIN,
qui ne progressaient pas vers un cancer de la prostate (Cristofano et al. 1998). Ultérieurement,

/-

, R . A g . ,
d’autres études ont décrits que les souris Pfen ™~ agées pouvaient dans de rare cas développer

des lésions plus agressives, de type adénocarcinoma (Podsypanina et al. 1999)(Stambolic et

al. 2000).

Dans ce modele de délétion germinale de Pren a 1’été hétérozygote, de nombreuses
atteintes cancéreuses dans d’autres organes (sein, cerveau, intestin,...) émergent beaucoup
plus tot que les 1ésions prostatiques, limitant ainsi 1’étude du cancer de la prostate (Cristofano
et al. 1998)(Podsypanina et al. 1999). Pour pallier a ce probleéme, plusieurs modeles utilisant
différents systéeme de Cre recombinase, ont permis l’invalidation du geéne Pten dans les
cellules de la glande prostatique a 1’age adulte. (Trotman et al. 2003)(Wang et al.
2003)(Backman et al. 2004). La plupart de ces études ont rapporté des données similaires,
montrant que 1’invalidation conditionnelle de Pten conduit au développement de HGPIN, qui
pour certaines d’entre elles vont évoluer vers des 1ésions de type carcinome. En revanche, le
développement de métastases au niveau des poumons et des ganglions lymphatiques,
conséquentes a I’invalidation conditionnelle de Pten, n’a été rapporté que par une seule étude

(Wang et al., 2003).
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Ces modeles d’invalidation conditionnelle de Pfen ont été largement utilisés en

combinaison avec d’autres mutations génétiques observées chez ’homme.

[.D.7.b.3) Les modéles d’invalidation combinée des geénes suppresseurs de tumeurs Nkx3.1 et
Pten

Il a été montré que la perte de fonction de Nkx3./ combinée a celle de Pfen dans le
modéle murin Nkx3.1 " Pten™", aggravent le phénotype obervé dans le modéle Nkx3.1 7", 1ié a
la présence de lésions HGPIN a seulement 6 mois (Kim et al., 2002). La caractérisation

~ a montré que les lésions HGPIN

phénotypique des doubles mutants Nkx3./ * Pten”
progressaient vers des 1ésions de type adénocarcinome invasif pour 84% des souris analysées
(Abate-shen et al. 2003). Ces données suggerent donc une interaction fonctionnelle forte entre
ces deux genes suppresseurs de tumeurs. De plus, la progression tumorale de ce modele
double mutant partage de fortes similarités avec ce qui est observé chez ’homme, notamment
en terme d’expression génique. L’ensemble de ces données indique que le modéle Nkx3.7

/-

+ A . y, . , . r .
Pten’” semble étre pertinent, pour €tudier les mécanismes moléculaires du cancer de la

prostate (Ouyang et al. 2008).

Dans la glande prostatique, 1’expression de la protéine Nkx3.1 est presque
exclusivement restreinte aux cellules épithéliales luminales, méme si une expression
résiduelle a été mise en évidence dans quelques cellules épithéliales basales (Bhatia-Gaur et
al. 1999)( Chen et al., 2005). Cette expression réduite aux cellules luminales a récemment
conduit a I’¢laboration d’une Cre recombinase spécifique, utilisant le promoteur de Nkx3.1. 11
s’agit 12 du modéle Nkx3.1 Cre™™"?, dans lequel la Cre recombinase inductible au tamoxiféne,
est placée sous le controle du promoteur endogéne de Nkx3.1, et remplace le géne Nkx3.1.
Plusieurs études ont déja utilisé cette Cre inductible. Le modéle Nkx3.1 Cre™ ™ ; Pten */ox
permet de combiner la perte de Nkx3.I, et I’invalidation de Pfen a 1’age adulte suite a
I’induction de la Cre (Wang et al., 2009)(Floc’h et al. 2012). Cette approche permet de se
rapprocher des événements génétiques opérant chez I’homme durant la progression du cancer
de la prostate. De maniére intéressante, il a été montré que ce modéle Nkx3.1 Cre™*"?
Pten™™* développent des tumeurs de la prostate résistante a la castration (Floc’h et al.
2012). C’est pourquoi ce modele semble plus qu’intéressant pour étudier les mécanismes a

I’origine de la résistance a la castration chimique, observés chez I’homme.
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[.D.7.b.4) Les modéles murins transgéniques de surexpression de 1’oncogene Myc

C-Myc est un oncogene fréquemment surexprimé tant au niveau transcriptionnel que
protéique dans les cancers de la prostate humains. Il a ét¢é montré que le niveau d’expression
de c-myc augmente proportionnellement aux grades du cancer de la prostate (Gurel et al.
2008). Ces données suggerent un role important de cet oncogeéne dans le processus d’initiation
tumoral d’une part, et de progression tumoral d’autre part, chez I’homme. Plusieurs études ont
cherché a évaluer les conséquences de la surexpression de c-Myc dans la glande prostatique,
chez la souris. Deux mode¢les principaux de surexpression de c-Myc ont été développés. Dans
le premier modele 1’oncogene Myc est sous le contréle du promoteur court de la PB induisant
ainsi une faible expression de Myc. Dans le second modéle, I’expression de Myc est sous le
controle du promoteur de la PB, couplé¢ a deux élément de réponse aux androgenes
(ARR,PB), qui permettent d’induire une expression forte de Myc dans les cellules épithéliales
prostatiques (Ellwood-Yen et al. 2003). Ces deux modeles ont respectivement été baptisés Lo-
Myc et Hi-Myc. Ces deux modeles murins développent des Iésions PIN avec une pénétrance
complete qui évoluent vers des lésions cancéreuses de type adénocarcinome. En accord avec
le niveau d’expression de c-Myc, il a été montré que la progression tumorale est plus rapide
dans le modele Hi-Myec, par rapport au modele Lo-Myc. Néanmoins aucune de ces souris ne
développent de métastases. De plus, il a ét¢ montré que la surexpression de c-Myc entraine
une diminution d’expression du suppresseur de tumeur de Nkx3.1, comme ce qui a pu étre

observé dans certaines 1ésions PIN développées chez ’homme (Iwata et al. 2010).

Ellwood et al ont également montré que les lésions PIN et les adénocarcinomes
développés dans le modele Hi-Myc régressent apres castration chimique des animaux, et ne
deviennent jamais résistantes a la castration (Ellwood-Yen et al. 2003). L’utilisation d’un
promoteur régulé par les androgeénes (ARR,PB) dans ce modele Hi-Myc pourrait expliquer en
partie cette réponse thérapeutique éfficace. Malgré tout, le phénotype observé dans les
modeles Lo et Hi-Myc corréle avec les amplifications fréquentes de Myc dans les cancers

humains, appuyant I’intérét de ce modele pour I’étude de la tumorigénése prostatique.
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[.D.7.b.5) Les modéles murins d’invalidation et de suexpression du récepteur aux androgenes
(RA)

Le role du RA dans le cancer de la prostate est complexe. Méme si le RA est la cible
thérapeutique majeure dans les cancers de la prostate humains, il est fréquent d’observer une
résistance aux traitements anti-androgéniques (Vis & Schroder 2009). Les tumeurs deviennent
dans ce cas indépendantes de la signalisation androgénique, comme dans le cas des tumeurs
neuroendocrines qui présentent un mauvais pronostic clinique. C’est pourquoi afin de mieux
comprendre 1’implication du RA dans la tumorigéneése prostatique, ainsi que les mécanismes
de résistances aux traitements, plusieurs modeles murins de surexpression du RA ont ¢été

générés.

Plusieurs GEM, utilisant différentes Cre recombinase, ont permis la surexpression du
RA chez la souris. Dans le premier modele développé, la surexpression du RA sous le
controle du promoteur Pb, induit le développement de PIN dans les souris agées de plus de 1
an (Stanbrough et al., 2001). Il a également €t¢ montré que la surexpression d’un transgéne
humain du RA sous le controle du promoteur Osrl chez la souris, conduisait au
développement tardif de PIN dans 50% des animaux, qui évoluaient dans de rare cas en
adénocarcinome (Zhu et al. 2011). Ces premieres données suggéraient que 1’augmentation
d’expression du RA seule, ne suffit pas a induire un cancer de la prostate chez la souris.
Néanmoins, 'utilisation de promoteurs spécifiques conduisant a une expression stable et
constitutive du RA chez les souris castrées, suggérent un intérét de ces modeles dans I’étude
des CRPC. Car en effet dans les CRPC, malgré la castration, la voie du RA reste
constitutivement activée via différentes voies de signalisation impliquées dans la résistance

aux traitements (Watson et al. 2015).

A I’inverse d’autres études ont cherché a déterminer les conséquences d’une perte de
fonction du RA chez la souris. Plusieurs modéles d’invalidation conditionnelle du RA, dans
les différents compartiments cellulaires de la prostate ont été générés. Il a été montré que la
délétion conditionnelle du RA dans les cellules épithéliales de la glande prostatique induit une
dédifférenciation partielle et une hyper-prolifération des cellules de 1’épithélium prostatique
(Wu et al. 2007)(Y Niu et al. 2008). Malgré cette augmentation de la prolifération aucune
lésion PIN n’a été observée dans ce modele d’invalidation conditionnelle du RA.

L’invalidation du RA dans les cellules épithéliales de la glande prostatique, semble donc
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d’oncogenes, seuls ou en combinaison permet de mimer les différents stades de la tumorigénése observés
dans les cancers de la prostate humains.




jouer un role complexe dans la balance entre prolifération et différenciation cellulaire. En
revanche, les conséquences de la perte fonctionnelle du RA dans le compartiment stromal
affecte plus clairement la tumorigénése prostatique. Niu et al, ont montré que la perte
d’expression du RA dans les cellules stromales et épithéliales, au sein du modéle pes-ARKO
TRAMP, conduit au développement de tumeurs peu différenciées avec un index de

prolifération élevé a des stades précoces (Niu et al., 2008).

L’ensemble de ces modeles murins présentant des altérations d’expression du RA
montre la complexité du role de celui-ci dans la carcinogénése prostatique, et souligne sa

double importance dans les compartiments des cellules stromales et luminales.

Les modeles GEM-PCa générés durant ces 20 derni€res années, ont montré 1’intérét de
cibler chez la souris des oncogenes et des suppresseurs de tumeurs, fréquemment altérés chez
I’homme (Figure 10). Il en ressort des modeles d’études cliniques et diagnostiques
intéressants, qui pour certains reproduisent en partie la pathologie humaine. De plus la
résistance a la castration chimique observée dans plusieurs modeles, fait de ces derniers des
outils intéressants pour ¢tudier les mécanismes de résistance a 1’hormonothérapie retrouvés

chez ’'Homme.

1.D.h) Traitement du cancer de la prostate

[.D.h.1) Hormonothérapie : ciblage thérapeutique du récepteur aux androgenes

Les androgeénes et le RA sont nécessaires au développement et au maintien de
I’homéostasie tissulaire de la glande prostatique. Néanmoins, un des événements précoces se
produisant dans les cancers de la prostate, est une dérégulation de cette homéostasie tissulaire
dépendante des androgeénes. Cette dernieére va conduire a une prolifération accrue des cellules
de la glande prostatique. C’est pourquoi le cancer de la prostate est souvent décrit comme
androgéno-dépendant, faisant du RA une cible thérapeutique préférentielle dans le cancer de

la prostate.

Lorsque le cancer de la prostate est encore localisé, le traitement consiste
majoritairement en une intervention chirurgicale (prostatectomie), ou une intervention de

radiothérapie locale afin d’éradiquer la tumeur primaire (Lepor & Lepor 2005)(Incrocci
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Figure 11 : Mode d’action des antagonistes de la LHRH et du RA . L'utilisation chronique des antagonistes
de la LHRH vont permettre de bloquer le récepteur a la LHRH au niveau de I'hypophyse. Cette inhibition
du récepteur a la LHRH supprime la production de la LH par les cellules hypophysaires, causant au niveau
testiculaire une chute de la production et la sécrétion de testostérone (A). Les antagonistes du RA, tel que
I'enzalutamide, entre en compétition avec la DHT pour la liaison aux RA. Linteraction entre ces molécules
inhibitrices et le RA bloquent la translocation nucléaire et I'association avec les co-facteurs du RA.

Leuprolide® Lupron Depot® 1989 Antagoniste LHRH
Eligard 2002
Triptorelin © Trelstar® 2000 Antagoniste LHRH
Histrelin® Vantas® 2004 Antagoniste LHRH
Flutamide® 1989 Antagoniste du RA
Bicalutamide® Casodex® 1995 Antagoniste du RA
Nilutamide® Nilandron® 1996 Antagoniste du RA
Enzalutamide® Xtandi® 2012 Antagoniste du RA

Figure 12 : Agents pharmaceutiques ciblant la signalisation androgénique dans les cancers de la prostate.




2015). En revanche, suite a une rechute ou lorsque le cancer est diagnostiqué tardivement, le
traitement s’oriente alors sur [’hormonothérapie qui vise a bloquer la signalisation
androgénique. L’hormonothérapie peut &tre appliquée chez les patients selon différentes
méthodes (Figure 11) :

- Castration chirurgicale ou pulpectomie : de part un acte chirurgicale, la pulpectomie
consiste a enlever la pulpe des testicules, qui va avoir pour conséquence d’abaisser le
niveau de production de testostérone. Ce type de castration est néanmoins rare.

- Castration chimique utilisant des antagonistes de I’hormone LHRH : les antagonistes
de la LHRH vont stopper 1’action des gonadotropines au niveau de 1’hypophyse, et
donc bloquer la production des androgenes par les testicules. Ces antagonistes de la
LHRH qui agissent en amont de 1’axe hypothalamo-hypophysaire, présentent une
grande efficacité pour diminuer la sécrétion des androgenes circulants (Huhtaniemi et
al., 2009). Un grand nombre de ces antagonistes sont approuvés par la FDA (Food
and Drug Administration) dans le traitement du cancer de la prostate (Figure 12).

- Castration chimique utilisant des antagonistes du RA : ces inhibiteurs compétitifs du
RA ont pour but de bloquer directement 1’action des androgeénes au niveau des
cellules cancéreuses. Plusieurs inhibiteurs du RA, tel que le Bicalutamide®, le
Nilutamide® ou encore I’Enzalutamide® sont approuvés par la FDA et utilisés en

hormonothérapie depuis plusieurs années (Watson et al. 2015) (Figure 12).

Malgré ce large éventail de traitement visant a bloquer la signalisation androgénique, il
est plus que fréquent d’observer chez les patients une résistance aux traitements anti-
androgéniques. Bien que les patients répondent correctement a 1’hormonothérapie pour une
durée qui varie de quelques mois a quelques années, il s’en suit dans de nombreux cas, une
progression uniforme de la maladie vers un stade létal du cancer de la prostate, nommée
CRPC (Watson et al. 2015). Ces CRPC sont aussi souvent qualifiés de « cancer de la prostate
androgéno-indépendant » ou « réfractaire aux hormones ». Cependant, il est de plus en plus
clair que les androgenes et le RA vont continuer a jouer un réle dans la progression de ces
CRPC (Mostaghel & Plymate 2011). Malgré un faible niveau d’androgénes circulants suite a
la castration, la signalisation androgénique persiste dans les CRPC (Robinson et al. 2015).
Actuellement, une des questions majeures dans le traitement du cancer de la prostate, est de
mieux comprendre quels sont les mécanismes qui conduisent au maintien de 1’action des

androgénes dans les CRPC. Plusieurs études ont point¢ du doigt les mécanismes qui
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pourraient étre a 1’origine de cet échec de I’hormonothérapie dans le traitement du cancer de

la prostate.

[.D.h.2) Mécanismes de résistance a I’hormonothérapie

Comme nous avons pu le voir précédemment, le géne codant pour le RA est amplifié
ou muté dans plus de 50% des CRPC, alors qu’il n’est pas altéré dans les tumeurs primaires
(Taylor et al., 2010)(Grasso et al. 2012). Il a d¢ja ét¢ montré que ces amplifications du géne
codant pour le RA étaient a I’origine d’une augmentation du niveau d’ARNm du RA dans 1/3
des CRPC (Visakorpi et al. 1995). Des données obtenues in vitro ont également mis en
évidence que le niveau d’ARNm du RA était rapidement augmenté dans une lignée cellulaire
du cancer de la prostate (VCaP), en réponse a une privation en androgenes (Cai et al., 2009).
Malgré tout, les mécanismes qui régulent I’expression du récepteur aux androgenes lui-méme,
ne sont pas encore bien compris. Quelques études anciennes ont mis en évidence que les
androgenes étaient capable de réguler négativement I’expression du RA, suggérant que
I’augmentation d’expression du RA dans les CRPC était le résultat d’une levée de 1’inhibition
sur sa propre expression (Krongrad et al., 1991)(Blok et al. 1992). Plus récemment, Cai et al
ont ¢galement montré dans plusieurs lignées cellulaires du cancer de la prostate, que le RA
¢tait capable de se lier sur différents sites de son promoteur pour réguler positivement ou
négativement son expression (Cai et al. 2011). En réponse a une stimulation par les
androgenes, le RA recrute la protéine LSD1 qui va déméthyler les marques activatrices
d’histone H3K4mel/2, et ainsi réguler négativement 1’expression du RA. A I’inverse, dans un
environnement appauvri en androgenes, le RA serait capable de lier une région activatrice
(enhancer) dans I’intron 2 afin d’augmenter sa propre expression. De plus, plusieurs variant
d’épissage du RA (AR-Vs), constitutivement actifs indépendamment du ligand, semblent

avoir une expression augmentée chez les patients ayants des CRPC (Hornberg et al. 2011).

Plusieurs études récentes suggerent que cette augmentation d’expression du RA dans
le contexte des CRPC, pourrait entrainer un changement d’activité transcriptionnelle du RA.
Des expériences de ChIP sequencing ont notamment montré que la surexpression du RA dans
des lignées cellulaires du cancer de la prostate, entrainait une augmentation globale du
nombre de sites occupés par le RA sur la chromatine (Atala 2013). Cette augmentation
d’occupation de la chromatine a été confirmé in vivo chez I’homme, toujours par des

expériences de ChIP sequencing réalisés sur des échantillons humains de CRPC (Sharma et
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al. 2013). De plus, des mutations affectant I’expression et 1’activit¢ de plusieurs co-
régulateurs transcriptionnel du RA, peuvent aussi modifier ses sites de liaison a la chromatine.
Il a notamment ét¢ mis en évidence une augmentation d’interaction entre le RA et le facteur
épigénétique EZH2, fréquemment surexprimé dans les CRPC. Via un mécanisme dépendant
de la phosphorylation de AKT, cette association entre le RA et EZH2 semble étre a 1’origine
d’une augmentation d’activit¢ du RA dans les CRPC (Xu et al. 2013). D’autres facteurs
cruciaux impliqués dans la régulation de I’expression des genes cibles du RA, tel que le
facteur pionnier FOXA1 ou GATAZ2, semble également jouer un role crucial dans le
repositionnement du RA sur la chromatine dans les CRPC (Bohm et al., 2009)(Grasso et al.
2012).

Dans les CRPC, des mutants du RA pourraient répondre a d’autres stimuli hormonaux
indépendamment des androgenes. Zhao et al, ont mis en évidence que certains mutants du RA
répondent aux glucocorticoides dans plusieurs lignées cellulaire du cancer de la prostate,
permettant ainsi de maintenir la signalisation du RA (Zhao et al. 2000). De nombreuses autres
¢tudes ont montré que le récepteur aux glucocorticoides (GR) et les glucocorticoides
permettaient de contourner la signalisation androgénique dans le cancer de la prostate.
Neéanmoins, son role pro ou anti-tumoral est encore controversé, et le potentiel thérapeutique
de I’inhibition du GR reste a démontrer (Montgomery et al., 2014). Enfin, d’autres études ont
¢galement suggéré que la voie PI3K pourrait participer aux mécanismes de résistance dans les

CRPC, en maintenant active la voie de signalisation du RA (Mulholland et al., 2006).

Les mécanismes de résistance a I’hormonothérapie sont trés nombreux et variés dans
les CRPC. Néanmoins méme si I’hormonothérapie ne permet plus de cibler efficacement le
RA dans ce contexte, celui-ci reste tout de méme actif. C’est la raison pour laquelle, il est
nécessaire de développer des inhibiteurs plus spécifiques ne permettant pas cette restauration
de I’activité du RA. De plus, les analyses intégratives de ChIP sequencing ont révélé que de
nombreux facteurs transcriptionnels ou épigénétiques sont impliqués dans le maintien de
I’activité du RA. L’idée de cibler ces partenaires du RA, souvent mutés dans les CRPC,

semble également étre une opportunité thérapeutique intéressante.
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Figure 13 Modéle murin d’étude de lorigine cellulaire du cancer de la prostate : lllustration

schématique de la stratégie employée pour permettre le tracage des cellules a I'origine du cancer de la
prostate, dans le contexte de la tumorigénése prostatique induite par la perte de Pten. Le systéme
rapporteur mTmG exprime la protéine de fluorescence rouge (RFP) qui est remplacée par la GFP suite a
I'induction du systéme Cre LoxP par le tamoxifene, permettant ainsi I'invalidation de Pten soit dans les
cellules luminales (K8-Cre), soit dans les cellules basales (K14-Cre; K5-Cre). Suite a I'induction par le
tamoxifene le GFP devient exprimer de maniere permanente dans les différents types cellulaires. Elle
permet donc le tracage des cellules dans les |ésions pré cnacéreuses et cancéreuses qui se développent
suite a I'invalidation de Pten.




1.D.i) Origine cellulaire du cancer de la prostate

La question de I’origine cellulaire fait 1’objet d’un débat animé depuis plus d’une
dizaine d’année. Historiquement, les cellules de type luminale sont décrites comme étant
I’origine cellulaire du cancer de la prostate. Néanmoins, certains cancers de la prostate
deviennent résistants a la castration, et sont alors considérés comme indépendant de la
signalisation androgénique. Cette indépendance aux androgeénes est une caractéristique des
cellules basales. C’est pourquoi, I’hypothése de 1’origine basale du cancer de la prostate a été
considérée. De plus, il a également été observé par des analyses immunohistochimiques, que
les cellules intermédiaires ont une expression augmentée dans les cancers de la prostate
humain (van Leenders et al. 2003). Ceci suggere que ces cellules intermédiaires pourraient
étre a ’origine du cancer de la prostate. Néanmoins, peu d’études ont apporté des réponses sur
le role de cette population dans I’initiation tumorale du cancer de la prostate. Enfin,
I’implication de cellules souches cancéreuses de la prostate est de plus en plus étudier dans le
cancer de la prostate, et plus particulierement dans les mécanismes de résistance a

I’hormonothérapie.

[.D.i.1) La double origine luminale et basale du cancer de la prostate

Méme si les adénocarcinomes de la prostate présentent généralement un phénotype
luminal chez I’homme, les populations cellulaires luminales et basales sont considérées
comme pouvant étre a l’origine du cancer de la prostate. Pendant longtemps, la perte
d’expression des marqueurs basaux comme la cytokératine 5 ou la protéine p63, a ¢été
considérée comme un ¢élément de diagnostique du cancer de la prostate (Humphrey 2007).
Cependant, en 2010, Goldstein et al ont isolé différentes populations cellulaires a partir de
tumeurs primaires de la prostate chez I’homme (Goldstein 2010). Des analyses par cytométrie
en flux (FACS) sur ces tumeurs primaires, ont permis de caractériser plusieurs populations de
cellules Iuminales et basales, basés sur le niveau d’expression des cytokératines
(CK8/18/5/14), du RA, de p63, Nkx3.1, CD49f, et Trop2. Cette étude utilisant différentes
approches a pu montrer que chez I’homme, des cellules avec des caractéristiques moléculaires

basales, sont également retrouvées dans les tumeurs primaires.

L’utilisation de différentes Cre Recombinase, spécifiques des cellules basales ou

luminales couplées a des rapporteurs fluorescents, ont permis de générer des modeles murins
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d’invalidation conditionnelle de Pten, dans le but de trager I’origine cellulaire du cancer de la
prostate.(Goldstein 2010) (Choi et al., 2012)(Wang et al., 2014). Choi et al ont logiquement
montré, que I’invalidation conditionnelle du gene Pten dans les cellules luminales (K8-
CreERT2"""®; Pten™™) conduit au développement de 1ésions PIN seulement 1 mois aprés
I’invalidation conditionnelle du géne. De manicre intéressante, cette méme étude a révélé que
I’invalidation du géne Pren dans les cellules basales (KI4-CreER™"; Pten") conduit
¢galement au développement de PIN, mais plus tardivement que dans le modele K8-Pten
(Choi et al. 2012). Cette période de latence semble associée au fait que ces cellules basales
invalidées pour le géne Pten, subissent une transdifférenciation vers un phénotype luminal. A
I’inverse, dans un autre mod¢le murin d’invalidation conditionnelle de Pren dans les cellules
basales (K5-CETg/ “: Pten), les 1ésions prostatiques progressent plus vite et sont plus

agressives que dans le modéle K8-Pten (K8-CE™ ; Pten/) (Lu et al. 2013)(Figure 13).

Ces ¢tudes de tragage cellulaire confortent I’hypothése de la double origine cellulaire
du cancer de la prostate. Néanmoins, les variabilités phénotypiques observées en terme de
vitesse de progression et d’agressivité tumorale, posent la question de I’impact du fond

génétique et de la pénétrance des différentes Cre Recombinase.

[.D.1.2) Le modele des cellules souches cancéreuses de la prostate

Les cancers de la prostate contiennent des populations clonales hétérogenes,
distinguables les unes des autres par leur caractéristique phénotypique et moléculaire. Nous
avons vu précédemment que les tumeurs de la prostate peuvent étre successivement affectées
par des mutations récurrentes touchant un grand nombre de génes. L’ensemble de ces
mutations vont étre a ’origine de 1’hétérogénéité génétique et donc de 1’évolution clonale du
cancer de la prostate (Cooper et al. 2015). Le mod¢le des cellules souches cancéreuse (CSCs)
propose qu’au sein d’un méme clone tumoral, les cellules sont organisées de manicre
hiérarchique. A la base de cette organisation hiérarchique, certaines cellules souches
cancéreuses seraient dotées de capacités d’auto régénération et de différenciation (Kreso &
Dick 2014). En d’autres mots, les CSCs sont décrites comme capables de maintenir un clone
tumoral de part leur capacité d’auto régénération, mais aussi de générer une hétérogénéité

intra-clonale, de part leur capacité a se différencier en différents sous types cellulaires.
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Basé sur I’expression de différents marqueurs de surface, diverses méthodes ont été
employées pour purifier les cellules souches cancéreuses de la prostate (PCSCs), a partir de
tumeurs de la prostate humaines et murines (Collins et al., 2005)(Lawson et al., 2007). Dans

1 une population cellulaire souche

un mod¢le murin d’invalidation de Pten (PbCre4 Pten
identifiée comme Lin"Scal 'CD49f" (LSC) a été isolée (Mulholland et al., 2009). Cette étude a
montré par des expériences de xénogreffe dans la capsule rénale de souris
immunodéficiences, que cette population LSC était capable d’initier la tumorigénese, in vivo.
De plus, des expériences menées in vitro, ont mis en évidence que cette population cellulaire
LSC ¢tait capable de former des spheres en culture, suggérant la forte capacit¢ d’auto-
renouvelement de ces cellules (Lawson et al. 2007). Une autre étude a montré de maniére
¢tonnante qu’il existait chez la souris, une population de cellules baptisées CARN (Castration-
resistant Nkx3.1-expressing cells), ayant des caractéristiques luminales (Wang et al., 2009).
Ce modele de cellules CARNs s’oppose au fait que les PCSCs soient considérées comme des
cellules provenant uniquement du compartiment basal. Chez ’homme, plusieurs études ont

isolé a partir de tumeurs primaires, des PCSCs décrites comme CD44 CD133" 021", qui

semblent étre douées de clonogénicité in vitro (Collins et al., 2005)(Patrawala et al., 2007).

Méme si ces deux populations de PCSCs semblent bien définies, la distinction entre
cellules souches normales et PCSCs n’est toujours pas claire, notamment au travers de
I’expression des différents marqueurs de surface. En effet, Leong et al ont isolé a partir de
I’épithélium de la glande prostatique chez la souris, une population cellulaire souche Lin’
Scal'CD44°CDI133'CD117", qui partage des caractéristiques moléculaires communes 3
I’homme et a la souris (Leong et al. 2008). Néanmoins, chez la souris la présence des

marqueurs de surfaces CD44 et CD133 dans les PCSCs n’est pas clairement décrite.

1.D.i.3) Réle central du récepteur aux androgenes dans les cellules souche cancéreuses de la
prostate

De maniére intéressante, plusieurs études ont mis en évidence que les PCSCs isolées a
partir de tumeurs primaires humaines ou de cancers de la prostate non traités, présentent une
faible expression, voir une absence d’expression du RA (Deng & Tang 2015). Dans 1’étude de
Collins et al, les populations cellulaires CD44 ' CD133 a2p1" purifiées a partir de 7 tumeurs
primaires de la prostate n’exprimaient pas le RA (Collins et al, 2005). Des

. ’ . r + . r r \
immunofluorescences réalisées sur des xénogreffes de cellules CD44", isolées au préalable a
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Figure 14 : Modele hypothétique de résistance a I’hormonothérapie médié par les PCSCs dans les
CRPC. |l est considéré dans ce modele que les tumeurs primaires contiennent des PCSCs en nombre
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seraient capable de réinitier la tumorigéneése, conduisant a la prolifération d’une population
hétérogenes de cellules cancéreuses dans les CRPC. Inspiré de Rybak et al; 2014.




partir de tumeurs humaines, montrent que ces cellules n’expriment pas le RA (Patrawala et
al., 2006). De plus, des PCSCs ayant une faible expression de PSA (PSA™°Y) montrent
¢galement une diminution d’expression du RA (Qin et al. 2012). Cette diminution
d’expression du RA dans les PCSCs des cancers de la prostate non traités, pourrait étre
simplement da au fait que ces cellules sont moins différenciées. Néanmoins, cette absence
d’expression du RA dans les PCSCs a une importance majeure en terme de traitement. Car en

effet, ’absence du RA pourrait rendre les PCSCs insensible a ’hormonothérapie.

En accord avec cette théorie, plusieurs études ont montrés que les PCSCs n’exprimant
pas le RA sont résistantes a la castration chimique (Rybak et al., 2015). Dans I’étude de
Germann et al, une population de PCSCs n’exprimant pas AR, est enrichie dans un mod¢le de
xénogreffe (BM18) résistant a la castration (Germann et al. 2012). Deux autres études ont mis
en évidence que des PCSCs isolées a partir de CRPC humains et murins, et exprimant les
marqueurs souches NANOG et SOX2, présentent une absence d’expression du RA (Jeter et
al. 2011)(Kregel et al. 2013). Ces données suggerent que les PCSCs n’exprimant pas le RA
seraient capable de croitre dans un environnement dépourvu en androgenes. C’est pourquoi
certains émettent [’hypothese que les PCSCs préexistent dans les tumeurs primaires, et
pourraient étre a I’origine des CRPC suite au traitement de castration chimique . Il s’agirait
donc de I’expansion clonale des PCSCs RA négative, a I’origine de la ré-initiation des CRPC

(Figure 14).

IT) Cancer du sein et récepteurs aux estrogenes

I1.A) Cancer du sein

11.4.1) Généralités

Dans le monde, on estime qu’approximativement 1 400 000 nouveaux cas de cancers
du sein ont été¢ diagnostiqués en 2012 (Tao et al. 2015). Ces données épidémiologiques font
du cancer du sein, le cancer le plus fréquemment observé chez les femmes en France, dans
I’union européenne et aux Etats-Unis d’Amérique (Siegel et al., 2016). En 2015, 54 000
nouveaux cas de cancer du sein ont été diagnostiqués en France. On estime actuellement

qu'une femme sur huit sera concernée un jour par le cancer du sein. Ces chiffres
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impressionnants montrent que le cancer du sein est une priorit¢é absolue en terme de santé
publique. C’est la raison pour laquelle dans beaucoup de pays développés, des plans d’action
visant a dépister précocement le cancer du sein ont ét¢é mis en place. En France, par exemple il
est recommandé depuis plusieurs années de procéder a des mammographies a partir de I’age

de 50 ans, et de renouveler celles-ci tous les cing ans.

Néanmoins, méme dans le cas ou les diagnostics sont réalisés précocement, il n’est pas
toujours ¢évident de traiter efficacement le cancer du sein dG a I’hétérogénéité de cette

maladie, tant au niveau histologique que moléculaire.

11.A.2) Facteurs de risque

Plusieurs études épidémiologiques menées a travers le monde ont mis en évidence que
plusieurs facteurs liés a I’age, au mode de vie, a la génétique ainsi qu’a I’environnement

intervenaient dans 1’étiologie du cancer du sein.

I1.A.2.2) Age

Comme pour la plupart des cancers, la probabilit¢ de développer un cancer du sein
augmente avec 1’age. Tres peu de cancer du sein sont diagnostiqués avant 1’age de 40 ans,

alors que I’incidence augmente tres vite entre 55 et 70 ans (Anders et al., 2010).

II.A.2.b) Facteurs hormonaux endogénes

Des études ont montré qu’une survenue précoce des premiceres menstruations
augmente le risque de développer un cancer du sein. Dans ce contexte, certains émettent
I’hypothése qu’une exposition hormonale prolongée a un age jeune, pourrait expliquer cette
prévalence plus élevée pour le cancer du sein. Les femmes pour lesquelles la ménopause se
manifeste tardivement aprés 50 ans présentent ¢galement un risque accrue de développer un

cancer du sein (Cancer 1997).

I1.A.2.c) Facteurs génétiques

L’histoire familiale est trés présente dans le cancer du sein. Plusieurs mutations

génétiques héréditaires sont susceptibles d’augmenter le risque de développer un cancer du

45



=)
£
3
g
XD

Muscle g
pectorale “ O
\ (=)
Cotes —mamelon ¥ -
T I 5 i
oM NN ] Messsses ) e A
Canaux :
Cellules .
galactophorg‘s L ey s Cellules luminales :
troma myoépithéliales : — —

production et

fonction motrice ot .
sécrétion du lait

Lobules
Sous Types Origine canalaire Origine lobulaire
histologiques
Cancer in situ Carcinome canalaire in  Carcinome lobulaire in
(Pré-invasif) situ (80%) situ (20%)
Prolifération cellulaire limitée a la Prolifération cellulaire dans les canaux Prolifération des cellules
membrane basale galactophores. 1% de ces lésions intralobulaires.
progressent en cancer invasif Lésions souvent bilatérales

Cancer Carcinome canalaire Carcinome lobulaire
invasif/infiltrant invasif/infiltrant (70%)  invasif/infiltrant
Prolifération cellulaire au dela de la Métstases fréquentes aux ganglions (locy)
membrane basale, invasion locale ou lymphatiques et dans le sang. 0

Métastases : viscéres abdominales,
ovaires, utérus
Le plus souvent statut ER+

distante

Figure 15 : Structure histologiques de la glande mammaire et classification
histologiques des sous types du cnacer du sein. (A) Les seins sont situés dans la
partie antéro-postérieure du thorax et reposent en arriere sur le muscle pectorale.
Dans chaque sein la glande mammaire est organisée en lobules (20 a 40). Chacun de
ces lobules sont formés d’acini. Ces acini forment des cavités, reliées les unes aux
autres par des petits canaux intralobulaires. La structure élémentaire des acini est
formée de deux couches de cellules, une couche luminale qui assure la production
et la sécrétion du lait maternel, et une couche de cellules musculaires
myoépithéliales qui assurent la fonction motrice contractile qui permet I’xcrétion du
lait. (B) Tableau récapitulant les différents sous-types histologiques du cancer du
sein. Modifié d’aprés Rossi et al.




sein. Parmi les génes connus pour étre impliqués dans la prédisposition héréditaire au cancer
du sein, on retrouve BRCAI et BRCA2. Les analyses familiales ont montré qu’entre 55 et 70%
des femmes porteuses de mutations dans les génes BRCAI et BRCA2, développent un cancer

du sein (Nielsen et al., 2016).

I1.A.2.d) Obésité

Plusieurs études épidémiologiques ont montré que les individus obeses augmentaient
considérablement leur risque de développer un cancer du sein. Cette augmentation du risque
de développer un cancer du sein, est essentiellement attribuée au fait que chez les individus

obeses ont un taux sérique d’estradiols augmentg.

D’autres facteurs de risque liés au mode de vie comme la cigarette, la consommation
excessive d’alcool ou encore I’absence d’activité sportive semblent €tre associés au risque de

développer un cancer du sein.

11.A.3) Notions anatomiques et histologiques de la glande mammaire

Dans chaque sein, la glande mammaire forme une masse de densité variable entre les
individus. Elle est organisée en une vingtaine de lobes, qui vont former de petites grappes.
Dans chacun de ces lobules, ’unité¢ de base est 1’alvéole ou acinus, qui forme une cavité
arrondie en cul de sac. Les acini sont composés d’une couche de cellules luminales bordant la
lumiere de la cavité, qui vont assurer les fonctions sécrétrices de la glande mammaire. Une
couche de cellules myoépithéliales sous-jacente aux cellules luminales, permet d’assurer la
fonction contractile permettant I’excrétion du lait. Ces deux assises cellulaires forment
I’épithélium glandulaire de la glande mammaire. Les acini se drainent dans des canaux
intralobulaires pour permettre la circulation du lait sécrétée. L’ensemble de ces petits canaux
intralobulaires vont ensuite drainer les sécrétions dans de plus gros canaux galactophores qui
convergent aux mamelons. Cette glande mammaire présente donc deux composantes
majeures, qui sont la partie lobulaire et la partie canalaire, englobées dans un tissu adipeux

dense (Rossi et al ; 2011) (Figure 15A).
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Tumeur primaire (T) Caractéristiques histologiques

Tx Tumeur primaire non évaluée

TO Tumeur primaire non palpable

Tis Carcinome in situ

T1 Tumeur primaire dont la taille est inférieure a
2cm

T1lmic T1 avec microinvasion inférieure a 1Imm

T2 Tumeur primaire dont la taille est comprise
entre2 et5cm

T3 Tumeur primaire dont la taille est supérieure a
5cm

T4 Tumeur qui présente une extension directe a la

paroi thoracique ou a la peau,
indépendemment de sa taille

Ganglions lymphatique régionaux Degrés d’envahissement des gg lymphatiques

Nx Envahissement des gg lymphatiques régionaux
non évaluables

NO Absence d’envahissement ganglionnaire
régionale

N1mi Présence de micrométastases (inférieure a
2mm)

N1 Envahissement de 1 a 3 gg axillaires

N2 Envahissement de 4 a 9 gg axillaires ou

envahissement gg mammaires internes sans
envahissement axillaire

N3 Envahissement d’au moins 10 gg axillaires ou
envahissement gg sous-claviculaires ou
envahissement gg mammaires internes

Métastases a distance Absence ou présence de métastase(s)

Mx Renseignements insuffisants pour classer les
métastases a distance

MO Absence de métastases a distance

M1 Présence de métastase(s) a distance

Tableau 2: Tableau récapitulatif des critéeres d’évaluation du cancer du sein dans la classification
TNM



I1.A.3.a) Les sous-types histologiques du cancer du sein et leur classification

I1.A.3.a.1) Classification anatomopathologique classique

Les cancers du sein proliférent a partir des cellules de I’épithélium glandulaire. La
majorit¢ des tumeurs malignes de la glande mammaire sont des carcinomes ou
adénocarcinomes. Basé sur la structure anatomique de la glande mammaire et 1’origine
cellulaire des tumeurs, on distingue deux types de carcinomes, les carcinomes canalaires et les
carcinomes lobulaires. Indépendamment de 1’origine anatomique, les carcinomes peuvent
présenter un caractere invasif ou non, on parlera alors respectivement de carcinome invasif ou
infiltrant, et de carcinome in situ (Makki 2015). Dans le contexte des carcinomes invasifs la
prolifération tumorale dépasse la membrane basale pour envahir le tissu conjonctif. Les
carcinomes canalaires invasifs (IDC) sont les carcinomes invasifs les plus fréquents. Ils
représentent 55% a 70% des cancers du sein invasifs diagnostiqués, tandis que les carcinomes
lobulaires invasifs (ILC) sont plus rares, constituant 5 a 15% des cancers du sein
diagnostiqués (Eheman et al. 2009). Les carcinomes canalaires et lobulaires in situ (DCIS ;
LCIS) sont des I¢ésions néoplasiques dans lesquelles la prolifération des cellules épithéliales

va se limiter aux canaux galactophores et aux lobules (Makki 2015) (Figure 15B).

Les cancers du sein sont donc initialement classifiés sur leur apparence histologique,
leur origine cellulaire (canalaire ou lobulaire), ainsi que sur leur capacité a envahir le stroma
adjacent et métastaser par la suite. Plusieurs types de classifications ont permis d’affiner les
critéres morphologiques, histologiques et cytologiques des 1ésions. Parmi ces classifications,

on retrouve la classification TNM et SBR.

I1.A.3.a.2) Classification TNM

La classification TNM (Tumor, Node, Metastase), apliquée a plusieurs cancers, a été
initialement créée pour définir le degré d’extension du cancer, c’est a dire locale, régionale ou
généralisé. Depuis sa création, cette classification a beaucoup évolué et les criteres
histologiques se sont affinés avec 1’évolution des techniques d’imagerie. Actuellement les
¢léments clefs de cette classification sont, la taille des tumeurs, la présence de métastases dans

les ganglions lymphatiques ou dans des sites distants. De plus, I’ensemble des critéres pris en
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Caractéristiques Score

Formation de tubules (%)

Majorité des cellules 1
tumorales (>75%)

Degrés modérés (10-75%) 2
Peu de tubules ou absence de 3

tubules (<10%)

Pléomorphisme des noyaux

Noyaux de petites tailles, 1
cellules uniformes

Augmentation de la taille des 2
noyaux modérée

Variation importante de la 3
taille des noyaux

Index mitotique

0-5 (histo) ou 0-1 (cyto) 1
6-10 (histo) ou 2-4 (cyto) p)
>11 (histo) ou > 5 (cyto) 3
Grade 1 (cellules bien 3-5

différenciées)

Grade 2 (cellules 6-7
modérément différenciées)

Grade 3 (cellules peu 8-9
différenciées

Tableau 3: Critéres d’évaluation du diagnostique cytologique du cancer
du sein basé sur la classification SBR.



compte dans cette classification, permet de définir un stade de la maladie (Veronesi et al.,

2006) (tableau 2).

I1.A.3.a.3) Classification SBR

Basé¢ sur I’étude de différentes caractéristiques histologiques et cytologiques, la
classification SBR (Scarff-Bloom-Richardson) permet de définir plusieurs grades du cancer
du sein. L’index mitotique, la taille des noyaux, ’aspect de la chromatine ainsi que
I’architecture des cellules sont des critéres permettant de définir les grades du cancer dans
cette classification. Ces criteres vont permettre d’attribuer un score. L’analyse des
caractéristiques cytologiques des cellules cancéreuses permet de définir leur état de
différenciation. Actuellement, il existe trois grades. Le grade I correspond aux tumeurs les
moins agressives tandis que le grade 3 correspond aux tumeurs les plus agressives (Meyer et

al. 2005) (tableau 3).

Au travers de ces différentes classifications, des facteurs cliniques et pathologiques
sont donc utilis€és en routine afin de catégoriser les cancers du sein chez les patientes.
Neéanmoins, 1’utilité¢ clinique des différentes classifications histologiques est souvent limitée.
En effet, 70% des cancers du sein sont des IDC qui montrent une grande divergence en terme
de sensibilité aux traitements, mais également en terme de comportement clinique entre les
patientes (L1 et al., 2005). On sait depuis longtemps qu’une hétérogénéité moléculaire s’ajoute
a ’hétérogénéité morphologique et histologique des tumeurs. Cette hétérogénéité moléculaire

a une importance fondamentale dans I’orientation du traitement.

I1.A.3.b) Classification moléculaire du cancer du sein

Plusieurs études utilisant des technologies d’analyse du transcriptome et de
séquencage a haut débit dans les tumeurs humaines, ont permis d’établir une taxonomie
moléculaire des cancers du sein (Sorlie et al. 2001)(Sotiriou & Pusztai 2009). Ces analyses
cliniques a grande échelle réalisées dans les différents sous-types histologiques du cancer du
sein, ont révélé une grande hétérogénéité génétique. Le récepteur aux estrogénes (ER), le
récepteur a la progestérone (PR), et le récepteur membranaire HER2 sont les trois

biomarqueurs utilisés pour définir les sous-types moléculaires du cancer du sein. Méme si
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Figure 16 : Classification et caractéristiques des sous-types moléculaires du cancer du sein. Les sous

types moléculaires du cancer du sein se subdivisent en trois groupes majeurs : Triple négatif (basal-like),
HER2 positif, luminale B et luminale A. Les tumeurs triple négatives et HER2+ sont souvent des tumeurs
de haut grade associées a un mauvais pronostic, a l'inverse des tumeurs du type luminale. La
chimiothérapie est le traitement principalement utilisé pour les tumeurs triples négatives. Les tumeurs
HER2+ sont traitées par le trastuzumab, un anticorps bloquant du récepteur HER2. La thérapie
endocrine (tamoxifen) visant a bloquer I'action pro-proliférative du récepteur aux estrogénes, est le
traitment de référence pour les sous-types luminaux.




cette classification en sous types moléculaires évoluent depuis quelques années, elle se base
majoritairement sur le niveau d’expression respectif de chacun de ces trois récepteurs (Gued;

etal. 2012).

I1.A.3.b.1) Les tumeurs luminales A/B

Le premier sous type moléculaire du cancer du sein qualifi¢ de « luminale » exprime
ER et PR, mais ne présente pas ou peu d’expression de HER2 (Dai et al. 2015). Dans ces
tumeurs dites luminales, on retrouve deux sous-groupes, les tumeurs luminales A et les
tumeurs luminale B. Basé sur 1’analyse de [I’expression des biomarqueurs par
immunohistochimie, les tumeurs luminales A sont décrites comme étant ER+ ;PR+ ; HER2-,
tandis que les tumeurs luminales B sont décrites comme étant ER+ ; PR+, HER2+ (Vallejos et
al. 2010). Néanmoins, toutes les tumeurs luminales B n’expriment pas le récepteur HER2
(Cheang et al. 2009). Des analyses transcriptomiques réalisées sur un large série de cancers du
sein, ont révélé un caractere plus agressif des tumeurs luminales B, lié a une expression €levée
de genes pro-prolifératifs par rapport au sous type tumorale A (Sorlie et al. 2001). Cependant,
ces tumeurs luminales représentant environ 65% des cancers du sein, sont généralement de
bon pronostic (O’Brien et al. 2010). En effet, ces tumeurs luminales, et plus particulierement
les tumeurs du sous-type luminale A, répondent trés bien a la thérapie hormonale visant a

inhiber I’activité du RE (Figure 16).

II.A.3.b.2) Les tumeurs HER2 positives et basal-like

Les tumeurs qui surexpriment le récepteur HER2 présentent généralement des
mutations par amplifications au niveau du locus codant pour HER2. Ces tumeurs sont le plus
souvent associées a des hauts grades histologiques, et sont de mauvais pronostic (Sotiriou &
Pusztai 2009). Le traitement de référence est le trastuzumab, un anticorps monoclonale visant

a bloquer I’activité du récepteur HER2 (Maximiano et al., 2016).

Les tumeurs du sous type basal-like sont plus communément appelées tumeurs triple
négatives, car celles-ci n’expriment pas ER, PR et HER2 (Dai et al. 2015). Ces tumeurs sont
caractérisées au niveau moléculaire par une expression importante des cytokératines basales

(CKS5, 6, 14, 17), ainsi qu’une expression faible de BRCA1 (Abd El-Rehim et al. 2005). Tout
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comme dans le cas des tumeurs HER2+, les tumeurs triple négatives sont associées a des

hauts grades histologiques, et sont de mauvais pronostic (Figure 16).

L’¢établissement des profils moléculaires du cancer du sein a permis une avancée
considérable dans la compréhension des mécanismes de progression de la maladie. De plus, la
découverte des acteurs moléculaires majeurs et spécifiques aux différents cancers du sein, a
ouvert la voie au développement de nouvelle approche thérapeutique. C’est pourquoi la prise
en charge des patientes atteintes du cancer du sein, nécessite obligatoirement 1’analyse du
profil histologique combinée a 1’analyse du profil moléculaire des tumeurs, afin de définir au

mieux une valeur pronostic et d’orienter le traitement.

I1.B) Récepteur aux estrogenes alpha (REa) : structure, fonctions et role dans le cancer
du sein

11.B.1) Généralités

La signalisation estrogénique est connue pour jouer un role primordial dans
I’acquisition de la maturité sexuelle, la reproduction et dans un grand nombre de processus
biologiques au sein de différents tissus (Gruber et al., 2002). Néanmoins, des dérégulations de
cette signalisation sont aussi impliquées dans plusieurs cancers tel que le cancer du sein.
L’estrogene le plus actif biologiquement au niveau de la glande mammaire est le 17
cestradiol (E2). La signalisation des estrogenes est relayée dans les cellules, via des
récepteurs nucléaires intracellulaires qui sont les récepteurs aux estrogenes. Deux récepteurs
nucléaires aux estrogénes ont été décrits jusqu’a présent, le récepteur aux estrogénes alpha
(RE), et le récepteur aux estrogenes beta (REf) (Hayashi et al. 2003). Ces deux récepteurs
appartiennent a la superfamille des récepteurs nucléaires aux hormones stéroidiennes

(Mangelsdorf et al. 1995).

11.B.2) Récepteur aux estrogenes : du gene a la protéine

I1.B.2.a) Structure du géne ESR1

L’ADN complémentaire codant pour la forme humaine du récepteur aux estrogenes

(REa cDNA) a été cloné en 1986 (Green et al. 1986). Le géne ESRI codant pour le REa, est
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Figure 17 :Représentation schématique de la structure du géne ESR1, du REa et de ses isoformes. (A)
La structure du gene ESR1 comprend 8 exons (boites rouges) séparés par des introns (ligne noires), qui
sont tous deux représentés a I'échelle sur cette vue schématique. Les lignes verticales montrent la
correspondance entre les régions codante du géne et les domaines fonctionnels du REo. (B) La
localisation des différents domaines du REa est représenté par des boites. La région A/B contient le
domaine fonctionnel AF1. La région C contient le domaine de liaison a I'ADN (DBD). La région D
constitue la région charniére. La région E contient le domaine fonctionnelle AF2. Les structures des
isoformes REa36 et REa46, correspondant a des formes tronquées du REa, sont représentées de
maniére schématique sous la forme totale du REa..




localis¢ sur le chromosome 6g25.1. Son organisation génomique comprend 8 exons qui
s’é¢tendent sur une région de 140kb. Les analyses comparatives des cDNA de différentes
especes, tel que la souris, le rat et le poulet montre que la structure du géne est trés conservée
au cours de I’évolution (Koike et al., 1987). Dans le contexte du cancer du sein, des études de
séquencgage de 1’éxome portant sur de nombreuses tumeurs mammaires, ont montré que la
fréquence des mutations ponctuelles sur le géne ESR/ était faible (Stephens et al. 2012). En
revanche des mutations par amplification sont fréquemment décrites au niveau de la région

chromosomique du gene ESR/ (Vincent-Salomon et al., 2008) (Figure 17A).

I1.B.2.b) Structure protéique et localisation subcellulaire du récepteur aux estrogeénes o

Comme la plupart des récepteurs nucléaires aux hormones, le REa est composé de
plusieurs domaines fonctionnels qui vont agir en synergie, pour réguler D’activité
transcriptionnelle de la protéine. De la partie N-terminale a la partie C-terminale, on retrouve
le domaine N-terminale (NTD), un domaine de liaison a I’ADN (DBD) et un domaine de
liaison au ligand (LBD). Deux domaines d’activation fonctionnelle du RE, qui sont les
domaines AF1 et AF2, sont respectivement localisés dans le NTD et le LBD (Kumar et al.
2011). Le domaine AF1 assure 1’activité transcriptionnelle du RE indépendamment du ligand,
a la différence du domaine AF2 qui nécessite une liaison au ligand. Le LBD va permette
I’ancrage du RE au niveau de I’ADN principalement sur les séquences ERE (Elément de
réponse aux estrogenes), qui résident dans les régions promotrices et activatrices des genes
cibles (Klinge 2001). Le domaine « D » qui suit le DBD constitue une région charniére
(Hinge) dans la structure de la protéine, incluant une séquence de localisation nucléaire
(NLS). Enfin, dans le partie C-terminale, le domaine « F » permet de moduler I’activité

transcriptionnelle du RE (Kumar et al. 2011) (Figure 17B).

Des expériences d’immunofluorescence et de fractionnement cellulaire menées dans
des lignées cellulaires de cancer du sein, ont montré que le REa est majoritairement localisé
dans le noyau des cellules, en présence ou en absence du ligand (Monje et al.,
2001)(Kocanova et al. 2010). De part son activité transcriptionnel intense dans les cellules
mammaires, il est évident que le réle du REa est presque exclusivement restreint aux noyaux
des cellules. Néanmoins, plusieurs isoformes du REa ont été identifi¢ depuis plus d’une

dizaine d’année. Il semblerait que certains d’entre eux jouent un role clef dans le cytoplasme
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des cellules, en induisant une signalisation estrogénique qualifiée de non-génomique (Thomas

& Gustafsson 2015).

I1.B.2.c) Les isoformes du récepteur aux estrogenes o

Plusieurs variants d’épissage et isoformes du REa ont été détectés dans les cellules
mammaires normales et cancéreuses. Les variants du REa dans lesquels certains exons sont
deélétés par rapport a la forme totale (REa66), codent pour des protéines tronquées dont les
fonctions ne sont pas toujours bien établies. Parmi ces formes tronquées du REa, les plus
connus sont les protéines REa36, et REa46 (Thomas & Gustafsson 2015). Du point de vue de
la structure protéique, I’isoforme REa36 a perdu le domaine AF1 ainsi qu’une large portion
du LBD (Wang et al., 2006). Il est principalement localis¢ dans le cytoplasme et a la
membrane cellulaire, au niveau de laquelle il va induire la signalisation non-génomique du
RE en présence ou en absence du ligand(Omarjee et al. 2016). Il a été montré que cet
isoforme semble jouer un réle pro-prolifératif, et induire des résistances a la thérapie
hormonale dans les cancers du sein (Li et al., 2013). L’isoforme REa46 est caractérisé par la
perte de I’exonlA, qui conduit a une forme tronquée du REa dans laquelle la majorité¢ du
domaine AF1 est absent. La transcription de cet isoforme sous le contréle des promoteurs E et
F dans la région 5’UTR, est issu de 1’épissage alternatif de I’exon 1E directement sur I’exon 2
dans la partie codante du géne ESR1 (Flouriot et al., 2000). 11 a ét¢ montré dans des lignées
cellulaires du cancer du sein, comme les MCF7, que cet isoforme est principalement localis¢ a

la membrane des cellules (Marquez & Pietras 2001) (Figure 17B).

11.B.3) Mécanismes d’action du RE

I1.B.3.a) Voie génomique classique dépendante du ligand

Le mécanisme d’action classique du REa dépend de la liaison a son ligand E,. La
liaison de ce dernier au niveau du domaine LBD va entrainer un changement conformationnel
du REa, qui se dissocie alors des protéines chaperones, comme Hsp90, auxquelles il est
associ¢ en absence de stimulation estrogénique. Cette association avec le ligand permet
¢galement la phosphorylation du REa au niveau du domaine AF-1. Les complexes ligand-

récepteur vont ensuite former des diméres, qui dans le noyau des cellules vont se lier au
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niveau des séquences spécifiques ERE, dans la région promotrice des génes cibles. C’est via
son domaine DBD que le REa va interagir avec ces séquences ERE. Lorsqu’il est li¢ aux
séquences ERE, le REa recrute des co-activateurs, ou des co-répresseurs de la transcription
au sein de complexes multi-protéiques qui vont réguler 1’expression de ses genes cibles.
Parmi ces co-répresseurs et co-activateurs transcriptionnels, on retrouve différents facteurs de
transcription ainsi que des protéines impliquées dans la modification des marques d’histones
(Thomas & Gustafsson 2011). Bien que les séquences ERE soient souvent localisées dans la
région proximale du promoteur des geénes cibles, il a ét¢ mise en évidence que le RE peut se
lier fréquemment a des séquences activatrices (Ehnancer), dans des régions distales situées a

plus de 5kb en amont du site d’initiation de la transcription (Carroll et al. 2006) (Figure 18).

I1.B.3.b) Voie génomique indépendante des s€quences ERE

En plus de son action en tant que facteur de transcription passant par la voie
génomique classique dépendante des ERE, le RE est également capable d’interagir avec des
¢léments de réponses d’autres facteurs de transcription, comme ceux de Fos/jun (sites AP-1)
(Kushner et al. 2000), SP-1 (Saville et al. 2000), ou encore NF-kB (Biswas et al., 2005) et
STATS (Fox et al., 2009). Cette propriété du RE permet d’expliquer la régulation estrogéno-
dépendante de nombreux genes, ne contenant pas d’EREs au niveau de leur région
promotrice. Dans ce contexte, le RE agit comme un cofacteur transcriptionnel et ne lie pas

directement I’ADN (Figure 18).

I1.B.3.c) Voie génomique indépendante du ligand

Le REa peut également exercer son activité transcriptionnelle en absence du ligand.
En effet, des récepteurs aux facteurs de croissance tel que I’EGFR ou I'IGFR, induisent des
cascades de phosphorylation impliquant différentes kinases, qui sont capable de phosphoryler

et activer le REa, indépendamment des estrogénes (Thomas & Gustafsson 2011) (Figure 18).

II1.B.3.d) Voie non génomique

Il est connu que plusieurs récepteurs nucléaires, y compris le REa, sont également
localisés au niveau de la membrane plasmique des cellules (Pedram et al. 2006). En plus du

role exercé par le RE dans la régulation transcriptionnelle des génes cibles dans le noyau des
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cellules, celui-ci est également capable d’engendrer une signalisation rapide en interagissant
avec plusieurs effecteurs des voies de signalisation cytoplasmiques localisés a la membrane
plasmique des cellules. Le REa localisé a la membrane plasmique va lier son ligand (E2) lui
permettant d’interagir physiquement avec les protéines G mais aussi différentes kinases, tel
que AKT, Src et PI3K, qui vont engendrer une cascade de phosphorylation en aval (Levin &
Hammes 2016). De maniére intéressante, il a ét¢ montré qu’en plus de la forme totale REa-
66, plusieurs formes tronquées de ce dernier, localisées en dehors du noyau des cellules
existent dans différents organes. Il a notamment été rapporté que les isoformes REa-46 (Li et
al. 2003) et REa-36 (Omarjee et al. 2016) sont localisés a la membrane plasmique dans
plusieurs lignées cellulaires du cancer du sein. Dans plusieurs lignées cellulaires du cancer du
sein, 1’isoforme REa-36 est capable d’activer les voies de signalisation MAPK/ERK et
AKT/PI3K en réponse a une stimulation par les estrogénes, qui vont en retour augmenter la
prolifération cellulaire et inhiber ’apoptose (Rao et al. 2011). L’isoforme REa-46 est
¢galement impliquée dans les effets membranaires du récepteur, plus particulierement dans
les cellules endothéliales humaines. En effet, dans le contexte endothélial, le REa-46 est
notamment capable de former un complexe moléculaire a la membrane plasmique incluant c-
Src, PI3K, AKT, et eNOS pour induire une signalisation estrogénique rapide notamment

impliqué dans le processus de cicatrisation endothéliale (Kim & Bender 2009)(Adlanmerini et

al. 2015).

11.B.4) Hormonothérapie : ciblage du RE dans le traitement du cancer du sein

Les principaux traitements du cancer du sein sont, en fonction de 1’avancement de la
maladie sont la chirurgie, la radiothérapie, I’hormonothérapie et la chimiothérapie. Comme
nous avons pu le voir précédemment, les cancers du sein positif pour le RE sont les plus
fréquemment observés. Dans ce sous type ER+, le développement du cancer du sein est
largement associé a I’activité du RE (Group 2002). En réponse aux hormones stéroidiennes, le
RE va réguler positivement ou négativement 1’expression d’un grand nombre de génes, ce qui
va conduire a une prolifération aberrante des cellules cancéreuses. C’est la raison pour
laquelle, le RE est une cible majeure dans le traitement du cancer du sein. Cette approche

thérapeutique visant a inhiber I’action du RE et des estrogénes, est plus communément
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appelée thérapie endocrine ou hormonothérapie. Le ciblage de 1’activité des estrogénes et du
RE peut se faire a différents niveaux. C’est pourquoi, différentes thérapies endocrines sont

approuvées dans le traitement du cancer du sein (Ignatiadis & Sotiriou 2013).

Plusieurs molécules anti-estrogéniques regroupées sous le terme SERMs (Selective
Estrogen Receptor Modulator), vont permettre de bloquer 1’action du RE dans les cellules
cancéreuses (Maximov et al., 2013). Depuis le début des années 70, un anti-estrogéne connue
sous le nom générique de Tamoxiféne, est utilisé¢ dans le traitement du cancer du sein en vue
de bloquer I’action du RE. Il s’agit donc d’une référence en terme de thérapie endocrine
depuis plus de trente ans, pour les patientes ayant un cancer du sein ER+. Son efficacité a été
prouvée durant toutes ces années dans les cancers du sein, aussi bien a des stades précoces
que tardifs. La forme médicamenteuse administrée aux patientes la plus couramment utilisée
est le Novaldex ® (Clemons et al., 2002). Ces derniéres années, plusieurs analogues du
tamoxifene, tel que le raloxiféne et le torémiféne, ont permis d’améliorer 1’efficacité
thérapeutique de ces SERMs (Maximov et al. 2013). Toujours dans le cadre de
I’hormonothérapie, les anti-aromatases vont bloquer la synthése des estrogenes, constituant
une autre alternative thérapeutique dans les cancers du sein ER+ (Ma et al., 2015). Enfin une
derniere classe de molécules appelée SERDs (Selesctive Estrogen Receptor Downregulator),
tel que le fluvestrant ®, vont permettre de diminuer I’expression du RE, afin de réduire son

activité (McDonnell et al., 2015) (Figure 19).

Malgré ce large éventail thérapeutique dans le traitement des cancers du sein ER+, les
mécanismes de résistance a I’hormonothérapie sont plus que fréquents (Hart et al. 2015). De
manicre étonnante, dans la plupart des cancers du sein résistant a I’hormonothérapie, le RE est
toujours actif et continue d’étre exprimé. Plusieurs études ont montré que cette persistance de
la signalisation estrogénique, implique de nombreux mécanismes, dont l’augmentation
d’expression du RE lui-méme et de ses co-activateurs, ou encore son interaction fonctionnelle
avec différentes voies de signalisation altérées dans le cancer du sein (Osborne & Schiff
2011). Plusieurs mutations dans le géne ESRI sont également considérées comme des
biomarqueurs prédictifs de résistance a 1’hormonothérapie. En effet, il a notamment été
montré récemment que la fréquence des mutations de ESR/ est faible dans les tumeurs
primaires, alors qu’elle est plus importante dans les cancers métastatiques, suggérant ainsi une
expansion clonale des cellules présentant des mutations dans le géne ESR/ suite au traitement

anti-hormonal (Wang et al. 2016). De plus, il est également connu que la perte d’expression
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Figure 20 : Organisation génomique de la région promotrice du geéne ESR1 selon la nomenclature de
Ros et al, 2001. Représentation schématique de la localisation génomique des différents promoteurs
(fleches), et des exons en amont (boites) dans la région 5’-UTR du gene ESR1. A chacun des exons a été
attribué une lettre capitale, plus un numéro pour E1 et E2 . Les exons A, B, C et D et leur promoteur
respectif constitue la partie proximale du promoteur de ESR1. Lexpression des exons Tl et T2 est
restreinte aux testicules, tandis que celle des exons E1 et E2 a été décrite comme spécifique au foie. Le
chiffre indiqué en dessous de chaque exon représente la distance en paire de bases (pb) par rapport au
site d’initiation de la transcription +1. La distance entre les différents exons est annotée en kilobases
(kb). Tous les exons de la partie 5’-UTR annotés sur ce schéma subissent un épissage alternatif a partir
d’un site d’acceptation d’épissage localisé a 163 pb en aval du site d’initiation +1 de la transcription.
Modifié d’aprés Ros et al, 2001.




du RE au cours de la progression tumorale est un mécanisme de résistance a
I’hormonothérapie. Cette conversion d’un statut ER+ vers un statut ER- doit étre pris en
considération dans le choix du traitement, car une étude montre qu’elle a été observée dans 15
a 20% des cancers du sein métastatiques résistants a 1’hormonothérapie (Hoefnagel et al.
2012). I1 est donc primordial de mieux comprendre les mécanismes qui régulent 1’expression

du REo.

I1.C) Régulation de I’expression du récepteur aux estrogénes o

L’altération du niveau d’expression du RE constitue une étape importante dans le
développement du cancer du sein, et influence la réponse aux traitements anti-hormonaux. La
concentration intracellulaire du RE résultent de la balance entre synthése et dégradation de ce
dernier (Nonclercq et al., 2004). De plus, de nombreux facteurs de transcription et facteurs
épigeénétiques sont impliqués dans la régulation de I’expression du RE. Je détaille par la suite
les différents mécanismes par lesquelles ces différents facteurs vont réguler I’expression du

RE au niveau de sa région promotrice.

11.C.1) Organisation génomique du promoteur du genes ESR1

Le géne humain ESR/ est une large unité génétique qui s’étend sur une région de 300
kb, incluant la région codante de 140 kb contenant les 8 exons qui vont définir les domaines
structuraux et fonctionnels du REa (Ponglikitmongkol et al., 1988). Méme si 1’organisation
de la région codante du gene ESRI est clairement décrite depuis longtemps, la région
promotrice en amont de I’exon 1 présente une organisation complexe. Différentes analyses de
criblage et de séquengage de banques d’ADNc, issues de lignées cancéreuses du sein et de
différents tissus, ont identifi¢ de nouveaux ARNm du REa dont la taille varie dans la région
5’UTR (Grandien 1996)(Thompson, 1997)(Flouriot 1998). Ces différents ARNm sont issus
de I’épissage alternatif de plusieurs exons localisés dans la région 5’-UTR du géne ESRI. Ces
données ont suggéré qu’il existait donc différents promoteurs alternatifs dans cette région 5°-
UTR controlant D’épissage et 1’expression des transcrits du REa (Ko§ et al., 2001).
Néanmoins dans la littérature, de nombreuses discordances existent dans les terminologies
utilisées, pour définir ces séquences promotrices en 5° du gene ESRI. En 2001, Kos et al ont
suggéré une nomenclature générale inspirée des différentes études portant sur le promoteur de

ESRI (Kos et al. 2001). 11 est accepté que la transcription du géne ESR/ est régulée par au
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Figure 21 : Mécanismes épigéntiques régulant I'expression du REa. (A) Modele de régulation
épigéntique de ESR1 selon lequel pRb2/p130 recrute HDAC1, SUV139H1 et une histone acétyle-
transférase p300/CBP au niveau du promoteur proximal du REa dans les cellules ER+. Ce complexe
permet l'acétylation des marques d’histones, qui entraine une ouverture de la chromatine et le
maintien de I'expression de ESR1. Dans les lignées cancéreuses négatives pour le REa, ce complexe
recrute la méthyle transférase DNMT1 qui modifie I'activité du complexe, entrainant une déacétylation
des marques d’histones et une augmentation de la méthylation de I'ADN su le promoteur du gene ESR1.
La structure chromatinienne devient alors plus compact, ce qui réprime I'expression du REa. (B) En
réponse a la stimulation par les estrogénes, un complexe entre mSin3A et le REa est recruté sur le
promoteur proximal du géene ESR1 autour du site d’initiation +1 de la transcritption pour réprimer
I'expression du RE.




moins sept promoteurs présents dans différents transcrits, dont la région 5’-UTR (Figure 6).
De plus, des études ont montré que 1’expression de ces différents variants d’épissage du REa

semble étre spécifique a certains tissus (Kos et al. 2001)(Figure 20).

En accord a cette complexité structurale du promoteur de ESR/, il n’est pas surprenant
qu’un grand nombre de facteurs affectent I’expression du REa dans le cancer du sein. Il a été
montré que la signalisation hormonale, plusieurs facteurs de transcription ainsi que des

effecteurs épigénétiques sont impliqués dans la régulation de 1’expression du REa.

11.C.2) Régulation épigénétique de |’expression du REa

La méthylation de I’ADN fait partie des mécanismes impliqués dans la régulation de
I’expression du REa. 11 a ét¢ mis en évidence en premier lieu, que I’absence d’expression du
RE dans les lignées cancéreuses mammaires ER-, était di & une hyper méthylation des ilots
CpG localisés en 5° du géne ESRI (Ottaviano et al. 1994). 11 a été suggéré tres tot que cette
hyperméthylation anormale conduisait a une inactivation transcriptionnelle du REa, a
I’origine de la résistance au traitement anti-hormonale (Lapidus et al. 1998). Par la suite les
mécanismes moléculaires de cette hyperméthylation ont été¢ mise en évidence. Il a notamment
¢été montré que ['utilisation du 5-aza-2’-cytidine (5-aza-dC) qui inhibe ’action de la méthyl-
transférase DNMT1 (DNA methyl-transférase 1) entrainait une déméthylation au niveau du
promoteur de ESRI dans des lignées cancéreuses du sein (Ferguson et al., 1997). De plus,
’utilisation de cet inhibiteur 5-aza-dC dans la lignée cancéreuse mammaire ER-, MDA-MB-

231, permet de ré-exprimer le REa (Ferguson, 1995).

La déacétylation du promoteur de ESR/ est également impliquée dans la régulation de
I’expression du REa. Il a d’abord ét¢ mis en évidence que le traitement de lignées
cancéreuses mammaires ER- avec la TSA (trichostatin A), un inhibiteur des HDAC:sS,
entrainait une augmentation d’expression des ARNm du RE (Yang et al., 2000). Par la suite,
Kawai et al, ont montré que la surexpression de la déacétylase HDACI1 dans la lignée de
cancer du sein ER+ MCF7 , diminuait 1’expression du REa (Kawai, 2003). Par la suite,
I’occupation de deux complexes multimoléculaires impliquant HDACT, a été mis en évidence
sur le promoteur du géne ESRI. Macaluso et al, ont montré que les complexes moléculaires

pRb2/p130-E2F4/5-HDACI-SUV39H1-p300 et  pRb2/p130-E2F4/5-HDACI1-DNMT]1-
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SUV39HI1 régulaient I’expression du REa dans les cellules MCF7 (Macaluso, 2003). Ces
complexes moléculaires lient une boite de liaison du facteur E2F sur le promoteur de ESR/,
située 100 a 200pb an amont du site d’initiation +1 de la transcription (Macaluso et al., 2007).
Ces complexes impliquant une compétition entre des HATs, des HDACs et des DNMTs, vont
modifier les marques d’acétylation des histones et de méthylation de I’ADN sur le promoteur
de ESRI, pour activer ou réprimer son expression. Enfin, une autre €tude montre qu’un
complexe dans lequel la protéine d’échafaudage mSin3A associ¢e a HDACI et au REaq,
occupe le promoteur de ESRI au niveau du site d’initiation +1 de la transcription (Ellison-
Zelski et al., 2009). L’implication de ce complexe dans la modification des marques histones
n’est pas clairement établie, mais il semblerait que celui-ci entraine une diminution de
certaines marques d’acétylation (AcH3K 14), et une augmentation des marques de méthylation
(H4K20me3). De plus, il a ét¢ montré que la liaison de ce complexe répressif sur le promoteur

proximal de ESR] était dépendante de la signalisation estrogénique (Ellison-Zelski, 2009).

Toutes ces études montrent le role prédominant des HDACs et des DNMTs dans la
régulation de I’expression du REa. Il a donc été suggéré que ces différentes enzymes
pourraient étre des cibles thérapeutiques intéressantes. L’entinostat (ENT), un inhibiteur des
HDACSs, a montré son efficacité dans le cancer du sein, in vitro et in vivo chez la souris

(Sabnis et al. 2011) (Figure 21).

11.C.3) Facteurs de transcription impliqués dans la régulation de [’expression du REa

Plusieurs facteurs de transcription régulant I’expression du REa, ont été identifiés
pour occuper le promoteur de ESRI. Ces facteurs de transcription peuvent réguler
I’expression du REa de maniére directe en interagissant avec des séquences consensus au
niveau de I’ADN, ou ils peuvent également permettre le recrutement de complexe

épigénétique (Figure 22).

Parmi ces facteurs de transcription, il a été montré que la protéine MTA1 (metastasis
associated protein 1), connue pour étre surexprimée dans les cancers du sein métastatiques,
joue le role de régulateur transcriptionnel du REa. En fonction du contexte cellulaire, MTA1
peut réguler positivement ou négativement la transcription du REa. Dans la lignée cellulaire

ER+ MCF7, MTAL s’associe au facteur de transcription TFAP2C pour réguler positivement
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Figure 22 : Facteurs de transcription impliqués dans la régulation de I'expression du REa. (A)
[llustration schématique des mécanismes moléculaires par lesquelles le facteur de transcription MTA1
régule I'expression du REa. dans les cellules ER + et ER-. (B) Modéle hypothétique selon lequel GATA3
régulerai positivement I'expression du Rea, en recrutant un complexe multiprotéique incluant le REa et
p300 au niveau de deux séquences activatrices dans la région distale du promoteur de ERS1, en
réponse aux estrogeénes.




I’expression du REa. Ces facteurs de transcription semblent occuper la partie proximale du
promoteur et I’exon 1 du géne ESRI. En revanche, dans la lignée cellulaire ER- MDA-MB-
231, MTAI1 et IFI16 forme un complexe répressif contribuant a la perte d’expression du
REq, et conduisent a I’acquisition d’une résistance au traitement anti hormonale (Kang et al.
2014). 11 a ét¢ montré que MTA1 était capable d’interagir avec plusieurs membres de la
famille des HDACs (Reddy et al. 2012). C’est pourquoi, Kang et al, émettent ’hypothese que
cette régulation de I’expression de ESRI dépendante de MTAI1, pourrait faire intervenir des

complexes protéiques impliqués dans la modification des marques d’acétylation des histones.

Le facteur de transcription GATA3, dont I’expression est fortement corrélée a celle du
REa dans les cancers du sein, joue ¢également un réle crucial dans le maintien de 1’expression
du REa (Lacroix & Leclercq 2004). Eeckhoute et al, ont montré que dans la lignée ER+
T47D, GATA3 était capable de se lier au niveau d’une séquence activatrice (Enhl) dans la
région distale du promoteur du géne ESR/ (Eeckhoute et al. 2007). De plus, il semblerait que
cette régulation positive de D’expression du REa soit dépendante de la signalisation
estrogénique. Dans cette étude, il est montré qu’il existe une boucle de rétrocontrole positif
par laquelle le REa et GATA3, maintiennent tous deux leur niveau d’expression. Il a
¢galement ¢t€¢ mise en évidence que le suppresseur de tumeur p53 est capable d’occuper le
promoteur proximal du géne ESRI pour permettre de maintenir I’expression de ce dernier
(Shirley et al. 2009). Tout comme pour GATA3 et le REq, la perte d’expression de p53 dans
le cancer du sein correle avec un mauvais pronostic (Mair et al. 2016). Deux autres facteurs
de transcription de la famille FOX (Forkhead box), FOXO3A et FOXMI, semblent coopérer
pour réguler I’expression du REa (Guo & Sonenshein 2004)(Madureira et al. 2006).

L’implication du facteur de transcription TWIST dans la régulation de 1’expression du
REaq, a également été rapportée (Vesuna et al. 2012). Le facteur de transcription TWIST lie le
promoteur du REa, et permet le recrutement d’un complexe multiprotéique incluant 1’histone
déacétylase HDACI1, et I’ADN méthyle-transférase DNMT3B. Ces deux facteurs
épigénétiques vont contribuer a la compaction de la chromatine dans la région promotrice, et

ainsi diminuer la transcription du REa.
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Comme nous avons pu le voir, de nombreuse protéines impliquées dans la
modification des marques d’histones, la méthylation de I’ADN, et plusieurs facteurs de
transcription régulent I’expression du REa. Des études ont montré que la perte d’expression
du RE dans les cancers du sein métastatiques, préalablement traités par hormonothérapie, est
un phénoméne courant (Kuukasjarvi et al.,1996)(Broom et al. 2009). Cette diminution
d’expression du RE dans les métastases par rapport a la tumeur primaire constitue un facteur
de mauvais pronostic. C’est pourquoi, il est donc important de comprendre les mécanismes et
d’identifier les facteurs a I’origine de cette diminution d’expression du RE. De plus, d’autres
mécanismes, tel que les modifications post-traductionnelles du REa sont ¢galement impliqués

dans les dérégulations de son expression (Le Romancer et al. 2011).

IIT) Géne MENT1 et Syndrome des Néoplasies Endocriniennes Multiples de
type 1

ITI.A) Généralités

Le syndrome des néoplasies endocriniennes multiples de type 1, plus communément
appelées syndrome des NEM1 (OMIM#131100), est une maladie héréditaire qui se
caractérise par I’apparition de tumeurs dans différents organes endocrines, tel que les glandes
parathyroides, le pancréas endocrine et 1’antéhypophyse (Brandi et al. 2001). La prévalence
est d’environ 1/30 000 personnes. Ce syndrome familiale se transmet au cours des différentes
générations sur un mode autosomique dominant. Néanmoins, le syndrome peut aussi se
développer de maniere sporadique. Il est di a des mutations dans le géne suppresseur de
tumeur MENI. Plus rarement, d’autres 1ésions endocrines ou non peuvent aussi survenir dans
le cas de ce syndrome NEMI, incluant des tumeurs des corticosurrénales, carcinoides des
bronches, du tube gastro-intestinal et du thymus, ainsi que des lipomes, des angiofibromes et

des collagénomes (Falchetti et al. 2009) (Tableau 4).
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Syndrome MEN1

Tumeurs endocrines Pénétrance Tumeurs non-endocrines Pénétrance
Hyperparathyroidie 90-100% Angiofibromes faciaux 85%

Tumeurs gastro-entéro- Collagénomes faciaux 70%
pancréatiques :

Lipomes 30%
-Gastrinomes 40%
-Insulinomes 10% Léiomyomes 10%
-Non-fonctionnelles 20%
-Glucagonome, VIPomes, 2% Méningiomes 5%
Somatostatinomes

Ependydomes 1%
Adénomes antéhypohysaires :

Phéochromocytomes <1%
- Prolactinomes 20%
- Autres (GH, ACTH, Non 17%

fonctionnels)

Tumeurs endocrines
associées

Tumeurs corticosurrénaliennes 25%

Tumeurs carcinoides
neuroendocrines :

Gastriques 10%
Thymiques 2%
Bronchiques 2%

Tableau 4: Atteintes cliniques associées au Syndrome MEN1, et pénétrance estimée des lésions a l'age
de 40 ans. Inspiré de Brandi et al, 2001.



II1.B) Atteintes cliniques : les tumeurs endocrines

II1.B.1) Tumeurs des glandes parathyroides

Les atteintes parathyroidiennes constituent la premiére manifestation de la maladie
chez une majorité des patients atteints du syndrome des NEM1 (90%) (Falchetti et al. 2009).
On peut parler d’une pénétrance quasi compléte dans le cas des atteintes des glandes
parathyroidiennes, chez I’homme comme chez la femme. L.’age d’apparition de ces Iésions est
trés précoce, car c’est généralement entre 10 et 25 ans que se manifeste une
hyperparathyroidie asymptomatique (Piecha et al., 2010). L hyperparathyroidie va ensuite
progresser lentement. Ce n’est généralement qu’apres 50 ans que ces 1ésions bénignes vont se
manifester d’un point de vue clinique, associée notamment a une hypercalcémie. L approche
thérapeutique admise est généralement la parathyroidectomie. Ces tumeurs n’évoluent que
dans de rare cas en carcinomes qui vont présenter des capacités invasifs et métastaser (Sato et

al. 2000).

111.B.2) Tumeurs hypophysaires

Des atteintes hypophysaires vont se produire chez 15 a 40% de patients atteints du
syndrome NEMI1 (Falchetti et al. 2009). Il est important de noter que ces Iésions a
I’hypophyse touchent plus les femmes que les hommes. Ce sont généralement les tumeurs
hypophysaires qui engendrent les premiers symptomes cliniques du syndrome des NEM1
(Syro et al. 2012). L’hypophyse est composé¢ de plusieurs contingents cellulaires qui
produisent et sécretent une large gamme d’hormones différentes (PRL, GH, ACTH,...),
donnant lieu a différents types de tumeurs mono ou multi-hormonales et plus ou moins
différenciées. Dans le cas du syndrome des NEMI1, il est estimé que 65 a 85% des tumeurs
sont des macroadénomes hypophysaires plurihormonaux, majoritairement des prolactinomes

(Syro et al. 2012)(Verges et al., 2014).

111.B.3) Tumeurs gastro-entéro-pancréatiques

Ces tumeurs gastro entéro pancréatiques (GEP) incluent les tumeurs neuroendocrines
de I’estomac, du duodénum, du pancréas et du tractus intestinal (Kloppel et al., 2004). Parmi
les tumeurs GEP les plus fréquemment observées dans le cas du syndrome MENI, on

retrouve les gastrinomes et les insulinomes qui se développent respectivement chez environ
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40% et 20% des patients (Falchetti et al. 2009). D’autres tumeurs tel que les glucagonomes,
somatostatinomes et VIPomes, sont observées beaucoup plus rarement, dans moins de 2% des
cas (Wong et al., 2000). Ces tumeurs sont complexes, car en fonction de leur statut de
différenciation, elles vont entrainer une sécrétion plus ou moins importante d’hormones, a

I’origine de différents symptomes cliniques.

III.C) Le géne MEN1

Le géne MENI, géne de prédisposition au syndrome des NEM1, a été identifié pour la
premicre fois en 1997 par clonage positionnel (Chandrasekharappa et al. 1997). Ce gene
localisé sur le chromosome 11q13, est considéré depuis longtemps comme un suppresseur de
tumeur dans les organes endocrines. Néanmoins, depuis plus d’une dizaine d’année le rdle de
ce gene s’est réveélé beaucoup plus complexe en dehors du champ des organes endocrines. En
effet, il est clairement établi que celui-ci va jouer un role oncogénique dans les leucémies. De
plus comme nous le verrons par la suite, son role dans la tumorigénese d’autres organes, tel

que la glande mammaire et la prostate émerge, mais reste encore tres controversé (Figure 23).

1I1.C.1) Evolution et conservation entre les especes

Le géne MENI est largement conservé entre les espéces chez les mammiféres, et
notamment entre ’homme et la souris (Guru et al. 1999). Les fortes similarités de séquence
entre I’homme et la souris sont appuyées par le fait, que ’invalidation du géne Men/ a 1’état
hétérozygote (Menl o ") chez la souris, phénocopie le syndrome NEM1 observé chez ’homme
(Crabtree et al. 2001)(Bertolino et al., 2003). De plus, des orthologues du géne MENI sont
présents chez le zebrafish (Manickam et al. 2014) et Drosophila Melanogaster (Guru et al.
2001). En revanche le géne est absent chez Saccharomyces cerevisiae et Caenorhabditis
elegans, suggérant qu’en terme d’évolution des espéces, ce géne est relativement « jeune ».
Cependant, malgré 1’origine récente de ce géne, il est indispensable a la vie. En effet les souris
nullyzygotes pour le géne Menl (Menl”") meurent prématurément au cours du développement
embryonnaire entre E11.5 et E13.5, associé a des atteintes dans de multiples organes

(Bertolino et al., 2003).
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111.C.2) Les transcrits du gene MEN1

Le géne MENI qui s’étend sur une région de 7,2 kb, est composé de 10 exons. Le
premier exon, ainsi que la partie distale de I’exon 10 sont des régions non-codantes du gene.
La séquence codante du gene MENI est composée au total de 1830 pb. Deux transcrits du
gene MENI ont été identifiés chez ’homme. Un premier transcrit de 2,8 kb est exprimé dans
la plupart des organes, 1’autre transcrit de 4,2 kb est exprimé spécifiquement dans le thymus et
le pancréas (Lemmens et al. 1997). Chez la souris, le géne Menl est localisé sur le
chromosome 19, et présente une organisation intron-exon similaire a celle retrouvée chez
I’homme. Chez la souris, deux transcrits différents du géne Men! ont ét¢ identifiés (2,8 et 3,2
kb). Ces deux transcrits sont exprimés dans la plupart des tissus a 1’exception du tissu

musculaire squelettique (Stewart et al. 1998).

111.C.3) Les mutations du gene MEN1

Jusqu’a présent plus de 1000 mutations germinales et 200 mutations sporadiques du
gene MENI ont été identifiées, au travers des nombreuses études cliniques réalisées chez les
patients NEM1 (Lemos et al, 2000). Des LOH conduisant a la perte du géene MENI sont
presque systématiquement observées dans les tumeurs développées chez les patients NEM1
mais aussi dans les tumeurs sporadiques (Lubensky et al. 1996). De plus, des analyses
récentes du séquencage de 1’éxome, portant sur une large série de tumeurs neuroendocrines
pancréatiques, ont mis en évidence que le gene MENI était muté dans plus de 40% des
tumeurs analysées (Jiao et al. 2011). En accord avec la fonction oncosuppressive du gene
MENI, ces mutations sont largement décrites comme des mutations inactivatrices.
Néanmoins, méme si un grand nombre de mutations du géne MENI ont été décrites, aucune
corrélation entre génotype et phénotype n’a pu étre établie (Wautot et al. 2002). Cette
difficulté a établir une corrélation entre le statut mutationnel du géne MEN] et le phénotype
affich¢ chez le patient, réside trés probablement dans la difficult¢ a comprendre le role

biologique de la protéine menin, codée par le géne MENI.

63






II1.D) Implication du géne MENI dans les tissus hormono-dépendants

111.D.1) Syndrome NEM1 et prédisposition au cancer du sein

En 2014 a ¢été publié un article, montrant que les patientes atteintes du syndrome
NEMI présentaient un risque certes faible mais significatif de développer un cancer du sein
par rapport a la population générale (Dreijerink et al., 2014). Cette ¢tude a ét¢ menée sur trois
grandes cohortes de patientes atteints du syndrome NEM 1, incluant un total 675 individus. Il
s’agit donc ici d’une étude robuste, de laquelle il ressort concrétement que les mutations du
gene MENI prédisposent les patientes au cancer du sein. Car en effet, ils ont pu mettre en
¢vidence une diminution d’expression de menin par des analyses immunohistochimiques
dans un nombre significatif (8/10) de cancers du sein développées chez les patientes NEM1,
dans une cohorte allemande. De plus, des analyses de séquencage de I’ADN issues des
tumeurs du sein des patientes NEMI1, ont révélé des LOH fréquentes au niveau du locus
codant pour le géne MENI. Jusqu’a la publication de cette étude, seulement quelques cas
isolés de patientes NEM1 avaient été rapportés comme ayant un risque plus important de

développer un cancer du sein (Honda et al. 2004)(Naito et al. 2006).

Ces données obtenues chez la femme viennent conforter les résultats précédemment
obtenus par notre groupe sur le role oncosuppressif du géne MENI dans le cancer du sein. Il a
¢té montré auparavant que les souris hétérozygotes Menl " développaient des cancers du sein
a des ages avances, dans lesquelles ’expression du gene Men! était perdue (Bertolino et al.,
2003). Par la suite, Seigne et al, ont montré que I’invalidation du géne Men! spécifiquement
dans les cellules épithéliales de la glande mammaire chez la souris, conduit au développement
de lésions précancéreuses, appelés néoplasies intraépithéliales mammaires (Seigne et al.
2013). Trés récemment, une ¢tude de séquencage portant sur une large série de 560 cancers du
sein, a révélé des mutations sporadiques du gene MENI, décrites comme des « driver
mutation » (Nik-Zainal et al. 2016). Néanmoins, il est important de souligner que la fréquence

des mutations du géne MEN] est trés faible dans les cancers du sein humain.

111.D.2) Emergence du role du gene MENI dans le cancer de la prostate

Les mutations du géne MENI sont également de plus en plus considérées dans le

cancer de la prostate. Il y a une dizaine d’année, notre groupe avait considéré le role du gene

64






MENI dans le cancer de la prostate. En effet, Seigne et al ont montré que 12,8% des souris
hétérozygotes Menl™ parmi une cohorte de 47 souris, développaient des cancers de la
prostate au dela de 18 mois (Seigne et al. 2010). Plus précisément, dans les souris Menl ™"
analysées, il a ét€¢ mise en évidence la présence de 2 adénocarcinomes et 4 carcinomes in Situ,

présentant tous une diminution drastique de I’expression de menin.

Dans le contexte du syndrome NEM 1, peu de données sont disponibles concernant une
possible association entre le syndrome et la prédisposition a développer un cancer de la
prostate. Une seule étude clinique révele que dans une famille allemande, certains patients
présentant un passé d’hyperparathyroidie ont développé des tumeurs atypiques, avec parmi
celles-ci des tumeurs de la prostate chez les hommes de la famille (Perakakis et al. 2016). En
revanche, de manicre intéressante, une é¢tude du séquencage de 1’éxome réalisée sur une série
de 147 CRPC a révélé une mutation ponctuelle sporadique du gene MENI (Grasso et al.
2012).

Les données concernant les mutations du gene MENT1 dans le cancer de la prostate et
du sein sont encore tres rares dans la littérature. Néanmoins, plusieurs indices issus de I’étude
des modeles murins et des analyses de séquencage réalisées chez ’homme, indiquent qu’il
semble intéressant de se pencher sur le role du géne MENI dans la cancérogénése de la

prostate.

IILLE) La protéine Menin

IIL.E.1) Généralités

Le géne MENI code pour une protéine nommée menin. Menin est une protéine
composée de 610 acides aminés dont la séquence est conservée de la drosophile a I’homme.
La protéine menin est exprimée de fagon ubiquitaire dans la plupart des tissus et lignées
cellulaires, aussi bien endocrines que non endocrines, au cours du développement
embryonnaire et de la vie adulte, chez I’homme (Wautot et al.,2000) et la souris (Stewart et al
1998 ©). La localisation de la protéine menin est majoritairement nucléaire, méme si
plusieurs études ont rapporté que la protéine menin peut aussi étre localisée dans le

cytoplasme ainsi qu’a la membrane cytoplasmique des cellules, en témoigne ces différents
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Figure 23 : Structure de la protéine menin. Représentation schématique des différents motifs de la
protéine menin.




partenaires impliqués dans les grandes voies de signalisation cellulaires (Matkar et al.,

2013)(He et al. 2016).

Les roles biologiques joués par la protéine menin dans 1’organisme sont nombreux et
complexe. Il a notamment ét¢ montré que la protéine menin joue un réle crucial dans différent
processus cellulaire tel que, I’hématopoi¢se, I’adipogénese, la myogénése, ou encore
I’ostéogénése. Dans le contexte du syndrome NEMI, il est clairement établi que la protéine
menin joue un réle anti-tumoral aussi bien dans les cellules endocrines, que dans les cellules
non endocrines. Néanmoins, en dehors du contexte endocrine, les connaissances autour des

fonctions jouées par cette protéine sont encore parfois controversées.

II1.E.2) Structure de la protéine

Méme si la protéine menin ne présente aucune homologie de séquence avec une autre
protéine connue, elle possede néanmoins des motifs protéiques que 1’on peut qualifier de
communs (Figure 23). Parmi ces motifs on retrouve :

-Des séquences de localisation nucléaire appelées NLS. Parmi ses NLS, deux séquences NLS
dites classiques, NLS1 et NLS2, ont été identifiées dans la partie C-terminale de la protéine,
et semblent étre indispensable a sa localisation nucléaire. Toujours dans cette méme région C-
terminale, un domaine NLS dit accessoire, NLSa, a également ét¢é identifi€. Via ces séquences
NLSs, menin est capable d’interagir directement avec 1I’ADN, indépendamment de la
séquence d’ADN, sans motif particulier (La et al. 2006).

-Deux séquences fonctionnelles d’export nucléaire, appelés NES. La premiere séquence NES
(NEST) s’étend des acides aminés 33 a 41 dans la séquence humaine et murine de la protéine,
et la deuxieéme séquence NES (NES2) est comprise entre les acides aminés 258 et 267. Ces
séquences permettant a la protéine de naviguer entre le noyau et le cytoplasme de la cellule,
pourrait en partie expliquer sa localisation cytoplasmique.

-Un domaine SID (mSin3A-interacting domain), qui s’étend des acides aminés 371 a 387.
Celui-ci permet D’intéraction entre menin et mSin3A, un corépresseur transcriptionnel
recrutant les histones déacétylases HDACs.

-Un motif LXXLL, acides aminés 263 a 267. Ce type de motif est présent sur un large nombre
de facteur de transcription et de cofacteur, permettant de réguler positivement ou

négativement 1’activité transcriptionnelle. Dans le cas de la protéine menin, il a été rapporté
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que ce domaine lui permet d’interagir avec le récepteur aux estrogénes, un récepteur nucléaire
jouant un role prépondérant dans la cancérogéneése mammaire.
-Cings sites prédits caractéristiques d’une activité guanosine triphosphatase (GTPase

2

nommés G1 a GS5.

II1.E.3) Menin au cceur de la régulation transcriptionnelle

Initialement, I’absence d’homologie avec aucune autre protéine connue, n’a pas
permis de définir clairement les fonctions cellulaires de cette protéine menin. C’est la raison
pour laquelle, de nombreux efforts ont été¢ consentis pour identifier les partenaires de menin,
dans le but de mieux comprendre le réle joué par cette protéine. Beaucoup de partenaires de
menin ont €té¢ identifiés ces vingt dernieéres années. Ces partenaires de menin peuvent étre
classés en quatre grandes catégories: les activateurs transcriptionnels, les répresseurs
transcriptionnels, les effecteurs des voies de signalisation et les protéines impliquées dans le
maintien de la structure de la cellule. Méme si ’identification de tous ces partenaires ont
permis d’avancer dans la compréhension des fonctions cellulaires de menin, son rdle reste
néanmoins complexe dans la tumorigénese des différents organes. De plus, il a ét€ montré que
menin est distribué de maniere large sur le génome, ou cette protéine interagit sur des milliers
de sites différents de la chromatine (Scacheri et al. 2006). C’est pourquoi, il est clairement
¢tabli aujourd’hui, que menin joue le réle de protéine d’échafaudage, au sein de plusieurs

complexes protéiques régulant positivement ou négativement I’expression génique.

[II.E.3.a) Menin : un acteur majeur du complexe MLL/COMPASS-like

Une étude de purification de protéines in vitro dans une lignée érythroleucémique
(cellules K562), a permis de mettre en évidence pour la premiére fois en 2004, une interaction
physique entre menin et les membres du complexe MLL/COMPASS-like (Yokoyama et al.,
2004). Cette interaction a laissé suggérer que menin jouait un role d’activateur
transcriptionnel au sein de ce complexe MLL/COMPASS-like. Néanmoins, plusieurs études
révelent que le role de menin au sein de ce complexe est trés dépendant du contexte cellulaire,

et exerce une action tissu-spécifique.

67



CDKi

pl8

Inhibition de la prolifération
p27 . )
— 5 (Pancréas endocrine)

@3

Genes Hox, L ,
. Prolifération cellulaire
Meis1l

— (leucémie)

—>

@_

Figure 24 : Menin : activateur transcriptionnel au sein du complexe HMT COMPASS-like. La
protéine menin agit comme une protéine d’échaffaudage au sein du complexe HMT COMPASS, et
régule I'expression de genes cibles spécifiques au sein de différents tissus. (A) Dans le pancréas
endocrine, la protéine menin interagit avec MLL1 et MLL2 pour jouer un réle de suppresseur de
tumeurs, en régulant positivement I'expression des inhibiteurs de cyclines p18 et p27. (B) Dans les
cellules leucémiques, menin est capable de recruter la forme sauvage de MLL, ainsi que les
protéines de fusion MLL-FP pour réguler positivement I'expression de plusieurs genes, dont les
génes pro-prolifératifs de la famille Hox. Inspiré D’aprés Matkar et al, 2013.




Dans le pancréas endocrine, il a ét¢ montré que menin en interagissant avec la protéine
MLLI1 (KMT2A), un membre du complexe COMPASS-like, régulait I’expression de deux
inhibiteurs des cyclines dépendantes des kinases (CDKIs), p18™ ¢ et p27%"P! (Milne et al.
2005). En effet, des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine dans des cellules
tumorales d’ilots pancréatiques MIN6 et des MEFs, ont mis en évidence que menin était
capable de se lier au promoteur des génes p18™C et p27'P!, favorisant ainsi la méthylation
des marques d’histones H3K4 (Karnik et al. 2005). De plus il a ét€ montré que 1’expression de
p18™K4C et p275P! ¢tait diminuée dans les insulinomes développés dans les souris Menl™”
(Karnik et al. 2005). Ces données ont montré que menin semblait exercer en partie sa fonction
oncosuppressive dans le pancréas endocrine, via son interaction avec le complexe

MLL/COMPASS-like (Figure 24A).

Dans les leucémies, le gene MLLI situé sur le chromosome 1123, subit fréquemment
des translocations chromosomiques qui vont conduire a I’expression de différentes protéines
de fusion, nommées MLL-FPs (Slany 2005). Dans les leucémies aigues, les oncoprotéines
MLL-FPs ainsi générées, vont conduire a une activation constitutive des genes de la famille
HOX (genes a homéodomaines) (Hess 2004). Plusieurs études ont montré I’implication de
menin dans la régulation positive de I’expression des génes HOX. En effet, Yokoyama et
al,ont mis en évidence que menin interagissait avec différentes MLL-FPs dans des
progéniteurs myéloides transformés, afin d’induire 1’expression des oncogénes HOXA7,
HOXA9 et HOXAI0 (Yokoyama et al., 2005). Plus récemment, Yokoyama et al ont
¢galement rapporté que menin joue un role indispensable de protéine adaptatrice permettant
I’interaction entre les MLL-FPs et la protéine LEDGF. Ce ménage a trois entre menin, MLL
et LEDGF semble indispensable au recrutement de ce complexe HMT au niveau des
promoteurs des genes Hoxa9 et Meisl dans les cellules hématopoiétiques, chez la souris
(Akihiko et al., 2008). Dans ce contexte, il a ét¢ montré que menin en interagissant avec MLL

et les MLL-FPs, va participer a la leucémogénése (Figure 24B).

Plus récemment, 1’¢lucidation de la structure cristallographique de menin a permis
d’avancer dans la compréhension des mécanismes moléculaires de cette protéine (Murai et al.,
2011)(Huang et al. 2012). Ces analyses cristallographiques ont permis de mettre en évidence
une interaction directe et de forte affinité, entre menin et la partie N-terminale de la protéine
MLLI1. La découverte des motifs protéiques structuraux impliqués dans cette interaction, a

ouvert le champ au développement d’inhibiteurs spécifiques de menin. Ces inhibiteurs avaient
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Figure 25 : Interaction entre menin et les récepteurs nucléaires aux hormones : réle fonctionnel
au sein du complexe HMT COMPASS-like. (A) Dans les lignées cancéreuses mammaires, menin
interagit avec le REa et permet le recrutement du complexe HMT COMPASS sur les genes cibles du
RE. (B) Dans les lignées cancéreuses de la prostate, menin intergait avec le RA permettant le
recrutement du complexe HMT COMPASS sur le promoteur des génes cibles du RA. Cette
augmentation d’expression des genes cibles du RE et du RA joue un réle pro-prolifératif dans le
cancer du sein et de la prostate. Inspiré D’aprés Matkar et al, 2013.




pour but de cibler I’action du complexe menin-MLL dans les leucémies. Le premier
inhibiteur, baptis¢ MI-2-2, a montré des résultats intéressants sur 1’inhibition d’expression des
genes HOX dans des cellules leucémiques transformés, malgré sa faible affinité pour menin
(Shi et al. 2012). Depuis, d’autres inhibiteurs plus spécifiques tel que le MI-503 et le MI-463
ont ét¢ développés, et ont montré des effets thérapeutiques trés prometteurs, notamment in

vivo dans des modeles murins de leucémies (Borkin et al. 2015).

L’ensemble de ces données montrent que la protéine menin au sein du méme
complexe (MLL/COMPASS-like) peut jouer un réle oncosuppressif, comme dans le cas du
pancréas endocrine, ou un role oncogénique comme dans le cas des leucémies. Cette
interaction entre menin et MLL incarne toute la complexité du role spécifique de menin dans

les différents tissus.

I11.E.3.b) Interaction entre menin et les récepteurs nucléaires : son role dans la signalisation
hormonale

La protéine menin interagit avec plusieurs récepteurs nucléaires impliqués dans la
régulation transcriptionnelle, tel que le REa, PPARy, PPARy, LXRa et le RA. Ces
interactions physiques et fonctionnelles entre menin et les récepteurs nucléaires ont suggéré
un role important de menin dans la signalisation hormonale, aussi bien au niveau

physiologique que pathologique.

En 2006, Dreijerink et al ont montré pour la premicre fois que menin était capable
d’interagir avec le REa, d’une manieére dépendante du ligand, via son motif LXXLL
(Dreijerink et al. 2006). Dans cette étude la protéine menin est décrite comme un coactivateur
transcriptionnel du REa.. En effet, menin semble étre impliqué dans la régulation positive de
I’expression d’un geéne cible du RE, TFF1, dans les cellules MCF7, en réponse a une
stimulation par les estrogénes. De plus, il semblerait que menin permettent le recrutement du
complexe MLL/COMPASS-like au niveau des génes cibles du RE, induisant ainsi une
augmentation des marques de triméthlation sur les histones H3K4, et donc une augmentation
de I’activité transcriptionnelle. Une deuxiéme étude publiée en 2010, est venu confirmer cette
interaction physique et fonctionnelle entre menin et le RE dans les cellules MCF7 (Imachi et
al. 2010). Cette étude plus récente, a également montré qu’une forte expression de menin était

un facteur de mauvais pronostique, pour les patientes présentant un cancer du sein ER+
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(Figure 25A). Trés récemment, Dreijerink et al ont a nouveau publi¢ une étude spécifiant plus
précisément 1’action oncogénique de menin dans les lignées cellulaires du cancer du sein, en
utilisant des analyses intégratives de ChIP sequencing (Dreijerink et al., 2017). Dans cette
¢tude il est montré que dans les cellules MCF7, menin co-occupe avec le facteur pionnier
FOXAT et GATA3, des séquences activatrices situées dans le promoteur distale de plusieurs
oncogenes. Ces données suggerent que menin joue ¢€galement un rdle oncogénique

indépendamment du REa dans ces lignées du cancer du sein.

Plus récemment, Malik et al ont rapporté une interaction physique entre menin et le
RA (Malik et al. 2015). De maniere similaire au REa, ils ont montré que menin, le RA et
MLL formaient un complexe régulant positivement 1’expression des geénes cibles du RA, dans
différentes lignées du cancer de la prostate positive pour le RA (LNCaP, VCaP). Par
I’utilisation de différents inhibiteurs de menin, ils ont mise en évidence que la perte
d’interaction entre menin, le RA et MLL conduisait a une diminution de la croissance
tumorale des cellules cancéreuses prostatiques humaines xénogreffées dans des souris
immunodéficientes. Et enfin, des analyses immunohistochimiques menées sur des
¢chantillons de cancer de la prostate humain, ont révélé qu’une forte expression de menin
corrélée avec un mauvais pronostique, chez les patients atteints du cancer de la prostate. Cette
¢tude montre le role important du complexe menin-MLL comme co-activateur
transcriptionnel du RA, et met en lumiére le potentiel thérapeutique des inhibiteurs de menin

dans le traitement des cancers de la prostate avancés (Figure 25B).

Il a également été montré que menin joue un réle important dans le foie pour empécher
la survenue de la stéatose hépatique, en inhibant les fonctions de deux récepteurs nucléaires,
PPARa et LXRa. Cheng et al, ont dans un premier temps prouvé que la perte d’interaction
physique et fonctionnelle entre menin et PPARa chez la souris, induisait une accumulation de
triglycérides dans le foie, a I’origine d’une stéatose hépatique (Cheng et al. 2011). Par la suite,
la mise en évidence d’une interaction entre menin et LXRa est venue confirmer le role
protecteur de menin dans le foie. En effet, menin semble agir comme un corepresseur de
I’activité transcriptionnelle du LXRa, permettant ainsi de limiter la lipogenése hépatique

(Cheng et al. 2015).
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II1.E.3.c) Autres partenaires de menin impliqué dans la régulation transcriptionnelle

La protéine menin est également connue pour réprimer directement ou indirectement
la transcription en interagissant avec plusieurs facteurs épigénétiques, tel que EZH2 et

PRMTS, ainsi que certains facteurs de transcription, tel que JunD et NFxB (Figure 26).

- JunD

JunD, une protéine appartenant a la grande famille des facteurs de transcription AP-1,
est un des premiers partenaires de menin a avoir ét¢ identifie. En 1999, Agarwal et al, ont
mise en évidence une interaction entre menin et JunD, a la fois par des expériences de GST
pull down, mais aussi par des expériences de co-immunoprécipitation dans des cellules HEK-
293T (Agarwal et al. 1999). Trois domaines d’interaction avec JunD ont été identifiés sur la
protéine menin. Dans cette méme étude, des essais luciférase utilisant un systeme de gene
rapporteur spécifique des facteurs de transcription de la famille AP1, ont montré que menin
semblait impliqué dans la régulation de la transcription en s’associant avec JunD. Par la suite,
d’autres études ont permis de mieux comprendre par quels mécanismes menin régulait
I’activité transcriptionnelle de JunD. Kim et al, ont montré que menin était indispensable au
recrutement de deux histones déacétylases (HDAC), mSin3A et HDACI, sur le promoteur des
genes cibles de JunD (Kim et al., 2003). Ce complexe entre menin, JunD et ces HDACs va
entrainer une déacétylation des marques d’histones, régulant ainsi négativement 1’expression
des genes cibles de JunD. Un autre mécanisme de régulation de 1’activité transcriptionnelle de
JunD par menin a été démontré. Celui-ci implique une compétition entre menin et la kinase c-
Jun (JNK). En interagissant avec JunD, menin empéche la phosphorylation de JunD

nécessaire a son activation, par la kinase JNK (Huang et al. 2012) (Figure 26A).

L’ensemble des ces données sur l’interaction fonctionnelle entre menin et JunD,
suggere que 1’absence ou la présence de menin va permettre de contrdler le fait que JunD
active ou non des geénes pro-prolifératifs. Il apparait donc que menin jouerait un roéle de
suppresseur de tumeurs associé¢ a JunD. De plus, la structure cristallographique de menin a

révélé que JunD et MLL interagissait
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Figure 26 : Menin : répresseur transcriptionnel . (A) Dans les lignées cellulaires HEK293 et Hela,
menin interagit avec le facteur de transcription JunD, et permet le recrutement d’'un complexe de
régulation des marques d’acétylation d’histones, en s’associant avec les protéines HDAC1 et
mSin3A. (B) Via son interaction avec PRMT5, menin permet la diméthylation des marques H4R3, et
régule négativement des effecteurs de la voie Shh tel que Gasl et Glil (C) Linteraction
fonctionnelle entre menin et EZH2, permet de réguler positivement la triméthylation des marques
d’histones H3K27 pour inhiber I'expression des génes cibles, tel que PTN dans les lignées
cellulaires du cancer du poumon, et l'activin B dans les cellules B pancréas endocrine. Inspiré
D’apres Matkar et al, 2013.




- NFxB

Heppner et al ont rapporté par des expériences de coimmunoprécipitation in vivo et in
vitro dans des cellules HEK-293, que menin était capable d’interagir avec les membres de la
famille des facteurs de transcription NFkB, p50 (NF-kB1), p52 (NF-xB2), p65 (RelA)
(Heppner et al. 2001). Il est également montré dans cette méme étude, que menin inhibe la
transcription des genes cibles, via son interaction avec les facteurs de transcription de la
famille NFxB. Cette interaction physique et fonctionnelle entre menin et NFkBn’a été
confirmé que bien plus tard en 2012, et a pointé du doigt un réle oncosuppressit de menin
dans la tumorigénése hépatique (Gang et al. 2013). En effet, il a ét¢ montré dans différentes
lignées cancéreuses hépatocytaires, que menin interagissait avec une HDAC, la protéine
SIRT1, pour empécher la transactivation de la protéine p65. La déacétylation de p65 par
SIRT1 empéche son recrutement au niveau de ces genes cibles, diminuant ainsi I’expression

de plusieurs cytokines pro-inflammatoires.

- PRMTS

Gurung et al, ont montré que menin ¢était capable d’interagir avec une arginine
méthyle- transférase, la protéine PRMTS, et via cette interaction menin semble réguler la voie
de signalisation Sonic Hedgehog (Shh) (Gurung et al., 2013). Dans des MEFs, il a été mis en
¢vidence par des expériences de ChIP, que le recrutement de PRMTS5 par menin au niveau du
promoteur du gene Gasl, entraine une augmentation des marques d’histones H4R3me2, qui
vont inhiber I’expression de cet effecteur de la voie Shh. De maniere similaire, il a ét€ montré
que menin et PRMTS agissent en synergie sur le promoteur d’un autre effecteur de la voie
Shh, la protéine Glil, dans le but d’inhiber son expression (Gurung et al, 2013). Les souris
BMenl, dans lesquelles le géne Menl est invalidé spécifiquement dans les cellules 3 du
pancréas développent des insulinomes (Bertolino et al., 2003). Pour appuyer les données
obtenues dans les MEFs, des expériences menée in vivo dans les souris fMenl, ont montré
que I’inhibition de la voie Shh conduit a une diminution de la prolifération cellulaires dans les
insulinomes (Gurung et al., 2013). Ces données suggérent que dans le pancréas endocrine,
menin pourrait exercer en partie sa fonction oncosuppressive en inhibant la voie Shh (Figure

26B).
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- EZH2

EZH2 est une protéine appartenant au complexe PRC2 (polycomb repressive
complex), impliqué dans la triméthylation des marques d’histones H3K27, connues pour étre
des marques répressives (Margueron & Reinberg 2011). 11 a ét¢ montré dans plusieurs lignées
cellulaires humaines du cancer du poumon, que menin exergait une action oncosuppressive en
inhibant I’expression d’un facteur de croissance la pléiotrophine (PTN), via le complexe
PRC2 (Gao et al. 2009). En effet, il a été mise en évidence que dans des MEF MenI™", les
membres du complexe PRC2, comme SUZI12 et EZH2, n’étaient plus présent sur le
promoteur de la PTN, induisant donc une diminution des marques d’histones répressives
H3K27me3. Plus récemment, Gherardi et al, ont montré que menin lie le promoteur du gene
codant pour 1I’Activin B, un ligand de la famille du TGFp, et favorise le recrutement de EZH2
sur ce méme promoteur (Gherardi et al. 2017). Des expériences de ChIP réalisées dans les
MEF Menl™, ont révélé une diminution des marques H3K27 sur le promoteur du géne codant
pour 1I’Activin B. Etant donné que ’activin B est connue pour jouer un rdle pro-tumorigénique
dans les insulinomes (Ripoche et al. 2016), ces données suggerent que menin pourrait réguler
négativement le gene codant pour 1’activin B via le complexe PRC2, dans les cellules 8 du

pancréas (Figure 26C).

Néanmoins, cette interaction entre menin et le complexe PRC2 ne semble étre que
fonctionnelle, car aucune interaction physique entre menin et les différents membres du

complexe PRC2 n’a pu étre mis en évidence au travers de ces différentes études.

1I1.E.4) Menin a l’interface des grandes voies de signalisation

Comme nous avons pu le voir jusqu’a présent, la protéine menin de part sa localisation
majoritairement nucléaire, joue un role clef dans la régulation transcriptionnelle de
I’expression génique, en s’associant avec divers facteurs de transcription et facteurs
épigénétiques. Cependant, plusieurs études ont révélé que menin pouvait également étre
localisé dans le cytoplasme et a la membrane des cellules, régulant ainsi plusieurs voies de
signalisations cellulaires, tel que la voie du TGFp, la voie des BMP, la voie Wnt, ou encore la

voie PI3K/AKT (Figure 27).
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Figure 27 : Menin a l'interface des voies de signalisation cellulaire . Menin est capable
d’interagir avec plusieurs effecteurs des grandes voies de signalisation cytoplasmique,
comme les smads, AKT ou encore la B catenin, dans le but de réguler positivement ou
négativement l'action de ces voies de signalisation au sein de différents tissus. Inspiré
D’aprés Matkar et al, 2013.




I11.E.4.a) Interaction entre menin les voies canoniques et non canoniques du TGFf

En ce qui concerne la voie canonique du TGFp, il a été mis en évidence que menin
¢tait capable d’interagir avec la protéine SMAD3, un effecteur en aval de la voie de
signalisation, et régulerai ainsi la liaison de ce facteur de transcription a I’ADN (Kaji et al.,
2001). Menin est également impliqué dans la voie de signalisation non canonique du TGFf, la
voie BMP (bone morphogenetic pathway). Sowa et al, ont montré que menin en interagissant
avec les protéines SMADI1/5 et RUNX2, ¢était impliqué dans la différenciation ostéoblastique
(Sowa et al. 2004).

II1.E.4.b) Interaction entre menin et la voie de signalisation Wnt/pB-catenin

Des dérégulations de la voie Wnt/f3-catenin sont fréquentes dans de nombreux cancers,
y compris les cancers du pancréas endocrine. L’activation constitutive de la voie Wnt/f-
catenin spécifiquement des les cellules (3 des ilots pancréatiques chez la souris, induit une
prolifération accrue des cellules [3,en augmentant [’expression de deux facteurs
oncogéniques, Pitx2 et la cycline D2 (Rulifson et al. 2007). Cette implication de la voie
Wnt/B-catenin dans les tumeurs d’ilots, a rapidement amené a considérer un role de menin
dans la régulation de cette voie. En 2009, Cao et al ont montré que menin était capable
d’interagir avec la -catenin dans les cellules endocrines du pancréas (Cao et al. 2009). En
interagissant avec la 3-catenin, menin controle la localisation subcellulaire de cette derniere,
I’empéchant d’exercer son activité transcriptionnelle pro-tumorigénique dans le noyau des
cellules endocrines. Plus récemment, Jiang et al ont apporté la preuve de 1I’importance de
cette interaction physique et fonctionnelle entre menin et la voie Wnt/B-catenin dans les
tumeurs d’ilots, in vivo chez la souris (Jiang et al. 2014). En effet, I’invalidation
conditionnelle et combinée du géne Menl et du geéne codant pour la B-catenin dans les
cellules B des ilots pancréatiques, diminue considérablement la prolifération des cellules f3.

L’ensemble de ces données montrent que menin est un régulateur négatif de la voie de
signalisation Wnt/B-catenin dans les cellules endocrines des ilots pancréatiques. Les données
obtenues in vivo suggere que la voie Wnt/B-catenin est une cible thérapeutique intéressante

dans le traitement des tumeurs neuroendocrines pancréatiques déficientes pour le géne MENI.
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II1.E.4.c) Interaction entre menin et la voie de signalisation PI3K/AKT/FOXO

Il a été montré dans des MEFs, et dans des cellules murines de tumeurs d’ilots MING,
que menin était capable d’interagir avec la protéine AKTI (Wang et al. 2011). Cette
interaction entre menin et la protéine AKTI semble empécher sa translocation et son
activation a la membrane plasmique des cellules endocrines et non endocrines. De plus, dans
cette méme étude, une augmentation de la phosphorylation de AKT1 a été mise en évidence
dans les insulinomes développées chez les souris hétérozygotes Menl™ par rapport aux ilots
controles des souris Menl™". Une autre étude a rapporté que menin était capable d’interagir
physiquement avec la protéine FOXOI1, un des effecteurs majeurs de AKT, dans le
cytoplasme des lignées cancéreuses hépatocytaires HepG2 et des MEFs (Wuescher et al.

2011).

Les différentes données issues de ces études indiquent un role important de menin
dans la régulation de D’activit¢ de AKT, en amont et en aval de la voie. Néanmoins,
I’activation de AKT est connue pour étre fréquemment altérée dans les tumeurs
neuroendocrines pancréatiques, notamment dii a des mutations au niveau des genes codants
pour les différents effecteurs de la voie PI3K/mTOR (Jiao et al. 2011). C’est pourquoi,
beaucoup de travaux restent a faire pour savoir comment menin régule précisément cette voie
de signalisation PI3K/mTOR dans les tumeurs d’ilots, indépendamment des mutations

intrins€ques a cette voie.

Pour conclure sur le réle de cette protéine menin, il est sir que depuis plus de dix ans
de nombreux progrés ont été accomplis, afin de mieux comprendre les fonctions biochimiques
de cette protéine. La découverte de la structure cristallographique de menin a permis de
définitivement sceller I’hypothése que menin agit comme une protéine d’échafaudage,
interagissant avec de nombreux partenaires pour réguler différentes fonctions cellulaires. I est
important de souligner que le role de cette protéine semble étre hautement spécifique aux
différents tissus, notamment au travers de son interaction avec le complexe MLL/COMPASS-
like. C’est la raison pour laquelle, le développement des inhibiteurs de menin semble étre une

opportunité thérapeutique importante dans certains cancers, comme pour les leucémies.

75






Néanmoins, du fait de cette action dépendante du tissu, ces inhibiteurs de menin pourraient
avoir des effets déléteres pour les patients notamment au niveau du pancréas endocrine.
Cependant, la découverte de tous ces nouveaux partenaires de menin laisse beaucoup de
questions en suspens. Comment menin choisit parmi ses différents partenaires exprimés de
facon ubiquitaire dans beaucoup de tissus ? Existe-t-il une steechiométrie dans 1’expression de
menin au sein des différents tissus permettant d’expliquer le choix de tel ou tel partenaires ?
Est-ce que le choix des partenaires de menin est uniquement dépendant du contexte

cellulaire ?
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RESULTATS

Article 1

MenI-disruption in Nkx3.I-deficient prostatic cells accelerates tumour
development and results in early AR™" and late AR""/CD44" lesions

Contexte du projet

Données préliminaires

Les mutations du gene suppresseur de tumeur MEN1 sont connues pour étre a 1’origine
du syndrome NEMI1. Ce syndrome constitue une maladie héréditaire associée a une perte
d’hétérozygotie progressive du géne MENI, affectant principalement les organes endocrines
tel que le pancréas endocrine, la glande parathroides et I’hypophyse. Plus récemment,
I’implication du géne MENI a émergé dans la tumorigéneése d’autres organes, et plus
particuliérement dans le cancer de la prostate et du sein, dans lesquelles son rdle reste encore
trés controversé. Il a notamment ét¢é démontré que la protéine menin, codée par le gene
MENI, est impliquée dans la régulation de la signalisation hormonale en interagissant
notamment avec le RA (Malik et al. 2015). Cette interaction entre menin et le RA dans les
lignées cellulaires du cancer de la prostate, semblent réguler positivement 1’expression des
geénes cibles du RA, suggérant un role oncogénique de menin dans le cancer de la prostate. A
I’inverse, notre groupe a suggéré un role oncosuppressif du géne Menl dans la glande
prostatique. En effet, le modéle murin hétérozygote Menl", connu pour récapituler la
pathologie humaine, développe également des cancers de la prostate a un age avancé et avec
une faible fréquence (Seigne et al. 2010). Afin de mieux déterminer le réle précis joué par le
geéne Menl dans la tumorigénese de la glande prostatique, nous avons généré un nouveau
modele d’invalidation conditionnelle du géne Men! dans la glande prostatique, le modéle

Men1"F-Nkx3.1Cre 1?7,
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Figure 28 : (A) Représentation schématique de la stratégie utilisée pour induire I'invalidation conditionnelle
du géne Menl, spécifiquement dans les cellules luminales de la glande prostatique a I'age adulte, dans le
modeéle Men1f Nkx3.1CretR™2*/- . (B) Illustration schématique de la stratégie employée pour déterminer le
réle du gene Men1 dans la glande prostatique. (C) Représentation schématique du protocole expérimental,
dans lequel les souris Men1/F Nkx3.1CrefR™2*/~ ont été ou non traitées a 1,5 mois, par 5 injections de
tamoxiféne consécutivement sur une durée de 5 jours. La prostate a ensuite été extraite dans chacune de
ces souris pour procéder aux analyses anatomopathologiques.



Choix du modeéle murin

Nous avons décidé d’utiliser, comme base, un modéle murin d’initiation tumorale déja

. st \ -/+
bien caractérisé, le modele Nkx3.1 Cre R,

Le géne Nkx3.1 est connu pour étre un gene
suppresseur de tumeur dans la glande prostatique. Les souris hétérozygotes Nkx3.1™
développent des lésions précancéreuses PIN dans la glande prostatique entre 1’age de 3 et 6
mois, qui n’évoluent jamais vers des 1ésions cancéreuses (Minjung J. Kim et al. 2002). Dans
le modéle Nkx3.1CreR7/ " la Cre-Recombinase inductible au tamoxiféne a été insérée
(knock-in) dans I'un des deux all¢les du géne Nkx3./ permettant son expression sous le
controle du promoteur du geéne Nkx3.I, tandis que 1’autre alléle sauvage Nkx3.1 reste
fonctionnel. 11 s’agit donc ici d’un modéle similaire au modéle hétérozygote Nkx3.1™", qui

d’apres les données de la littérature ne développe pas de 1ésions PIN avant 1’age de 6 mois

(Floc’h et al. 2012).

Choix de la Cre recombinase

Les cellules luminales sont souvent décrites comme les cellules d’origine du cancer de

la prostate. Cette souris Nkx3.1Cre™*™"*

est un outil génétique intéressant, qui nous a permis
d’invalider le géne Men! spécifiquement dans les cellules luminales de la glande prostatique.
Des données préliminaires obtenues au sein de notre laboratoire, ont mis en évidence une
diminution d’expression de la protéine menin dans les lésions cancéreuses de la prostate chez
I’homme. Afin de se rapprocher de ce que nous avons observé chez I’homme, le caractére
inductible de la Cre Recombinase nous a permis d’invalider le géne Men/ a I’age adulte, suite
a P’injection de tamoxiféne. De plus, I’invalidation du géne Menl a 1’age adulte permet de

s’affranchir des contraintes développementales éventuelles liées a une invalidation précoce du

gene Menl.

Stratégie

Ce modéle Men1"*-Nkx3.1Cre®®*”* nous a permis d’étudier 1’effet de I’invalidation
du géne Menl dans le contexte d’une haploinsuffisance pour le géne Nkx3./ (Nkx3.1"). La
question était donc de savoir si I’invalidation du géne Men/ conduit & une accélération du

phénotype Nkx3.1"", suggérant un role oncosuppressif pour le géne Men! dans la glande
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prostatique. Ou si a I'inverse, I’invalidation du géne Menl n’aurait aucun effet sur le
phénotype Nkx3.1™" ou pourrait méme engendrer une restauration de ce dernier, suggérant un

role oncogénique pour le géne Men! dans la glande prostatique.

Démarche expérimentale

Les souris Men1"*-Nkx3.1Cre®® """ ont été traitées ou non au tamoxiféne a I’age de
1 mois et demi. Il est important de souligner que nous avons induit I’invalidation du géne
Menl a 1,5 mois, car a cet age les organes sexuels secondaires tel que la glande prostatique
sont matures. Nous avons ensuite extrait la prostate a différents ages (3 mois, 6 mois, et 10
mois), pour ensuite procéder aux examens anatomopathologiques, visant a caractériser de

manicre précise le phénotype obtenu dans les souris double mutantes.

Résumé succinct

Les analyses anatomopathologiques et histologiques nous ont révélé que I’invalidation
du géne Menl conduit a une accélération du phénotype observé dans les souris Nkx3.1™"
controles. En effet, seulement 1,5 mois apres I’invalidation du géne Menl nous avons mis en
¢vidence que toutes les souris doubles mutantes développaient des 1€sions PIN, alors qu’une
seule souris controle n’a développé de telles lésions, au méme age. Les analyses réalisées
dans les groupes de souris plus agées, a 6 mois et 10 mois, ont montré que certaines Iésions
ayant perdu I’expression de menin, présentaient un caractére microinvasif, que nous n’avons
pas observé dans les souris contrdles. Par la suite, les différentes analyses effectuées ont

permis de révéler les caractéristiques de la dédifférenciation cellulaire des lIésions développées

dans ce modéle.

L’¢élaboration et 1’analyse de ce nouveau modéle murin Menl""-Nkx3.1Cre** """ a

donc été bénéfique pour conforter notre hypothése de départ d’un réle oncosuppressif du gene

Menl dan la glande prostatique.
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Introductory paragraph

Mutations of the MEN1 gene predispose patients to Multiple Endocrine Neoplasia type 1
syndrome affecting mainly endocrine tumours. Recently, rare MEN1 mutations were reported
in sporadic prostate cancers, reminiscent of our previous finding that male heterozygous
Menl knockout mice developed prostate cancer with a low but significant frequency.
Intriguingly, Malik et al recently reported that menin and MLL complex appeared to be crucial
for the proliferation of AR™ cancer cell lines established from metastatic prostatic cancers. To
understand the discrepancy and to study complex functions of menin in prostatic cells, we
performed inducible prostatic cell-specific Men1-disruption in the Nkx3.1-deficient mouse. We
found that the double mutant mice displayed the occurrence of early mPIN and progressive
development of microinvasive carcinomas respectively at 1.5 months and 4.5 months after
induced Men1-disruption, accompanied by disordered o-SMA and reduced E-cadherin
expression. Markedly, Men1-deficient lesions displayed prominent partial dedifferentiation
features, including an early down regulation of both AR and its target genes and a general
decrease in CK18 expression. Markedly, more than 60% of cells in Men1-deficient late
lesions expressed CD44. The findings may shed light into better understanding of the

occurrence of less or de-differentiated prostate tumours, as well as their treatment.






Prostate cancer is the second most common cancer in men worldwide and causes more than
200,000 deaths each year®. Apart from the previously known common genetic alterations,
such as gain of AR function, loss of NKX3.1 and PTEN, recent work on metastatic castration-
resistant prostate cancers (CRPC) detected recurrent genomic alterations implying the
factors involved in chromatin structure modification®>. Markedly, the components of the
Compass complexes®, KMT2B, KMT2C and 2D, as well as menin encoded by the MEN1 gene
and interacting with KMT2A/B, were found mutated®*. Considering the role of menin and
compass-like complex found to be required for the growth of human prostatic cancer cell
lines both in cultured and xenograft conditions®, there exists obvious discrepancy between
the data obtained from natural occurring prostate tumours and those from prostatic cancer
cell lines, which may reflect complex, even opposite, functions of menin in prostatic cells in
different context™®.

To better dissect the role of the Menl gene in the initiation of tumorigenesis of

prostatic cells, Men1™" mice’, were crossed with Nkx3.1Cre<?

mice where the activity of the
Cre recombinase under the control of the endogenous Nkx3.1 promoter can be induced in
prostatic luminal cells after tamoxifen injection. Men 1" -Nkx3.1Cref"™?”* mice thus generated
were subjected to tamoxifen treatment (Men1NT) or not (Men1N) at 1.5 months of age after
birth, and prostatic glands were subjected to pathological examination at 1.5, 4.5 and 8.5
months after injection (Fig. 1a). Since Nkx3.1Cre®?™ mice develop PIN (prostatic
intraepithelial neoplasia) lesions at around 6 months of age at low frequency and reach to full
penetrance after 10 months®®, Men1NT mice should allow us to determine whether
additional Men1-disruption may rescue or exacerbate the phenotype of Men1N mice. Menin
detection by IHC confirmed Men17-disruption in prostatic luminal cells in Men1NT mice
treated with tamoxifen (Fig. 1b and 1c).

We observed that 1.5 month after the induction of Cre recombinase, PIN lesions were

observed in ventral, lateral, dorsal and anterior lobes in all male Men1NT mice (n = 7), with

high-grade PIN being observed in 6 over 7 Men1NT mice, whereas among untreated age-






matched Men1N mice, only 1 mouse displayed low-grade PIN (n = 5, Fig. 1d, Supplementary
Fig. 1, Table 1). A maijority of prostatic cells within lesions in treated Men1NT mice lost menin
expression (Fig. 1b and 1c). We noticed that tamoxifen-treated Men1NT mice developed
progressively more advanced lesions with prominent pleomorphic changes (Fig. 1e,
Supplementary Fig. 2) and microinvasive prostatic carcinomas at 6 (2/7, n=7) and 10 months
(4/6, n=6) of age (Fig. 1f, upper panel, Table 1). No age-matched Men1N mice developed
microinvasive carcinomas (n=5 for both the group of 6 and 10 months of age). Men1™" mice
either treated with tamoxifen or not developed no PIN lesions at 10 months of age, and the
treated Nkx3.1Cre®?™”* mice developed no microinvasive carcinomas at 10 months of age
(data not shown). Consistently, a-smooth muscle actin staining showed an attenuated or
broken smooth cell layer around the lesions, highlighting the alteration of prostatic structures
during the process of microinvasive carcinoma formation (Fig. 1f, lower panel,
Supplementary Fig. 3a). Ki67 staining with 6-month-old Men1NT mice revealed that PIN
lesions lacking menin expression showed a significantly higher proliferative activity (Fig. 1g,
Supplementary Fig. 4). Taken together, our results demonstrate that prostate-specific Men1-
disruption in mice led to the acceleration of tumorigenesis of Nkx3.1”* prostatic cells.

Notably, double IF staining using antibodies against menin (red) and AR (green) on
prostate glands from 3 and 6-month-old tamoxifen-untreated MENTN or treated MENTNT
mice. (Fig. 2a, top panel versus middle and bottom panels, Supplementary Fig. 5a) Men1N
mice, revealed a reduced AR expression in menin-deficient prostatic cells.
Immunohistochemistry (IHC) analyses also showed that the decreased AR expression was
accompanied by a decreased AR-target gene expression, such as FKBP5 and PSA (Fig. 2b,
Supplementary Fig. 5b). We further analyzed the expression of several cell lineage markers
to better define their cell differentiation status. IHC analyses showed that there is a decrease
in CK18 expression in the lesions, whereas no increased CK5 expression was observed (Fig.
2c). Consistent to the latter, P63 expression appeared no obvious alteration (Supplementary

Fig. 6). Furthermore, we found markedly reduced E-Cadherin expression in Men1-deficient






lesions (Supplementary Fig. 3b), whereas no vimentin expression could be detected (data
not shown).

The strongly reduced AR expression in Men1-deficient lesions prompted us to confirm
the effects of menin on the expression of AR and its target genes in prostatic cancer cell
lines. MEN1 knockdown in LNCaP cells resulted in a significant decrease in the levels AR
MRRNA expression with two of the three Si-MEN1 used, and of PSA mRNA expression
(Figure 2d, left panel). Furthermore, using Si-MEN1 (1), we observed a strongly reduced
expression of AR, PSA and TMPRSS2 by western blotting (Fig. 2d right panel). To know
whether the above effects of menin are mediated by MLL complex, we treated LNCaP cells
with a menin-MLL interaction inhibitor, MI503. Indeed, MI-503 treatment led to a reduced AR
and PSA transcription with a dose-dependent manner (Figure 2d). The latter result prompted
us to define the occupancy of menin on the AR promoter by ChIP analysis. The data
demonstrated a significantly menin-enriched region on the proximal part of the AR promoter
from -1500 pb to +550 pb region flanking its TSS (Fig. 2e). Importantly, we found that the
same region displayed a highly methylated H3K4me3 mark and was co-occupied by one of
the MLL components ASH2L, suggesting strongly that MLL complex binds at this region.
Moreover, when the cells were treated with an inhibitor of menin and MLL interaction, MI-
503, the ChIP signal obtained with anti-menin and H3K4me3 antibodies were significantly
reduced, confirming the involvement of menin-MLL complex in this region (Fig. 2e,
Supplemental Fig. 8). The above data demonstrated that menin regulates AR transcription,
most likely via its biding to the proximal AR promoter region, mediated by MLL complex.

The reduced AR expression has been recently linked to the appearance of prostatic
cell populations expressing some molecular markers reminiscent of stem cells'®"'. We have,
therefore, carried out the expression analyses of several markers. IF analyses showed that,
although no CD44 expression could be detected in prostate glands either in control mice, or
in PIN lesions from treated double mutant mice 1.5 month after the induction of Cre
recombinase, surprisingly, prominent CD44 expression was detected in the majority of Men1-

deficient prostatic cells from all the treated Men1NT mice 8.5 month after the induction, the






percentage of CD44-expressing cells reaching above 60% of Men1-deficient prostatic cells
(Figure 2f). However, we did not find the expression of other stem cell related markers,

including CD133, a2p1 integrins (CD49b) and CD49f (data not shown).

Taken together, Men1 prostatic cell-specific disruption in Men1NT mice resulted in the
occurrence of early AR™ PIN and late AR®"/CD44" PIN and microinvasive carcinomas,
confirming that the Men1 gene plays an oncosuppressive role during the initiation of
tumorigenesis of prostate luminal cells. Our works also afforded evidence showing that
menin critically regulates AR expression, likely through its binding to the proximal AR
promoter. Interestingly, Men71-deficient early lesions displayed prominent partial
dedifferentiation features, including a general decrease in CK18 expression, and down
regulation of both AR and its target genes. The characteristics of these lesions are
reminiscent of recent findings in human prostate cancers where undifferentiated PSA"
tumours were found among both advanced primary prostate cancers (GS9/10) and CRPC'2.
Our model may provide a useful tool for further addressing this group of cancers. Intriguingly,
Men1-deficient late lesions expressed massively CD44. Several lines of evidence may
question whether the Men1-deficient cells were converted into stem-cells: 1) The activation
of CD44 were detected in the majority of the cells in more advanced prostatic lesions; 2) no
invasive adenocarcinomas were found in the aged mutant mice; 3) The expression of other
stem-cell markers were not found in the same lesions. One of the other possibilities would be
that CD44 expression may represent a feature of more advanced dedifferentiation of luminal
cells and confer them with more growth and invasive capacity, as suggested by Patrawala et
al"®. Further works are needed to clarify the biological consequences and the underlying
mechanisms of such CD44 activation. Also, our finding that menin plays a critical role at the
regulation of AR expression provides complementary data to the previous work on the
regulation of the AR pathway by menin, suggesting its putative oncogenic role in the prostate
cancers whose growth are dependent on AR activities. Taken together, the current work
highlights the oncosuppressive role of the MEN1 gene in the initiation of prostatic cell

tumorigenesis, and may have implications for new strategies of threating prostate cancers,






considering the complex deregulation of the AR pathway caused by its inactivation at

different molecular contexts'.
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METHODS

Animals. Men1™ (on a mixed C57B:6 and 129/SvJ background) were generated,

bred and maintained as previously described. Nkx3.1Cre®""%"*

mice were provided
by the Jackson laboratory, and bred with Men1™ mice to generate Men1™-
Nkx3.1CrefR™?™* mice, as well as Men1"*-Nkx3.1CrefR"?”* mice. Men1™"-
Nkx3.1CrefR™"* mice were treated by intra-peritoneal injection of 100 pl Tamoxifen
at 10 mg / ml daily for five consecutive days at 1.5 months of age after birth, and
control mice were injected with oil. Prostatic glands were subjected to pathological
examination and other analyses at 1.5, 4.5 and 8.5 months after injection. All animal

experiments were conducted in accordance with accepted standards of animal care

and were approved by the Animal Care and Use Committee of the University Lyon 1.

Cell Culture and transfections. The prostatic cancer cell line expressing AR,
namely LNCaP was cultured in RPMI medium (Gibco Invitrogen) containing 25 mM
glucose and supplemented with 10% (v/v) foetal calf serum (FCS), 2 mM L-
Glutamine, 100 unit/ml Penicillin, 100 pg/ml streptomycin, HEPES 10mM, Sodium
Pyruvate 1mM, at 37°C with 5% CO,. Transient transfections were carried out using
Dharmafect 2 (Dharmacon) according to the manufacturer’s instructions. Inhibition of
menin-MLL interaction was achieved through the use of MI-503 (Active Biochem), at

the concentration of 1 uM, 2.5 uM, and 5 uM.

Real-time reverse transcriptase-PCR and western blot analyses. RNA were
extracted using RNeasy-Kits (Qiagen, Valencia, USA). Real-Time PCR analyses

were carried out on a Step-One RT-System (Applied-Biosystem, France) using






SYBR-Green (Life-Technology, France) and results of each samples normalized to
36B4. Primer used are as follow : MEN1 Fw: 5-CATCCAGGACTACAACTACT-3’ ;
MEN1 Rev: 5-ATGACATCATTGGCTACTTC-3’; AR Fw: 5-
TCTTGTCGTCTTCGGAAATGT-3’; AR Rev: 5-AAGCCTCTCCTTCCTCCTCCTGTA-
3; PSA Fw: 5-ACGCTGGACAGGGGGCAAAAG-3; PSA Rev: 5-
GGGCAGGGCACATGGTTCACT-3'. Total protein extracts from cells were prepared
and analysed as described previously. Cell lysates were separated on 10% SDS
polyacrylamide gels and transferred onto PDVF membrane using Transblot Turbo
(biorad).The membrane was incubated for 1 h in blocking buffer (Tris-buffered saline,
0.3% Tween (TBS-T), 5% nonfat dry milk or BSA) and incubated overnight at 4 °C
with indicated antibodies. Blots were developed using chemiluminescence ECL Lumi-
light™ s (Roche) per the manufacturer’'s protocol. The following primary antibodies
were used for western blot : rabbit anti-menin at 1/8000 (Bethyl laboratories, TX,
USA), anti-AR at 1/4000 (Bethyl laboratories, TX, USA), anti-PSA at 1/4000 (Abcam),
anti-TMPRSS2 at 1/2000 (Abcam), mouse anti-actin monoclonal antibody from ICN

(1:50 000, Aurora, CA, USA).

Immunostaining. Prostate tissues were collected and fixed in 4% formalin prior
paraffin embedding, sectioned and stained with hematoxylin and eosin according to a
standard protocol. Briefly, endogenous peroxidases were quenched in 3% H202
solution for 30 min at room temperature. Heatinduced epitope retrieval was
performed by immersion in antigen-unmasking solution (catalog no. H-3300; Vector
Laboratories) in a microwave oven for 15 min. After blocking with antibody diluent
(Dako), sections were incubated overnight with a primary antibody. For

immunofluorescence (IF), stainings were revealed with a Cy3 or Cy5 tyramide






amplification kit (PerkinElmer), according to the manufacturer’s instructions, with prior
incubation with the appropriate biotinylated secondary antibody or incubation with
appropriate Alexa Fluor 488, 555, coupled secondary antibodies (Life Technologies)
for 1 h. For immunohistochemistry (IHC), after incubation with the primary antibody,
biotinylated secondary antibody was applied for 1 h and revealed using the avidin-
biotin complex (ABC)-3,3=-diaminobenzidine system (Vector Laboratories). The
following primary antibodies were used for immunostaining : goat anti-menin at
1/8000 (Bethyl laboratories, TX, USA), rabbit anti-AR 1/4000 (santa Cruz
Biotechnologie), rabbit anti ki67 1/1000 (Biotrend), rabbit anti-aSMA 1/6000
(Genetex), mouse anti-Ecadherin 1/2000 (BD Biosciences), mouse anti-CK18 1/6000
(Abcam), rabbit anti-CK5 1/1000 (Covance), mouse anti-p63 1/5000 (Oncogene),
rabiit anti-PSA (Abcam), rabbit anti-FKBP51 (Abcam), Rat PE anti-CD44 1/100 (BD
biosciences). Analysis were acquired on an Eclipse- NiE NIKON microscope and
analysed using NIS-Elements Software. Cell counting was manually performed on
multiple-channel pictures with the Image j cell counter module (U.S. National
institutes of Health, Bethesda, MD). The data on the graphs and thje results of

counting are represented as means +/- standard errors on the means (SEM).

ChIP-qPCR assay. Chromatin for ChlP was prepared from 5 millions of LNCaP cells.
Briefly, cells were fixed in 1% formaldehyde for 10 min, nuclei were obtained and
lysed in 300 pl ice-cold RIPA buffer prior Chromatin-DNA shearing with a Diogene
Bioruptor. ChIP was performed using 5 ug of anti-Menin antibody (A300-105A, Bethyl
Laboratories Inc., USA), anti-H3K4me3 (C15410003, Diagenode, Belgium), anti-

Ash2L (D93F6,Cell Signaling). Dynabeads® Protein G (10003D, Life Technologies,






France) were used to retrieve Immunocomplexes. DNA was then extracted with
phenol/chlorophorm/isoamylalcoohol, following proteinase-K reverse-crosslinking. 2
gl of IP-DNA or 2 ng of INPUT DNA were used for Real Time PCR analysis to
quantify co-precipitated chromatin-DNA. Relative enrichment of a given promoter
region obtained with a specific anti- body was compared with Input DNA. Blocks
region on Chr1 was used as a negative control for Menin, Ash2L and H3K4me3
ChlPs. Primers used are as follow: AR  -2000. Fw: 5'-
CCCACATCATCCTCTACGCC-3’; Rev: 5- GTATGCAGCCGCTTGCTTTT-3; AR —
1500. Fw: 5- GGAGGCGACAGAGGGAAAAA-3’; Rev 5-
TTCACCGAAGAGGAAAGGGC-3;; AR +1 TSS. Fw: 5-
CCGTCCAAGACCTACCGAGG-3’; Rev: 5- CCGGGTTCTGGATCACTTCG-3’; AR +
340. Fw: 5- GAGAGGTTGCGTCCCAGAG-3; Rev: 5-
CAGCTGAGTCATCCTCGTCC-3’; AR +550. Fw: 5- GCAACTCCTTCAGCAACAGC-
3; Rev: 5- GACACCGACACTGCCTTACA-3'. Chr1 Neg primers. Fw: 5-

CGGGGGTCTTTTTGGACCTT-3’; Rev: 5-GAAACACGGCTGCCAGAAAC-3'.

Statistical analyses. Statistical analyses were performed as described in the figure
legends; unpaired Student t tests were used unless otherwise indicated. All analyses
were done using Prism5 software (GraphPad, USA); a P value of < 0.05 was
considered significant. Results are given as means +/- standard errors of the means

(SEM).
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Figure 1 Menl-disruption accelerates Nkx3.1-deficient prostatic luminal cell phenotype. (a)
Schematic view of the general strategy used for the generation of Men1™F-Nkx3.1Cref™"
mice. The mouse line Nkx3.1CreF™** expressing an inducible (by tamoxifen) Cre
recombinase under the control of the endogenous Nkx3.1 promoter, was crossed with
Men™F mice in which the exon 3 of the Men1 gene is flanked by LoxP site, in order to
specifically delete the Menl gene in the luminal cells of the prostatic gland. Experimental
time course shows that Men1”"-Nkx3.1Cre®"?*” have been subjected or not to daily
tamoxifen injection for five days. Then, the mice were sacrificed at 1.5, 4.5 and 8.5 months
post tamoxifen injection to proceed with the anatomopathological and histological
examinations. (b) Depletion of menin in prostatic glands and PIN lesions of Men1™*-
Nkx3.1Cref " mice. Immunohistochemistery analysis using an anti-menin antibody was
performed in prostate sections of Men1™F-Nkx3.1Creff™"" treated with tamoxifen
(Men1NT), and in untreated control mice (MenlN), at 3, 6 and 10 months of age. Right
columns for each age group are a two-fold magnification showing Men1 expression in the
normal prostatic gland or neoplastic cells. Scale bar 25 um. (c) Quantification of positive and
negative luminal cells for menin expression in each age group (n = 6). (d) Representative
haematoxylin & eosin (H&E) staining images of prostatic lobes from double mutant and
control mice. Prostatic glands were collected from Men1N control and Men1NT mutant mice
at three months of age. Prostatic gland architecture for different lobes was observed after
H&E staining. DL : dorsal lobe, LL : lateral lobe, VL : ventral lobe, AL:anterior lobe. Scale bar
25 um. (e) Lefthand panel: representative H&E staining images for two high grade PIN
lesions in Men1IN T mice at 6 months of age. Scale bar 25 um. Righthand panel: Histological
evaluation and distribution of normal gland, Low-grade PIN (LGPIN) and High-grade PIN
(HGPIN) lesions for the prostatic glands. Three distant sections for each mice (n = 6 for
MenlN and MenINT of each age gruop) were scored. (f) The upper panel: Representative
histological section (H&E) for two microinvasive carcinomas from MenIN T mice at 10
months of age. In late-stage HGPIN of Men1™" Nkx3.1 + T, microinvasive carcinoma (MIC)
was seen with nests of atypical tumors cells as indicated by arrows, infiltrating into the
surrounding stroma and forming irregular contours. The bottom panel is a two-fold
magnification of the top panel. Scale bar 25 um. Lower Panel: Immunofluorescence analysis
against aSMA performed in MenINT prostate specimen, arrows indicate discontinuous
oSMA staining in the surrounding stromal compartment. Scale bar 50 um. (g)
Immunofluorescence staining against Ki67 on prostate sections from MenIN and MenINT at
6 months of age. Scale bar 25 um. Graph is representative quantification of Ki67 staining in
the mice at 6 (Mean +/- SEM, *** p<0,001) and 10 ((Mean +/- SEM, ** p<0,01) months of
age.
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Figure 2 Men1-disruption in Nkx3.1-deficient prostatic cells results in early AR™" and late
AR"°¥CD44* prostatic lesions. (a) Co-immunofluorescence against AR and menin in prostate
tissues from Men1N and Men1NT at 3 (left panel) and 6 (upper right panel) months of age.
Graph is representative quantification of AR staining in menin positive and negative cells
from Men1INT micee (n = 6). (b) Immunohistochemical detection of FKBP51 was performed
in 6 months-old Men1IN and Men1INT mice. The right column for each of these mice is a two-
fold magnification of the left column. (c¢) H&E staining (left column) and
immunohistochemistery against menin, CK18 and CK5 (from left to the right) on prostate
sections from Men1IN and Men1INT mice at 6 months of age. (d) Right-hand panel: Western
blot analyses of menin, AR, PSA and TMPRSS2 expression in LNCaP cells treated with Si-RNA
control (SI Ctrl) or Si -RNA targeting the MEN1 gene (Si MEN1 hs1), B-actin as been used as
loading control. Left-hand panel: Upper panel, quantitative RT-qPCR analyses of MEN1, AR
and PSA transcripts in LNCaP cells treated with Si ctrl or three different Si-RNAs targeting the
MEN1 gene (Si MEN1 hs1, hs2, hs3). Lower panel, quantitative RT-qPCR analyses of AR and
PSA mRNA expression in LNCaP cells treated with DMSO or with the menin inhibitor MI503
at three different concentrations, 1, 2.5 and 5 um. € Quantitative gPCR analyses of menin
and H3K4me3 binding on the -2000pb / + 550pb area flanking the AR gene transcription start
site (TSS), in LNCaP cells and in LNCaP cells treated with DMSO or MI503 at 5 um. (f) Co-
immunofluorescence against CD44 and menin in MenIN and MenINT mouse prostate
tissues at 10 months of age. The lower panel is a twofold magnification of the middle panel.
Inset is an amplified view showing an increase in CD44 expression in Men1-deficient cells.
Graph is representative quantification of CD44 staining in menin positive and negative cells
from MenINT mouse (n = 6). All the data are represented as mean +/- SEM, ns p>0.05, *
p<0.05, ** p<0.01, p<0.001.






MenilN MenlINT

Supplementary Figure 1 The early effect of Men1-disruption in Nkx3.1-deficient prostatic cells . H&E stained entire
section of prostate lobes from Men1N (two left panels) and MenNT mice (two right panels) at three months of age.






Menl1N
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Supplementary Figure 2, related to Figure le. The effect of Meni-disruption in the
mouse at 6 months of age. Representative images of H&E staining of different lobes from
Men1 N (upper panel) and Men1INT (lower panel) mice at 6 months of age. The lower
panel is two-fold magnification of the upper panel. DL : dorsal lobe, LL : lateral lobe,VL :
ventral lobe, AL anterior lobe. Scale bar 25 mm.






Genotype Pathological 10 months
classification

MeniN Normal (5/5) 83% (0/5) 0% (0/5) 0%
Men1F/F- PIN (1/5) 16% (5/5) 100% (5/5) 100%
Nkx3.1CreERT2/+ MIC (0/5) 0% (0/5) 0% (0/5) 0%
untreated
MENINT Normal (0/7) 0% (0/7) 0% (0/7) 0%
Men1F/F- PIN (7/7) 100% (7/7) 100% (7/7) 100%
Nkx3. 1 CrefRT2-/+ MIC (0/7) 0% (2/7) 28% (4/7) 57%

Tamoxifen treated

Table 1, related to figure 1. Prostatic lesions were classified according to the recommendation of Bar Harbor meeting of the
mouse models of human cancer consortium prostate pathology committee. mPIN : mouse prostatic intraepithe lial neoplasia,
MIC : microinvasive carcinoma. The number of mice displaying each pathological classification category is indicated, and the
corresponding percentage is shown in parentheses.
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Supplementary Figure 3, related to figure 1f. Altered aSMA and E-cadherin expression upon Men1-disruption. (a) H&E staining
and immunohistochemical analyses of menin and aSMA expression in the prostate gland from Men1N (upper part) and Menl NT
(lower part) at 10 months of age. For immunohistochemical detection of aSMA in MenlN mice, right panel is a two-fold
magnification of the left panel, showing that aSMA staining is continuous around the structure of mPIN lesions. Conversely, aSMA
immunostaining in Men1INT shows a discontinuous layer around MIC lesions as indicated by the red arrows (lower panel). Lower
panelis a two-fold magnification fo the upper panel. (b) Triple immunofluorescence staining against menin, E-cadherin and aSMA
on prostate sections from Men1N (upper panel) and MenINT (lower panel) at 10 months of age. Insets show an amplified view of

a part of immunostained prostatic lesions, illustrating the discontinuous aSMA layer and the decrease in E-cadherin expression in
some of the Men1-deficient cells. Scale bar 50 mm.
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Supplementary Figure 4, related to figure 1g. MenI-disruption in Nkx3.1-deficient
luminal cells leads to increase in cell proliferation. Co-immunofluorescence staining
against menin and ki67 on prostate sections from MenlN (left panel) and MenINT
(right panel) at 6 months and 10 months of age, respectively. Insets show an
amplified view of a part of immunostained prostatic lesions, illustrating that Men1-
deficient cells from MenINT have more ki67 positive staining. Scale bar 25 mm.
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Supplementary Figure 5, related to figure 2a and 2b. (a) Altered expression of AR and PSA expression
upon Menl-disruption. Immunohistochemical detection of menin and AR expression on prostate
section from Men1N mice (upper panel) and Men1NT (lower panel) at 10 months of age. Insets are an
amplified view, illustrating the decrease in AR expression in PIN lesions from MenINT mice. (b)
Immunohistochemical detection of menin and PSA expression on prostate sections from Menl1N (left

panel) and Men1N T (right panel) mice at 6 months of age. The lower panelis a two-fold magnification
of the upper panel. Scale bar 25 mm.
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Supplementary Figure 6, related to Figure 2c. p63 expression in Menl-deficient prostatic
lesions. Left-hand panel: Co-immunofluorecence against menin and p63 on prostate sections
from Men1N mice (upper panel) and Men1INT mice (lower panel) at three month of age. Arrow
in the inset, illustrate that none of the luminal Men1-deficient cells express the basal marker
p63. Right-hand panel: Immunohistochemical detection of p63 on prostate section from
MenINT mice at 6 months of age. The lower panel is a two-fold magnification of the insets in
the upper panel. Red arrows show that, again, the neoplastics cells from PIN lesions developed
in Men1INT mice at 6 months of age don’t express the basal marker p63.






Article 2

Reduced menin expression leads to diminished ERa and Gata3 expression in
mammary cells and correlates with the occurrence of human luminal B
subtype breast cancer

Contexte du projet

Données préliminaires

Des données préliminaires obtenues au sein de notre laboratoire ont pu montrer le rdle
oncosuppressif du géne Menl dans les cellules de la glande mammaire, chez la souris. Le
modéle WapCre Menl"” . Pinvalidation conditionnelle du gene Menl dans les cellules
épithéliales de la glande mammaire, conduit au développement de Iésion précancéreuses. Les
analyses moléculaires réalisées dans ce modele a permis de révéler une diminution
d’expression du REa dans les cellules des 1ésions PIN déficientes pour le géne Menl. Plus
récemment, des analyses cliniques menées en collaboration avec le département d’oncologie
médicale du Centre Léon Bérard, ont montré qu’une expression faible de menin corrélait avec
la survenue du sous type luminale B du cancer du sein, exprimant faiblement le REa. Ces
données issues du modéle murin WapCre Menl™ ainsi que des cancers humains nous ont

amené a considérer le role de la protéine menin dans la régulation de I’expression du REa.

Résumé succint

Pour résumer brievement les données obtenues dans cet article 2, j’ai notamment pu
mettre en évidence que le knockdown de menin conduit & une diminution d’expression du
REaq, dans deux lignées cellulaires du cancer du sein ER+ (MCF7 et T47D). De plus, j’ai
montré que menin était capable de réguler I’expression du REa au niveau transcriptionnel, en

occupant la partie proximale du promoteur du géne ESR1, codant pour le REa. L’utilisation
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d’un inhibiteur de menin bloquant son interaction avec la protéine MLL, conduit également a
la diminution d’expression du REa.. Néanmoins, il semblerait au vue de nos résultats que la
perte de fonction de ce complexe n’affecte pas les marques d’histones activatrices H3K4me3
sur le promoteur proximal du géne ESRI. C’est la raison pour laquelle le réle joué par menin

sur cette partie proximale du promoteur de ESR1 reste encore mal compris.
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Reduced menin expression leads to diminished ERa and Gata3 expression in mammary

cells and correlates with the occurrence of human luminal B subtype breast cancer
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Abstract

Menin, encoded by the tumour suppressor gene MENI, has been recently involved in
breast cancers. However, the previous studies reported controversial observations and the
mechanisms underlying the involvement of the MENI gene in breast cancer remains elusive.
In the current study, we investigated the detailed role of menin in breast cancer by carrying
out both clinical and experimental analyses. Double immunofluorescent analysis showed that
early mammary lesions developed in Men/ mutant mice displayed weak ERo expression.
Consistently, MENI silencing using Si-RNA approach led to both reduced ESR/ mRNA and
ERa protein expression in ERa’ cell lines, MCF7 and T47D. Importantly, by analysing
menin expression in 354 human breast cancers, we found that lower menin expression was
associated with ER™ breast cancers (p=0.004). Moreover, among 294 ER+ breast cancer
samples within the cohort, reduced menin expression was not only associated with bigger
tumour size (p= 0.01) and higher SBR grades (p= 0.005), but also correlated with luminal B
subtype breast cancer (p= 0.006). To dissect the regulation of ERa expression by menin, we
next defined an unknown binding area of menin on the proximal ESR/ promoter by ChIP
analyses, situated between -2500pb to +2000pb position. Using reporter gene assay, the
activity of the proximal ESRI promoter was shown markedly reduced upon menin
downregulation. Finally, our data also showed that menin physically interacts with Gata3 and
MENI silencing led to reduced Gata3 expression in MCF7 cells,. The current work
highlighted the link between menin’s role in the regulation of ERo and Gata3 expression and
the occurrence of luminal B subtype breast cancer. Our data provide insights onto the
development of luminal B subtype breast cancer, and the better assessment for their target

therapy.
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Introduction

Breast cancer is the most common malignancy worldwide and remains the leading cause
of cancer-related mortality in women'. Only a relatively small proportion of breast cancers
arises in individuals who inherit mutations in breast cancer susceptibility genes, such as the
BRCAI and BRCA2 genes”. Previous expression profiling enabled to classify breast cancer
into 7 different biologic subtypes, including luminal A, luminal B, luminal C, HER2-enriched,
basal-like, claudin-low, and normal breast-like’. Two of these subtypes carry mammary
luminal cell features in different extent. The luminal A subtype, representing about 44% of
breast cancers, is known to overexpress ER-regulated genes, with reduced express of HER2
and proliferation related genes®. These tumours are sensitive to endocrine therapies, with a
rather favourable prognosis. Luminal B breast tumours, representing about 20% of breast
cancers, display lower expression of ER-related genes, a variable expression of HER2, and a
higher expression of proliferation related genes’. Luminal B subtype has also been shown to
have genomic instability and carry a poorer prognosis’.

Mutations of the MENI gene predispose patients to Multiple Endocrine Neoplasia type
1 syndrome, with combined occurrence of endocrine tumours affecting mainly parathyroid
glands, endocrine pancreas and anterior pituitary’. After its identification, the tumour
spectrum of the disease has been enlarged to several types of non-endocrine tumours, such as
lipoma, angioma®. Furthermore, numerous studies have revealed that menin is a multifaceted
protein involved not only in the development and cell growth control of endocrine cells, but
also in a varity of biological processes, including hematopoiesis, adipogenesis, osteogenesis’
11 Diverse biological functions of menin may result from its physical or functional
interactions with numerous proteins in different cell types'>. These menin-interacting proteins

include transcription factors (the components of AP1, NFkB and the TGF[ signaling

pathways) and chromatin modifying proteins (histone methyl transferase complex containing






mixed lineage leukaemia, MLL, and mSin3A histone deacetylase complex, HDAC). Through
analysing the 3-D structure of the menin protein, the study by Huang et al. confirmed that
menin has a strong affinity with both MLL1 (KMT2A) and MLL4 (KMT2B)". Notably,
menin is also known to physically interact with a range of nuclear receptors, including ERa
and AR, and to regulate the corresponding pathways'*">'°.

Several lines of data, including those obtained from ours laboratory, suggest that menin
may be closely involved in hormone-dependant cancers, including in breast cancers. 1)
Female heterozygous Menl knockout mice developed ER-positive breast cancer, with a low
but significant frequency'’, and conditional mammary gland-specific MenI-disruption led to
MIN (mammary intraepithelial neoplaisia) lesion development in more than 50% of female
mutant mice'®. 2) A recent exhaustive analysis with several cohorts of MENI patients
revealed significant predisposition to breast cancer'’. 3) Menin down-regulation was detected
in a substantial proportion of human sporadic breast cancer samples'®, and more importantly,
MENI mutations were found, although rarely, in sporadic breast cancers, making it being
listed among the driver mutations/genes in this pathology’. It is noted that the above genetic
or genomic analyses all highlight menin’s suppressive role in the tumorigenesis of mammary
cells. However, at the same time, several studies reported data suggesting that the MENI gene
may display oncogenic effects in breast cancer cell lines and breast cancer development'*"'>
?! The controversial data make the mechanisms underlying the involvement of the MEN! gene
in breast cancer still elusive. Noticeably, the latest publication revealing the regulation of
menin on the enhancer of the ESR/ gene suggests the distinct roles of menin in different
subtypes of breast cancer’’. The authors provided compelling data showing that, although
menin does possess a crucial tumour suppressive role in normal mammary cells, it plays an

oncogenic role in ER" breast cancer cells through an enhancer-mediated action on ESRI

expression. Given the existence of two different luminal subtypes of ER" breast cancer, in the






current study, we sought to further investigate the role played by menin in these luminal
subtype breast cancers. Our data unveiled the correlation between reduced menin expression
and human luminal B subtype breast cancer, and detailed menin’s role in the regulation of

ERa and Gata3 expression that is essential for mammary luminal cell entity.

Material and Methods

Human patient samples

Human paraffin blocks were prepareded and processed for immunostaining analyses as
previously described'®. The study was conducted in accordance with the guidelines in the
Declaration of Helsinki and the use of all patient tissue specimens was carried out according

to French laws and regulations.

Animal breeding
Men1™-WapCre* and Menl™"-WapCre" mice previously generated in our lab were used'®,
All animal experiments were conducted in accordance with accepted standards of animal care

and were approved by the Animal Care and Use Committee of the University Lyon 1.

TMA analysis of human breast cancers

Breast cancers were obtained from 354 patients (M0) who underwent surgery at the Centre
Leon Berard (CLB) from 2001 to 2003. Tissue micro-array (TMA) block preparation, menin
expression assessment using ITHC, and statistical analyses were performed as previously
described'®. Overall survival (OS), defined as the time from diagnosis to death or date of last
follow-up, and progression-free survival (PFS), defined as the time from diagnosis to death or

progression or to date of last follow-up (for censored patients), were studied. Survival






distributions were estimated using the Kaplan—-Meier method and compared between menin

level groups using the log-rank test. Details are available in the Supplementary

Construction of Luciferase constructs

We used genomic DNA extracts from MCF7 cells to generate promoter regions, prAB
(genomic location: Chr6q25.1; 152127793-152129027) and prC (genomic location :
Chr6q25.1 ; 152124474-152127509) of the human ESR1 gene. For prAB motif the forward
primer was 5'-GATGCTAGCTATCCTAGCCCAAGTGAACCG-3’ and the reverse primer
was 5'-GCAGATCTGTGCAGACCGTGTCCCCGCAG-3’. For prC motif the forward primer
was 5’-GAAGGTACCAGCATTTGGGCTGGACCTATT-3" and the reverse primer was 5’-
CATAAGCTTATCTGACGAAGTGTTCATGGTCT-3’. The resulting fragments of the
proximal ESR] promoter region was cloned into the pGL3 Basic vector (Promega, Madison

WI).

Cell Culture and transfections and luciferase assays

Two breast cancer cell lines expressing ERa, namely MCF7 and T47D were used in this
study. MCF7 cells were cultured in DMEM (Gibco Invitrogen) containing 25 mM glucose
supplemented with 10% (v/v) foetal calf serum (FCS), 2 mM L-Glutamine, 100 unit/ml
Penicillin, 100 pg/ml streptomycin, MEM non-essential amino acids solution (1X), 100 mM
B-Mercaptoethanol, at 37°C with 5% CO,. T47D cells cultured in RPMI medium (Gibco
Invitrogen) containing 25 mM glucose and supplemented with 10% (v/v) foetal calf serum
(FCS), 2 mM L-Glutamine, 100 unit/ml Penicillin, 100 pg/ml streptomycin, HEPES 10 mM,
Sodium Pyruvate 1 mM, at 37°C with 5% CO,. Transient transfections were carried out in
phenol red-free medium supplemented with 10% charcoal stripped serum (Biowest), in order

to remove steroid hormones (steroid depletion), using Dharmafect 2 (Dharmacon) according






to the manufacturer’s instructions. Inhibition of menin-MLL interaction was achieved through
the use of MI-503 (Active Biochem), at the concentration of 2 pM. Prior to performing
treatment with estrogen ligands and MI503, cells were grown in phenol red-free medium
supplemented with 10% charcoal stripped serum (Biowest), in order to remove steroid
hormones (steroid depletion). Then the cells were treated for 3hours with E; (SIGMA) 10°*M

and MI503 for 48hours at different concentrations.

Luciferase assays

For luciferase assay, MCF7 cells were cultured in 24 wells plate. Then 48h after the
transfection, 250ng of the reporter plasmid prAB or prC, and 5 ng pRL-TK internal control
vector were added to each well. Cell lysates were prepared and analyzed as previously
reported”, by using a Dual-luciferase Reporter Assay System (Promega, Madison, WI).

Comparisons between mean values were assessed using the two-tailed Student #-test.

Real-Time Reverse transcriptase and gPCR analyses

RNAs were extracted using RNeasy-Kits (Qiagen, Valencia, USA). Real-Time PCR analyses were
carried out on a Step-One RT-System (Applied-Biosystem, France) using SYBR-Green (Life-
Technology, France) and results of each samples normalized to 36B4. Primer used are as follow :
MENI Fw: 5’-CATCCAGGACTACAACTACT-3’ ; MENI Rev: 5°-
ATGACATCATTGGCTACTTC-3’; ESRI Fw: 5°- GGCTGCAAGGCCTTCTTCAA-3’; ESRI Rev:
5’-CCTGGCAGCTCTTCCTCCTG-3’; TFFl (Ps2) Fw: 5-TTGTGGTTTTCCTGGTGTCA -3’
TFF1 (Ps2) Rev: 5’-CCGAGCTCTGGGACTAATCA -3’ GATA3 Fw: 5’-

CAGACCACCACAACCACACTCT-3’; Rev : 5°-GGATGCCTTCCTTCTTCATAGTCA-3’

Protein extraction, immunoprecipitation, GST pull down and immunoblotting

Total protein extracts from cells were prepared and analysed as described previously?’. The






following primary antibodies were used for western blot : rabbit anti-menin at 1/8000 (Bethyl
laboratories, TX, USA), rabbit anti-ERa 1/4000 (Bethyl laboratories), rabbit anti-GATA3
(Bethyl laboratories), mouse anti-actin monoclonal antibody from ICN (1:50 000, Aurora, CA,
USA). Immunoprecipitation was carried out according to the protocol described previously,
with primary antibodies goat mouse anti-GATA3 at 1/2000 (Santa Cruz Bio, CA, USA). For
GST pull-down assay, 1.25 pg purified GST-menin protein or GST control protein was
incubated with 1 mg or 2 mg of nuclear cell extracts prepared from MCF7 cells, as previously
described. The co-sedimented proteins were detected by western blot using standard

conditions.

Immunostaining

Briefly, endogenous peroxidases were quenched in 3% H,O, solution for 30 min at room
temperature. Heat induced epitope retrieval was performed by immersion in antigen-
unmasking solution (catalog no. H-3300; Vector Laboratories) in a microwave oven for 15
min. After blocking with antibody diluent (Dako), sections were incubated overnight with a
primary antibody. For immunofluorescence (IF) staining, signals were revealed with a Cy3 or
Cy5 tyramide amplification kit (PerkinElmer), according to the manufacturer’s instructions,
with prior incubation with the appropriate biotinylated secondary antibody. The following
primary antibodies were used for immunostaining: goat anti-menin at 1/8000 (Bethyl
laboratories), rabbit anti-ER 1/4000 (Santa Cruz Biotechnologie). Analyses were acquired on

an Eclipse- NiE NIKON microscope, using NIS-Elements Software.

Proximity ligation assay (PLA)
MCF7 cells were fixed in methanol for 5 min and washed twice in PBS, then treated and

analysed according to the manufacturer’s instructions (Duolink II Fluorescence, Olink






Bioscience, Sweden), using dual primary antibodies rabbit anti-GATA3 1/2000 (Bethyl
laboratories) and goat anti-menin 1/2000 (Bethyl laboratories). Analyses were acquired on an

Eclipse- NiE NIKON microscope using NIS-Elements Software

ChIP-qPCR assay

Chromatin for ChIP was prepared from 5 millions of MCF7 or T47D cells. Briefly, cells were
fixed in 1% formaldehyde for 10 min, nuclei were obtained and lysed in 300 pl ice-cold RIPA
buffer prior Chromatin-DNA shearing with a Diogene Bioruptor. ChIP was performed using 5
pg of anti-menin antibody (A300-105A, Bethyl Laboratories Inc.), anti-H3K4me3
(C15410003, Diagenode, Belgium). Dynabeads® Protein G (10003D, Life Technologies,
France) were used to retrieve Immunocomplexes. DNA was then extracted with
phenol/chlorophorm/isoamylalcoohol, following proteinase-K reverse-crosslinking. 2 pl of
IP-DNA or 2 ng of INPUT DNA were used for Real Time PCR analysis to quantify co-
precipitated chromatin-DNA. Relative enrichment of a given promoter region obtained with a
specific antibody was compared with input DNA. Blocks of the region on Chrl was used as a
negative control for menin and H3K4me3 ChIPs. Primers used are as follow: ESR/ -2500. Fw:
5’-GGAGCACCTCAGTATGCGT -3’; Rev: 5’-CTCTCATTTCCCAGTGGCGT-3’; ESRI -
2000 Fw: 5’-TTTCCTCTTGCTTGGGGTGG-3’; Rev 5’-TACTGGGGAGGAGAAACCCC-
3’;  ESRI  -1400 Fw: 5-GCCCTATGAAGTGCTTTTTGCAT-3’; Rev: 5’-
ACACATTAGGTGCATCGCAG-3’; ESRI -800 Fw: 5’-GCCCAGTGAACCGAGAAGA-3’;
Rev: 5’-CGGTCTGGTCCAGCTAACAG-3’; ESRI +1 N Fw: 5’-
TATCCAGCAGCGACGACGACCAG-3’; Rev: 5 -ATCACTCCAGGCACAACTCG-3’;
ERS1 + 400 Fw: 5’-CATCTGGGATGGCCCTACTG-3’; Rev: 5’-
CTCGGGGTAGTTGTACAGG-3’; ESRI +1200 Fw: 5’-CAGGCAAATAAACACGGGGC-

3% Rev: 5’-GCTAACTCCAAACACCCCCA-3’; ESRI +2000 Fw: 5’-






GCCTGCAGAGGGATTAGGTG-3’; Rev: 5’-ATTCAGGACCCAGCCATGCG-3’; Chrl
Neg primers. Fw: 5’-CGGGGGTCTTTTTGGACCTT-3’; Rev: 5-

GAAACACGGCTGCCAGAAAC-3’.

Statistical analyses

Statistical analyses were performed as described in the figure legends; unpaired Student t tests
were used unless otherwise indicated. All analyses were done using Prism5 software
(GraphPad, USA); a P value of < 0.05 was considered significant. Results are given as means

+/- standard errors of the means (SEM).

Results

Men1-deficiency in the mouse leads to ERo downregulation in early mammary lesions.

We have previously reported the high incidence of occurrence of mammary intraepithelial
neoplasia (MIN) lesions found in Men/ mammary conditional mutant mice'®, the former
displaying weak ERa expression. To better determine the causative role of menin deficiency
in reduced ERa. expression, we carried out double IF analysis of menin and ERa expression
in respectively normal young Menl"*-WapCre- control mice and age-matched Menl™*-
WapCre+ mutant mice with MIN lesions. Three mice each in the control and mutant groups
at different ages were analysed. As showed in Figure 1a, all the mammary luminal cells in
control mice expressed menin. On the contrary, menin expression was lost in mammary cells
of 80% of the 10-month-old mutant mice (Figure 1a). ERa was expressed in about 40% of the

F/F
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luminal cells expressing menin in Men WapCre control mice (Figure la, uppert panel),

whereas its expression is lost in Menl-deficient cells of mutant mice (lower panel). The






merged image of menin and ERa staining indicated clearly that ERo was specifically less or

not expressed in the nuclei of menin-deficient luminal cells (Figure 1a).

Menin downregulation in human ERc” mammary cells leads to reduced ERa expression.

We next sought to confirm the direct regulation of ERa expression by menin using different
approaches in ER" breast cancer cell lines. To this end, we first performed MEN] silencing
using Si-RNA approach. As showed in Figure 1b, MENI knockdown with two different Si-
MENI, both of them being effective in reducing MENI transcription, led to a two fold
decrease in ERSI mRNA levels in MCF7 and T47D cells by RT-qPCR analysis (Figure 1b,
left panel). With the same treatment, MENI-silencing cells displayed reduced ERa protein
expression by western blot analyses (Figure 1b, right panel). At the same time, we checked
the effects of MENI-KD under oestrogen stimulation. The data obtained confirmed that
MENI-KD retained its effects in reducing ESRI transcription under the used conditions
(Figure 1c). The above data thus demonstrated that menin expression is critical for

maintaining ESR/ transcription and ERa expression.

Lower menin expression is associated with luminal B subtype breast cancer.

The above observation prompted us to perform a thorough investigation of menin expression
in a human breast cancer panel consisted of breast cancer patients operated in CLB from 2001
to 2003. In this cohort with 354 human breast cancer patients, we found that lower menin
expression was significantly associated with ER"™ breast cancers (p=0.004, Table 1).
Furthermore, among the 294 assessable ER" patients, 116 patients (39.5%) had low menin
expression and 178 patients (60.5%) had high expression. Markedly, statistical analyses
revealed that high menin expression was associated with luminal A subtype, whereas low

menin expression with luminal B subtype breast cancer (p = 0.006, Table 2). Besides, low






menin expression correlated also with bigger tumour size (p=0.016) and higher SBR grades
(p=0.005, Table 2).

Interestingly, we found that low menin expression predicted worse DMFS, with 10 yrs
DMES at 71.5% versus 81.2% in the case of high menin expression, with borderline statistical
significance, p=0.053 (Figure 2a). Low menin expression was also associated with a trend for
worse DFS with 65.7% 10 yrs DFS versus 75.0% seen in high menin expression patients,
(borderline significance, p= 0.088, Figure 2b). Importantly, low menin expression was
significantly associated with worse DFS in patients older than 50 years at diagnosis (p=0.006,
Figure 1c).

The above data obtained in human patients, consistent with the observations made in
MenI-deficient mutant mice, revealed the close relation between reduced menin expression
and weaker ERa expression, suggesting that decreased ERa expression triggered by Men!-
defficiency could be the molecular basis of the correlation observed in the current study
between reduced menin expression and the occurrence of luminal B subtype breast cancer, the

latter having in general worse prognostic than luminal subtype A breast cancer.

Menin binds to the proximal region of the ERS1 promoter.

Dreijerink et al. has recently reported that menin plays a role in the regulation of ESRI
transcription in an enhancer-mediated way®'. We noticed that, although the study showed a
possible menin binding on transcription start site (TSS) region of the ESRI promoter, no
further analysis has been performed on this region, likely because of few change in H3K4me3
mark upon MENI silencing. To better dissect the regulation of ESR/ transcription by menin at
the proximal ESRI promoter region, we carried out ChIP analyses of menin binding from -
2500pb to +2000pb around TSS (Figure 3a, top panel). Our data showed that menin was

significantly enriched in the area from the transcription start site to + 2000pb from the former






(Figure 3b), both in MCF7 and T47D cells, and more specifically in the promoter area C in
MCF7. Importantly, by using luciferase reporter assay, we confirmed that the transcriptional
activity of the proximal ESR/ promoter was indeed markedly reduced when the MENI gene
was knocked down (Figure 3c).

According to the data of Dreijerink et al, showing that H3K4 marks are enriched in the
proximal part of ERa promoter, we sought to investigate the involvement of the COMPASS-
like complex in the regulation of ERa expression. By treating MCF7 and T47D cells with the
inhibitor of menin-MLL interaction, MI503, RT-qPCR analyses showed more than two fold
decrease in ESRI gene expression (Figure 4a, left panel). Western blot analyses in MCF7 and
T47D cells using the same inhibitor also revealed a decrease in ERa expression at the protein
level (Figure 4a, right panel). Considering the current acknowledge on COMPASS complex
transcriptional regulatory role, we further checked the eventual alteration of H3K4me3 mark
at this region when MENI/MLL complex is inhibited. As showed in Figure 4b, ChIP analysis
with anti-H3K4me3 antibodies indicated that the histone methylation on the H3K4 position
was not altered upon menin/MLL inhibition, while the same treatment led to markedly
reduced menin binding. Furthermore, RT-qPCR analyses also showed that neither MLL1 nor
MLL?2 alone seemed to play a role in ESR/ transcription (Figure 4¢). Taken together, our data
provided evidence showing that menin may regulates the proximal ESR/ promoter through

compass-like complex independent mechanisms.

Mein interacts with Gata3 and regulates its expression in MCF7 cells

The transcription factor Gata3 is known to be a major factor involved in the regulation of
ESRI expression”. Moreover Gata3 has been reported to interact with menin in
lymphocytes®. We verified whether the expression of this protein changes after MENI

silencing by western blot, and found that Gata3 expression was markedly decreased at the






protein level, but not at the mRNA level in MCF7 cells (Figure 5a). We thus further
performed analyses using both GST pull-down and PLA analyses, to determine whether
menin interacts GATA3 in breast cancer cells. The data obtained demonstrated that Gata3
interacted with menin, shown both by GST pull down experiment and at the endogenous level
by PLA in MCF7 cells, the binding of GATA3 being located at the 259 and 571 amino acids
(Figure 5a). Nevertheless, we did not find any binding of GATA3 on the proximal part of the

ESRI promoter (data not shown).

Discussion

The current work affords both clinical and experimental data showing that menin is critically
involved in ERa expression and that its inactivation in mammary cells may play an important
role in the occurrence of luminal B subtype breast cancer. Our data highlighted complex
cellular and molecular consequences of reduced menin expression in mammary cells. Our
data highlighted complex physiopathological consequences of the reduced menin expression
in mammary cells, suggesting that they may cover not only cell proliferation, but also other

characteristics of tumour cells.

Correlation of reduced menin expression and luminal B subtype

We have previously observed that the mammary lesions developed in mammary cell-
specific Men] mutant mice displayed low ERo expression'®. We’ve now further demonstrated
that the decrease in Menl-deficient mammary cells is an early event, suggesting that menin
inactivation favours the occurrence of mammary lesions with weak ERa expression.
Interestingly, by analysing menin expression in a large cohort, we found that reduced menin
expression was significantly correlated with both ER breast cancer and, among ER" breast

cancer, with luminal B subtype breast cancer. Consistent to this finding, reduced menin was






also found to be correlated to bigger tumour size, more advanced BSR grades and worse
prognostics, all of them being the major features of luminal B subtype breast cancer’.
Interestingly, in the search of other luminal cell factors whose expression could be regulated
by menin, we found that not only menin binds physically with Gata3 in mammary cells, but
also MENI silencing resulted in reduced Gata3 expression. Knowing that Gata3 is a critical
mammary luminal cell factor and its reduced expression is often seen in luminal B subtype
breast cancer™, the observed regulatory role of menin on Gata3 expression would be relevant
for understanding luminal B subtype occurrence. In the literature, the mechanisms leading to
the occurrence of two subtypes of luminal breast cancers are only rarely addressed. The
current work may provide useful hints or interest for further advancing such studies.
Inversely, the data from our work showing menin’s positive regulatory role on ESR!
transcription, reminiscent of the data reported by Dreijerink et al based on their genomic
analyses using cancer cell line, seem to support the role of menin in breast cancer cell lines
whose cell proliferation is highly ERa-dependent. Therefore, by combining the data obtained
from our experimental and clinical analyses, we consider that menin plays most likely an

opposite role in the occurrence of luminal A and B subtypes of breast cancers.

Menin’s binding on the proximal ESRI promoter

The current work revealed that menin binds to the proximal ESR/ promoter. Importantly,
following MENI silencing, the transcriptional activity of this promoter region was reduced,
whereas H3K4me3 was not significantly altered. Dreijerink et al has recently described their
finding about capacity of menin in regulating ESR1 transcription by binding to the remote
upstream part of regulatory sequences of the ESR/ gene, through an enhancer-mediated
looping mechanism involving GATA3?'. Moreover, the occupancy of this enhancer sequence

by GATA3 have been already reported to play an important role in the regulation of






ERa expression upon estradiol stimulation®. Our finding provides, therefore, complementary
information concerning menin’s regulatory role on the proximal ESR/ promoter expression
and suggests that other factors may also participate in this regulation mediated by menin. It
would be interesting in the future to identify the factors or cofactor work together, positively

or negatively, with menin in regulating the ESR/ gene.

The emerging role of the MENI gene in the tumorigenesis of mammary cells starts to show its
multifaceted effects. The current work provides substantial data showing that menin may play
different, even opposite, roles in different contexts of breast cancer development, in greement
with the findings recently reported by Dreijerink et al. This may better explain seemingly
controversial data reported so far from genetic data obtained from naturally occurring tumours
and those obtained mainly from cultured cancer cells. Our data may also call for cautious
selection of subtypes of breast cancer in designing new therapeutic strategies involving the

use of menin and MLL inhibitors.
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Figure 1. Reduced menin expression leads to decrease ERa expression. a, Co-immunofluorecence against
menin and ERa. on mammary glands sections from Men1”fWapCre - mice (upper panel) and
Men1ffWapCre + mice (lower panel) at 10 months of age. Arrow heads in the inset, illustrate that the
reduced menin deficiency led to the loss of ERa expression. b, Quantitative RT-qPCR analyses of the MEN1
and ESR1 gene expression in MCF7 and T47D cells treated with Si-RNA control (Si ctrl) or two different Si-
RNA targeted the MEN1 gene (hsl and hs2). Western blot analyses using antibodies against menin and
ERa, in T47D treated with Si-RNA control (Si ctrl) or three different Si MEN1 (Si MEN1, hs1, hs2, hs3). c,
MEN1 knockdown decreases ERa. expression in ER+ breast cancer cell lines upon estradiol stimulation.
Western blot analyses using antibodies against menin and ERa, in MCF7 and T47D treated with Si-RNA
control (Si ctrl) or Si MEN1-hsl and then subjected to estradiol (E,) stimulation at 10nM concentration.
Quantitative RT-gPCR analyses of the MEN1 and ESR1 gene expression in MCF7 and T47D cells treated with
Si ctrl or Si MEN1-hs1 and the subjected to estradiol (E,) stimulation at 10nM concentration. All the data
are represented as mean +/- SEM, ns p>0.05, * p<0.05, ** p<0.01, p<0.001.






Variable Menin low (<100) Menin high P*

No. (%) (>100)
151 (42.7) No. (%)
203 (57.3)
Age groups - <50y 31 (20.5) 58  (28.6) 0.085
->50y 120 (79.5) 145 (71.4)

T. size - <2em 72 (47.7) 131 (64.5) 0.002
- >2em 79 (52.3) 72 (35.5)

SBR grade Grl 16 (10.6) 46 (22.7) 0.001
Gr2 68  (45.0) 102 (50.2)
Gr3 67 (44.4) 55 (27.1)

PR status ~Negative 44 (29.1) 44 (21.7) 0.108
_Positive 107 (70.9) 159 (78.3)

Table 1 : Correlation between Menin expression and the clinico-pathologic factors of breast
cancer. Low menin expression is associated with ER negative status (p=0.041).*Correlation by
Pearson's Chi square test unless otherwise specified t Difference between means by
Student's T test.






Variable Menin low Menin high P*
No. (%) No. (%)
116 (39.5) 178  (60.5)
| Age groups - <50y 21 (18.1) 51  (28.7) 0.040
- >50y 95 (81.9) 127 (71.3)
Menopausal -Premenopausal 22  (19.9) 56  (32.6) 0.053
Status -Postmenopausal
92 (80.1) 118 (67.4)
BMI -<25 64 (57.1) 116 (67.8) 0.045
->25 48 (42.9) 55 (32.2)
T. size -<2cm 62 (534 120 (67.4) 0.016
->2¢cm 54 (46.6) 58 (32.6)
LN invasion -No 46 (39.7) 74 (41.6) 0.744
-Yes 70 (60.3) 104 (58.4)
SBR grade  -Gr 1 16 (13.8) 46  (25.8) 0.005
-Gr 2 62 (534 99  (55.6)
-Gr 3 38 (32.8) 33 (18.5)
PR status -Negative 18 (15.5) 21 (11.8) 0.358
-Positive 98  (84.5) 157 (88.2)
Breast Ca. -Luminal A 67 (57.8) 130 (73.0) 0.006
Subtype -Luminal B 49 (42.2) 48 (27.0)
Type of -Tamoxifen 51 (45.5) 81 (45.8) 0.970
adjuvant -Al 61 (54.5) 96 (54.2)
hormonal
Type of -Anthracyclin 51 (96.2) 77  (88.5) 0.509
adjuvant -Anthra/Taxane 2 (3.8) 9 (10.3)
chemo -Other 0 (0) 1 (1.1)

Table 2 : Correlation between Menin expression and the clinico-pathologic factors of
breast cancer. Low menin expression is associated with Luminal B subtype, (p=0.006).
*Correlation by Fisher's exact test
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Figure 2. Comparison of Kaplan-Meier survival curves in between menin-high and menin-low expression
breast cancer. Comparison of Kaplan—Meier estimates for a, distant metastasis-free survival (DMFS) b,
disease free survival (DFS) ¢, cumulative survival (left panel : patients younger than 50 years old; right panel :
patients older than 50 years old) in breast cancer patients included in the TMA analysis showing the survival
distribution curves between tumours with high expression of menin (> 100) (blue curve) and low menin
nuclear staining (< 100) (green curve).
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Figure 3. Recruitment and effects of menin on the proximal ESR1 promoter. a, Schematic view of the eight
different regions of the ESR1 promoter studied by ChIP .b, Quantitative gPCR analysis of menin binding on
the -2500pb/+2000pb area flanking the transcription start site (TSS) on the ESR1 gene, in MCF7 and T47D
cells. ¢, Schematic representation of the pGL3-prAB-luc vector containing A and B alternative promoter of
the ESR1 gene, and pGL3-prC-luc vector containing alternative promoter C of the ESR1 gene. MCF7 cells
were transfected with Si-ctrl or Si MEN1-hs1 and pGL3-prAB or pGL3-prC luciferase reporter assay. After
48h of transfection, luciferase activities in triplicate samples for each conditions were measured. All the
data are represented as mean +/- SEM, ns p>0.05, * p<0.05, ** p<0.01, p<0.001.
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Figure 4. The regulation of the proximal ESR1 promoter by menin is independent of the COMPASS-like
complex. a, Quantitative RT-qPCR analyses of the ESR1 gene expression in MCF7 and T47D cells treated or
not with the inhibitor of menin-MLL interaction, MI503 at the concentration of 1uM. Western blot
analyses of ERa expression in MCF7 cells untreated (NS), b, Quantitative qPCR analysis of menin binding
on the -2500pb/+2000pb area flanking the transcription start site (TSS) on the ESR1 gene, in MCF7 cells
treated or not with the inhibitor of menin-MLL interaction, MI-503, at a concentration of 2uM. c,
Quantitative RT-gPCR analyses of the KMT2A (MLL1), KMT2B (MLL2) and ESR1 gene expression in MCF7
cells treated with Si ctrl, Si KMT2A or Si KMT2B.
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Figure 5. Menin interacts with GATA3 and regulates its expression in MCF7 cells. a, Western blot
analyses using antibodies against menin and GATA3, in MCF7 cells treated with Si ctrl or Si MEN1-hs1.
Quantitative RT-gPCR analyses of the ESR1 gene expression in MCF7 cells treated with Si ctrl or Si MEN1-
hsl b, Localization of interacting sites between menin and GATA3 by GST pull down analysis. GST-menin
full lenght (FL), or different truncated GST-menin proteins were incubated with nuclear lysates of MCF7
cells, and subjected to western blot analyses with anti-GATA3 antibody. PLA analysis with anti-menin and
anti-GATA3 antibodies.






DISCUSSION

Partie I : Implication du géne MEN1 dans la tumorigénése de la glande prostatique

Par le passé, différents travaux conduits dans plusieurs laboratoires y compris le notre,
ont permis de considérer les fonctions oncosuppressives du géne MENI dans les cancers
hormono-dépendants, plus particuliecrement dans les cancers du sein et de la prostate.
Néanmoins, les données sur son role dans les cancers hormono-dépendants sont encore peu
nombreuses, et souvent contradictoires dans la littérature. Mes travaux de recherche
doctorale ont donc eu pour but de conforter notre hypothese de base, suggérant que le

géne MENI est un suppresseur de tumeurs dans les glandes prostatiques et mammaires.

Pour répondre a cette question dans le contexte du cancer de la prostate, mes
recherches ont abouti a 1’¢laboration et la caractérisation d’'un nouveau modéle murin
d’invalidation du géne Menl, spécifiquement dans les cellules de la glande prostatique. La
stratégie ¢tait d’étudier les effets de la perte du géne Menl dans le modele d’initiation
tumorale Nkx3.1"". L’ensemble des résultats issus de I’analyse de ce mod¢le, montrant que
I’invalidation du gene Menl participe a I’initiation tumorale dans les cellules de la glande
prostatique, ont confirmé le réle oncossuppressif du gene Menl dans la glande prostatique.

Ainsi nous avons montré que :

- L’invalidation du géne Menl dans les cellules luminales de la glande prostatique
conduit & une accélération du phénotype Nkx3.I"", suggérant un role clef du
gene Menl dans le processus d’initiation tumorale.

- La perte du gene Menl conduit trés précocement a une diminution importante,
voir une perte de Dexpression du RA, dans les Iésions précancéreuses
développées au sein de notre modéle. De plus, menin est impliqué dans la
régulation de I’expression du RA, en occupant le promoteur de ce dernier.

- Une diminution des marqueurs luminaux dans les Iésions précancéreuses des
souris double mutantes a été observée, suggérant que les cellules ayant perdu
I’expression de menin subissent une dédifférenciation partielle.

- Dans les Iésions avancées des souris agées (10 mois), ’invalidation du gene

Menl entraine une forte augmentation du niveau d’expression du marqueur
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de surface CD44, dont le rdle et I’influence sur la tumorigéneése restent encore mal

connus dans le cancer de la prostate, plus particuliérement chez la souris.

L’ensemble de ces résultats montre donc que le géne Men! joue le role de suppresseur
de tumeur dans la glande prostatique, chez la souris. Néanmoins, son impact sur la
progression tumorale reste modéré en lien avec le phénotype développé dans les souris double
mutantes, dans lesquelles aucune 1ésion n’évolue vers un cancer de la prostate invasif. En
revanche, il est indéniable que I’invalidation du géne Men ! affecte la différenciation cellulaire
au sein de ces lésions précancéreuses, méme si les conséquences fonctionnelles de cette
dédifférenciation cellulaire restent a ¢lucider d’un point de vue mécanistique. Ces travaux

réalisés sur ce nouveau modele murin ouvrent donc une série de questions, qui sont :

Comment considérer le role oncosuppressif du géne Menl dans la tumorigénese de la
glande prostatique ?

- Un suppresseur de tumeur ? Oui, mais aux effets néanmoins modérés !

Les analyses histologiques réalisées sur les souris hétérozygotes Menl ™" agées (plus
de 24 mois), avaient pu révéler une incidence faible de carcinomes mammaires et
prostatiques. D’autre part, dans le modéle Wap-Cre Menl™, I’invalidation conditionnelle du
gene Menl dans les cellules de la glande mammaire conduit au développement de lésions
précancéreuses mammaires entre 8 et 12 mois, qui évoluent vers des 1ésions cancéreuses dans
de trés rare cas, entre 15 et 18 mois. Dans notre modéle Men1™"-Nkx3.1 Cref1?/ " nous avons
¢galement mise en évidence le développement précoce de Iésions précancéreuses, suite a
I’invalidation du gene Menl dans les cellules luminales de la glande prostatique. Néanmoins,
aucune de ces l1ésions n’a évolué vers des 1ésions cancéreuses de type adénocarcinomes chez
les souris agées. Toutes ces données issues de l’analyse des différents modeles murins
d’invalidation du géne Menl, renforcent indéniablement 1’idée que ce dernier joue un role
oncosuppressif dans les glandes prostatiques et mammaires. Cependant, I’incidence faible
des lésions cancéreuses nous améne a questionner le caractére oncosuppressif mineur du

géne Menl, dans ces cancers hormono-dépendants.

. . .. 1 s . ERT2-/+
Les analyses immunohistochimiques réalisées dans les souris Men1”"-Nkx3.1Cre™"*"

agées de 3 mois (1,5 mois apres 1’induction de I’invalidation du gene Menl), révélent que
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I’expression de menin est absente dans environ 50% des cellules luminales de la glande
prostatique. Nous avons pu mettre en évidence que, toutes les souris doubles mutantes traitées
au tamoxifeéne développent des Iésions PIN a trois mois, alors qu’une seule souris contrdle a
développé de telles Iésions. Il est donc intéressant de noter que cette invalidation du géne
Menl dans seulement 50% des cellules luminales, suffit a accélérer ’initiation tumorale, par
rapport aux souris contrdles. Il semble donc que ’invalidation du géne Menl joue un role

prédominant dans P’initiation tumorale des cellules épithéliales de la glande prostatique.

Nous avons observé que, a I’age de 6 mois et majoritairement a 10 mois, certaines
souris double mutantes ont développé des lésions plus avancées, de type adénocarcinomes
microinvasifs. Cependant, aucun adénocarcinome microinvasif n’a été constaté aux mémes
ages dans les souris contrdles. Les examens anatomopathologiques des souris agées de 6 et 10
mois, laissent donc suggérer que la perte du géne Menl joue un role modéré dans la
progression tumorale. Il n’est néanmoins pas si paradoxal que les souris doubles mutantes ne
développent un cancer de la prostate invasif, malgré cette initiation tumorale précoce. Car en
effet, le cancer de la prostate est un cancer de I’homme mur, qui peut rester dans un état de
quiescence pour une longue période avant d’étre détectable d’un point de vue clinique. I1 est
admis qu’une succession d’altérations génétiques vont conférer a une ou plusieurs Iésions
précancéreuses, la capacité d’évoluer vers des Iésions cancéreuses (Shen & Abate-Shen
2010). Cette notion selon laquelle le cancer de la prostate évolue via la combinaison de
plusieurs événements génétiques récurrents, a €té largement confirmée chez la souris. En effet
I’invalidation seule des suppresseurs de tumeurs Pfen ou Nkx3.1, ne suffit pas induire un
cancer de la prostate chez la souris (Minjung J. Kim et al. 2002)(Backman et al. 2004). En
revanche, I’invalidation combinée de ces deux mémes geénes est suffisante pour induire un
cancer de la prostate. Effectivement, il a ét¢ montré que dans le modele Nkx3.1 " Pten ,
I’apparition de Iésions cancéreuses de type adénocarcinomes invasifs ne se produit qu’a partir
de I’dge de 1 an (Abate-shen et al. 2003). Similairement, via une approche identique a la
notre, l’invalidation conditionnelle de Pten a 1’Age adulte dans le modéle Pren™-
Nkx3.1Cre™ ™" montre que les souris double mutantes ne développent pas de lesions
cancéreuses avant 1’age de 12 mois (Floc’h et al. 2012). 1l était peu probable que
I’invalidation du géne Menl combinée a la perte de fonction de Nkx3./ dans notre modele,

. rq1z . r r r +/-
entraine une accélération du phénotype précancéreux Nkx3.1

au méme titre que
I’invalidation de Pten. 1l serait donc intéressant d’analyser une cohorte de souris double

mutantes plus agées, au-dela de 15 a 18 mois, afin de savoir si I’invalidation du géne Men!
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peut conduire au développement de Iésions cancéreuses plus tardivement. Il n’est pas exclu
que le role oncosuppressif du géne Menl dans la progression tumorale de notre modele
Men1""-Nkx3.1Cre®®™* soit dépendante du vieillissement. Cette hypothése rejoint
I’observation de I’incidence tardive des adénocarninomes prostatiques qui ont été observés

dans le modéle des souris hétérozygotes Menl ™ (Seigne et al. 2010).

Malgré tout, il apparait que la perte d’expression du géne Menl ne serait pas un
événement génétique majeur permettant la transition des lésions précancéreuses vers un
phénotype cancéreux. Il est également envisageable dans le contexte des souris Nkx3.1™",
que la perte d’expression du géne Menl au niveau des cellules luminales de la glande
prostatique, ne soit pas suffisante pour générer un cancer invasif de la prostate a court terme.
Dans I’optique de résoudre cette problématique, il serait intéressant de combiner
I’invalidation du géne Menl a d’autres événements génétiques additionnels, tel que la perte de
fonction du geéne Pten, fréquemment observée chez I’homme. Car méme si 1’invalidation
seule de Pten ne conduit pas systématiquement au développement de 1ésions cancéreuses, la
progression tumorale du modéle Pren™ est plus rapide que celle des modéles Nkx3.1™ ou
Nkx3.1"". L’invalidation combinée des genes Pten et Menl, nous permettrait de savoir si
encore une fois la perte de menin conduit a une accélération du phénotype précancéreux, dans

/-

le contexte des souris Pten', et surtout si elle pourrait conduire au développement plus

précoce de lésions cancéreuses.

: e , . F/F
- Comment expliquer cette initiation tumorale précoce dans les souris Menl !

Nkx3.1CreR®12"9

L’état d’avancement des connaissances du modéle Menl™" Nix3.1Cre™ ™" ne
permet pas de définir précisément quels mécanismes pourraient expliquer cette initiation
tumorale précoce dans les souris doubles mutantes, par rapport aux souris contrdles.
Néanmoins, les examens anatomopathologiques réalisés sur les souris doubles mutantes agées
de 3 mois, laissent penser que la perte du géne Menl pourrait affecter, un ou des des
événements impliqués dans la transformation des cellules de la glande prostatique. Chez
I’homme comme chez la souris, la perte de fonction du géne NKX3./ compte parmi les
évenements génétiques initiateurs de la tumorigénése, qui vont conduire au développement
des Iésions précancéreuses dans la glande prostatique. Dans notre modele nous avons mis en

¢vidence que la perte combinée des geénes Menl et Nkx3.1 coopére pour accélérer la
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tumorigénese prostatique. L’inactivation du géne Menl/ pourrait initier et accélérer la
tumorigénese via un ou des mécanismes indépendants de la perte de fonction de Nkx3.1. A
I’inverse, il n’est pas exclu de se questionner sur une interaction fonctionnelle entre menin et

Nkx3.1, qui pourrait impacter le processus de tumorigénése de la glande prostatique.

Car en effet, la protéine Nkx3.1 tout comme le RA, sont décrits comme indispensable
au maintien de I’homéostasie tissulaire de la glande prostatique, et plus spécifiquement dans
le compartiment luminale (Abate-Shen et al., 2008). Des études ont montré que le RA et
Nkx3.1 agissent en synergie pour réguler la transcription de plusieurs geénes cibles dans le
contexte du cancer de la prostate (Tan et al. 2012). De plus, il a été¢ mise en évidence dans la
lignée cellulaire du cancer de la prostate LNCAP, que le RA ¢tait capable de lier un élément
de réponse ARE dans une région activatrice en 3’'UTR du géne Nkx3.1, et par ce biais régule
positivement 1’expression de NKX3.1 (Thomas et al., 2010). Ces études montrent une
interaction physique et fonctionnelle forte ente Nkx3.1 et le RA. Or, nous avons vu que
I’invalidation du geéne Menl, conduit a une perte d’expression de plusieurs marqueurs
spécifiques du phénotype luminale, dont le RA, au sein des lésions PIN des souris double
mutantes. Dans le modéle murin Nkx3.1Cre"®”* le knock-in d’un des alléles du géne
Nkx3.1 permet 1’expression de la Cre Recombinase sous le contréle du promoteur de Nkx3.1,
tandis que ’autre allele sauvage reste fonctionnel. Il est donc envisageable que la perte
d’expression et de fonction du RA dans les cellules déficientes pour le gene Menl, conduisent
¢galement a une altération des fonctions et/ou de I’expression de la protéine Nkx3.1, codée
par I’allele sauvage. Une diminution d’expression plus précoce de Nkx3.1 dans les souris
doubles mutantes traitées au tamoxiféne, par rapport aux souris contrdles, pourraient étre une
explication a cette initiation tumorale prématurée. Pour répondre a cette hypothese, il serait
intéressant de réaliser des expériences d’immunomarquage pour détecter I’expression de
Nkx3.1, dans le but de comparer son niveau d’expression entre les souris contrdles et les

souris double mutantes.
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Comment interpréter la diminution d’expression du RA dans les 1ésions PIN développées au sein

de notre modeéle Men ™" Nkx3.1Cre"®™"* 2

- Une balance entre prolifération et différenciation ?

Une des caractéristiques de la glande prostatique est sa dépendance aux androgenes,
qui via D’action du RA vont étre nécessaires au maintien de [’homéostasie tissulaire.
Cependant, il est souvent considéré que cette signalisation androgénique lorsqu’elle est
activée dans le cancer de la prostate, va conduire a une prolifération aberrante des cellules
(Shen & Abate-Shen 2010). Nous avons montré une forte diminution de I’expression du RA
dans plus de 80% des cellules déficientes pour le géne Menl, seulement 1,5 mois apres
I’invalidation de ce dernier. De plus, nous avons pu voir une diminution globale de
I’expression de deux geénes cibles du RA, PSA et FKBPS, dans les 1ésions PIN des souris
agées de 3 et 6 mois. Ces données suggerent qu’il existe une interaction fonctionnelle
attendue entre menin et le RA chez la souris, et que I’invalidation du géne Men/ accélere la
tumorigénése dans le modéle Men”" Nkx3.1Cre®®™*”*, indépendamment de la signalisation

androgénique.

Dans la littérature, les preuves montrant que le RA est nécessaire a 1’initiation
tumorale sont trées maigres. La surexpression constitutive du RA dans un modéle murin
transgénique, conduit au développement de PIN dans seulement 45% des souris (Stanbrough
et al., 2001). A I’inverse, I’invalidation conditionnelle du RA dans les cellules épithéliales de
la glande prostatique chez la souris, entraine une hyperprolifération trés restreinte au sein de
cluster de cellules épithéliales, qui n’aboutit pas au développement de Iésions PIN (Wu et al.

2007). De plus, une étude récente utilisant le modéle Nkx3.1Cre™ ™" : 4R™"

permettant
d’invalider spécifiquement le RA dans les cellules luminales a 1’age adulte, montre que ces
cellules luminales AR- proliférent de maniére transitoire en ne deviennent jamais
tumorigénique (Xie et al. 2017). Les ¢études de ces modeles murins de gain ou de perte de
fonction du RA, ne permettent pas d’affirmer clairement le réle joué par celui-ci dans
I’initiation tumorale. Il apparait que la diminution d’expression du RA et de ses génes cibles
dans notre modéle Menl™ Nkx3.1Cre™ ™", pourrait jouer un réole secondaire ou modéré

dans I’augmentation de la prolifération cellulaire, et le développement des lésions PIN. En

revanche, la diminution d’expression du RA en réponse a I’invalidation du géne Men/ semble
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jouer un role dans le maintien du statut de différenciation dans notre modéle Menl™"

Nkx3.1Cre" R

Le RA est considéré comme un « gatekeeper » du phénotype luminal dans la glande
prostatique. Niu et al ont montré que dans le modele pes-ARKO-TRAMP, I’invalidation du
RA dans les cellules épithéliales de la glande prostatique conduit a une dédifférenciation
partielle des cellules luminales, se caractérisant par une augmentation du nombre de cellules
épithéliales intermédiaires CK8+/CK5+ (Y Niu et al. 2008). Il est envisageable de considérer
que la perte d’expression des marqueurs luminaux, comme la CK18 dans les 1ésions PIN de
notre modele murin, soit une conséquence fonctionnelle de la perte de I’expression du RA.
Car a l’inverse, les lésions PIN des souris controles positives pour menin présentent une
expression du RA et de la CK18. Cependant nous n’avons pas observé d’augmentation des
marqueurs basaux, tel que la CKS5 ou p63, dans les cellules luminales déficientes pour le geéne
Menl. Nos données sont consistantes avec celles de Xie et al, qui ont montré que
I’invalidation conditionnelle du RA dans les cellules luminales de la glande prostatique a
I’age adulte, ne conduit pas a une augmentation d’expression de la CK5 dans les cellules
déficientes pour le RA (Xie et al. 2017). Pour compléter ces résultats, il serait nécessaire
d’analyser les niveaux d’expression d’autres marqueurs luminaux (CKS8) et basaux (CK14,
CK7) afin de confirmer les données obtenues. Ces résultats suggerent que la diminution
d’expression du RA conséquente a l’invalidation du geéne Menl, pourrait induire une
dédifférenciation partielle des cellules luminales. La majorité des cancers de la prostate sont
des adénocarcinomes, caractérisés par un phénotype luminal, et une absence de cellules
¢épithéliales basales (Humphrey 2007). Il est donc difficile d’établir les conséquences
fonctionnelles de cette dédifférenciation partielle sur la progression tumorale dans les souris

doubles mutantes.

- La perte d’expression du gene MEN1 pourrait-elle jouer un réle dans [’acquisition de la
résistance a [’hormonothérapie ?

Dans le but de mieux comprendre I’origine des mécanismes de résistance a
I’hormonothérapie, une étude menée dans les souris doubles mutantes Nkx3./ - pten™” ", avait
mis en évidence ’acquisition dun phénotype cancéreux indépendant de la signalisation
androgénique. En effet dans ces souris doubles mutantes ayant subi une castration chimique,

les cellules épithéliales de la glande prostatique sont capables de proliférer et de survivre en
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absence d’androgenes, et de conduire au développement de 1ésions PIN qui vont évoluer vers
des 1ésions cancéreuses (Gao et al., 2006). Cette étude montre que le modéle Nkx3.1"" Pten™”
est capable d’initier la tumorigénése de la glande prostatique indépendamment de la
signalisation androgénique. On peut donc établir un parallele avec les données obtenues dans
notre étude, montrant que I’initiation tumorale peut étre indépendante de la signalisation
androgénique dans le modéle Menl™" Nix3.1Cre™™?”*. Cependant il faut prendre en
considération que dans les souris Nkx3.1™" Pten™ castrées, le RA est toujours exprimé 4 la
différence de notre modele, suggérant que celui-ci peut rester fonctionnelle indépendamment
des androgénes. C’est pourquoi dans le modéle Men ™" Nix3.1Cre™ ", nous apportons une
preuve supplémentaire montrant que le potentiel effet « cell-autonome » du RA décrit par Gao

et al, ne semble pas indispensable a I’initiation et la progression tumorale.

En accord avec la diminution d’expression du RA, les analyses
immunohistochimiques réalisées dans les 1ésions PIN des souris double mutantes a 3 et 6
mois, ont également mis en évidence une diminution d’expression de la PSA dans la majorité
des cellules. Or depuis peu, plusieurs études issues du méme laboratoire insistent sur
I’expression hétérogéne du RA et de la PSA au sein des populations cellulaires du cancer de
la prostate. En effet, ils ont isolé a partir de tumeurs primaires de la prostate non traitées et de
CRPC, différentes sous-types cellulaires décrits comme AR'PSA’, AR'PSA", ARPSA", ou
encore AR'PSA™, qui ne répondent pas de la méme manicre a I’hormonothérapie (Liu et al.,
2015). Il rapporte que les sous-types cellulaires exprimant faiblement la PSA, nommés
PSA™, sont résistants a la castration et capable d’initier la tumorigéneése en absence
d’androgénes. En lien avec la diminution d’expression de la PSA et du RA observée dans les
1ésions PIN des souris MenI"" Nkx3.1Cre™™"*, on peut tout de méme se questionner sur
I’acquisition d’un phénotype résistant a la castration dans notre modele. Des expériences de
castration chimique suite a I’induction de la Cre Recombinase dans notre modéle Menl™"

Nkx3.1Cre™ ™" pourrait nous permettre de prouver que cette population cellulaire que nous

décrivons comme AR'*YPSA"Y est capable de proliférer en absence d’androgénes.

- Un role peu probable de la perte de menin dans [’acquisition d 'un phénotype
neuroendocrine

Des études ont montré le role crucial de la perte d’expression du RA dans la

dédifférenciation cellulaire, et plus particuliérement dans [’acquisition du phénotype
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neuroendocrine (Parimi et al., 2014). Hormis la surexpression de 1’oncogene SV40 dans le
modele TRAMP, peu de modeles murins conduisent au développement de 1€sions cancéreuses
neuroendocrines (Masumori et al. 2001). Par rapport aux caractéristiques histologiques des
1ésions PIN développées dans le modéle Menl™" Nkx3.1Cre™ """, il semblait peu probable
que cette diminution d’expression du RA puisse induire une dédifférenciation vers un
phénotype neuroendocrine. En effet, les carcinomes neuroendocrines constituent des lésions
agressives, qui different largement des cellules tumorales des Iésions précancéreuses, d’un
point de vue histologique. De plus, les analyses par immunofluorescence n’ont pas révélé
d’augmentation du marqueur neuroendocrine ChrA dans les 1ésions PIN du modéle Men1™"
Nix3.1Cre™ ™ a 1’age de 10 mois (données non montrées). Cependant, les résultats obtenus
dans notre modele murin spécifique des cellules luminales, ne suffisent pas a exclure une
éventuelle implication du géne Menl dans la différenciation endocrine. Il pourrait étre
intéressant d’analyser [’expression de menin sur des coupes ce cancer de la prostate
neuroendocrine humain, afin d’identifier si dans ces sous-types particuliers une diminution de

son expression pourrait étre observée.

- Comment intégrer les données contradictoires de la littérature sur le role de I’interaction
physique et fonctionnelle entre menin et le RA ?

Il a ét¢ mise en évidence que menin interagit avec le RA au sein du complexe
COMPASS-like pour réguler positivement 1’expression des geénes cibles du RA, et ainsi
augmenter la prolifération des cellules cancéreuses de la prostate (Malik et al. 2015).
Cependant, dans notre modéle Menl" " Nix3.1Cre"® ™" I’interaction fonctionnelle menin et

le RA n’est pas nécessaire pour initier la tumorigénese dans notre modele murin.

Des mutations du RA sont reportées dans plus de 60% des cancers métastatiques de la
prostate et plus particuliecrement dans les CRPC, alors qu’aucune mutation ne semble se
produire dans les tumeurs primaires (Robinson et al. 2015). C’est la raison pour laquelle, ce
« switch » dans I’activité et ’expression du RA, fait de lui I’oncogeéne prédominant dans les
cellules cancéreuses métastatiques de la prostate. C’est dans les cellules issues de cancers de
la prostate métastatiques que 1’interaction entre menin et le RA a été rapporté par Malik et al.
Dans cette méme étude, ils ont pu mettre en avant une augmentation d’expression de menin
trés importante dans une série de cancer de la prostate métastatique, comparativement aux

Iésions bénignes. En combinant les analyses menées dans les lignées cancéreuses en culture et
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les données obtenues chez I’homme, menin semble jouer un role oncogénique en s’associant
au RA dans le contexte des cancers métastatiques de la prostate. De notre coté, nous
rapportons que la perte de 1I’expression et de 1’activité du RA dans les cellules normales de la
glande prostatique déficientes pour le géne Menl, semble faire partie des éveénements liés a
I’initiation tumorale. Nos données suggerent donc que le role du complexe menin-RA n’est
pas oncogénique dans les stades précoces de la cancérogénese prostatique. L’ensemble de ces
résultats semblent indiquer que menin pourrait jouer un réle opposé entre les stades précoces

et tardifs du cancer de la prostate.

En opposition avec les fonctions oncogéniques du COMPASS-like complex dans les
cancers métastatiques, nous avons montré que la perte de fonction du complexe, pourrait
réguler négativement I’expression du RA dans la lignée cellulaire du cancer de la prostate
LNCAP. Plusieurs membres du complexe COMPASS, tel que ASH2L, WDRS5, RBBPS5 ou
encore KMT2B ont été identifiés pour étre mutés dans les CRPC (Grasso et al. 2012). 11 serait
intéressant de savoir si certains cancers de la prostate présentant des mutations dans les genes
codants pour les membres du complexe COMPASS ont également une expression diminuée
du RA. Cependant nos données concernant 1’expression de menin dans les cancers de la
prostate humains sont encore trop préliminaires. Il est nécessaire de procéder a des analyses
plus exhaustives chez I’homme, notamment par des TMA (tissu microarray), afin de mieux
définir le niveau d’expression de menin au cours des différents stades de la maladie. Ce type
d’analyse permettrait d’autant plus d’établir des corrélations entre le niveau d’expression de
menin et d’autres marqueurs, tel que le RA ou la PSA, systématiquement utilisé en clinique
pour ce dernier. Malik et al propose que les inhibiteurs de menin bloquant son interaction
avec le complexe COMPASS, pourrait étre une alternative thérapeutique intéressante dans les
CRPC. En lien avec nos résultats, il convient de se questionner sur les effets associés a

I’utilisation de ces inhibiteurs sur I’expression du RA, dans les cancers humains.

Comment interpréter I’augmentation d’expression du marqueur de surface CD44, et
quel role joue-t-il dans le processus de tumorigénese de notre modele ?

- Une conséquence fonctionnelle de la perte du RA ?

Dans les I¢sions PIN des souris doubles mutantes agées de 10 mois, nous avons pu

mettre en évidence une forte augmentation du niveau d’expression du marqueur de surface
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CD44, dans les cellules déficientes pour le gene Menl. Cette augmentation d’expression de
CD44 n’est pas réellement surprenante. En effet des études ont montré que la perte
d’expression du RA dans les lignées cellulaires du cancer de la prostate, est associée a une
augmentation de ce marqueur de surface (Schroeder et al. 2014). Cependant dans le cas de
notre modéle murin MenI™" Nix3.1Cre™"*” ", P’accumulation tardive de CD44 dans les
l1ésions PIN s’oppose a la diminution précoce de I’expression du RA a seulement 3 mois. Une
question qui reste en suspend est: pourquoi cette augmentation d’expression de CD44 se
produit si tardivement ? Il est compliqué de répondre a cette question et d’apporter la preuve
¢vidente d’un lien entre la perte du RA et ’augmentation de CD44, méme si les données de la
littérature le suggerent. De plus, dans la glande prostatique CD44 a été initialement décrit
comme un marqueur des cellules basales (Liu et al., 1997). Cette augmentation d’expression
correle avec 1’idée d’une différenciation partielle des cellules que nous avons observé dans les

lésions PIN de notre modele Men 1" Nkx3.1Cre™8">/*.

- Est-ce que [’augmentation d’expression de CD44 pourrait conduire a l’acquisition d’un
phénotype stem-like dans les cellules déficientes pour le gene Menl ?

Comme je I’ai mentionné dans I’introduction, I’absence d’expression du RA est un
caractere commun aux cellules souches épithéliales et cancéreuses de la prostate (Deng &
Tang 2015). Plusieurs études ont rapport¢ que dans les tumeurs primaires de la prostate
humaines, il existe des populations cellulaires négatives pour le RA, qui expriment une
combinaison de marqueurs des cellules souches, et notamment CD44 (Collins et al., 2005).
Ces données suggerent que la perte du RA suite a I’invalidation du géne Menl dans notre
modele, pourrait conduire a une dédifférenciation de certaines cellules tumorales vers un
phénotype souche. Il convient néanmoins de rester extrémement prudent a ce sujet sur
plusieurs aspects. Premiérement, CD44 est considéré comme un marqueur des PCSCs chez
I’homme, alors que chez la souris son expression a ¢t€ uniquement montré dans une
population cellulaire souche de 1’épithélium de la glande prostatique (Wang et al. 2009).
Deuxiemement, CD44 n’est pas un marqueur exclusif des cellules souches. En effet, les
analyses du profil moléculaire des cellules souches cancéreuses dans différents cancers, ont
montré que ce sont certains isoformes de CD44, comme CD44v6, qui semblent étre tres
spécifiques des cellules souches (Yan et al., 2015). De plus, cette expression généralisée de
CD44 dans quasi toutes les cellules tumorales de notre modele a 10 mois, correle peu avec la

présence généralement minoritaire des cellules souches dans les cancers de la prostate
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humains. Pour préciser la nature de ces cellules CD44", il conviendrait donc de clarifier la
situation dans notre mode¢le, en réalisant des immunomarquages de ces isoformes spécifiques
des cellules souches de CD44. D’autres analyses sont nécessaires pour évaluer la présence de
marqueurs des cellules souches. Un triage cellulaire par FACS a partir des lésions PIN de
notre modéle Menl™ Nkx3.1Cre"®™>”* permettrait d’analyser simultanément plusieurs
marqueurs des cellules souches tels que CD133, les intégrines o231, ALDHI1, Scal, CD49f,
pour définir la présence éventuelle d’une ou plusieurs populations cellulaires souches. De
nombreuses expériences seraient donc encore nécessaire pour confirmer I’hypothese de

I’acquisition d’un phénotype souche dans les souris doubles mutantes Men ™" Nix3.1Cre"™ >

/+

- Quel role pour CD44 dans la tumorigénese ?

Le role de la molécule d’adhésion CD44 dans le développement du cancer de la
prostate est trés controversé, décrite comme pro ou anti-tumorale au sein de différentes
¢tudes. Certaines études ont montré que I’expression de CD44 est perdue dans plus de 90%
des tumeurs primaires de la prostate (Figge et al., 1996), tandis que d’autres ont détecté a
I’inverse une augmentation d’expression dans environ 60% des tumeurs localisées
(Nagabhushan et al. 1996). Il est donc difficile d’établir une corrélation claire entre
I’augmentation d’expression de CD44 et la progression tumorale, ou le caractére microinvasif
des lésions observées a 10 mois dans notre modele murin. Néanmoins, Patrawala et al ont
montré qu’une population cellulaire CD44" isolée a partir de tumeurs de la prostate chez
I’homme, expriment fortement la f—catenin, un effecteur de la voie Wnt, ainsi que la protéine
SMO, un récepteur de la voie de signalisation Shh (Patrawala et al. 2006). On sait que dans le
contexte du pancréas endocrine menin est impliqué dans la régulation de ces voies de
signalisation Wnt et Shh (Cao et al. 2009)(Gurung et al., 2013), qui ont été rapportées comme
suractivées dans le cancer de la prostate (Karhadkar et al. 2004). 11 a ét¢ montré qu’une cible
transcriptionnelle de la voie shh, la protéine Glil joue un rdle oncogénique dans la lignée
cellulaire du cancer de la prostate 22RV1 (Karhadkar et al. 2004). Gurung et al ont mis en
¢vidence que menin en interagissant avec PRMTS sur le promoteur du géne codant pour Glil,
¢tait capable de réprimer ’expression de ce dernier (Gurunget al., 2013). De la méme
maniére, menin semble réprimer la voie Wnt dans les cellules  du pancréas endocrine, en
inhibant notamment I’activité transcriptionnelle et la translocation nucléaire de la f—catenin

(Cao et al. 2009). 11 pourrait étre judicieux de regarder dans les Iésions PIN des souris agées
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de 10 mois, le niveau d’expression de plusieurs des effecteurs (Glil, Gasl, SMO) de cette
voie Shh, mais aussi la localisation de la 3-catenin afin d’étudier 1’état d’activation de ces

voies de signalisation Shh et Wnt.

MENI est-il aussi un géne de prédisposition au cancer de la prostate chez I’homme ?

- Association du syndrome NEM1 avec le cancer de la prostate ?

A la différence de ce qui a été récemment observé dans le cas du cancer du sein
(Dreijerink et al., 2014), aucune étude n’a mis en évidence une association entre le syndrome
des NEMI1 et une incidence plus élevée de survenue du cancer de la prostate. Il est
envisageable qu’il n’existe pas de lien évident entre ce syndrome et 1’apparition des cancers
de la prostate. Néanmoins, le cancer de la prostate se manifeste tardivement dans la
population générale, car celui-ci peut étre indolore et latent un grand nombre d’année. La
survenue tardive des cancers de la prostate au cours du vieillissement pourrait expliquer le fait
que ceux-ci ne soit pas mis en évidence dans le cas des patients NEMI1. De plus, il est
envisageable que chez les patients NEM1, les médecins et pathologistes ne prétent pas une
grande attention a la survenue d’un cancer de la prostate fréquent dans la population générale,
ou qu’il considere celui-ci comme une association fortuite. Il serait important de sensibiliser
les conseilliers en génétique, a la mise en place d’un suivi plus précoce et attentif chez les
patients NEM1, pour identifier d’éventuelles 1ésions bénignes de la prostate. Cependant a
I’heure actuelle, il est clair que dans le contexte du syndrome NEM1, le géne MENI n’est pas

un bona fide supresseur de tumeur pour la glande prostatique.

- Comment considérer le role oncosuppressif du gene MEN1 dans les cancers de la prostate
sporadiques chez [’homme, lié a la fréquence faible des mutations?

Les mutations sporadiques du géne MENI dans les cancers de la prostate, sont trés peu
décrites dans la littérature. Grasso et al, ont pu mettre en évidence une mutation du geéne
MENI dans un cancer de la prostate parmi 50 CRPC analysés (Grasso et al. 2012). Il convient
de signaler que cette fréquence faible de mutations du géne MEN] est en contradiction avec
les différentes analyses immunohistochimique préliminaires, qui ont été réalisées pour essayer
d’évaluer le niveau d’expression de menin dans les cancers de la prostate. Nous disposons de

quelques données préliminaires qui ne figurent pas encore dans notre étude, montrant que le
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niveau d’expression de menin est réduit ou absent dans plusieurs atteintes bénignes et tumeurs
primaires de la prostate, par rapport au niveau d’expression dans les cellules épithéliales des
glandes prostatiques péritumorales (données non publiées du laboratoire). Malik et al mettent
¢galement en avant dans leur étude une diminution d’expression de menin dans les Iésions
bénignes de la prostate, et a I’inverse une augmentation du niveau d’expression de menin dans
les cancers métastatiques (Malik et al. 2015). Néanmoins dans cette étude, des données sur
I’expression de menin dans les glandes prostatiques saines et péritumorales manquent
cruellement a I’interprétation des résultats. Il y a une vraie nécessité de confronter les analyses
sur I’expression de menin entre des tissus sains ou péritumoraux par rapport aux lésions
précancéreuses et cancéreuses de la prostate. De plus d’un point de vue expérimentale, il est
nécessaire de se mettre en adéquation sur le choix des anticorps utilisés en clinique pour
évaluer I’expression de menin. Plus d’analyses a grande échelle, tel que des TMA, sont
nécessaires afin de mieux caractériser le niveau d’expression de menin dans les cancers de la
prostate chez ’homme, notamment en fonction du grade des tumeurs et de leur caractere

résistant a I’hormonothérapie.
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Partie II : Implication du géne MENI dans la tumorigénése de la glande mammaire, et
son role dans la régulation de I’expression du récepteur aux estrogénes o

Des données cliniques montrant qu’une expression faible de menin corréle avec la
survenue plus importante des sous types moléculaires ER™ et luminal B du cancer du sein,
nous ont incité a enquéter sur ’implication de menin dans la régulation de I’expression du
REa. Mes travaux de thése ont pu montrer que la protéine menin est impliquée dans la
régulation de I’expression du REa au niveau transcriptionnel. Nous avons montré que le
knockdown de menin entrainait une diminution d’expression du REa dans les lignées
cellulaires du cancer du sein MCF7 et T47D (ER"). Nous avons également mis en évidence
que menin était capable d’occuper le promoteur du géne ESR/ codant pour le REa, suggérant
qu’il pourrait jouer un réle de régulateur positif de I’expression de ce dernier. Dreijerink et al,
ont montré par le passé, que menin ¢était capable d’interagir avec le REa pour réguler
positivement 1’expression de ses geénes cibles dans la lignée cellulaire MCF7 (Dreijerink et al.,
2006). Menin semble donc jouer un réle double, dans lequel il participe d’une part a la
régulation de Dactivité transactivatrice du REq, et d’autre part a la régulation de son
expression. Etant donné I’importance thérapeutique du ciblage du REa dans les cancers du

sein, ces données amenent plusieurs questions :

Par quels mécanismes menin pourrait réguler positivement I’expression du REa?

Dans le cadre de mes travaux de these, j’ai pu montrer que menin est impliqué dans la
régulation transcriptionnelle du REa. J’ai notamment mis en évidence que menin occupe la
région promotrice proximale du gene ESRI, au niveau du site d’initiation de la transcription
(TSS), mais aussi dans une large zone s’étendant sur 1kb qui recouvre une partie de I’exon 1
et de I’intron. De plus, les données issues des essais luciférases confortent celles des ChlIP,
montrant pour la premiére fois que menin participe a la régulation de 1’activité du promoteur
proximale du géne ESRI. Ces résultats permettent d’enrichir d’avantage nos connaissances
sur la régulation de I’expression du géne ESRI par menin, trés récemment dévoilées par une
autre étude (Dreijerink et al., 2017). En effet, Dreijerink et al, ont rapporté qu’un complexe
protéique impliquant menin, GATA3 et FOXA1 semble réguler 1I’expression du gene ESRI,
via des séquences activatrices (enhancers) situées dans le promoteur distal de ce dernier.
L’occupation de ces mémes séquences activatrices par GATA3 dans la partie distale du

promoteur de ESR1, a déja pu étre rapporté par le passé (Eeckhoute et al. 2007). Il est connu
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depuis longtemps que menin est capable d’interagir avec GATA3 dans les cellules T helper 2,
jouant un role important dans la différenciation cellulaire des lignages lymphocytaires
(Nakata et al. 2013). Nous avons pu confirmer I’existence d’une interaction physique entre
menin et GATA3 dans les cellules MCF7. Néanmoins, a la différence de ce qui a été rapporté
par Dreijerink et al au niveau du promoteur distal de ESR/, nos expériences de ChIP ont
révélé que menin et GATA3 ne semble pas co-occuper les régions testées sur le promoteur
proximal de ESRI (données non montrées). Le ou les mécanismes par lesquels menin
régulerait positivement 1’expression du REa au niveau du promoteur proximal de ESRI,

semble donc étre indépendant de son interaction avec le facteur de transcription GATA3.

Des analyses menées in-silico nous ont montré que les marques de méthylation
H3K4me3 étaient particulierement abondantes dans la partie proximale du promoteur du gene
ESRI, dans différentes lignées cellulaires du cancer du sein. Etant donné 1’importance
fonctionnelle du complexe menin-MLL dans la régulation de I’expression génique, nous
avons enquété sur une éventuelle implication de ce complexe dans la régulation de
I’expression du REa.. Nous avons pu mettre en évidence que le traitement des cellules MCF7
et T47D avec un inhibiteur de ’interaction menin-MLL (MI503), conduit a une diminution
d’expression de ESRI. De plus, des expériences de ChIP ont montré que I’inhibiteur MI503
diminue drastiquement ’occupation de menin sur le promoteur de ESRI, dans la lignée
cellulaire MCF7. Cependant, malgré 1’abondance des marques de méthylation H3K4 au
niveau de la région d’occupation de menin, [I’inhibiteur MI503 ne diminue pas
I’enrichissement des marques H3K4me3. Mes résultats semblent donc exclure I’implication
du complexe COMPASS dans la régulation transcriptionnelle du REa. D’autre part, ces
données ouvrent une question plus large sur la spécificité de 1’inhibiteur MI503. Est-ce que
I’inhibiteur de I’interaction menin-MLL pourrait également altérer son interaction avec
d’autres facteurs, dépendante du complexe COMPASS-like ? De plus, 1’établissement de la
structure cristallographique de menin a montré que MLL et JunD interagisse de maniére
compétitive sur le méme site de la protéine menin (Huang et al. 2012). En accord avec la
diminution d’expression de ESRI et I’absence de modifications des marques H3K4me3 suite
au traitement avec le MI503, il est envisageable de se questionner sur I’implication du
complexe JunD-menin dans la régulation de I’expression du REa. Pour valider ou invalider
cette hypothese, il serait intéressant de regarder les sites d’occupation de JunD sur le

promoteur proximal de ESR]/.
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Toutes ces données montrent que menin pourrait réguler 1’expression du géne ESRI,
au niveau du promoteur proximal d’une part, mais également au niveau des séquences
activatrices du promoteur distal d’autre part. Nos résultats restent néanmoins rudimentaires,
car ils ne montrent pas clairement par quels mécanismes menin régulerait 1’expression du
REa dans la partie proximale du promoteur de ESRI. D’autres complexes de modification des
marques d’histones et de méthylation de I’ADN, se lient au niveau du promoteur proximal du
gene ESRI. Parmi eux plusieurs sont connus pour étre des partenaires de menin. On retrouve
notamment au niveau du promoteur proximal, plusieurs membres de la famille des HDACs,
mSin3A mais aussi des HAT, tel que p300 (Hervouet et al., 2013). Il serait donc intéressant
d’étudier s’il existe une éventuelle cohabitation entre menin et ces différents facteurs
épigénétiques, afin de savoir si menin pourrait modifier les marques d’acétylation au niveau
de cette région proximale du géne ESR/. De la méme mani¢re, on peut emmetre une
hypothése sur I’implication de menin dans la régulation des marques de méthylation de
I’ADN. Car en effet, plusieurs DNMT tel que la DNMTI1, connue pour interagir
fonctionnellement avec menin dans les cellules endocrines du pancréas, sont présentes au
niveau du promoteur proximal du REa (Hervouet et al. 2013)(Cheng et al. 2016). En dehors
de I’hypothese d’une régulation épigénétique, et étant donné que menin occupe le TSS du
gene ESRI1, il est possible que menin puisse étre impliqué dans la machinerie
transcriptionnelle basale, impliquant la RNA polymerase II. On peut donc anticiper que
menin, en tant que cofacteur, pourrait hypothétiquement &tre impliqué dans différents
complexes macromoléculaires régulant I’expression du REa.. Pour répondre a cette question,
des expériences de ChIP visant a étudier plus en profondeur les différents sites d’occupation

de menin sur le promoteur du gene ESR/ sont nécessaires.

Est-ce encore utile de débattre sur le role oncogénique ou oncosuppressif du géne MEN1
dans le cancer du sein ? Ne serait-ce pas dépendant du contexte cellulaire ?

Les données sur le role du géne Menl dans la glande mammaire sont trés
controversées. Dans les études utilisant comme modele les lignées cellulaires isolées a partir
de cancer du sein métastatiques ER’, menin semble jouer un rdle oncogénique en
interagissant notamment avec le REa, mais aussi avec d’autres facteurs de transcription tel
que GATA3 et FOXA1 (Dreijerink et al., 2006)(Dreijerink et al., 2017). Dans ce contexte,
menin régulerait positivement [’expression de plusieurs oncogenes, favorisant ainsi la

prolifération des cellules cancéreuses mammaires. En revanche, notre groupe a montré que
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I’invalidation du géne Menl dans les cellules épithéliales normales de la glande mammaire
chez la souris (modéle WapCre Menl™™), conduit au développement de lésions
précancéreuses, suggérant un role oncosuppressif du gene Menl (Seigne et al. 2013). En
accord avec ces données obtenues chez la souris, Dreijerink et al rapportent également un role
oncosuppressif du géne MENI chez les patientes atteintes du syndrome NEM1 (Dreijerink et
al., 2014), mais aussi dans une lignée primaire de cellules luminales progénitrices (LP) de la
glande mammaire (Dreijerink et al.,, 2017). Il semble donc qu’il existe une différence
fondamentale sur le role de menin entre le contexte métastatique et les cellules épithéliales

normales de la glande mammaire.

Nos données ameénent a nous questionner sur les conséquences fonctionnelles,
associées & une diminution d’expression de menin dans les cancers du sein ER'. Une
expression ¢€levée du REa, correle généralement avec un bon pronostic et une meilleure
réponse a I’hormonothérapie. Néanmoins, la perte d’expression du REa peut survenir au
cours de la progression du cancer du sein et correle a I’inverse avec un mauvais pronostic.
Est-ce qu’une expression faible de menin pourrait entrainer une diminution de 1’expression du
REa dans les cancers du sein ? Nous avons pu apporter un ¢lément de réponse en montrant,
qu’une expression faible de menin est associée au sous type moléculaire luminal B du cancer
du sein, connu pour exprimer faiblement le REa. De plus, notre étude montre qu’une
expression faible de menin est associée a la fois a un grade plus avancé, mais aussi a une
moins bonne survie chez les patientes atteintes d’un cancer du sein ER". En fin, nos travaux
ont permis de révéler qu’une down-régulation du gene MENI conduit a une expression réduite

de Gata3, ce qui correle souvent avec le sous type luminal B du cancer du sein.

L’ensemble de ces données montrant une implication éventuelle de menin dans la
régulation de I’expression du REa, nécessite tout de méme d’étre approfondie dans le
contexte clinique. La diminution d’expression du REa est un des nombreux mécanismes
pouvant conduire a une résistance a 1’hormonothérapie. Nos données amenent donc une
question plus large sur I’implication du niveau d’expression de menin dans la résistance aux
traitements anti-estrogéniques. Cependant dans notre étude, aucune corrélation n’a été établie
entre le niveau d’expression de menin et la réponse au traitement d”hormonothérapie utilisant
le tamoxiféne. En revanche de maniére étonnante, Imachi et al ont rapporté a I’inverse qu’une

. , , . . + A ;e
expression élevée de menin dans les cancer du sein ER", pourrait étre un facteur de résistance
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a I’hormonothérapie, utilisant le raloxiféne (Imachi et al. 2010). Pour clarifier cela, il serait
donc nécessaire de mener des analyses sur des cohortes de patientes plus importantes, ayant
recu un traitement adjuvant d’hormothérapie, afin de corréler la réponse au traitement avec le

niveau d’expression de menin.

Comment corréler cette diminution d’expression de menin avec le statut mutationnel de
ce dernier dans les cancers du sein ?

La question redondante sur le role du géne MENI dans les cancers hormono-
dépendants, concerne 1’absence de corrélation entre les variations du niveau d’expression de
menin et le statut mutationnel du géne MENI. En effet, comme dans le cas du cancer de la
prostate, les mutations du géne MEN] sont rares dans le cancer du sein. Une étude menée sur
plusieurs cohortes de patientes atteintes du syndrome NEM1, a pu montrer que ces derniéres
sont plus prédisposées a développer un cancer du sein par rapport a la population générale
(Dreijerink et al., 2014). C’est la premiere fois, qu’une étude met en évidence une association
entre le syndrome NEM1 et la survenue des cancers hormono-dépendants. Il est envisageable
que dans ce contexte des NEMI1, le gene MENI fasse partie de ces genes a prédisposition
faible ou modérée, mais qui en combinaison avec d’autres mutations mene a une susceptibilité
plus accrue de développer un cancer du sein. Néanmoins dans le contexte du syndrome
NEMI, cette étude pointe du doigt un rdéle oncosuppressif du gene MENI dans le cancer du

sein.

En dehors du syndrome NEMI, les mutations sporadiques du gene MENI sont tres
rares. Trés récemment, une analyse de séquencage de I’exome réalisée sur 560 cancers du
sein, a révélé de manieére surprenante des mutations du géne MENI (Nik-Zainal et al. 2016).
Dans cette ¢tude, le géne MENI est décrit comme faisant parti des 93 geénes les plus
fréquemment porteurs de « driver mutations » dans les cancers du sein. Cependant, ce faible
taux de mutations n’explique pas les variations d’expression de menin qui ont été rapportées
par différentes études dans les cancers du sein (Imachi et al. 2010)(Seigne et al. 2013). I se
peut donc que la dérégulation de I’expression de menin soit en cause. Aussi, il convient de se
questionner sur 1’aspect expérimental des analyses immunohistochimiques visant a établir le
niveau d’expression de menin dans les cancers du sein. En effet, la conservation des

¢chantillons tumoraux et le choix des anticorps variant d’une étude a [’autre, pourrait

100






introduire un biais expérimental dans 1’analyse du niveau d’expression de menin. Il est
nécessaire d’uniformiser au mieux les analyses cliniques, visant a étudier le niveau
d’expression de menin dans les cancers du sein. Néanmoins, comme dans les cancers de la
prostate, la prédisposition aux cancers du sein serait la plupart du temps multigénique. C’est
pourquoi, dans le cas des cancers du sein sporadiques, les rares altérations du gene MENI

vont vraisemblablement conférer un avantage mineur dans la cancérogénése mammaire.
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CONCLUSION

L’objectif de mon projet de thése était de mieux comprendre les mécanismes de
tumorigénese liés a I’inactivation du géne MENI dans les cancers hormono-dépendants. Mes
travaux ont notamment abouti a 1’¢laboration d’un nouveau modele murin d’invalidation
conditionnelle du géne Menl, dans la glande prostatique. Ce dernier a permis de conforter les
données précédemment obtenues dans notre laboratoire, sur le role oncosuppressif du géne
MENI dans la glande prostatique. De plus, les analyses réalisées dans les lignés cellulaires
cancéreuses de la prostate et du sein ont pu montrer I’importance de la protéine menin dans la

régulation de I’expression du RA et du REa.

Tout d’abord, dans la premiere partiec de mon travail, I’étude du modéle murin
Men1"™ Nkx3.1Cre"®"**" a permis de montrer que I’invalidation conditionnelle du géne Men1
dans les cellules luminales de la glande prostatique conduit a une accélération du phénotype

développée dans les souris Nkx3.1 Cre™f1+",

Cette accélération se caractérise par le
développement de Iésions précancéreuses PIN seulement 1,5 mois apres I’invalidation du
gene Menl dans les cellules de la glande prostatique, montrant que celui-ci joue un role
crucial dans le processus d’initiation tumorale. Quels sont le ou les mécanismes moléculaires
qui conduisent a cette initiation tumorale rapide suite a 1’invalidation du gene Men 1, reste une
question importante et non résolue dans notre étude. C’est la raison pour laquelle, par des
analyses transcriptomiques, il serait intéressant de confronter les profils d’expression génique
dans les lésions PIN développées dans les souris Menl” " Nkx3.1Cre" ™" traitées et non
traitées au tamoxiféne. Ce type d’approche pourrait permettre de savoir si 1’invalidation du
gene Menl conduit a ’augmentation d’expression de certains oncogenes, ou si celle-ci
conduit a I’activation d’une ou plusieurs voies de signalisation. De plus, dans notre modele
MenI1""Nix3.1Cre" ™" nous avons pu mettre en évidence que cette accélération du
phénotype Nkx3.1"", semble étre indépendante de la signalisation androgénique, et liée au
moins partiellement a la dédifférenciation cellulaire. Comme je 1’ai mentionné dans la
discussion, cette notion selon laquelle le RA et la signalisation androgénique ne semble pas
nécessaire a I’initiation tumorale, a déja été relayée par de nombreuses études. De plus, nous
avons montré une expression altérée de plusieurs génes, y compris la diminution de CK18 et
I’expression ectopique de CD44 dans les cellules des 1ésions PIN déficientes pour le gene

Menl. Donc, au-dela du role attribué au géne Menl dans la tumorigéneése de la glande
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prostatique, ce modele pourrait s’avérer étre un modéle d’étude intéressant des mécanismes
qui conduisent a la résistance a I’hormonothérapie, plus précisément dans le contexte d’une

perte d’expression du RA.

Un autre axe de mon travail nous a conduit a considérer 1’implication directe de menin
dans la régulation de I’expression des récepteurs nucléaires aux hormones, REa et RA. Les
expériences de ChIP réalisées dans des lignées cellulaires du cancer du sein et de la prostate,
ont permis de mettre en évidence que menin occupe la région promotrice des génes codants
ces deux récepteurs nucléaires. Un fait marquant est la mise en évidence pour la premiere fois,
de I’'implication du COMPASS-like complex dans la régulation de 1’expression du RA. Cette
¢tude arrive au moment ou les mutations des différents membres du complexe COMPASS
sont de plus en plus pointées du doigt dans les cancers de la prostate. Des travaux visant a
mimer la perte de fonction de ce complexe chez la souris, pourraient notamment permettre de
mieux comprendre son role dans la tumorigénese de la prostate. Dans le contexte du cancer du
sein, mes travaux apportent des données supplémentaires a celles récemment publiées par
Dreijerink et al, montrant que menin est capable de réguler I’expression de ESR/, en occupant
la partie proximale du promoteur de ce dernier. Néanmoins, les mécanismes par lesquelles
menin régule ’expression du REo dans cette région reste a élucider. Dans la littérature,
plusieurs partenaires de menin ont été identifiés pour occuper cette région proximale du
promoteur de ESRI. C’est pourquoi, des expériences de ChIP sont nécessaires pour corréler la
co-occupation éventuelle de menin avec les facteurs de transcription et/ou facteurs

épigénétiques connues pour lier le promoteur du REa.

Pour conclure de maniere plus large, j’espere que mes travaux auront convaincu la
communauté travaillant sur le géne MENI, qu’il est important de considérer le role
oncosuppressif de ce dernier dans les tissus hormono-dépendants, a I’heure ou 1’on ne parle de
cette protéine uniquement comme d’un oncogeéne. De plus, depuis plusieurs années, des
¢tudes montrent le bénéfice que pourrait conférer 1’utilisation de I’inhibiteur de 1’interaction
menin-MLL notamment dans les leucémies, mais aussi dans les cancers hormono-dépendants.
Or, mes travaux montrent que celui-ci entraine une diminution d’expression du RA et du
REaq, respectivement dans le contexte du cancer de la prostate et du sein. Il y a donc une
nécessité de prendre du recul face a ce nouvel outil thérapeutique, dont les effets pourraient

étre plus complexe que ceux qui ont été anticipés.
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ANNEXES

Lorsque j’ai intégré 1’équipe du Dr Chang Zhang en master 2, la thématique portait sur
les mécanismes de différenciation et la tumorigénese dans les organes endocrines, et plus
particuliérement dans le pancréas endocrine. C’est pourquoi, en plus de mon projet de thése
initial, j’ai eu opportunité de participer a d’autres études axées sur la compréhension de
différents mécanismes impliqués dans la tumorigénese du pancréas endocrine. Vous trouverez

en annexe la liste des différentes publications dans lesquelles je figure.

Article 1 : Foxa2, a novel protein partner of the tumour suppressor menin, is deregulated in
mouse and human MENI glucagonomas.

Dans cette étude ou je figure co-premier auteur avec le Dr Rémy Bonnavion, nous
avons démontré pour la premiere I’existence d’une interaction physique et fonctionnelle entre
menin et le facteur pionnier FOXA2. Nos données indiquent que menin est impliqué dans 1é
régulation de I’expression de FOXA2 spécifiquement dans les cellules a du pancréas. De
plus, les résultats obtenus in vivo chez I’homme et la souris, nous laisse suggérer que la perte
de fonction du complexe menin-FOXA2 pourrait participer a la tumorigénese des

glucagonomes.

Article 2 : Islet Cells Serve as Cells of Origin of Pancreatic Gastrin-Positive Endocrine
Tumors

Dans cette étude s’intéressant a 1’histogénése des tumeurs endocrines pancréatiques
exprimant la gastrine, j’ai essentiellement contribué aux révisions du manuscrit jusqu’a son
acceptation. L'origine cellulaire des différents types de tumeurs endocrines pancréatiques
reste énigmatique, notamment en ce qui concerne les tumeurs exprimant des hormones non
pancréatiques tels que les gastrinomes. Dans cette étude, la caractérisation d'un nouveau
modele murin d'invalidation du géne Menl spécifiquement dans les cellules progénitrices
endocrine pancréatiques Ngn3+, le modele PancEndoMenl KO, a permis de démontrer que
les gastrinomes pancréatiques liés a l'inactivation du géne Menl, avaient pour origines les

cellules pancréatiques endocrines elles-mémes.
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Article 3 : ActivinB Is Induced in Insulinoma To Promote Tumor Plasticity through a -
Cell-Induced Dedifferentiation

J’ai également eu I’opportunité de travailler en étroite collaboration avec le Dr
Philippe Bertolino, qui était a la téte d’un sous-groupe dans I’équipe du Dr Chang Zhang. Ces
travaux ont permis de mettre en évidence que I'ActivinB, un effecteur de la voie du TGFp, est
un acteur majeur dans la plasticité des cellules § endocrines, tumorales ou non tumorales. En
effet la double invalidation conditionnelle du geéne Menl et du géne codant pour ’activin B,
spécifiquement dans les cellules 3 des ilots pancréatiques chez la souris, conduit a une
dédifférentiation des insulinomes développés dans ce modéle, sans affecter de manicre
significative la croissance tumorale. L expression de 1’activin B est fréquemment augmentée
dans les tumeurs neuroendocrines pancréatiques (TNEPs) chez ’homme. C’est pourquoi,
cette étude laisse envisager que la détection de 1’ActivinB pourrait étre utilisée a des fins

diagnostiques/pronostiques chez des patients atteints de TNEPs.

Article 4 : Menin regulates Inhbb expression through an Akt/Ezh2-mediated H3K27
histone modification

Cet article qui se situe dans la continuité¢ de 1’article précédent a permis de préciser
quels mécanismes conduisent a 1’augmentation de 1’expression de I’activin B dans les
insulinomes. Il a notamment ¢été mise en évidence qu’il existe une interaction fonctionnelle
entre menin et le complexe PRC2, qui semble étre dépendante de la voie AKT, et qui va
contribuer a réprimer I’expression de 1’activin B dans les cellules 3 des ilots pancréatiques. Le
complexe PRC2 occupe le promoteur du gene codant pour l’activin B, entrainant une
augmentation des marques de triméthylation sur les histones H3K27. Ces marques de
méthylations répressives vont engendrer une compaction de la chromatine et par conséquent
une inhibition de I’expression de I’activin B dans les cellules f des 1ilots pancréatiques.
Néanmoins, la perte d’expression de menin dans le contexte des tumeurs d’ilots
pancréatiques, va entrainer une levée d’ihibition de ce complexe menin-PRC2, qui conduit a

augmenter 1’expression de 1’activin B.
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Article 5 : big-h3 Represses T-Cell Activation in Type 1 Diabetes
Un autre projet initi¢ par le Dr Anca Hennino, auquel j’ai pu contribué¢, a permis de

montrer qu'un membre de la famille du TGFp, BigH3, joue un réle crucial dans I’inhibition

de I’activité des lymphocytes T, dans le contexte du diabéte de typel.
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Abstract

Foxa2, known as one of the pioneer factors, plays a crucial role in islet development and endocrine functions. Its
expression and biological functions are requlated by various factors, including, in particular, insulin and glucagon.
However, its expression and biological role in adult pancreatic a-cells remain elusive. In the current study, we
showed that Foxa2 was overexpressed in islets from a-cell-specific Men1 mutant mice, at both the transcriptional
level and the protein level. More importantly, immunostaining analyses showed its prominent nuclear accumulation,
specifically in a-cells, at a very early stage after Men1 disruption. Similar nuclear FOXA2 expression was also
detected in a substantial proportion (12/19) of human multiple endocrine neoplasia type 1 (MEN1) glucagonomas.
Interestingly, our data revealed an interaction between Foxa2 and menin encoded by the Men1 gene. Furthermore,
using several approaches, we demonstrated the relevance of this interaction in the regulation of two tested Foxa2
target genes, including the autoregulation of the Foxa2 promoter by Foxa2 itself. The current study establishes
menin, a novel protein partner of Foxa2, as a regulator of Foxa2, the biological functions of which extend beyond

the pancreatic endocrine cells.

Copyright © 2017 Pathological Society of Great Britain and Ireland. Published by John Wiley & Sons, Ltd.
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Introduction

Foxa2 (originally termed hepatocyte nuclear fac-
tor 3p) belongs to the Foxa subfamily of forkhead
box-containing transcription factors, which includes
the transcription factors Foxal, Foxa2, and Foxa3. In
contrast to the other two Foxa members [1,2], Foxa2 is
a key factor in embryonic development, as homozygous
Foxa2-null mice die during embryogenesis [3]. Impor-
tantly, Foxa2 expression in the developing and adult
pancreas is crucial for glucose and lipid metabolism [4],
as well as other physiological functions of pancreatic
a-cells and B-cells. For example, Foxa2 expression is
required in vivo for the maturation of a-cells [5] and the
maintenance of normal p-cell functions [6,7]. Moreover,

Copyright © 2017 Pathological Society of Great Britain and Ireland.
Published by John Wiley & Sons, Ltd. www.pathsoc.org

it is well documented that Foxa2 regulates transcription
of the gene (Gcg) encoding proglucagon, the biosynthe-
sis and secretion of glucagon, and a-cell differentiation
[8—11]. However, the in vivo biological functions of
Foxa2 in adult a-cells have not been detailed.

Multiple endocrine neoplasia type 1 (MENI1) is a
rare autosomal dominant disorder characterized by
the development of multiple hyperplasic and tumour
lesions, preferentially affecting the parathyroid gland,
endocrine pancreas, and anterior pituitary [12]. The
gene MENI encodes a protein of 610 amino acids
referred to as menin, which has been highly conserved
during evolution [13]. Menin expression has been
found in a majority of human tissues analysed to date.
Interestingly, menin has been shown to interact with a
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number of transcription factors or cofactors, such as
JunD [14], the transforming growth factor-f effectors
Smadl, Smad3, and Smad5 [15], and the mixed lineage
leukaemia protein MLL [16,17]. Menin positively reg-
ulates the transcription of p18Ink4c and p27Kipl, two
cyclin-dependent kinase inhibitors [17,18]. Several in
vitro studies have also shown that menin is involved in
the regulation of several hormones, such as parathyroid
hormone [19], insulin [20], and prolactin [21]. More
recently, menin interactions with AKT and Foxol were
found in several studies [22,23], suggesting its relevant
role in these pathways. Interestingly, we have recently
demonstrated that the expression of large Maf proteins,
MafA and MafB, which are known to have crucial
endocrine functions in islet cells, was deregulated
in Menl-deficient mouse and/or human insulinomas
[24,25]. However, the mechanisms underlying the
endocrine specificity of MENI syndrome are far from
being elucidated.

In order to gain an insight into the mechanisms
involved in MEN1 tumourigenesis, Menl knockout
(KO) mice were generated with either conventional or
conditional knockout technology [26—29]. We previ-
ously generated an a-cell-specific Menl mutant mouse
model [30] by crossing mice carrying the conditional
Menl KO allele, Men1®/F | with transgenic mice express-
ing Cre recombinase under the control of the Gcg gene
promoter [31]. These Menl®F-GluCre* mutant mice
develop early a-cell hyperplasia at 2 months of age,
evolving into dysplasia at around 4 months, and finally
giving rise to glucagonomas after 7 months. Intriguingly,
our analyses revealed that Men/ ablation in a-cells also
led to insulin-expressing tumours, probably through a
cell transdifferentiation mechanism [30,32].

The aim of our current study was to identify specific
menin targets or factors contributing to the initiation of
islet cell tumourigenesis, by using this mouse model,
as the consequences of Men! inactivation in the a-cells
of these mice occurred at a very early stage. For this
purpose, we analysed the transcriptional expression
of a panel of transcriptional factors and cofactors in
islet lesions of these mice. We found that, whereas
other factors showed no obvious alterations (data not
shown), Foxa2 was overexpressed in Menl-deficient
a-cells. Interestingly, this Foxa2 overexpression was
predominantly observed in the nuclei. Nuclear FOXA?2
accumulation was also detected in human MENI1
glucagonomas. Moreover, we obtained evidence sup-
porting the ability of menin to interact with Foxa2
and regulate its auto-transactivation. Our data thus
demonstrate a new regulatory role for menin in Foxa2
expression in pancreatic a-cells.

Materials and methods

Human patient samples
Human paraffin-embedded pancreatic tissues were
obtained from 11 MENI patients with glucagonomas

Copyright © 2017 Pathological Society of Great Britain and Ireland.
Published by John Wiley & Sons, Ltd. www.pathsoc.org
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(CHRU Lille, France). The study was conducted in
accordance with the guidelines in the Declaration of
Helsinki, and the use of all patient tissue specimens was
carried out according to French laws and regulations.

Animal breeding

Mice carrying one floxed Menl allele (MenI™F) were
crossed with GluCre transgenic (GluCret) mice. This
produced MenI*F-GluCre~ and Menl*"-GluCre*
mice, from which three different mouse lines
were further derived, namely Menl™F-GluCre,
MenI**-GluCre*t, and Men1*/F-GluCre*, with the first
two lines being used as controls. All animal experiments
were conducted in accordance with accepted standards
of animal care, and were approved by the Animal Care
and Use Committee of the University Lyon 1.

Cell culture

A mouse embryonic fibroblast (MEF) cell line carry-
ing the homozygous mutant Menl gene (Menl™~) was
used in this study [26]. The cells were cultured in Dul-
becco’s modified Eagle’s medium (Gibco Invitrogen,
Calsbad, CA, USA) containing 25mM glucose sup-
plemented with 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS),
2mM L-glutamine, 100 units/ml penicillin, 100 pg/ml
streptomycin, and 100 mM B-mercaptoethanol, at 37 °C
with 5% CO,. The glucagon-producing mouse cell line
oaTC1-9 was cultured in RPMI-1640 medium (Gibco
Invitrogen) containing 11.2 mM glucose supplemented
with 10% FBS, 100 units/ml penicillin, and 100 pg/ml
streptomycin, at 37 °C with 5% CO,. pTC3, Bosc, Insl
and LCT10 cells were cultured as described previously
[25,33].

Cell transfections

Transient transfections were carried out in Menl ™~
MEFs and oTC1-9 cells with Dharmafect Duo
(Dharmacon, Lafayette, CO, USA), according to
the manufacturer’s instructions. For each transfection,
a mixture of 0.25 pg of the reporter plasmid, 0.125 pg
of one or two of the expression vectors (pCl-neo,
pCI-M1, and pCI-Foxa2) and 5ng of pRL-TK inter-
nal control vector was added to each well. The total
amount of DNA was kept constant by adding the
empty pCl-neo expression vector. Cell lysates were
analysed for firefly and Renilla luciferase activity
with the Dual-Luciferase Reporter Assay System
(Promega, Madison, WI, USA), according to the man-
ufacturer’s instructions. Activities were measured with
the Luminoskan Ascent luminometer (ThermoScien-
tific, Walthan, MA, USA). Transfection assays were
conducted three times in triplicate. The firefly/Renilla
activity ratios are presented as mean =+ standard error
of the mean (SEM) of the triplicates, after being nor-
malized with that of the pCl-neo-transfected control
cells from the same experiment. Comparisons between
mean values were performed with a two-tailed Student’s
t-test.
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Protein extraction, immunoprecipitation,
glutathione-S-transferase (GST) pulldown,
and immunoblotting

Enriched nuclear and cytoplasmic protein fractions
from cells were prepared and analysed as described
previously [33]. The following primary antibodies were
used: rabbit anti-menin at 1:10 000 (A300-105A; Bethyl
Laboratories, Montgomery, TX, USA), goat anti-Foxa2
(M-20) at 1:5000 (sc-6554; Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX, USA), and mouse anti-actin monoclonal
antibody (BA3R, 1:50000; ICN, Aurora, CA, USA).
Immunoprecipitation was carried out according to the
protocol described previously [34]. For His-tagged pro-
tein purification, an Ni—nitrilotriacetic acid kit (Qiagen,
Hilden, Germany) was used according to the manu-
facturer’s instruction. For in vitro interaction assays,
purified GST—menin bound to 50 pl of glutathione resin
(GE Healthcare, Aurora, OH, USA) was incubated
with 50 pg of purified His-tagged human FOXA?2 in a
solution containing 25 mM Tris—HCI (pH 8.0), 150 mm
NaCl, and 1mM dithiothreitol. After washing, the
co-sedimented proteins were subjected to Coomassie
Blue gel staining or western blot analyses. For GST
pulldown assays, 1.25pg of purified GST-menin or
GST control protein was incubated with 1 mg or 2 mg
of nuclear cell extracts prepared from BTC3 cells, as
described previously [34]. The co-sedimented pro-
teins were detected by western blotting under standard
conditions.

Immunostaining

The experimental procedures for immunostaining were
as described previously [30,35].

Proximity ligation assay (PLA)

aTC1-9 cells (10x10°) were fixed in methanol for
5min, washed twice in phosphate-buffered saline,
treated according to the manufacturer’s instructions
(Duolink II Fluorescence; Olink Bioscience, Uppsala,
Sweden), and then incubated with two primary antibod-
ies (rabbit anti-menin and goat anti-Foxa2) for 1h at
37 °C. After the washes, the secondary antibodies conju-
gated with complementary oligonucleotides were added,
and incubated at 37 °C for 1 h. The samples were then
treated with ligase and fluorescently labelled oligonu-
cleotides, allowing for their amplification, and signals
were visualized under a fluorescence microscope.

Chromatin immunoprecipitation
(ChIP)-quantitative polymerase chain reaction
(PCR) assay

The crosslinked chromatin was sheared with a Diogene
Bioruptor (Diagenode, Liege, Belgium). After soni-
cation, samples were incubated with 5pg of specific
antibody (menin, A300-105A; Bethyl Laboratories;
Foxa2, sc-6554; Santa Cruz Biotechnology) at 4 °C.
Immunoprecipitated DNA was recovered by incubation

Copyright © 2017 Pathological Society of Great Britain and Ireland.
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with Dynabeads Protein G (10003D; Life Technologies,
Calsbad, CA, USA) according to the manufacturer’s
instructions. The primers used in quantitative real-time
PCR (qPCR) are listed in supplementary material,
Table S1.

Results

Foxa2 expression is deregulated in a-cell tumours
of Men17F-GluCre* mice

We performed RT-qPCR analyses of Foxa2, which is
crucial for the endocrine pancreas, using RNA isolated
from the islets of Menl™F-GluCre* mutant mice at
6 months (n=7) and 12 months (n=10) of age. A total
of 10 mRNA samples from MenI®F mice at 6 months
(n=3) and at 12 months (n=23), and GluCre™ mice at
6 months (n=2) and at 12 months (n=2), were used.
We found that, whereas the level of Menl expression
remained very low in Menl™F-GluCre* mice at these
experimental time-points, Foxa2 was significantly
overexpressed, with 1.71-fold and 1.86-fold increases
at 6 and 12 months of age, respectively, as compared
with the control mice (a combination of Menl™F and
GluCre* mice; Figure 1A, B). Immunohistochemical
(IHC) analyses revealed higher nuclear Foxa2 levels
in glucagonomas (Figure 1C, middle panel) than in
exocrine cells and in control islets, but not in insulino-
mas (Figure 1C, right panel), from Menl™F-GluCre*
mice. More interestingly, the detection of menin and
Foxa2 proteins by double immunofluorescence (IF)
staining revealed that Foxa2 overexpression was only
present in menin-deficient a-cells (Figure 1D). Next, we
examined the expression of these genes in glucagono-
mas that had developed in glucagon pathway-deficient
Gcegr-null mutant mice [36]. Whereas menin was nor-
mally expressed, a reduced Foxa2 nuclear expression
pattern was observed (supplementary material, Figure
S1), suggesting that Foxa2 nuclear expression could
also be dependent on the presence of an intact glucagon
pathway. Taken together, our data reveal Foxa2 dereg-
ulation, with overt nuclear expression, in mouse Men/
glucagonomas.

Foxa2 nuclear overexpression is an early event
in menin-deficient a-cells

In order to determine whether Foxa2 overexpression is
an early event arising after Menl ablation in a-cells,
we examined Foxa2 expression in pancreas sections
from MenI®F-GluCre* mice at 24 days and 2 months
of age by using triple IF staining for menin, Foxa2, and
glucagon. Three mice per control group and mutant
group were analysed. IF analysis revealed that all
glucagon-positive cells in control islets expressed
menin (Figure 2A). In contrast, menin expression was
lost in a-cells of 30% of the 24-day-old and 63% of the
2-month-old MenI™*-GluCre* mice (Figure 2D, G).
Foxa2 was expressed in a majority of cells in the control
islets (Figure 2B), and its expression was increased in
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Figure 1. Foxa2 expression in tumours developing in Men17F-GluCre* mice. (A, B) RT-qPCR analysis of Men1 (A) and Foxa2 (B) transcripts
was carried out in islet tumours from 6-month-old (n=7) and 12-month-old (n=10) Men17F-GluCre* mice as compared with their
littermate GluCre* or Men17F control mice (n=10). Hypoxanthine-quanine phosphoribosyltransferase (Hprt) was used as an internal
standard. A Mann-Whitney U-test was used to compare mean values between mutant mice and the control group. *p <0.05 and
**p<0.001 as compared with the control group. (C) Representative IHC staining of Foxa2, glucagon and insulin in pancreas sections from
8-month-old Men7+*-GluCre*control mice (left panels) and mutant Men17F-GluCre* mice (middle and right panels). (D) Immunostaining
of Foxa2 (green) and menin (red) in pancreases of 8-month-old and control mice and islet tumours from Men17F-GluCre* mice. Original
objective magnification: x40. DAPI, 4’ ,6-diamidino-2-phenylindole.

some glucagon-positive cells in 24-day-old (Figure 2E)
and 2-month-old (Figure 2H) MenI™-GluCre™ mice.
The merged image of menin and Foxa2 staining indi-
cated that Foxa2 was specifically overexpressed in the
nuclei of menin-deficient a-cells (Figure 2F, I).

We carried out a quantitative analysis by scor-
ing the percentage of Foxa2-overexpressing cells
in menin-expressing and menin-deficient cells from
MenI™F-GluCre* mice. The number of a-cells over-
expressing Foxa2 was thus quantified, and is shown
in Figure 2J. The data showed that, at 24 days and
2 months of age, only 5% and 0% of menin-positive
a-cells showed strong Foxa2 staining, respectively.
Similar results were obtained in control mice (data
not shown), suggesting that a-cells in mutant mice

Copyright © 2017 Pathological Society of Great Britain and Ireland.
Published by John Wiley & Sons, Ltd. www.pathsoc.org

that have not yet lost menin expression could serve as
an internal control. Remarkably, 31.6% and 52.6% of
Menl-deficient a-cells showed Foxa2 overexpression at
24 days and 2 months, respectively. Taken together, our
data indicate that loss of menin in a-cells is accompa-
nied by a marked increase in Foxa2 nuclear expression
as early as 24 days after birth.

FOXA2 nuclear expression can be detected

in human glucagonomas

The above finding prompted us to investigate whether
FOXA2 expression is altered in human MENI

glucagonomas. To this end, we examined FOXA2
expression in 19 glucagon-positive lesions from 11
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Figure 2. Foxa2 is specifically overexpressed in menin-deficient a-cells of 24-day-old and 2-month-old Men 177 -GluCre* mice. (A-1) Mouse
pancreas sections were subjected to triple IF staining with antibodies against menin (red), Foxa2 (green), and glucagon (blue), and were
then visualized by confocal microscopy, 24 days (P24) or 60 days (P60) after birth. Insets show enlarged views of the islets. (A, D, G) Merged
pictures of menin and glucagon staining. (B, E, H) Merged pictures of Foxa2 and glucagon staining. (C, F, 1) Merged pictures of triple
staining. Arrowheads point to menin-deficient a-cells showing Foxa2 overexpression. (J) Proportions of Foxa2-overexpressing a-cells in
menin-expressing and menin-deficient a-cell populations of Men 177 -GluCre* mice at 24 and 60 days. At least two mice were subjected to
a-cell counting. Cells negative for 4’,6-diamidino-2-phenylindole staining were excluded from the count. The bars represent the percentage
of cells showing strong Foxa2 staining among the total number of menin-positive or menin-negative a-cells. nd, not detected. Statistical
analyses of cell distribution were performed with Fisher's exact test when applicable. Asterisks denote a significant difference between two
distributions. **p < 0.001.

MENTI patients with glucagonomas, by using triple
IF staining [35]. In peritumoural pancreatic tissues,
both nuclear and cytoplasmic FOXA?2 expression were
observed in a-cells and B-cells (Figure 3, left panels).
Interestingly, FOXA2 nuclear expression was detected
in 12 of the glucagonomas tested (Figure 3, middle pan-
els). We noticed that, in the samples showing multiple

Copyright © 2017 Pathological Society of Great Britain and Ireland.
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islet lesions, FOXA2 nuclear expression was detected
in glucagon-positive tumours, but not in insulin-positive
lesions (Figure 3, right panel).

Menin interacts with Foxa2
The above results suggest that menin may be involved
in the regulation of Foxa2 expression in a-cells. This
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Figure 3. Altered FOXA2 expression in human MEN1 glucagonomas. Representative IF staining is shown for FOXA2, glucagon and insulin in
pancreas sections from MEN1 patients with glucagonomas. The representative images obtained from peritumoural islets, glucagon-positive
tumours and insulin-positive tumours are shown in the left, middle and right columns, respectively. Arrows in the insets in the bottom
panel depict triple FOXA2, glucagon and insulin IF staining with magnified views. Original objective magnification: x40.

regulation could be mediated either by its binding
to the promoter of Foxa2, or by its direct or indirect
interaction with Foxa2, thus competing with Foxa2
or preventing Foxa2 from auto-transactivating its own
promoter [37]. To determine whether menin interacts
with Foxa2, we conducted co-immunoprecipitation
assays, and found that endogenous menin interacted
specifically with endogenous Foxa2 in protein extracts
of PTC3 (Figure 4A) and oTC1-9 (Figure 4B) cells.
To further confirm the interaction and visualize its
subcellular localization, we performed PLAs with both
anti-menin and anti-Foxa2 antibodies in mouse «TC1-9
cells. The data thus obtained showed that menin and
Foxa2 undergo a protein—protein interaction mainly in
the nucleus, giving rise to red dots in nuclei of the tested
cells (Figure 4C). To further investigate the binding
between menin and Foxa2, we performed an in vitro
interaction assay using purified human GST-menin
and purified human His-tagged FOXA2 (supplementary
material, Figure S2). The results showed the binding
of the two proteins, as evidenced by the presence
of an extra band in the Coomassie Blue-stained gel,
which could be detected by western blotting with

Copyright © 2017 Pathological Society of Great Britain and Ireland.
Published by John Wiley & Sons, Ltd. www.pathsoc.org

anti-Foxa2 antibodies (Figure 4D). As this binding
could be, once again, direct or indirect owing to the
presence of co-purified proteins, to resolve this issue
we conducted Blitz experiments. No interaction was
observed by Blitz analysis (data not shown), suggesting
that the menin—Foxa2 interaction may not be direct.
We then localized which part of the menin protein was
involved in Foxa2 binding, by using GST pulldown
assays with a panel of different truncated GST—-menin
constructs [34]. Our data showed that the minimum
menin region required to interact with Foxa2 is situated
between amino acids 258 and 475, whereas neither the
5" end (M1-102, M1-193) nor the 3’ end (M572-610) of
menin interacted with Foxa2 (Figure 4E; supplementary
material, Fig. 3). Altogether, the data obtained from the
different assays described above establish menin and
Foxa?2 as interacting protein partners.

Menin inhibits the auto-activation of the Foxa2
promoter by Foxa2 itself

The Foxa2 overexpression in menin-deficient a-cells
of Menl™F-GluCret mice and its interaction with
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menin suggest that menin may act as a transcriptional
co-regulator of Foxa2 and inhibit its previously reported
auto-activation [37]. In order to test this hypothesis, we
used MEFs carrying two Menl-null alleles (Menl™")
[26] that express neither menin nor Foxa2 (supplemen-
tary material, Figure S4). These cells were selected to
avoid any confounding effect of endogenous menin and
Foxa2. To investigate the regulatory effect of menin on
the Foxa2 promoter by using an in vitro gene reporter
assay, Menl-null MEFs were transiently co-transfected
with the proximal mouse Foxa2 promoter linked to
the firefly luciferase gene (pFoxa2; Figure 5A) and
different expression vectors containing either MENI
(pCI-M1) or Foxa2 (pCl-Foxa2) cDNA cloned under
the control of the constitutively active cytomegalovirus

Copyright © 2017 Pathological Society of Great Britain and Ireland.
Published by John Wiley & Sons, Ltd. www.pathsoc.org

promoter. The data presented in Figure 5B show that
menin re-expression itself in MenI™~ MEFs had no
effect on the activity of the Foxa2 promoter (pFoxa2)
as compared with its basal activity. In contrast, Foxa2
re-expression led to a two-fold increase in pFoxa2
activity, as previously reported [37]. Importantly, the
combined reconstitution of MEN1 and Foxa2 expression
in Menl~'~ MEFs revealed that menin re-expression sig-
nificantly inhibited the auto-transactivation of pFoxa2
by Foxa2, by 60% (Figure 5B).

To confirm this inhibitory effect of menin in a-cells,
we performed Menl knockdown with three different
types of small interfering RNA (siRNA) against Men/
(si-Menl) in oTC1-9 cells expressing both menin
and Foxa2 and transfected with the proximal mouse

J Pathol 2017
www.thejournalofpathology.com



8 R Bonnavion et al

A Foxa2 promoter
pFoxa2-Luc ( 3)
Foxa2 c
(= H K H M
-9 35+ okeiof dedkk
386 +81 £ iy
S 301
B I% & 25' *dk Kk
2.5- 3 —
¥ S 20-
2 1 2
S 15
dokdk
1.51 2 101
2
14 & 5 ik EEE gen
Q
05 € olma C1LIC1TMEL L]
pCIl-Neo pCl-Foxa2
0-

~—t — ~—t — A A
Control pCl-M1 pCl-  pCl-Foxa2 o ¥ @ ® é\c.“\ LA L
Foxa2 +pCIl-M1 ® siMen1 siMen1

D ChIP On The Foxa2 Promoter
-o-15- - L | Input ) pEFOXEZA
3 5 I FOXA2 —H------ {Tuciferase 1
E10- E 1o, Menin pEFoxa2B
© o |, FoxazTss
I.IEJ II‘E.I — Amplicon 15
- 51 - 51 @ Foxaz Binding site e ik
S © @
w w »
olMEARN (. 8 11
> s €
& 35
L) =5
9 g & 0.5-
S g%
NM_010446 o
0_
NM_001291065
harkiaatndilun i 2
— o = °+,£1?'°+,;,
7/ ’ | —. | —. > QQ:‘ Qé

147872742 Chr2 147870524

Figure 5. Menin participates in regulation of the Foxa2 promoter in vitro. (A) The reporter construct containing the mouse Foxa2 promoter.
Note that the mouse Foxa2 promoter (—386 bp to +81 bp) was amplified by PCR and then subcloned into the pGL3 basic luciferase promoter
at the restriction enzyme sites Sacl and Xhol. The proximal Foxa2 promoter contained a Foxa consensus binding site (grey box) and known
binding sites for various transcriptional regulators (white boxes). (B) Transient co-transfection studies with pFoxa2-luc plasmid and the
indicated expression vector in Men1~/~ MEFs. The control corresponds to the reporter plasmid transfected along with pCl-neo empty
expression vector. (C) Transient co-transfection studies in «TC1-9 cells with three different si-MenTs (1, 2, and 3) or si-control. For both
(B) and (C), data represent fold change relative to control basal activity, and are presented as mean + SEM. *p < 0.05 and ***p < 0.001
(two-tailed Student's t-test). (D) ChIP assay performed with anti-Foxa2 and anti-menin antibodies on protein extracts prepared from
olTC1-9 cells. Specific binding was assessed by qPCR of the region from —536bp to +1280bp in the proximal Foxa2 promoter area.
Note that Foxa2, but not menin, binds to two different sites on the tested promoter area. A distal region, ~5kb upstream of the Foxa2
transcription start site (TSS), was also included in the analysis, and showed no menin and Foxa2 enrichment. (E) Transient co-transfection
studies with pEFoxa2A plasmid and pEFoxa2B plasmid in aTC1-9 cells. Data represent fold change relative to control basal activity, and are
presented as mean = SEM. ***p < 0.0001.

Foxa2 promoter linked to the firefly luciferase gene, The above results prompted us to examine whether
pF()va, and pCI-Fova, in comparison with those menin binds to the Foxa2 promoter. We used ChIP
transfected with pFoxa2 and pCI-Neo. We found that ~ assays with aﬂtl-FO?(aZ and anti-menin .ant1bod1es
Men1 knockdown resulted in a 3.5-fold increase in basal ~ (© assess the association of Foxa2 and menin with the

C . Co Foxa?2 promoter region. ChIP assays confirmed the pres-
pFoxa2 activity, and a similar increase was seen when

. . ence of Foxa2 on the proximal Foxa2 promoter at the
pClI-Foxa2 was used, as compared with control siRNA . P oxaz pr
previously defined Foxa2 auto-activation site. Moreover,

(si-control) (Figure 5C). These data are consistent with  ~y1p assays revealed a novel Foxa2-binding site close
the above data obtained in menin-overexpressing MEFs (4 the transcription initiation site of a Foxa2 isoform
(Figure 5B), thus confirming the inhibitory role played (NM_001291065; Figure SD). Conversely, although we
by menin in Foxa2 transcriptional regulation. observed seemingly higher enrichment with anti-menin
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antibodies at the two above-mentioned Foxa2-binding
sites, we failed to detect a significant presence of menin
in this region after conducting repeated experiments.
To better understand the likely regulatory role played
by the novel Foxa2-binding site on its own promoter,
oTC1-9 cells were transiently co-transfected with the
enlarged mouse Foxa2 promoter linked to the firefly
luciferase gene containing either both Foxa2-binding
sites (pEFoxa2A) or only the previously described
Foxa2-binding site (pEFoxa2B). The data showed that
the presence of the novel Foxa2-binding site resulted
in an increase in the activity of the Foxa2 promoter
(Figure SE), suggesting that the novel Foxa2-binding
site could be an auto-activation site for the Foxa2
isoform transcript (NM_001291065). Altogether, these
data suggest that menin does not bind to the Foxa2
auto-activation sites on the Foxa2 promoter.

Next, we investigated whether menin regulates Foxa2
targets other than the Foxa2 promoter. We chose to
examine the effect of menin on the activity of the
Pdxl promoter, a known Foxa2 target in islets. A
schematic representation of the promoter and its differ-
ent cis-regulating elements is shown in supplementary
material, Figure S5. First, co-transfection experiments
with menin, Foxa2 expression vectors and a plasmid
encoding firefly luciferase under the control of the
Pdx1 promoter were performed in a panel of different
endocrine and non-endocrine cell lines. Interestingly,
an inhibitory effect of menin on the PdxI promoter
was seen in Menl-deficient MEFs and LCT10 cells,
a menin-deficient Leydig cell line [33], but not in
other menin-expressing cell lines (Figure 6A). Addi-
tional analyses were then performed in LCT10 cells.
Remarkably, the introduction of mutant menin con-
structs carrying R415X or 1384del disease-causing
mutations [38] failed to result in the same inhibition
as seen for wild-type menin in these cells (Figure 6B).
Furthermore, the inhibitory effect of menin on the
Pdx1 promoter occurred in a dose-dependent manner
(Figure 6C). Our data thus indicate that menin is able to
regulate the Pdx/ promoter, a Foxa2 target.

Discussion

The current study provides evidence that nuclear
expression of Foxa2 increases at a very early stage
after Menl disruption in menin-deficient a-cells of
MenI™F-GluCre* mice. Similar nuclear accumulation
of FOXA?2 was observed in a substantial proportion of
human MENI1 glucagonomas. Importantly, our data,
having identified the interaction between menin and
FOXAZ2, revealed the involvement of menin in the reg-
ulation of Foxa2 expression in adult pancreatic a-cells.

Menin, a new protein partner and regulator
of Foxa2

Using several approaches,
based on the use of

including two assays
endogenous  proteins

Copyright © 2017 Pathological Society of Great Britain and Ireland.
Published by John Wiley & Sons, Ltd. www.pathsoc.org

(co-immunoprecipitation and PLA), we identified
Foxa2 as a new partner of menin. Considering the vital
biological function of Foxa2 in pancreatic endocrine
cells, we believe that the identification of its interaction
with menin may help significantly in deciphering the
physiological role of menin in the endocrine pancreas,
and also the mechanisms underlying the tissue speci-
ficity of MEN1 tumourigenesis. It is interesting to note
that, among numerous menin-interacting partners, only
a limited number of proteins are known to impact on
islet cell functions, and these might play a critical role
in the tissue specificity of MEN1 pathologies [25,39].

Our data on the interaction between menin and
Foxa2 imply a crucial role for menin in the regula-
tion of Foxa2-targeted promoters and the repression
of its auto-transactivation in both endocrine and
non-endocrine cells. Furthermore, we have shown
that two disease-causing MEN] germline mutants lost
this capacity to regulate Foxa2 transactivation. These
data establish menin as a novel regulator of Foxa2,
which helps to improve our understanding of the bio-
logical functions of menin in a-cells. A recent study
highlighted the role of glucagon in Foxa2 regulation in
liver cells [4]. Our data provide evidence that menin
is probably involved in a similar regulatory process in
a-cells.

Even though we have demonstrated that Foxa2 is a
functional interacting partner of menin, the mechanisms
underlying the regulation of Foxa2 expression via such
an interaction remain to be elucidated. One possibil-
ity could be that this interaction is DNA-dependent;
that is, menin may replace or compete with other tran-
scriptional factors or co-factors, and thus hamper the
auto-transactivation of Foxa2. Alternatively, this interac-
tion could also be ‘off-DNA-strand’, so that menin may
prevent Foxa2 from fixing to its own binding targets. As
ChIP assays failed to show the presence of co-occupancy
of menin and Foxa2 on the same site(s) in the tested
Foxa?2 promoter region, the current data seem to support
the latter hypothesis. However, at this stage, we cannot
exclude the possibility that menin and Foxa2 may bind
together to the Foxa2 promoter on a different site or sites
to those tested in the current study.

The importance of menin-Foxa2 interaction in the
tumourigenesis of a-cells

Interestingly, we noticed that menin inactivation had
not occurred by day 24 in all a-cells, indicating that
the Cre-recombinase is not yet active in all of the
target cells at this stage. Therefore, a-cells do not
constitute a ‘synchronized homogeneous’ popula-
tion. This may also, at least partially, explain why
not all menin-deficient o-cells showed increased
Foxa2 expression. Our work also raises the follow-
ing question: to what extent does the early disruption
of the Menl—Foxa2 functional interaction contribute
to a-cell proliferation and glucagonoma initiation
and progression? We attempted to test the effects of
Foxa2 overexpression in «TC1-9 cells, but found no

J Pathol 2017
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Figure 6. Menin regulates the Pdx1 promoter. (A) Effects of menin reconstitution on the Pdx 1 promoter in different cell lines. Note that the
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the Pdx1 promoter in Men1-deficient LCT10 cells. (C) Dose-dependent inhibition of Pdx 7 in LCT10 cells transfected with different amounts

(0, 20, 100 and 500 ng) of menin-expressing vector.

change in terms of morphology or cell proliferation
(data not shown). As aTC1-9 cells are derived from
glucagonomas from SV40 TAG-expressing transgenic
mice, and given the oncogenic effects of TAG, these
cells may not be the most suitable for testing the effects
of Foxa2 overexpression. Interestingly, ectopic expres-
sion of Foxa2 has been reported in mouse prostate
tumours resulting from p-catenin activation [40], in
mouse prostate neuroendocrine carcinomas [41], and
a in subset of human neuroendocrine lung tumours
[42]. Consistent with these observations, none of the
endocrine pancreas-specific Foxa2 KO mouse models
gave rise to islet tumour development [5—7]. In con-
trast to the above findings and to what we observed
in a-cell-specific Menl mutant mice, Foxa2 has been
reported to have tumour suppressor functions in lung
cancer cell lines [43]. Although we currently do not
have irrevocable proof of the role of FoxaZ2 in the control
of a-cell proliferation after menin inactivation, Foxa2
may have dual functions depending on its interaction
with menin, similarly to what was reported for the AP1

Copyright © 2017 Pathological Society of Great Britain and Ireland.
Published by John Wiley & Sons, Ltd. www.pathsoc.org

factor JunD [44]. Another possibility could be that the
function of Foxa2, together with its interaction with
menin, could be cell type-specific.

Although the current study revealed an interaction
between menin and Foxa2, and enabled us to gain an
insight into its function in gene regulation, we know
very little about the factors required for or influencing
this interaction. We unravelled the role of menin in the
regulation of Foxa2 expression. However, further analy-
ses on other binding sites, particularly in the 5’ upstream
part of the Foxa2 promoter, are warranted, in order to
fully decipher the underlying mechanisms. Moreover,
the current study has not enabled us to establish the
molecular consequences of Foxa2 nuclear accumu-
lation in glucagonomas. Therefore, the relevance of
menin—Foxa2 interaction in «-cells should be further
addressed; in particular, the specific targets of Foxa2
nuclear expression in a-cells need to be identified. Con-
sidering the rarity of human MEN1 glucagonoma, more
interesting clues may emerge from the development of
an in vivo model showing o-cell-specific conditional

Foxa2 overexpression.
J Pathol 2017
www.thejournalofpathology.com
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The cells of origin of pancreatic gastrinomas remain an enigma, since no gastrin-expressing cells are found in the normal adult
pancreas. It was proposed that the cellular origin of pancreatic gastrinomas may come from either the pancreatic cells them-
selves or gastrin-expressing cells which have migrated from the duodenum. In the current study, we further characterized previ-
ously described transient pancreatic gastrin-expressing cells using cell lineage tracing in a pan-pancreatic progenitor and a pan-
creatic endocrine progenitor model. We provide evidence showing that pancreatic gastrin-expressing cells, found from
embryonic day 12.5 until postnatal day 7, are derived from pancreatic Ptfla* and neurogenin 3-expressing (Ngn3™*) progenitors.
Importantly, the majority of them coexpress glucagon, with 4% coexpressing insulin, indicating that they are a temporary sub-
population of both alpha and beta cells. Interestingly, Men1 disruption in both Ngn3 progenitors and beta and alpha cells re-
sulted in the development of pancreatic gastrin-expressing tumors, suggesting that the latter developed from islet cells. Finally,
we detected gastrin expression using three human cohorts with pancreatic endocrine tumors (pNETSs) that have not been diag-
nosed as gastrinomas (in 9/34 pNET's from 6/14 patients with multiple endocrine neoplasia type 1, in 5/35 sporadic nonfunction-
ing pNETs, and in 2/20 sporadic insulinomas), consistent with observations made in mouse models. Our work provides insight

into the histogenesis of pancreatic gastrin-expressing tumors.

astrinomas are endocrine tumors which secrete the peptide

hormone gastrin. They cause Zollinger-Ellison syndrome
(ZES), characterized by multiple duodenal-jejunal ulcers, diar-
rhea, and gastroesophageal reflux (1). Most gastrin-producing cells
are found in the adult gastric antrum and, to a lesser extent, in the
proximal duodenum in mammals. Intriguingly, most primary gastri-
nomas are found in the duodenum. The rest are mainly in the pan-
creas and are only rarely found in the stomach and elsewhere (liver,
lung, and ovaries) (2). Gastrinomas develop either sporadically or
hereditarily, as seen in patients with multiple endocrine neoplasia
type 1 (MENT; disease identifier OMIM131100). MEN1 patients de-
velop multiple tumors in endocrine organs, primarily affecting
parathyroid glands, the pituitary, the pancreas, and the foregut.
Gastrinomas are the most common functioning tumors of the
gastroenteropancreatic axis in MEN1 patients (3, 4), displaying
multiple small lesions in the duodenum and, in rare cases, in the
pancreas. Sporadic gastrinomas are often solitary tumors occur-
ring both in the duodenum and in the pancreas, and the etiology is
poorly understood. Interestingly, somatic MENI mutations and a
loss of heterozygosity at the MENTI locus have been detected in
approximately 30% of both sporadic duodenal and pancreatic
gastrinomas (5, 6). In addition, we have previously reported gas-
trin-expressing pancreatic tumors in about 15% of heterozygous
MenI mutant mice (7), confirming that MEN] inactivation plays
a crucial role in the pathogenesis of gastrinomas.

Deciphering the cells of origin of tumors is important not only
for improved understanding of tumor biology but also for person-
alized tumor treatment with targeted therapy (8). Determining
the cells of origin of pancreatic gastrinomas is of special interest,
since gastrin-expressing cells are not found in the normal adult
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human or rodent pancreas. Several studies have described gastrin
expression in developing and neonatal mammal pancreases,
which decreases rapidly after birth (9-13). Analyses of extracts
from a neonatal rodent pancreas established that gastrin was fully
processed and active in the pancreas at this stage (10). Consis-
tently, using transgenic mice harboring the green fluorescent pro-
tein (GFP) gene under the control of the mouse gastrin promoter,
Takaishi and colleagues demonstrated that GFP expression could
be targeted to pancreatic cells in embryonic and neonatal pancre-
ases until 2 days after birth (14). Passaro et al. postulated that stem
cells formed in ventral pancreatic buds could be the cell of origin
of pancreatic gastrinomas found in the gastrinoma triangle, based
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on the clinical features of the tumors (15). Indeed, pancreatic
endocrine cells derive from the differentiation of neurogenin
3-expressing (Ngn3™) progenitors, while gastric and duodenal
gastrin-expressing cells are also derived from endocrine progeni-
tors expressing Ngn3 in the corresponding tissue (16). This sug-
gests that pancreatic gastrin-expressing cells may also arise from
Ngn3™ pancreatic endocrine progenitors. Recently, Suissa et al.
(17), using different mouse models and cell lineage tracing, re-
ported the existence of embryonic and perinatal gastrin-express-
ing cell populations in the pancreas and ascertained that they were
adistinct cell lineage derived from pancreatic Ngn3™ progenitors.
However, their role in pancreatic gastrinoma development has
not been addressed.

It is worth mentioning that several previous attempts to gen-
erate mouse gastrinoma models were unsuccessful. Neither the
use of a gastrin promoter-driven simian virus 40 (SV40) large T
antigen (18) nor Men1 disruption in villin-expressing gastrointes-
tinal cells gave rise to gastrinoma development in the mouse (19).
Altogether, the observations described above prompted us to bet-
ter study gastrin-expressing cells in the pancreas and search for
alternative ways to determine the cellular origin of pancreatic gas-
trinomas.

MATERIALS AND METHODS

Human patient samples. The study was conducted in accordance with the
guidelines in the Declaration of Helsinki, and the use of all patient tissue
specimens was carried out according to French laws and regulations.

Animal study approval. All animal maintenance and experiments
were performed in accordance with the animal care guidelines of the Eu-
ropean Union and French laws and were validated by the local Animal
Ethic Evaluation Committee (protocol CLB 2010/016).

Mouse studies. Ngn3'™ knock-in mice were generously provided by Jan
N. Jensen (20). The tetO-cre mouse line [B6.Cg-Tg(tetO-cre)1Jaw/] MGL:
2679524] was purchased from Charles River France. The Menl/*x
-RIP-Cre* (BMen1 knockout [KO]) (21), Menl"™*M°%_Gly-Cre* (aMenl
KO) (22), and R26 mouse lines have already been described (23). Ptfla-
Cre knock-in mice (24) were generously provided by Christopher V. E.
Wright.

THC and IF. Neonate and adult pancreases were fixed in neutral buft-
ered formalin (Lilly’s fixative) for 2 h at room temperature and for 18 h at
4°C, respectively, and then embedded in paraffin. Serial sections of 3 um
were prepared, mounted on Superfrost Plus glass slides, and subjected to
deparaffinization and rehydration. Immunostainings were performed as
previously described (25). Briefly, endogenous peroxidases were
quenched in 3% H,O, solution for 30 min at room temperature. Heat-
induced epitope retrieval was performed by immersion in antigen-un-
masking solution (catalog no. H-3300; Vector Laboratories) in a micro-
wave oven for 15 min. After blocking with antibody diluent (Dako),
sections were incubated overnight with a primary antibody. For immu-
nofluorescence (IF), stainings were revealed with a Cy3 or Cy5 tyramide
amplification kit (PerkinElmer), according to the manufacturer’s instruc-
tions, with prior incubation with the appropriate biotinylated secondary
antibody or incubation with appropriate Alexa Fluor 488-, 555-, or 647-
coupled secondary antibodies (Life Technologies) for 1 h. For immuno-
histochemistry (IHC), after incubation with the primary antibody, bio-
tinylated secondary antibody was applied for 1 h and revealed using the
avidin-biotin complex (ABC)-3,3'-diaminobenzidine system (Vector
Laboratories). Images were captured on either a Leica DRMB epifluores-
cence microscope (Leica Microsystems), a TCS-SP5 confocal microscope
(Leica Microsystems), or a Zeiss 780 confocal microscope. Cell counting
was manually performed on multiple-channel pictures with the ImageJ
cell counter module (U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD).
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The data on the graphs and the results of counting are represented as
means = standard errors of the means.

Antibodies. Antigastrin antibody (Novocastra; Leica Biosystems) rec-
ognizing nonsulfated (I) and sulfated (II) gastrin 17 as well as gastrin 34,
antigastrin antibody (serum 2717; Jens F. Rehfeld), antigastrin antibody
(catalog no. sc-7783; Santa Cruz) recognizing gastrins 17, 34, and 71,
antiprogastrin antibody (rabbit polyclonal antibody; a kind gift from Julie
Pannequin), and anti-Pax4 antibody (a kind gift from Beatriz Sosa-Pineda
[26]) were used in the study (see Table S1 in the supplemental material for
a detailed description of all antibodies used in the study). Donkey second-
ary antibodies coupled with either Alexa Fluor 488, 555, or 647 were used
(Life Technologies, Jackson ImmunoResearch). For IHC or immunoflu-
orescence with tyramide signal amplification, biotinylated secondary an-
tibodies from horse or donkey were used (Vector Laboratories). Negative
controls were conducted by omitting primary antibody incubation. For
the gastrin antibody from Santa Cruz, controls were conducted by incu-
bating the antibody with the corresponding peptide (catalog no. sc-7783
P; Santa Cruz).

Serum gastrin measurement. The concentration of gastrin in serum
from mice was measured with a highly sensitive gastrin radioimmunoas-
say (RIA) (27). Due to the small serum volume (<50 wl), conventional
gastrin RIAs could not be used. The supersensitive RIA (based on anti-
body no. 921325 from the J. F. Rehfeld laboratory) has a detection limit of
1.0 pmol of gastrin per 15 pl of sample in the incubation mixture, and the
cross-reactivity with cholecystokinin (CCK) is minor (<10%), with an
intra-assay coefficient variation of 8%. Note that CCK circulates at a 10-
fold lower concentration than gastrin.

PCRs. Mouse islets were purified using the standard collagenase P
protocol (Roche). Total RNA was isolated from adult C57BL/6] mouse
tissues (Charles River) using an RNeasy minikit (Qiagen). Standard re-
verse transcription-PCRs were performed (annealing temperature, 60°C;
40 cycles) using the following primers: for gastrin, forward (Fw) primer
5'-AACAGCGCCAGTTCAACAAG-3' and reverse (Rv) primer 5'-AAG
TCCATCCATCCGTAGGC-3', for cholecystokinin, Fw primer 5'-TGCT
AGCGCGATACATCCAG-3"and Rv primer 5'-ATCCATCCAGCCCAT
GTAGTC-3', for GIP, Fw primer 5'-TTTCCCTGAGATTGCCCTGC-3'
and Rv primer 5'-CGCAGAGGGGACTTTCATCA-3', for insulin 2, Fw
primer 5'-GCAGCACCTTTGTGGTTCCC-3’ and Rv primer 5’-TGCAG
TAGTTCTCCAGCTGG-3', and for the TATA box binding protein (Tbp)
gene, Fw primer 5'-CCCTATCACTCCTGCCACACC-3" and Rv primer
5-CGAAGTGCAATGGTCTTTAGGTC-3'.

RESULTS

Pancreatic gastrin™ cells represent transient subpopulations of
alpha and beta cells at birth. We first tried to better characterize
the population of mouse neonatal pancreatic gastrin-expressing
(NPG) cells. To achieve that aim, we used different gastrin anti-
bodies that recognize different forms of processed gastrin pep-
tides. The gastrin transcript encodes the progastrin immature pep-
tide that is processed by cleavage and other posttranslational
modifications, giving rise to different mature peptides (gastrin 34
and gastrin 17) and immature gastrin peptides (gastrin 71) (28).
Thus, the presence of the different gastrin peptides is highly de-
pendent on the expression and activity of the key enzymes neces-
sary for its processing. We used the Novocastra antigastrin anti-
body widely used by pathologists for the diagnosis of gastrinomas.
Both this antibody and the homemade serum 2717 recognize gas-
trins 17 and 34. The SCBT antibody recognizes gastrins 17 and 34,
as well as the gastrin 71 precursor. Immunofluorescence (IF) anal-
yses with Novocastra antigastrin antibody demonstrated that scat-
tered cells with positive cytoplasmic staining could be detected in
the pancreas of mouse neonates (Fig. 1A). We quantified the pro-
portion of these NPG cells relative to the total endocrine cell pop-
ulation at birth by performing double IF staining for gastrin and
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FIG 1 Neonatal gastrin-expressing cells represent subsets of alpha and beta cells. (A) IF colocalization of gastrin and chromogranin A, insulin, or glucagon in the
pancreases of newborn wild-type mice (3 =< n < 6 mice). Magnified views of the area with the dotted outline are shown on the right. Bars = 20 pm. (B)
Representative IHC stainings for gastrin and CCK in wild-type mouse pancreas and duodenum at birth. Magnified views of the area with the dashed outline are
shown in the middle panel. Bars = 50 um. (C) Representative IHC staining for gastrin in wild-type mouse pancreas at E12.5 and E14.5 (n = 3 mice of each age).
(Insets) Magnified views of the area with the dashed outline. Bars = 50 wm. (D) Percentage of gastrin-expressing cells (3 = n = 7 mice) expressing glucagon,
insulin, or any of the pancreatic hormones (Cocktail) (see Results) at birth in wild-type mouse pancreas. DAPI, 4',6-diamidino-2-phenylindole; Gas, gastrin; Ins,

insulin; Glu, glucagon.

chromogranin A, a marker of endocrine cells (Fig. 1A). The NPG
cell population represented 4.3% = 0.1% of the total endocrine
cell number at postnatal day 0 (P0) but became undetectable at P7
(data not shown), consistent with previous results reported in the
literature (17, 29). We noticed that in the normal adult mouse
pancreas, weak expression of both gastrin and progastrin was de-
tected in alpha cells with one of the antigastrin antibodies used in
this study (SCBT) (see Fig. S1A in the supplemental material) and
antiprogastrin antibody (from Julie Pannequin) (see Fig. S1B in
the supplemental material), with both antibodies giving rise to
positively stained cells in the antrum and proximal duodenum
(data not shown). Moreover, the gastrin transcript but not the
cholecystokinin transcript was also detected in RNA isolated from
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adult mouse pancreas (see Fig. S1C in the supplemental material).
The data support the existence of either residual gastrin expres-
sion or a differently processed gastrin peptide, possibly gastrin 71,
in adult pancreatic alpha cells on the basis of the specificity of the
antibody used. The related peptide hormone CCK was not ex-
pressed at PO in the pancreas but was detectable in the duodenum
at birth, as was gastrin (Fig. 1B), confirming that there was no
cross-reaction with CCK by the antigastrin antibody used in this
study. Next, we checked the existence of gastrin-expressing (gas-
trin™) cells in the developing mouse pancreas. Gastrin™ cells were
readily detected but rarely at embryonic day 12. 5 (E12.5), and the
population was markedly increased at E14.5 in the developing
pancreas of wild-type mice (Fig. 1C).
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Furukawa and colleagues previously observed that some gas-
trin " cells were also positive for insulin staining using the restain-
ing method (12). By double IF staining, we could indeed detect
rare cells expressing both gastrin (Novocastra antibody) and in-
sulin (Fig. 1A and D), accounting for 4.4% = 1.8% of total NPG
cells, while most NPG cells were negative for insulin. Since we
observed that most NPG cells localized to the periphery of devel-
oping mouse endocrine islets, where most alpha cells reside, we
sought to determine if these NPG cells could express glucagon.
Indeed, a very high proportion (85.5% = 7.3%) of NPG cells was
also found to express glucagon (Fig. 1A and D). Thus, it appears
that NPG cells represent subpopulations of both developing alpha
and beta cells. We performed double staining of gastrin with other
pancreatic hormones, and we found that somatostatin-expressing
cells did not express gastrin at PO (see Fig. S2 in the supplemental
material). In order to identify cells expressing only gastrin and
none of the other pancreatic hormones, we performed double
staining with gastrin antibody and a cocktail of pancreatic hor-
mones (insulin, glucagon, somatostatin, and ghrelin). A very
small proportion (3.3% = 1.3%) of gastrin-expressing cells was
indeed negative for the hormonal cocktail (Fig. 1D).

Pancreatic gastrin™ cells originate from pancreatic progeni-
tors within the developing pancreas. Considering that all alpha
and beta cells are derived from Ngn3™" endocrine progenitors, we
suspected that NPG cells might also be derived from the differen-
tiation of pancreatic progenitors, as virtually all NPG cells ex-
pressed either glucagon or insulin. In order to determine if NPG
cells were derived from pancreatic progenitors instead of a result
of the migration of gut progenitors or gut differentiated cells, we
performed lineage-tracing experiments with Ptfla-Cre”-R26°"™"
mice, since during development Ptfla-expressing cells give rise
only to pancreatic acinar, ductal, and endocrine cells (24) (Fig.
2A). Using double IF staining, 61.3% = 4.1% of the NPG cells
were found to also express the yellow fluorescent protein (YFP)
reporter in Ptfla-Cre*-R26°"™ mice (n = 3 mice) (Fig. 2B), con-
firming our hypothesis. Similar results were obtained when the
proportion of alpha and beta cells expressing the YFP reporter was
counted, indicating that the Cre used was not 100% efficient in the
targeted cell population (data not shown).

We next genetically traced the progeny of Ngn3™ pancreatic
endocrine progenitors using Ngn3""'™-tetO-Cre*-R26°7"™"
mice (Fig. 2A). Consistent with the findings of Suissa et al. (17),
YFP expression could be detected in 10.87% * 5.46% of NPG
cells from these mice (Fig. 2B), with a similar YFP expression
rate being detected in alpha cells from the same mice. We no-
ticed that in wild-type neonatal mouse pancreases, all the gas-
trin™ cells expressed menin protein at the same level observed
in other islet cells (Fig. 2C). We then analyzed Men1"*/ox
Ngn3""""A_tetO-Cre* -R26°"*" mice, where the Men]I gene can
be disrupted in Ngn3-expressing cells and which are referred to
as PancEndoMenl KO mice. Menin expression was lost in
about 20% (specifically, 20.2% * 4.7%) of NPG cells from Panc-
EndoMen] KO mice (Fig. 2C), further confirming the above-pre-
sented cell-tracing data obtained using YFP. Our results indicate
that NPG cells are derived from the pan-pancreatic (Ptfla™) and
pancreatic endocrine (Ngn3 ™) progenitors. Taking these results
together, we define, for the first time, NPG cells to be temporal
subpopulations of either glucagon-expressing or insulin-express-
ing cells, with pancreatic progenitors being their common cell of
origin.
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Perinatal pancreatic gastrin-expressing cells display a dis-
tinct molecular signature. To study the relation between NPG
cells and duodenal G cells, we compared the protein expression
profiles of several factors known to be expressed in these cells.
Analyses of the transcription factors expressed by NPG cells
showed that they displayed high levels of MafB expression, and
some also expressed low levels of Pdx1 at PO, whereas they did not
express MafA, Pax4, Cdx2, or Ngn3 (Fig. 3A). Interestingly, at PO
duodenal G cells displayed an MafB~, Pdx1™&"ov MafA~,
Pax4™, Cdx2 /" expression profile (Fig. 3B), showing that they
are a cell population distinct from NPG cells.

Mouse pancreatic gastrin-expressing tumors develop upon
Menl disruption in both Ngn3™* pancreatic progenitors and in-
sulin- or glucagon-expressing cells. Having identified that NPG
cells were derived from pancreatic progenitors, we hypothesized
that the pancreatic progenitors and their derivatives, including
NPG cells, could be among the cells of origin of pancreatic gastri-
nomas. To test this hypothesis, we examined aged mice with Men1
disruption in Ngn3™ progenitors. Histological analyses of pancre-
ases dissected from aged PancEndoMenl KO mice showed that
12-month-old mutant mice displayed a large amount of endo-
crine lesions. Tumor lesions exhibited a complete loss of menin
expression, as expected (Fig. 4A), due to Ngn3-Cre-mediated gene
disruption in pancreatic endocrine progenitors, with most of
them being positive for insulin staining by IHC (the detailed data
concerning the analysis of other islet tumors will be published
elsewhere). Interestingly, by using gastrin antibody, several tu-
mors were positively stained (Fig. 4A), whereas other adjacent islet
tumors were not, and CCK was not detected with two different
antibodies in these gastrin-immunoreactive tumor cells (data not
shown). The frequency of gastrin™ lesions in the PancEndoMen1
KO mouse model is reported in Table 1.

Unexpectedly, we found that gastrin™ tumors also expressed
insulin (insulin*) with a much lower intensity than other insulin™
tumors negative for gastrin and other hormones (Fig. 4A; see
also Fig. S3A in the supplemental material). Similar results
were obtained when we studied the occurrence of gastrin™ le-
sions in PancMenl KO (Menlﬂ""/ﬂ""—Ptfla—Cre+) mice, but a
higher proportion of analyzed mice (8/9) displayed pancreatic
gastrin™ tumors (Fig. 4B and Table 1). The higher percentage of
gastrin™ lesions in the latter mice than in the PancEndoMenl KO
mice most likely resulted from the better Cre efficiency in Panc-
Menl KO mice, since we observed 3-fold more pancreatic endo-
crine cells expressing the reporter at birth in Ptfla-Cre"-R26°*"
mice than Ngn3"""-tetO-Cre" -R26°""" mice (data not shown).
Since NPG cells coexpress insulin or glucagon at birth, we next
sought to determine whether perinatal Menl disruption specifi-
cally in insulin™ or glucagon™ cells led to gastrin™ tumor devel-
opment. Careful analysis of menin-deficient lesions from
Men1"M*_Rip-Cre (BMenl KO) mice at 12 months of age re-
vealed the occurrence of gastrin™ lesions (Fig. 4B). The cells ex-
pressing gastrin in tumors also expressed insulin but not gluca-
gon, as demonstrated by triple IF staining (Fig. 4C; see also Fig.
S3A in the supplemental material). Three out of four analyzed
BMenl KO mice developed at least one gastrin® tumor, with a
total of 5 lesions out of 106 lesions analyzed being gastrin™ (Table
1). Molecular characterization of gastrin® tumors from PancEn-
doMenl and BMenI KO mice demonstrated that gastrin-express-
ing tumors were Pdx1™, consistent with a gastrin™ beta cell origin
of these tumors (Fig. 4D). Nevertheless, Ki67 analyses did not
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FIG 2 Pancreatic progenitor tracing and MenI disruption in pancreatic progenitors define the derivation of NPG cells. (A) Schematic illustration of the
two mouse models used for lineage tracing of pancreatic progenitors and pancreatic endocrine progenitors, respectively. (B) Representative IF staining
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mice. Gastrin-expressing cells express the genetic tracer enhanced YFP. (C) IF staining for menin and gastrin in the neonatal pancreases of PancEndoMen1

KO mice. Bars = 20 pm.

reveal any difference in proliferation from that of other insulin-
expressing tumors (see Fig. S3B in the supplemental material). In
parallel, the same analyses were also carried out in the mutant
mice where the Men1 gene was specifically disrupted in glucagon™
cells (aMenl). All the glucagon-expressing lesions in 12- to 18-
month-old aMenl KO mice were positive for gastrin detection
with the antigastrin antibody (SCBT) but negative for progastrin
detection with a progastrin antibody (homemade). When using
other gastrin antibodies, we observed an occurrence of gastrin™*
lesions similar to that found in BMenl KO mice (Table 1). To
homogenize the data, only those lesions revealed to be positive by
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the gastrin antibody used in the clinic (Novocastra) were consid-
ered gastrin™ and are included in Table 1. We additionally mea-
sured the concentration of gastrin in the serum of 12-month-old
PancEndoMenl and BMenl KO mice. We did not detect signifi-
cantly elevated serum gastrin levels in mice presenting with pan-
creatic gastrin™ tumors, possibly reflecting the nonfunctionality
of these lesions (see Fig. S3C and D in the supplemental material).

Gastrin-expressing cells can be seen in a substantial number
of human islet tumors that were not diagnosed as gastrinomas.
The observations presented above prompted us to examine how
frequently gastrin coexpression was found in human islet tumor
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lesions that were not previously diagnosed as gastrinomas. To this
end, we performed gastrin detection by IHC using gastrin anti-
body (Novocastra) in a panel of 34 pancreatic endocrine tumors
(pNETs) from 14 MENI patients, 35 sporadic nonfunctioning
pNETs and another panel of 20 sporadic insulinomas. As shown in
Fig. 5A and B, gastrin expression was detected in 9/34 MEN1
PNETs tested (from 6/14 MENT1 patients), in 5/35 sporadic non-
functioning pNETs, and in 2/20 cases of sporadic insulinomas.
Among the five sporadic nonfunctioning pNETSs expressing gas-
trin, two displayed additional insulin and glucagon expression.
Among 34 MEN1 pNETs, only 2 tumors were positive for insulin,
and both were negative for gastrin. The remaining MEN1 pNET's
were glucagon and/or pancreatic polypeptide (PP) positive.
Double staining further demonstrated that gastrin™ cells in the
MENT1 pNETs tested also coexpressed glucagon or PP (Fig. 5C),
while in the two gastrin-positive sporadic insulinomas, gas-
trin™ cells were negative for glucagon but frequently coex-
pressed insulin (Fig. 5C).

DISCUSSION

By better defining the pancreatic gastrin-expressing cells, the cur-
rent work revealed some new features of perinatal pancreatic gas-
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cells. (A and B) Double IF

and perinatal duodenal gastrin™
immunostaining with antibodies against gastrin and the indicated transcription factors in the pancreases (A) and duodenums (B) of newborn wild-type
mice. Bars = 10 pm.

trin* cells. Our data extend the origin of NPG cells further to
pancreatic Ptfla™ progenitors. We report that about 60% of NPG
cells expressed the YFP reporter, as determined by lineage tracing.
The 40% of gastrin™ cells negative for the reporter could be the
result of low Cre-mediated recombination efficiency. Impor-
tantly, the presence of only a few gastrin™ cells not coexpressing
other islet hormones at the perinatal stage, the period, unfortu-
nately, omitted in the work of Suissa et al. (17), adds important
information for the definition of NGP cells. The low number of
monohormonal gastrin™ cells at birth detected in our study sug-
gests that, at birth, the monohormonal population initially de-
scribed by Suissa et al. (17) either undergoes cell death or further
differentiates into double-positive cells: glucagon-expressing gas-
trin ™" cells or insulin-expressing gastrin™ cells. Assays with a fu-
ture generation of inducible gastrin® cell-specific Cre driver
mouse lines combined with lineage tracing will certainly provide
information on which of these possibilities occurs. Our data also
provide evidence suggesting that adult alpha cells may still ex-
press some residual level of gastrin, since adult alpha cells are
weakly, yet consistently, positive for both gastrin antibodies
(SCBT) and progastrin antibodies, and that the gastrin tran-
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(4',6-diamidino-2-phenylindole). The lesion on the right did not express gastrin but expressed Pdx1, whereas the lesion on the left expressed both gastrin
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script can be detected in the adult pancreas. However, the fact
that only one of the three gastrin antibodies used in this study
detected gastrin suggests that the gastrin detected in adult al-
pha cells may represent an immature processed peptide form of
gastrin (gastrin 71). Considering the existence of the numerous
gastrin peptides reported in the literature (28) and the incom-
plete information about gastrin antibodies, more specific tools
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and approaches will be needed to completely clarify the issue.
This is of great interest, as several groups have recently re-
ported on the biological activities of both progastrin and gas-
trin intermediates (30). Taking our results together, we defined
the NPG cells to be temporal subpopulations of islet cells, with
pancreatic progenitors being their common cell origin.

To our knowledge, the attempt to generate a mouse gastri-
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TABLE 1 Summary of gastrin-expressing lesions in different models of
Menl disruption

No. of mice with

gastrin lesions/ No. of gastrin™* lesions/total

Model total no. of mice no. of lesions (%)
PancMenl KO 8/9 14/346 (4.0)
PancEndoMenl KO 2/4 2/70 (2.9)

BMenl KO 3/4 5/106 (4.7)
aMenl KO 1/6 1/34 (2.9)

noma model has so far been unsuccessful, hampering the ability to
perform detailed experimental analyses. Interestingly, targeting of
distinct islet cell lineages, including, in particular, Ptfla* and
Ngn3™" pancreatic progenitors and alpha and beta cells, triggered
the development of pancreatic gastrin-expressing tumors in all the
different mouse Menl models. Importantly, our data show that
these mouse gastrin-expressing tumors do not exactly mimic hu-
man pancreatic gastrinomas, giving rise to hormonal symptoms
due to hypergastrinemia, which is rarely seen in MEN1 patients,
according to detailed analyses provided by Pipeleers-Marichal et

Cell Origin of Pancreatic Gastrin-Expressing Tumors

al. (31). Keeping the clinical definition of human pancreatic gas-
trinoma in mind, we prefer to describe the lesions found in our
mouse models as pancreatic gastrin-expressing tumors. Interest-
ingly, we detected gastrin-expressing lesions in a substantial pro-
portion of patients from three cohorts with human islet tumors
not previously diagnosed as gastrinoma: MEN1 islet tumors, spo-
radic nonfunctioning islet tumors, and insulinomas. Our data
provide evidence showing not only that human gastrin-expressing
lesions similar to those found in our murine models exist but also
that they may be more frequent than may be expected. These
gastrin™ cells could have been missed at diagnosis because of the
lack of clinical symptom and of specific but sensitive antibodies
for gastrin detection. Importantly, the gastrin™ tumors in our
mouse models and in human patients that we have described here
may represent prelesions of pancreatic gastrinoma and could clin-
ically awaken, giving rise to gastrinoma. Taken together, the ob-
servations made in MenI-deficient mouse models, revealing no
gastrinoma associated with hypergastrinemia but pancreatic gas-
trin-expressing tumors, are consistent with the data obtained by
analyses of three patient cohorts and are also reminiscent of what
has been described by many clinical studies. Also, in the future it
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will be interesting and useful to study the similarity and the dif-
ference between gastrinomas and pancreatic gastrin™ tumors in
patients without clinical gastrinoma symptoms.

By direct cell-specific Men1 ablation, the current work affords,
for the first time, strong evidence showing that islet cells them-
selves, either progenitors or differentiated cells, serve as the cells of
origin of pancreatic gastrin-expressing tumors. Our data may also
suggest that the above-mentioned NPG cells could also be among
the cells of origin of these tumors, considering their ontogeny
described in the current study. Remarkably, the frequency of gas-
trin™ tumors found in each of the above-mentioned models re-
sembles the proportion of gastrin-positive cells found during the
late embryonic and neonatal period. Interestingly, a similar situ-
ation may occur in humans, since Anlauf and colleagues reported
that in two tumor banks comprising a total of 300 nonfunctioning
pNETs, 3% of pNETs (9/300) stained positive for gastrin (32).
However, we consider the possibility that NPG cells are by no
means the unique cell of origin of pancreatic gastrinomas. Other
possibilities may also be involved in pancreatic gastrinoma devel-
opment, such as the ectopic expression or reexpression of gastrin
by islet tumor cells that may dedifferentiate to the stage of the
perinatal transient population coexpressing gastrin-glucagon and
gastrin-insulin. The latter possibility can be tested in the future by
disrupting the MenlI gene uniquely in adult islet cells using an
inducible Cre-loxP system.

Although pancreatic gastrinomas are described in general to
be monohormonal tumors, clinical observations often report
that they coexpress other islet hormones (33, 34). The data
from our analysis of human islet tumors are consistent with
those from these previous works. Intriguingly, we noticed that
the gastrin " islet lesions observed in our PancEndoMen] mutant
mice coexpress insulin. This finding may suggest that the gastrin™
glucagon-expressing subpopulation could be less sensitive to
Menl disruption and other tumorigenic stimuli than the gastrin™
insulin-expressing subpopulation. The fact that the transgenic
mice carrying the SV40 large T antigen under the control of the
gastrin promoter gave rise only to insulinomas and not gluca-
gonomas may support such a hypothesis (18). However, this may
not be the case in humans, since many gastrin* MENT islet tu-
mors expressed glucagon in our study. Due to the rarity of MEN1
islet tumors, the significance of this will need to be further studied
in a larger cohort.

In conclusion, the current study provides meaningful insights
into both the ontogeny of islet NPG cells and the histogenesis of
pancreatic gastrinomas. Our data pave the way for further studies
of the molecular mechanisms controlling the development of
pancreatic gastrinomas. The mouse gastrin-expressing tumor
models generated in the current study, the first of their kind, will
also be of help for the conception of new strategies for diagnosis
and treatment of the disease.
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Loss of pancreatic 3-cell maturity occurs in diabetes and insulinomas. Although both physiological and pathological stresses are
known to promote 3-cell dedifferentiation, little is known about the molecules involved in this process. Here we demonstrate
that activinB, a transforming growth factor  (TGF-f)-related ligand, is upregulated during tumorigenesis and drives the loss of
insulin expression and 3-cell maturity in a mouse insulinoma model. Our data further identify Pax4 as a previously unknown
activinB target and potent contributor to the observed 3-cell dedifferentiation. More importantly, using compound mutant
mice, we found that deleting activinB expression abolishes tumor (3-cell dedifferentiation and, surprisingly, increases survival
without significantly affecting tumor growth. Hence, this work reveals an unexpected role for activinB in the loss of 3-cell matu-
rity, islet plasticity, and progression of insulinoma through its participation in 3-cell dedifferentiation.

Loss of maturity and acquisition of embryonic traits are well-
established paradigms that contribute to tumor heterogeneity
and metastasis (1, 2). Endocrine tumors that develop from pan-
creatic islet cells are highly heterogeneous (3). Although poorly
differentiated endocrine tumors of the pancreas exist, the cause
and contribution of B-cell dedifferentiation in the initiation and
progression of those lesions remain undetermined. Loss of insulin
expression has been observed in transgenic mouse models of in-
sulinoma, supporting the existence of a mechanism that reverts
the differentiated state of mature B cells in B-cell tumors (4, 5).
Recently, Landsman et al. demonstrated that elevated Hedgehog/
Gli signaling in 3 cells alters their identity and leads to the devel-
opment of undifferentiated endocrine pancreatic tumors (6).
Therefore, the participation of B-cell dedifferentiation in adult
pancreatic pathologies such as islet tumors underscores the need
to identify the autocrine factors controlling these mechanisms.

While the characterization of signals that regulate (3-cell devel-
opment and regeneration is the focus of intense work (7), less is
known about mechanisms and molecules that control the differ-
entiation state of mature adult § cells under pathological condi-
tions. The phenomenon of B-cell dedifferentiation, characterized
by a loss of expression of key B-cell genes, such as those encoding
insulin, glucose transporter 2 (Glut2), and transcription factors
associated with the cells’ mature phenotype, was first reported in
mouse and recently confirmed in cultured human islets in the
absence of any pathological context (8-10). Further evidence has
confirmed that the differentiated state of mature adult B cells is
not permanent and is lost in response to signals such as oxidative
stress and changes in transcriptional profile (11-13). The contri-
bution of B-cell dedifferentiation to pathological conditions in
vivo is also supported by recent work suggesting that B-cell dedi-
fferentiation caused by FoxO1I disruption underlies B-cell failure
in type II diabetes (14).

Activins are transforming growth factor B (TGF-[3)-related li-
gands that participate in a wide array of biological processes in
development and cancer (15-17). Activins and their receptors
control embryonic patterning of foregut-derived organs (18) and
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are closely associated with the development of the endocrine pan-
creas (19). Although activinA and activinB are expressed in pan-
creatic islets, their presence in {3 cells is still debated (20-22). Nev-
ertheless, transgenic mouse models have confirmed roles for these
ligands in adult islets and in B-cell proliferation (23, 24). Interest-
ingly, activinA decreases the expression of mature 3-cell genes,
highlighting a possible contribution of activins to -cell dediffer-
entiation and islet plasticity (25). In contrast, the effect of activinB
in pancreatic islets is less clear. Given that activinA and activinB
affect the function of islet 3 cells and are frequently overexpressed
in various tumors (26), we hypothesized that activins could con-
tribute to B-cell tumor plasticity. Using a mouse insulinoma
model based on the targeted disruption of the Men1 gene (5), we
found B-cell tumors to overexpress activinB. Further, our work
reveals that activinB mediates (3-cell dedifferentiation, causing tu-
mor B cells to lose their mature characteristic while keeping an
endocrine identity. The role of activinB in 3-cell dedifferentiation
was further supported by the absence of dedifferentiated 3 cells
and increased survival in tumors lacking activinB expression.

MATERIALS AND METHODS

Mouse strains and procedure. MenI and InhBB-KO mice have been
previously described (5, 27). Control (MenI™'F), BMenl, and InhpB-
BMenl mice were maintained in a mixed 129sv/C57BL6 background.
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Glucose measurements were done with 6-hour-fasted mice. All animal
experiments were performed in accordance with the guidelines of the
European Union and French laws and were validated by the local Animal
Ethical Committee.

Immunobhistological analysis. Pancreases, collected from 6-h-fasted
mice, were fixed in 4% formalin prior to paraffin embedding. Immuno-
histochemical staining (IHC) was revealed with diaminobenzidine (DAB)
(DAB kit; Vector Laboratories, United Kingdom). Immunofluorescence
samples were counterstained with DAPI (4',6’-diamidino-2-phenylin-
dole) (Vector Laboratories, United Kingdom). Lists of antibodies are pro-
vided in the supplemental material. The -cell proliferation index was
determined by calculating the percentage of Ki67" Ins* double-immu-
nofluorescent cells normalized to Ki67~ Ins™ cells. For each genotype, 3
or 4 pancreases were used, and a minimum of 1,000 Ins™ cells were ana-
lyzed per animal.

Tumor and 3-cell morphometric analyses. Tumor and B-cell sur-
faces were evaluated with Histolab software (Alphelys, France) after a
visual elimination of artifacts from whole-pancreas scanning acquired on
an Eclipse E44 microscope (Nikon, France). Sections were stained with
hematoxylin and eosin (H&E) (tumor mass quantification) or for insulin
(B-cell mass quantification). Quantifications were performed blind to the
genotype on at least 2 randomized sections 30 wm apart. Briefly, for each
section, tumor area surfaces were determined based on scanned H&E
staining normalized against total pancreas surfaces. Nonpancreatic tissues
such as infiltrates, lymph nodes, and sectioning artifacts were manually
excluded after visual inspection of all sections. Areas occupied by all pan-
creatic insulin-positive (insulin™) B cells were subsequently determined
on matching serial sections based on insulin immunohistochemical stain-
ing. For each section, total insulin™ B-cell surfaces were subsequently
normalized against total pancreas surfaces as mentioned above.

Cell culture. Min6 and BTC3 cells were cultured as described previ-
ously (25). Cells were subjected to 24 h of serum starvation prior to 72 h of
stimulation with a subphysiological concentration (i.e., 1 nM) of activinB
(Peprotech, USA). When mentioned, 10 nM SB431542 (Sigma, France)
was added to the stimulation medium.

Real-time reverse transcriptase PCR (RT-PCR), Western blotting,
and ELISA analysis. RNAs were extracted using RNeasy kits (Qiagen,
Valencia, CA). Real-time PCR analyses were carried out on a Step-One RT
system (Applied Biosystems, France) using SYBR green (Life Technology,
France) and results for each sample normalized to Tpb. Primer sequences
are provided in the supplemental material. Antibodies for Western blots
are listed in the supplemental material. Quantification of activinB intrais-
let production was done with a commercial enzyme-linked immunosor-
bent assay (ELISA) kit (mouse INHbB kit; USCNK, Houston, TX) accord-
ing to the manufacturer’s instructions.

Statistical analyses. Statistical analyses were performed as described
in the figure legends; unpaired Student ¢ tests were used unless otherwise
indicated. All analyses were done using Prism5 software (GraphPad,
USA); a P value of =0.05 was considered significant. Results are given as
means * standard errors of the means (SEM).

RESULTS

Menl advanced [3-cell tumors show a heterogenicloss of insulin
expression. Expression of insulin is a hallmark of mature differ-
entiated 3 cells. Having previously reported reduced insulin im-
munoreactivity in insulinomas that develop from Men1™'*; RipCre
mice (BMenl) (5), we hypothesized that insulinomas undergo
cellular dedifferentiation. Using an immunohistochemical ap-
proach to detect insulin, we first confirmed a robust reduction of
insulin expression in advanced BMenI tumors. Although insulin
expression was barely detectable in several tumor cells (termed
Ins™) within 14-month-old tumors, we found a few 3 cells scat-
tered within islet structures to maintain a strong insulin immuno-
reactivity (termed Ins™) (Fig. 1A; see Fig. SI in the supplemental
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FIG 1 Analysis of insulin expression in BMenI -cell tumors reveals hetero-
geneity in intratumoral insulin expression. (A) Representative insulin staining
heterogeneity seen in 14-month-old control and BMenI tumors. Lower panels
represent magnified views of upper panels. The Ins~ and Ins™ panels depict
cells expressing low and high insulin levels, respectively, in tumors. (B) Mor-
phometric measurements of tumor versus insulin-immunoreactive (Ins™)
3-cell surfaces observed in 14-month-old BMenI and control mice. Data rep-
resent the means of surface = SEM. **, P < 0.01 by the Student ¢ test. (C) Mean
glycemia = SEM; **, P < 0.01 by the Student  test.

material). Quantification of the respective surface areas occupied
by Ins™ and Ins™ tumor cells revealed that 7.45% = 1.508% of the
pancreas was occupied by islet tumors, whereas Ins* tumor { cells
accounted for only for 1.35% = 0.581% of this surface in BMenl
tumors (Fig. 1B). Analysis of serum glucose concentrations re-
vealed that BMen! animals had became severely hypoglycemic at
the age of 14 months (Fig. 1C), suggesting that the remaining Ins*
B-cell lesions are capable of producing an overload of insulin that
impacts glycemia.

Menl f3-cell tumors progressively lose insulin expression,
while they retain their endocrine character. We next analyzed
the loss of insulin expression at various tumor stages. Dysplastic
lesions that develop at 6 months showed insulin staining compa-
rable to that for controls (Fig. 2A). The earliest insulin reduced
expression was evident in 10-month-old adenomas and was even
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FIG 2 Progressive loss of insulin expression in BMenI tumor B cells. (A) Immunohistochemical analysis of insulin expression at the indicated ages. (B) Analysis
of chromograninA and insulin coexpression. Representative pictures of double-immunofluorescent staining from 14-month-old BMenI and control mice are
shown. (C) Immunohistochemical staining of insulin, glucagon, pancreatic (Panc.) polypeptide, and somatostatin in 14-month-old pancreas serial sections. (D
and E) Analysis of Sox9 and Ngn3 expression in 14-month-old Ins~ BMenI tumor lesions. Note that pancreatic ducts and intestinal tissues present on the same
pancreatic sections were used as internal controls expressing Sox9 and Ngn3, respectively.

more pronounced at 14 months (Fig. 2A). We subsequently used
chromograninA, a marker of neuroendocrine tumors, to address
whether Ins™ lesions retain their endocrine character. We found
chromograninA to be expressed in all tumors analyzed and to be
colocalized with insulin in only a subset of tumor 3 cells (Fig. 2B).
Next, we thought to determine menin expression in (3 cells that
had lost insulin expression. First, we checked menin expression at
1 month of age and found that menin disruption was almost com-
plete in B cells, whereas all a cells and Ins™ chromogranin+ cells
were expressing menin at that age (see Fig. S2 and S3 in the sup-
plemental material). More interestingly, at 6 and 14 months of
age, we found menin expression to be lost in all Ins™ and Ins™
chromograninA™ islet tumors that developed in BMenI mice (see
Fig. S3 in the supplemental material), supporting the idea that
Ins~ chromograninA™ tumors may originate from Ins* menin-
disrupted B cells. Given the known a- to B-tumor-cell transdif-
ferentiation that occurs in Men! glucagonomas (28), we analyzed
whether Ins™ lesions expressed glucagon, somatostatin, or pan-
creatic polypeptide and failed to detect those hormones in Ins™
B-celllesions (Fig. 2C). This observation suggests that the loss of
insulin expression observed in tumor @ cells reflects a dediffer-
entiation rather than a transdifferentiation. Finally, we found
dedifferentiated lesions to lack the expression of Sox9 and
Ngn3, supporting the idea that tumor B cells had lost their
maturity rather than acquired a progenitor-like phenotype
(Fig. 2D and E).
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ActivinB expression is selectively increased during [3-cell tu-
morigenesis. We next speculated that an autocrine factor pro-
duced by tumor cells promotes the loss of insulin expression. We
explored transcriptomic analyses of MenI-KO (-cell and insuli-
noma models (29, 30), looking for candidates known to inhibit
insulin expression. Given the importance of TGF-f signaling in
insulin synthesis and maintenance of B-cell maturity (24, 31), we
paid particular attention to related ligands. In this way, we iden-
tified the InhBB gene, coding for activinB, to be upregulated in
insulinomas depleted of MenI. Histological analyses performed
with 2 independent activinB antibodies confirmed the selective
induction of activinB expression in -cell tumors and the near
absence of activinB in control 8 cells (Fig. 3A; see Fig. S4 in the
supplemental material). Knowing the importance of both ac-
tivinA and activinB in islet B-cell functions (25, 32, 33), we further
checked whether activinA expression was altered, but we did not
find this ligand to be increased in MenI B-cell tumors (data not
shown). Next, we sought to delineate the onset of activinB over-
expression from aging BMenI mice. Whereas activinB was absent
in 4-month-old hyperplastic islets, we detected this ligand within
a group of clustered cells randomly located within 6-month-old
dysplastic islets. At 10 and 14 months of age, the number of cells
expressing activinB was robustly increased (Fig. 3A). Islet content
analysis confirmed that activinB was induced in 9-month-old
BMenl isolated islets compared to age-matched controls (Fig.
3B). Using a coimmunofluorescence approach, we further found
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FIG 3 Induced activinB expression in B-tumor cells leads to a progressive downregulation of insulin expression. (A) Immunohistochemical analysis of activinB
expression in BMenI and control pancreas. Islets are outlined by dashed lines. (B) Quantification of intraislet activinB content. Size-matched hand-picket islets
from 9-month-old BMenl (n = 4) and control (n = 4) animals were used to extract protein and quantify activinB content by ELISA. Data are represented as
means * SEM of triplicate measurements of 4 independent samples per genotype. ¥, P < 0.05 by the Student ¢ test. (C) Immunofluorescent colocalization of
activinB and insulin within 10- and 14-month-old tumor lesions and control islets. Right panels are higher magnifications of dashed areas.

lesions with reduced levels of insulin or a lack of insulin to express
high levels of activinB, while activinB was absent in Ins™ tumor
cells and control islets (Fig. 3C). Taken together, these observa-
tions support that activinB induced-expression could represent a
triggering signal that reduces insulin expression in BMenI tumor
B cells.

ActivinB expression induces the downregulation of insulin
expression in 3 cells in vitro. Given that Smad3 has the capacity
to bind and mediate repression of the insulin gene promoter (34),
we next tested the direct effect of activinB stimulation on tran-
scription of insulin genes in vitro. Using cultured Min6, we found
that activinB significantly inhibited both InsI and Ins2 gene ex-
pression (Fig. 4). Use of the Psmad2/3-SB431542 inhibitor dem-
onstrated a significant rescue of the InsI and Ins2 gene inhibition
by activinB, confirming that part of this inhibition was taking
place through Smad2/3, as previously reported (34). Interestingly
Ins2 gene inhibition was partly rescued by SB431542, suggesting
that a Smad2/3 noncanonical mechanism was also involved.

ActivinB disruption in $Men1 mice rescues the loss of insu-
lin expression in tumor 3 cells. We next examined the conse-
quences of an activinB loss for -cell tumorigenesis. Taking ad-
vantage of the viability of the homozygous Inh3 B-KO mouse (27),
we generated InhBB*“%°; Men1*"*; RipCre compound mutants
(termed InhBB-BMenl) to investigate whether the lack of activinB
impacted the progressive loss of insulin expression in tumor
cells. Although quantification of the tumor cell mass progression
did not revealed differences between BMenl and InhBB-BMenl
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compound mutant mice, we found that the surface of the com-
pound-mutant lesions plateaued at 6 months supporting the fact
that activinB may impact tumor growth (Fig. 5A). Analysis of
activinB immunoreactivity further confirmed the lack of activinB
in InhBB-BMenl tumors (see Fig. S5 in the supplemental mate-
rial). Interestingly, we found that islet tumors of all analyzed 10-
and 14-month-old InhBB-BMenl mice stained homogeneously
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FIG 4 ActivinB inhibits insulin expression in vitro. Quantitative RT-PCR
analysis of Ins1 (A) and Ins2 (B) gene expression in Min6 cells following 72 h of
activinB (ActB) treatment is shown. SB, SB431542 inhibitor. Graphs are rep-
resentative examples of 3 independent experiments. Data represent means *
SEM for triplicate samples per experiment. *, P < 0.05; **, P < 0.01; NS, not
significant (by the Student ¢ test).
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FIG 5 Inactivation of activinB restores insulin expression in BMen1 insulinomas and increases survival. (A) Measurements of islet cell surface during the course
of tumorigenesis. Endocrine surface were calculated using H&E-stained whole pancreatic sections at the indicated ages. The graph shows the percentage of
endocrine surface normalized to exocrine surfaces. Numbers of analyzed pancreases per genotype and age are indicated (n). Data are represented as mean of
mouse surface £ SEM. (B) Immunohistochemical analysis of insulin expression in 14-month-old pancreas from animals of the indicated genotype. (C)
Morphometric measurements of tumor versus insulin-immunoreactive (Ins™) 3-cell surfaces observed in 14-month-old Inh3B-BMenI and control mice. Data
represent the mean of surface = SEM. **, P < 0.01 by the Student ¢ test. (D) Survival curve of BMenl (n = 16), InhB-BMenl (n = 14), and control (n = 14)
mice. **, P < 0.01; ***, P < 0.001 (by the Mantel-Cox test). (E) Ki67 proliferative index of Ins™ lesions and control § cells at 14 months of age. Data represent
the mean of the number of Ki67*/Ins™ cells found in mutant and control animals = SEM. NS, not significant the Student ¢ test.

for insulin, yet the intensity of the observed staining was slightly
weaker than in control or Inh3B-KO mutant islets (Fig. 5B and C;
see Fig. S1in the supplemental material). Moreover, we found that
BMenl animals lacking activinB demonstrated a prolonged sur-
vival after 10 months of age (Fig. 5D), which appears to be consis-
tent with the slight, not significant, reduction of the Ki67 prolif-
eration index of Inh3B-BMenl lesions at 14 months of age (Fig.
5E). Taken together, these observations support the notion that
the loss of insulin observed in the BMen1I lesions results from an
autocrine effect of activinB and, more importantly, that the lack of
activinB could negatively impact the progression of BMenl tu-
mors.

ActivinB decreases the expression of mature 3-cell genes and
contributes to the dedifferentiation of B-cell tumors. Mainte-
nance of B-cell maturity is orchestrated by a subset of transcrip-
tion factors that are essential for adult B cells (11, 23); therefore,
we analyzed the impact of activinB on mature [3-cell gene expres-
sion. Using Min6 and BTC3 cells derived from mouse insulino-
mas, we found the expression of Insl, Ins2, Slc2a2, Nkx6.1, and
Pdx1 to be significantly reduced in those cells following activinB
treatment (Fig. 6A and B). The inhibition of Mafa and Nkx2.2 by
activinB appeared to be mutually exclusive in TC3 and Min6
cells, while the expression of Mafb remained unchanged in both
celllines. The downregulation of MafA, Nkx6.1, Nkx2.2, and Pdx1
following activinB stimulation was also validated at the protein
level (Fig. 6C). Interestingly, the expression of the paired box 4
(Pax4), a transcription factor involved in pancreatic 3-cell dif-
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ferentiation and more recently shown to promote 3-cell dedi-
fferentiation in mature 3 cells (35), was strongly induced by
activinB treatment in both BTC3 and Min6 cells (Fig. 6A and
B). Use of the SB431542 inhibitor further demonstrated the
specificity of the activinB-mediated induction through
Smad2/3 signaling in BTC3 cells (Fig. 6D and E) as well as in
Min6 cells (data not shown).

ActivinB disruption rescues theloss of tumor 3-cell maturity
in BMenl tumors. We next investigated Ins~ lesions, which do
express activinB. We were unable to detect MafA in Ins™ tumors,
whereas we found Pdx1 and Nkx6.1 expression to be reduced yet
still present in those lesions compared to control islets (Fig. 7A to
C). Membrane expression of the glucose transporter Glut2 (en-
coded by the Slc2a2 gene) was absent at the surface of the Ins™
tumor B cells, suggesting that those cells had lost their glucose-
sensing capacity (Fig. 7D). A marked increase in Pax4 expression
was also evident in Ins™ lesions that overexpressed activinB, as
seen by the strong staining observed in the lesions lacking insulin
expression (Fig. 7E). Lesions that developed in the Inh3B-BMenl
mice were found to be well differentiated and to express MafA,
Nkx6.1, Pdx1, and Pax4 levels comparable to those in age-
matched control islets (Fig. 7). As in normal pancreas, the expres-
sion of Glut2 was obvious at the surface of 3 cells in InhBB-BMenl
tumors (Fig. 7D). Together these observations confirm that
BMenl tumors lacking activinB were protected against 3-cell ded-
ifferentiation and loss of maturity.
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DISCUSSION

Ample evidence from clinical studies and work with mice shows
that pancreatic cells demonstrate a high degree of cellular plastic-
ity in response to various stresses and pathological conditions.
Here, we report that islet B-cell tumors induced by the loss of the
Menl suppressor gene are subjected to B-cell dedifferentiation.
More importantly, we demonstrate that activinB, which is barely
detectable in normal B cells, is markedly induced in dysplastic
lesions and causes tumor cells to progressively lose their insulin
expression and their capacity to express mature markers essential
for B-cell function, such as MafA, Pdx1, Nkx6.1, and Glut2.

The identification of activinB as an endogenous modulator of
B-cell plasticity brings a new twist to its previously reported role in
inhibiting insulin secretion (32, 33). This role is consistent with
the emerging functions of the TGF-f3/bone morphogenic protein
(BMP) superfamilies in the suppression of adult B-cell matura-
tion (31). Smad-BMP signaling prevents 3-cell differentiation in
stem cells, zebrafish, and mice (36), and TGF-, activinA, and
Smad3 are capable of repressing insulin and a subset of mature
B-cell genes in islet B-cell lines and isolated mouse islets (25, 34).
Using Min6 and BTC3 cells, we found that activinB represses the
expression of several genes associated with (3-cell maturity. Inter-
estingly, Szabat et al. reported that activinA stimulation of Min6
cells has the same effects (25). Thus, both activinA and activinB
can promote B-cell dedifferentiation in vitro, through the same
target genes. This observation conflicts somewhat with the acute,
antagonistic roles previously reported for activinA and activinB in
B-cell insulin secretion (32, 33). Nevertheless, both activins have
the capacity to activate Smad3 phosphorylation through the use of
Alk4/AIK7 type I receptors, which may explain their common in
vitro effects on B-cell maturity. Wu et al. recently demonstrated
that activinB is a more potent inducer of Smad3 phosphorylation
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than activinA in isolated islets and -cell lines (33). Given that
Smad3 has the capacity to bind and mediate repression of the
insulin gene promoter (34), our data suggest that activinA may
not induce B-cell dedifferentiation in vivo as seen for activinB.
Indeed, we did not detect an increase in activinA expression in
Menl B-cell tumors, confirming that the observed 3-cell dediffer-
entiation results solely from the autocrine effects of activinB. This
conclusion is supported by the lack of B-cell dedifferentiation in
the InhBB-BMenl compound mutant mice. While the inactiva-
tion of activinB convincingly blocks tumor B-cell dedifferentia-
tion, we cannot exclude the possibility that other factors also con-
tribute to this process. Interestingly, some target candidates, such
as MafA, seem to be partly rescued in tumors developed by com-
pound mutant mice (Fig. 7A). Whereas the origin of this observa-
tion remains elusive, it supports the participation of complemen-
tary pathways and molecules that maintain the dedifferentiation
process beyond activinB. Among possible candidates, menin itself
could have an important role, as it was previously shown to con-
tribute to decreased MafA expression in insulinoma cell lines (37).
It will therefore be important to determine to what extent menin
contributes to B-cell dedifferentiation through an activinB-inde-
pendent mechanism.

Besides inducing the loss of 3-cell maturity, activinB strongly
upregulates Pax4, bothina 3-cellline and in Ins™~ dedifferentiated
lesions. While Pax4 is essential for the development and differen-
tiation of insulin-producing B cells in the mammalian pancreas
(38), its functions in adult B cells have been proposed to or-
chestrate a network of genes that govern 3-cell expansion and
survival under physiological and pathological conditions (39).
Examining the consequences of increased Pax4 expression in
activinB-expressing tumor cells is therefore important. However,
the low proliferative index of dedifferentiated tumors does not
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corroborate the previously described role of Pax4 in B-cell-in-
duced proliferation in rat and human islets (40). Interestingly,
long-term conditional overexpression of Pax4 in mature islet
cells represses the expression of insulin, MafA, and Glut2, consis-
tent with the occurrence of B-cell dedifferentiation (35). This ob-
servation suggests that activinB-mediated induction of Pax4 may
contribute to triggering or maintaining 3-cell dedifferentiation in
the pathophysiological context of 3-cell tumors, a hypothesis sup-
ported by the lack of Pax4 overexpression and [3-cell dedifferenti-
ation in tumors in InhBB-BMenl mice lacking activinB expres-
sion.

While we initially demonstrated that activinB inhibits insulin
secretion (32), work by Wu et al. confirmed that transient stimu-
lation of isolated pancreatic islets with exogenous activinB sup-
presses glucose-stimulated induced secretion (GSIS) and ATP
production (33). In the diabetic state, loss of acute GSIS is associ-
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ated with a loss of the 3-cell mature phenotype (41). Therefore, it
will be important to determine whether a sustained inhibition of
GSIS and ATP production mediated by upregulation of activinB
in B cells could contribute to the observed plasticity of tumor 3
cells. Our observations suggest that tumor {3 cells overexpress ac-
tivinB as a means of protecting against the overproduction of in-
sulin in animals developing insulinomas. Although physiological
protection against insulin overload may occur through limitation
of GSIS in the early stages of tumor progression, the loss of 3-cell
functionality through dedifferentiation is likely to be the major
protective mechanism operating in these tumors.

While in the field of pancreatic endocrine tumors much is still
unknown about islet tumors due to their functional complexity
and cellular diversity, our results identify activinB as an intrinsic
B-cell candidate that contributes to the plasticity of islet tumors.
Unlike previous insulinomas mouse models, which develop ag-
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gressively proliferative, poorly dedifferentiated carcinomas upon
forced activation of Hedgehog/Gli signaling or expression of the
simian virus 40 (SV40) large T antigen in 3 cells (6, 42), the ded-
ifferentiated tumors in the BMenl mouse model have a low pro-
liferative potential (data not shown) and lack expression of the
Sox9 and Ngn3 markers of early pancreatic progenitors, similar to
the case for the pancreatic endocrine tumors found in MEN1 pa-
tients. Such observations highlight the complexity and subtlety of
the mechanism that may control B-cell tumor dedifferentiation
in vivo. Published work from Anlaufet al. and Perren et al. (43, 44)
has shown that most of the early islet lesions seen in MEN1 pa-
tients are glucagon positive, whereas the advanced hormone-se-
creting islet tumors detected in these same patients are mainly
insulinomas or nonsecreting tumors. These observations suggest
that glucagon-positive early lesions may be replaced or overtaken
by insulinomas and mixed islet tumors during tumorigenesis, an
observation consistent with our previous published work (28). To
that extent, we believe that the identification of activinB-induced
expression in Men! insulinomas and its role in their dedifferen-
tiation/loss of mature characteristics sheds light on an important
issue regarding the mechanism of origin of the insulinomas and
nonfunctioning tumors seen in MEN1 patients. Therefore, activ-
inB has potential as a biomarker and drug target that could refine
the clinical classification of pancreatic endocrine tumors. More
importantly, our work uncovers a previously unknown physiolog-
ical role of activinB in the maintenance of 3-cell maturity. Iden-
tifying the in vivo signals that trigger the expression of activinB in
pancreatic islet cells will be crucial to further understanding the
cellular contexts that promote B-cell dedifferentiation.
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f,fé'ﬂﬁrds' Menin and Ezh2 suggests that another member of the PRC complex is mediating this indirect interaction. Having
ActivinB found that ActivinB - a TGF( superfamily member encoded by the Inhbb gene - is upregulated in insulinoma tu-
Inhibinbb mours caused by Men1 invalidation, we hypothesize that Menin could directly participate in the epigenetic-re-
H3K27me3 pression of Inhbb gene expression. Using Animal model and cell lines, we report that loss of Menin is directly
Ezh2 associated with ActivinB-induced expression both in vivo and in vitro. Our work further reveals that ActivinB ex-
Akt pression is mediated through a direct modulation of H3K27me3 marks on the Inhbb locus in Menin-KO cell lines.
More importantly, we show that Menin binds on the promoter of Inhbb gene where it favours the recruitment of
Ezh2 via an indirect mechanism involving Akt-phosphorylation. Our data suggests therefore that Menin could
take an important part to the Ezh2-epigenetic repressive landscape in many cells and tissues through its capacity

to modulate Akt phosphorylation.
© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction the fact that Menin is widely expressed; its function appears tissue-spe-

The MENT gene is a tumour suppressor gene that is frequently mu-
tated in sporadic pancreatic neuroendocrine tumours (PanNET) and is
responsible for the familial multiple endocrine neoplasia type 1
(MEN1) syndrome [1]. MENT1 patients develop multiple tumours affect-
ing endocrine organs including the parathyroids, pancreas, and anterior
pituitary gland [2]. Consistent with this observation, mice with hetero-
zygous Menl mutation phenocopy the human MEN1 syndrome [3]
while conditional targeted ablation of Men1 in pancreatic a- and -
cells specifically lead to glucagonomas and insulinomas [4,5]. Despite
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cific and displays sometimes opposite roles between different organs.
To that extent, Menin suppresses tumorigenesis in endocrine organs,
whereas it is essential for leukemogenesis [6,7]. Functional studies
have confirmed that the MENT gene has a large spectrum of expression
and that the Menin protein displays multifaceted biological functions in
a broad range of different tissues and cells [8]. Indeed, numerous studies
have revealed that Menin is involved in the development and cell
growth control of endocrine cells, but also in haematopoiesis, adipogen-
esis, myogenesis, fibrogenesis, osteogenesis [9-12].

Understanding the biological role of Men1 and the pathological con-
sequences of its disruption relies therefore on a better understanding of
Menin tissue-specific functions. Menin has been reported to engage in a
broad range of interactions with a large number of transcription factors
as well as chromatin modifying proteins and complexes to control gene
expression and cell signalling by positive or negative regulation [8]. Bio-
chemical studies have demonstrated that Menin physical interaction
with the histone methyltransferase Mixed lineage leukemia 1 (MLL1),
controls Hoxa9 as well as cyclin-dependent kinase inhibitors (CDKIs)
p18 and p27 expression and pancreatic islet proliferation [13]. Interest-
ingly, while Menin interaction with MLL complex favours
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transcriptional activation of target genes through the addition of
trimethylation marks to histone H3 at lysine 4 (H3K4me3), it was also
shown to repress gene expression via mechanisms involving the regula-
tion of the Polycomb (PcG) repressing complex through H3K27
trimethylation (H3K27me3) [14,15]. Interestingly, Enhancer of Zeste
Homolog 2 (Ezh2), the PRC2-methytransferase that catalyses H3K27 re-
pressive trimethylation, and Menin have been shown to co-occupy a
large number of promoters [16]. However, no direct binding between
Menin and Ezh2 has been demonstrated, suggesting that another mem-
ber of the PRC2 complex is mediating this indirect interaction [ 14]. More
importantly, whereas Ezh2 and PRC2 complex act as Menin's partners
for epigenetic regulation, the target genes their commonly regulate
need to be further identified in endocrine and non-endocrine tissues.
Using a mouse insulinoma model based on the targeted disruption of
the Men1 gene [4], our group recently identified that Menin-depleted 3-
cell tumours overexpress ActivinB, a ligand of the TGF{ superfamily
[17]. Surprisingly, little is known about the mechanism that control
the expression of the Inhbb gene that encodes for ActivinB. While previ-
ous work highlighted the participation of HIF1q, the R-catenin pathway
as well as insulin and glucose concentrations to modulation Inhbb ex-
pression, Menin contribution to this mechanism had never been sug-
gested. Interestingly, the promoter and upstream regulatory
sequences of Inhbb contain several H3K27me3 and H3K4me3 methyla-
tions that are characteristic of bivalent regulatory domains [18-21].
These particular bivalent domains are considered to poise expression
of developmental genes allowing timely activation while maintaining
repression in the absence of differentiation signals. Having found that

ActivinB is involved in the dedifferentiation of adult tumour B-cells
and considering the central role of Menin at the interphase of the epige-
netic MLL and PRC complex that respectively control H3K4me3 and
H3K27me3, we hypothesize that Menin could directly participate in
the epigenetic-control of the Inhbb gene expression. Here we report
that loss of Menin is directly associated with ActivinB-induced expres-
sion both in endocrine pancreatic and testicular tumours. Our work fur-
ther reveals that ActivinB expression is mediated through a direct
modulation of H3K27me3 marks on the Inhbb locus in Menin-KO cell
lines. More importantly, we show that Menin binds on the promoter
of Inhbb gene where it favours the recruitment of Ezh2 likely via an in-
direct mechanism involving AKT Phosphorylation. Our data suggests
that Menin could take an important part in contributing to the epigenet-
ic repressive landscape in many cell types and tissues through its capac-
ity to modulate AKT phosphorylation.

2. Materials and methods
2.1. Mice strains and procedure

Men1"¢, Men1"/F;RipCre and RipTag mice have been previously de-
scribed [3,4,22]. Mice were maintained in mixed 129sv/C57bl6 back-
ground. Islet isolation were performed using a collagenaseP-based
protocol followed with an Histopaque-1077 as described before [23].
All animal experiments were performed in accordance with the guide-
lines of the European Union and French laws and were validated by
the local Animal Ethical Committee.
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Fig. 1. ActivinB is expressed in endocrine tumours lacking Menin expression. (A and B) Immunohistological analysis of ActivinB expression in Insulinoma (A) and Leydig Cell tumours (B)
that respectively develop in Men1F:RipCre and Men1" animal model at the age of 12 months. Dashed lines delineate normal-islet and tumour-islet. Arrows point normal Leydig testicular
cells. (C) Quantitative PCR analysis of Men1 and Inhbb gene expression in MA10 and LCT10 Leydig tumour cells. (D) Immunohistological analysis of Menin and ActivinB expression in
Insulinoma tumour developed by Men1";RipCre;RipTag compound mutant mice. Dashed lines delineate normal-islet and tumour-islet. *: Menin expressing insulinoma, #: insulinoma
lacking Menin expression. (E) Quantitative PCR analysis of Men1 and Inhbb gene expression in 3mT1 and pmT5 cells derived from insulinomas developed by Men1"/¥;RipCre;RipTag

mice. Graphs are representative examples of 3 independent experiments. Data represent means +/— SEM.

Fopk

P <0.001 (by student t-test).
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2.2. Immunohistological analysis

Tumours and control tissues were collected and fixed in 4% formalin
prior paraffin embedding.

Immunohistochemical staining (IHC) was revealed with diamino-
benzidine (DAB) (DAB kit; Vector Laboratories, UK). For all IHC, heat-in-
duced epitope retrieval was performed by immersion in antigen-
unmasking solution (Vector Laboratories, UK) in a microwave oven for
15 min. Cultured cells were seeded on glass coverslips and fixed with
4%PAF. Immunofluorescence samples were counterstained with DAPI
(4=,6 =—diamidino-2-phenylin- dole) (Vector Laboratories, UK).
Used antibodies are as follow; ActivinB (H00003625-D01P, Abnova,
USA), Menin (A300-106A, Bethyl Laboratories Inc., USA), H3K27me3
(C36B11, Cell Signaling, USA). Analysis were acquired on an Eclipse-
NiE NIKON microscope and analysed using NIS-Elements Software.

2.3. Cell culture

Mouse Embryonic Fibroblats (MEFs) were isolated from E12.5dpc
Men1"™T and Men1¥° littermate embryos and maintained in DMEM
4.5 mM glucose culture medium completed as previously reported
[24]. pmT1 and PmT5 cells were established from mouse Men1"’
F:RipCre;RipTag insulinoma tumours and maintained in culture in
11 mM Glucose RPMI medium supplemented with 20% FCS, Hepes
10 mM, Pyruvate 1 mM and 50 pM of pMercaptoethanol. Generation
and culture of the MA10 and Menin-deficient LCT10 Leydig tumour
cell line have been described before [25,26]. GSK343 and GSK126
Ezh2-inhibitor (Selleckchem, USA) were solubilized in DMSO according
to manufacturer instruction and used at a final concentration of 10 uM
and 5 uM respectively. Transient and stable re-expression of Menin in
Men1© MEF was respectively achieved by Lipofectamine transfection
(Invitrogen, USA) or by lentival infection following antibiotic selection.
Inhibition of AKT was achieved through the use of 10 uM of
LY2940002 (Calbiochem, USA) and 2 uM of MK-2206 inhibitors
(Selleckchem, USA) while stimulation of AKT signalling was obtained
following 30 nM Insulin stimulation (Actrapid™, NovoNordisk,
Denmark).

2.4. Chromatin immunoprecipitation and PCR analysis

Chromatin for ChIP was prepared from 5 millions of Mouse Embry-
onic Fibroblasts (MEFs). Briefly, cells were fixed in 1% formaldehyde
for 10 min, nuclei were obtained and lysed in 300 pl ice-cold RIPA buffer
prior Chromatin-DNA shearing with a Diogene Bioruptor. ChIP was per-
formed using 5 g of anti-Menin antibody (A300-106A, Bethyl Laborato-
ries Inc., USA), anti-H3K27me3 (C15410195, Diagenode, Belgium), anti-
H3K4me3 (C15410003, Diagenode, Belgium), anti-Ezh2 (C15410039,
Diagenode, Belgium), anti-Wdr5 (D9E1l, Cell Signaling), anti-Ash2L
(D93F6, Cell Signaling), anti-Suz12 (D39F6, Cell Signaling). Dynabeads®
Protein G (10003D, Life Technologies, France) were used to retrieve
Immunocomplexes. DNA was then extracted with phenol/
chlorophorm/isoamylalcohol, following proteinase-K reverse-
crosslinking. 2 ul of IP-DNA or 2 ng of INPUT DNA were used for Real
Time PCR analysis to quantify co-precipitated chromatin-DNA. Relative
enrichment of a given promoter region obtained with a specific anti-
body was compared with Input DNA. a Blocks region on Chr17/19 was
used as a negative control for Menin and H3K4me3 ChIPs, while the
GAPDH TSS was chosen as a control for Ezh2 and H3K27me3 ChIPs.

Primers used are as follow: Inhbb + 1000.Fw: 5'-
TTCAGTCTCCAGAGCGACTTG-3’,  Inhbb + 1000.Rev: 5/-
GATCGGGGTGAAGCGAAAGC-3, Inhbb + 500.Fw: 5'-
CTCGGCACCTCCTGTAAGAA-3/, Inhbb + 500.Rev: 5'-
TCTGGAGACTGAAGCGAAGG-3’, Inhbb-TSS.Fw: 5'-
AGGCAAAGCGAAGAACTCCT-3/, Inhbb-TSS.Rev: 5'-
CGGCCAAAAGTCTCTCTGTG-3’, Inhbb-500.Fw: 5/-
GGGTCTACCTGCATTGTTTG-3’, Inhbb-500.Rev: 5'-

TCGTCCCTTGAAGGCTCTAG-3/, Inhbb-1000.Fw: 5'-
CAGGCAATGTGTTCTGGTCT-3’, Inhbb-1000.Rev: 5'-
CTAAACCAACCTCGCAGAAG-3/, Gapdh-TSS.Fw: 5'-
TCAGGAGAGTGTTTGTAAGT-3', Gapdh-TSS.Rev: 5'-
GGAGATTGCTACGCCATA-3’, Chr17/19.Fw: 5'-
CTTAGAGACCCCACCACCTTTG-3/, Chr17/19.Rev: 5'-

AAGGCTTTCCCAGGATTTGC-3'. Results are shown as Fold of enrichment.
Percentage of input of all experiments are provided in Supplemental Fig.
1.
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Fig. 2. ActivinB is repressed by Menin in mouse embryonic fibroblastic (MEF) cell lines. (A)
Analysis of ActivinB expression in WT (Men1"T) and Menin KO (Men1%°®) MEFs.
Representative pictures of an ActivinB immunofluorescent staining counterstained with
DAPI. (B) Quantitative PCR analysis of Men1 and Inhbb gene expression in Men1"T and
Men1*® MEFs. (C) Quantitative PCR analysis of Men1 and Inhbb gene expression in
Men1¥© MEFs rescued for Menin expression by transient transfection. Men1"" and
Men1%© MEFs are used as reference controls. Graphs are representative examples of 3
independent experiments. Data represent means +/— SEM. P < 0.05; **P < 0.01;
***P<0.001 (by student t-test).
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2.5. Real-time reverse transcriptase-PCR and western blot

RNA were extracted using RNeasy-Kits (Qiagen, Valencia, USA).
Real-Time PCR analyses were carried out on a Step-One RT-System (Ap-
plied-Biosystem, France) using SYBR-Green (Life-Technology, France)
and results of each samples normalized to Tbp. Primer-sequences are
available upon request. For Western-Blots, histones were obtained
from an acid-protein extraction as reported previously [27], quantified
using a Bradford protein assays and resolved on 12% acrylamide gel. An-
tibodies used for detection are as follow: H3K27me3 (C36B11, Cell Sig-
naling, USA), H3K4me3 (C15410003, Diagenode, Belgium) and Histone
H3 (ab1791, Abcam, UK).

3. Results

3.1. Menin inactivation is associated with ActivinB induced-expression in
mouse tumour and derived cell lines

Having previously shown that loss of Menin in endocrine pancreatic
-cell results in tumours that overexpress ActivinB [17], we analysed
whether ActivinB was expressed in other tumours associated with
Men1 ablation. To that extent, we investigated ActivinB expression in
Leydig cells tumours that develop in Men1' mice [3] as well as in
MAT10 and LCT10 Leydig tumour-derived cell lines that respectively ex-
press or lack Menin [26]. First, as expected, we found Insulinomas devel-
oping from Men1"F;RipCre animals to show a strong expression of
ActivinB (Fig. 1A). More importantly our immunohistological analysis
of ActivinB expression revealed that Men1-Leydig cell tumours present
a strong ActivinB immunoreactivity (Fig. 1B), a result further confirmed
by the increased mRNA expression we could detect in the Men1-defi-
cient LCT10 Leydig-tumour cells (Fig. 1C). To test whether ActivinB
was specifically controlled by Menin, we combined a model of
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Insulinoma based on the expression of the large T antigen from Sv40
(RipTag) [22] with the Men1™F;RipCre mouse model. We found Men1"
F-RipCre;RipTag compound mutant mice to develop insulinomas that
originate both from Men1 disruption or solely T antigen expression as
shown by Menin immunohistochemistry (Fig. 1D). Interestingly,
ActivinB expression was only detected in insulinoma lesions lacking
Menin expression while T antigen derived-insulinomas show no
ActivinB immunoreactivity (Fig. 1D). We further validated these obser-
vations using AmT5 and PmT1 insulinoma-derived cell lines that re-
spectively express Men1 or lack Men1 expression (Fig. 1E). Together
these observations suggest that a strong correlation exist between
Menin loss of function and ActivinB induced expression both in vivo
and in vitro.

3.2. Inhbb gene expression is induced in Men1KO fibroblast and abolished
by the re-expression of Menin

Knowing that Menin disruption is specifically associated with tu-
morigenesis in endocrine tissues [3], we next thought to determine
whether ActivinB-induced expression triggered by Menin ablation
was specific to endocrine tissues and cells lines. To approach this ques-
tion, we investigated ActivinB expression in Men1*V" and Men1%° Mouse
Embryonic Fibroblasts (MEFs) derived from littermate E12.5dpc embry-
o0s. While we found ActivinB to be expressed in Men1¥® MEFs, we did
not detect its expression in matching WT control suggesting that the
lack of Menin in those cells might contribute to ActivinB expression
(Fig. 2A). Similar results were obtained from a duplicate pair of
matching WT and KO littermate MEFs (data not shown). These observa-
tions were further validated at the RNA level since we found a 30-fold
increase of Inhbb gene in MEFs lacking Men1 expression (Fig. 2B).
More interestingly, the reintroduction of Menin expression in Men1¥°
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Fig. 3. Menin inactivation results in its lack of binding on the Inhbb promoter and a general decreased of H3K27me3 marks both in MEFs and islets tumours. (A) Quantitative qPCR analysis
of Menin binding on the — 1000/4-1000 area flanking the Inhbb Transcription starting site (TSS: Transcription Starting Site). Chr17/19 represent a negative region used for reference. (B)
Western-blot analysis of total H3K27me3 and H3K4me3 marks in Men1"T (WT) and Men1%° (KO) MEFs. (C) Immunohistological analysis of H3K27me3 expression in Insulinoma

developed by Men1™/F;RipCre mice at the age of 8 months.
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MEFs resulted in a significant reduction of Inhbb expression (Fig. 2C)
supporting the direct role of Menin expression in ActivinB expression.

3.3. Menin binds the Inhbb gene promoter in fibroblasts and impacts
H3K27me3 marks both in vitro and in vivo

Menin has been reported to bind DNA and interact with a large num-
ber of transcription factors to contribute to gene expression [8,28].
Therefore, we thought to determine whether Menin regulates ActivinB
expression thought a direct binding on the Inhbb promoter loci. To
that extent, we performed chromatin immunoprecipitation (ChIP) as-
says on Men1"T and Men1%® MEFs, using an anti-Menin antibody. Inter-
estingly, ChIP assays showed that Menin was bound to the Inhbb locus
in the Men1™T cells but not in Men1*© cells (Fig. 3A). Based on Menin

association with trithorax family histone methyltransferase complex
[29] and Polycomb (PcG) repressing complex [14,15], we next tested
the impact of Menin ablation on histone modifications. We first investi-
gated how the lack of Menin affects H3K4me3 and H3K27me3 marks
that are respectively associated with positive [7,30] and negative gene
transcription mediated by Menin [31]. Following histone extraction,
we found that cellular H3K27me23 marks were strongly diminished
in Men1%© MEFs compared to Men1*" littermate controls (Fig. 3B). Sur-
prisingly, we did not found H3K4me3 marks to be affected in Men1%°
nor Men1"T cells (Fig. 3B). Immunohistological analysis of H3K27me3
marks on Insulinomas tissues sections further confirmed a reduction
of those marks in tumour cells following Menin ablation (Fig. 3C) sug-
gesting that Menin contributes to the overall modulation of the methyl-
ation of histone H3K27 marks both in cells and insulinomas.
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3.4. Lack of Menin impacts H3K27 trimethylation and the occupancy of
H3K27me3 marks on the Inhbb gene promoter locus

Having found that H3K27me3 marks were reduced in Men1%° cell
and tumours, we next performed ChIP-assays using antibodies capable
of immunoprecipitating specifically H3K4me3 and H3K27me3 marks
to investigate histone methylation at the Inhbb gene promoter locus.
Consistent with the overall reduced H3K27me3 mark seen in Men1*°
cells, we found that the Inhbb —1000/+1000 promoter region was
showing less enrichment in H3K27me3 marks (Fig. 4A). On the contrary
to this observation, ChIP-assays performed using H3K4me3 antibody
did not reveal any significant changes in the occupancy of the
H3K4me3 marks on the Inhbb promoter (Fig. 4B) suggesting that the
loss of Menin in MEF cells impacts specifically the functions of the PcG
complexes without altering the trithorax/MLL complexes as reported
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previously for the PTN gene in lung adenocarcinomas [ 14]. Interestingly,
analysis of Wdr5 and Ash2L binding at the Inhbb locus did confirm that
the lack of Menin was not affecting the recruitment these 2 core pro-
teins of the of Mll-complex at this location (Supplemental Fig. 2). More-
over, these findings suggest that Menin represses Inhbb gene
transcription at least in part through H3K27me3 at the Inhbb locus.
We next investigated whether this results could be confirmed in vivo.
Thus, we performed H3K27me3-based ChIP-assays on hand-picked
pancreatic islets isolated from 8 month-old-wild type and Men1®
F:RipCre mice. As shown in Fig. 4C, we found that H3K27me3 marks
were occupying the Inhbb — 1000/+1000 promoter region whereas it
was strongly reduced in age-matched insulinomas tumour isolated
from Men1™F;RipCre (Fig. 4C). Combined with our previous observation,
this result provides the first direct evidence that Menin inhibits ActivinB
expression by binding to the Inhbb locus through a modification of the
trimethylation of Histone H3K27 marks.
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3.5. Menin disruption abolishes Ezh2 binding to the Inhbb gene promoter
locus without altering the expression of members of the PRC1 and PRC2
complexes

Histone H3 lysine 27 trimethylations are catalysed by the SET do-
main of Ezh2 that is part of the Polycomb Repressive Complex 2
(PRC2) [32]. Thus, we thought to determine whether the loss of
H3K27me3 marks observed in Menin ablated cells was caused by a
misregulated-expression of PRC complex-members. Quantitative RT-
PCR analysis of gene expression of both PCR1 and PRC2 component fac-
tors reveals no significant differences of PRC1 (Bmi, Ring1, Ring1b, Cbx2,
Cbx4 and Cbx7) and PRC2 (Ezh1, Ezh2, Suz12 and Eed) core proteins ex-
pression in Men1*°® MEFs compared to WT control cells (Fig. 5A and B).
Having found a comparable expression of PcG complex members, we
thought to address whether PRC2 was bound to the Inhbb promoter re-
gion. Interestingly we found Ezh2 binding to the Inhbb promoter regions
be abolished in Men1¥° cells compared to WT control MEFs (Fig. 5C)
suggesting that Menin contributes to the recruitment of PRC2 at the
Inhbb gene promoter to trimethylate H3K27 at this locus. Previous
work has proposed that the recruitment of PRC2 by Menin was indirect
and could possibly take place through the core protein Suz12 [14]. Using
Suz12-ChIP we further confirm this was indeed the case at the Inhbb
promoter (Fig. 5D).

3.6. Chemical inhibition of Ezh2-mediated trimethylation of H3K27 marks
induces ActivinB expression in Men1"T MEFs

Next we wanted to determine whether a forced inhibition of
H3K27me3 marks could results in a direct ActivinB induced-expression.
To that extent, we used GSK343 and GSK126, two published inhibitors

GSK343 GSK126

A

Control

100 4
90 4
80 o
70 4
60 o
50 o
40 4
30 4
20 4
10 4
o -

H3K27me3

% of H3K27me3 positive
cells/fields

[H3K27me3/DAPI||

ActivinB/DAPI

GSK343 Control

% of Cells with ActivinB

GSK126

433

of Ezh2 [33,34]. We first confirmed the efficacy of both these inhibitors
in Men1"T MEFs exposed to 48 h stimulation with 10 uM GSK343, 3 uM
GSK126 or DMSO. As shown in Fig. 6A, we found that 10 uM of GSK343
and 3 pM of GSK126 were sufficient to induce a robust decrease of the
H3K27me3 marks in Men1WT MEFs, although we found some cells to ex-
press comparable level of H3K27me3 marks compared to DMSO-treat-
ed cells (Fig. 6A). Quantification of H3K27me3 inhibition revealed that
75% and 50% of Men1"T MEFs cells had lost H3K27me3 marks when
stimulated with GSK343 and GSK126 respectively (Fig. 6A). Following
this observation, we found that Men1"T MEFs treated with GSK343 or
GSK126 were respectively showing a 3- and 2.5-fold-increased Inhbb
gene expression compared to matching DMSO-treated controls (Fig.
6B). Finally, we further confirmed these observation at the protein
level, showing that ActivinB expression could be detected in Men1""
MEFs by immunofluorescent staining (Fig. 6C). Quantification of
Inhibinbb immunoreactive cells further confirmed that 91,15% + 2,26
and 30,66% + 3,6 of Men1'T MEFs were showing expression of ActivinB
following GSK343 and GSK126 treatments (Fig. 6C).

3.7. Ezh2-binding on the Inhibinbb promoter is mediated by AKT-activity

Having found that Ezh2 binding to the Inhbb promoter region was
abolished in Men1-KO cells, we next questioned how Menin ablation
could drive this process. Previous work has shown that Akt suppresses
Ezh2 methyl-transferase activity by impeding its binding to histone
H3 [35]. Interestingly, Menin has been shown to be a negative regulator
of AKT kinase activity in pancreatic islet adenomas [36]. To that extent,
we analysed Akt activity in Men1"T and Men1%® MEFs and found that
Men1%© cells were showing a robust phosphorylation of Akt compared
to Men1™T MEFs, while the relative expression of total Akt was
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Fig. 6. H3K27me3 inhibition results in ActivinB induced-expression in Men1"T Fibroblasts. (A) Immunohistological analysis of H3K27me3 marks in Men1"'T MEFs following 72 h
stimulation using 10 uM of GSK343 or 3 pM of GSK126. Representative pictures of a H3K27me3 immunofluorescent staining counterstained with DAPI are shown. Graph shows the %
of cells that retain a H3K27me3 staining following treatments. (B) Quantitative PCR analysis of Inhbb gene in Men1"'T MEFs treated with GSK343, GSK126 or DMSO. (C) Analysis of
ActivinB expression in Men1"T MEFs following GSK343 or DMSO treatments. Representative pictures of a ActivinB immunofluorescent staining counterstained with DAPI are shown.
Right panels are magnified view of left panels. Graph shows the % of cells that demonstrate a positive ActivinB cytoplasmic staining following treatments. Graphs are representative

examples of 3 independent experiments. Data represent means +/— SEM. “P < 0.05; **P < 0.01;

Hpk

P <0.001 (by student t-test).



434 S. Gherardi et al. /| Biochimica et Biophysica Acta 1860 (2017) 427-437

comparable between those cells (Fig. 7A). Interestingly we noted that
Ezh2 protein level was slightly increased in Men1%° MEFs compared to
WT control cells, a result consistent with the moderate yet not signifi-
cant increased expression found at the RNA level (Fig. 5A). We next
thought to analyse whether a modulation of AKT activation was
impacting Ezh2 recruitment to the Inhbb gene promoter. To do so, we
performed Ezh2-ChIP on Men1"T and Men1%°® MEFs stimulated with In-
sulin or treated with the Akt-inhibitor MK-2206 [37]. By this mean, we
aimed at respectively inducing or inhibiting Akt-Phosphorylation in
Men1™Tand Men1%© cells. Analyses of Ezh2-ChIPs shows that 6 h Insulin
stimulation was sufficient to reduce significantly Ezh2 binding to 3 re-
gions flanking the TSS of the Inhbb gene (Fig. 7B). On the contrary,
Ezh2-ChIPs performed on Men1¥© cells following 24 h' treatment with
MK2206 demonstrated an enrichment of Ezh2 on the — 1000 to + 500
region flanking Inhbb' TSS (Fig. 7C). Altogether these results support
that the increased phosphorylation of Akt observed in Men1%° cells
may play a major role in the induced expression of Inhibinbb likely
through a reduced binding of Ezh2 to the Inhbb locus.

3.8. Modulation of AKT-phosphorylation drives Inhibinbb expression in
Men1"" and Men1%® MEFs

We next tested whether modulating Akt activation in Men1T and
Men1© MEFs could respectively induce or inhibit the expression of
Inhibinbb in those cells. Using insulin as an inducer of Akt activation,
we first checked that Men1WT cells were showing an increased Akt-
phosphorylation. As shown in Fig. 8A, we found that phosphorylation
of Akt was indeed induced in WT MEFs, while neither total Akt nor
Ezh2 expression was altered by insulin in these cells. More interestingly,

using quantitative RT-PCR, we showed that Inhibinbb was induced in
Men1WT MEFs, confirming that the reduced binding of Ezh2 found in
those cells was impacting Inhbb gene expression (Fig. 8B). Furthermore,
the use of MK-2206 as well as LY-294002, 2 published Akt-inhibitors
confirmed the opposite results in Men1® MEFs, showing that the re-
duced phosphorylation of Akt (Fig. 8C) was associated with a decreased
expression of Inhibinbb (Fig. 8D). These results confirm that the role of
Menin on Akt activation and its subsequent action on Ezh2 affinity for
the Inhbb locus represent a novel mechanism controlling Inhibinbb
expression.

4. Discussion

Epigenetic gene regulation plays essential role for development of
organisms, cell differentiation and cancer progression. While the role
of Menin had been clearly demonstrated in MLL-mediated H3K4 his-
tone methylation [6,13,38,39], less was known about its potential role
in PcG-mediated gene regulation. Here our work identifies the Inhbb
gene, encoding for ActivinB, as a direct target of Menin gene repression
through Ezh2, the PRC2-methytransferase that catalyses H3K27 repres-
sive trimethylation. More importantly, our results highlight that Inhbb
expression is induced in several cell lines including MEFs that have
lost Menin expression as well as in Men1-deficient tumours. These ob-
servations underline the importance of Menin and PRC2 in the regula-
tion of Inhbb expression in pancreatic and testicular endocrine tissues,
and thus provide a mechanism explaining the origin of the ectopic
ActivinB expression we previously reported in insulinomas [17]. Using
ChIP analyses, we further demonstrate that the co-occupancy of the
Inhbb gene promoter by Ezh2, H3K27me3 and Menin found in

N
S (]
A §y o B
$’ S, Ezh2-ChIP Il Input CTRL
I Ezh2-ChIP CTRL
Menin — = B Input INS
5 Ezh2-ChIP INS
P-Akt S S— T
w
Akt — — §
Ezh2 ==
Actin e d—
C &
Ezh2-ChIP v ., Il nput CTRL
& I Ezh2-ChIP CTRL
64 i I B nput MK
| Ezh2-ChIP MK

Fold Enrichment
s

S O O S
& & & &S ,-@“’Q

Fig. 7. Akt activity is induced in Menin deficient MEFs, and modulate Ezh2 occupancy on the Inhbb gene promoter. (A) Western-blot analysis of Menin, P-Akt, Akt and Ezh2 in cultured
Men1"T and Men1%C MEFs. Note the robust Phosphorylation of Akt that is seen in KO cells compared to WT. (B and C) Quantitative qPCR analysis of Ezh2 occupancy on the — 1000/
1000 area flanking the Inhbb Transcription starting site (TSS: Transcription Starting Site). Analysis were done following Ezh2-antidody Based-ChIP performed on (B) non-treated
(CTRL) or 6 h Insulin-stimulated (INS) Men1"'T MEFs and (C) non-treated (CTRL) or 24 h MK2206-stimulated (MK) Men1%°® MEFs. GAPDH TSS represents a negative region lacking

Ezh2 binding and used as background reference. Data represent means +/— SEM. “P < 0.05; “*P< 0.01;
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P <0.001; "7"P<0.0001 (by student t-test).
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Men1%T cells is lost in Men1¥© cells, suggesting a direct role of Menin in

the recruitment of PRC2 to the Inhbb promoter. This conclusion is con-
sistent with the fact that Menin and Ezh2 have previously been shown
to co-occupy a large number of promoters [16]. To our knowledge, our
observation represents the first evidence that Menin is involved in tran-
scriptional inhibition in endocrine tissues prone to develop endocrine
tumours associated with the MEN1 syndrome (i.e. Insulinoma and
Leydig tumours). These results support therefore the importance of
Menin for the inhibition of gene expression through PcG and
H3K27me3 epigenetic marks that was initially reported for Ptn, the
Pleiotropin encoding gene, in lung adenocarcinoma [14] and for Pax2
in Men1%© MEFs [15]. Interestingly, we found that Menin ablation was
not significantly altering the expression of PRC1 and PRC2 core proteins,
consistent with Gao et al. observation showing that Ezh2 and Suz12 ex-
pression are not altered in Men1 ablated MEFs cells [15]. Nevertheless it
is important to note that we found Men1*® MEFs to present a slight in-
crease of Ezh2 expression as suggested by our western blot analysis (Fig.
7A). This might suggest that Ezh2 might be stabilized in Men1*© cells
based on the fact that we did not find Ezh2 transcript to be increased
in those cells. More importantly, this observation suggests that yet
Ezh2 might be slightly induced in Men1¥° MEFs, it does not result in
an increased trimethylation of H3K27 marks at the Inhbb locus,
supporting therefore a major role of Menin in controlling Ezh2 function
at the Inhbb promoter locus.

Taken together these observations suggest that Menin is involved in
the regulation of H3K27me3 marks by PRC2 rather than in the regula-
tion of the PcG proteins themselves. It further supports that Menin
could take an important part in contributing to the epigenetic repressive
landscape in many cell type and tissues.

While Menin contribution to gene silencing through the recruitment
of PRC2 is becoming evident, the involved mechanisms controlling this
process remain elusive and further complicated by the absence of
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existing interaction between Menin and Ezh2 [15]. Goa et al. have pro-
posed that the recruitment of PRC2 by an indirect interaction between
Menin is and the PRC2 core protein Suz12 at the Pax2 promoter [14]. In-
terestingly, Suz12 based ChIP-sequencing demonstrates the existence of
a binding of Suz12 to the promoter of the Inhbb gene [40], suggesting
that Menin may also recruit PRC2 at the Inhbb gene promoter through
an interaction with Suz12, a results confirmed by our analysis (Fig. 5D).

Beside the possible interaction between Menin et Suz12, our work
reports the existence of a functional interaction between Menin and
Ezh2 through an activation of Akt signalling. This observation is consis-
tent with published work reporting that the phosphorylation of Ezh2 at
serine 21 by Akt suppresses its methyltransferase activity, impedes its
binding to histone H3 and results in a decrease of lysine 27
trimethylation that causes de-repression of silenced genes [35,41].
While our work supports the importance of Akt in Ezh2-functional inhi-
bition through the identification of Inhbb as a target gene of this regula-
tion, gene, it further demonstrates that Menin's role in PRC2 complex
recruitment might be mediated through Akt signalling. This hypothesis
is further supported by the known role of Menin in the inhibition of Akt
activation that has been reported in mouse islet adenoma [36]. Our
work further highlights the need to explore the phosphorylation of
Ezh2 in cellular and animal model that are depleted for Menin in
order to address its exact participation in the Akt/Ezh2/H3K27me3 axis.

Our results clearly support that Menin ablation results in a general
reduction of H3K27me3 marks both in vitro and in vivo. Such reduction
is further consistent with the decreased occupation of H3K27me3
marks on the Inhbb promoter and the increased ActivinB expression
we found in Men1*© cells and islet-tumours developed by our Men1
F-RipCre mouse model. While this observation is consistent with previ-
ous published work on Menin's role in Ptn and Pax4 inhibition [14,15]
it could appear conflicting considering the work recently published by
Lin et al. that demonstrates the existence of a H3K27me3 enrichment
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Fig. 8. Modulation of Akt Signalling in Men1"'" and Men1%C MEFs controls Inhibinbb expression. (A) Western blot analysis of Ezh2, P-Akt and Akt protein expression in Men1"VT MEFs used
for Insulin stimulations. (B) Quantitative PCR analysis of Inhbb gene expression in Men1"VT MEFs following (INS) or not (CTRL) 6 h insulin stimulation. (C) Western blot analysis of Ezh2, P-
Akt and Akt protein expression in Men1%° MEFs used for MK2206 and LY294002 stimulations. (D) Quantitative PCR analysis of Inhbb gene expression in Men1%°® MEFs following 24 h

treatments with MK2206, LY294002 or DMSO (CTRL).
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in Men1-depleted islet-tumours [42]. Interestingly, Lin et al. report that
the H3K27me3 enrichment they report is only taking place in a number
of gene that present a significant concomitant reduction of H3K4me3
[42]. To that extent, it could be interesting to analysis the occupancy
of both H3K27me3 and H3K4me3 marks on the locus of the Inhbb
gene in their islets tumour model. We explored this possibility and per-
formed a bioinformatics analysis of Lin et al.'s published ChIP-seq
datasets (NCBI GEO repository number: GSE63020). This analysis re-
vealed that the H3K4me3 marks were showing a solid enrichment cov-
ering the first exon of the Inhbb gene in both control and islet-tumours
at all analysed ages. More interestingly, we found that the H3K27me3
marks were showing a slight decrease in Men1-KO tumour-islets at
12 months of age (data not shown), confirming our observations and
supporting that Inhibinbb should also be expressed in Lin et al.'s model.

Finally, it is interesting to note that the dissection of the epigenetic
consequences of Menin ablation on the onset of endocrine tumour de-
veloped by MEN1-patients have so far attracted more interest through
the comprehension of its contribution to the compass-like MLL complex
functions. On this basis, Menin had been proposed to suppresses endo-
crine tumorigenesis partly through enhancing MLL-mediated H3K4
methylation and upregulation of p18, p27 and Igfbp2 expression [13,
38,42]. Here our work unravels that Menin ablation will also impact
Polycomb repressing complexes functions in MEN1 endocrine pancreat-
ic tumours by affecting the expression of a subset of H3K27me3-re-
pressed gene. While most of these Menin-targeted genes remain to be
identified, our work points Inhbb as one of these candidates that was
previously demonstrated to play a major role in controlling the plastic-
ity and MEN1-pancreatic tumours [17].

Our work highlights that Inhibinbb expression is likely controlled by
the capacity of Menin to recruit PRC2 at the Inhbb promoter through Akt
signalling; this recruitment ultimately driving the remodelling of
H3K27me3 marks by Ezh2 at the Inhbb locus. Our present work further
underscores the need to identifying the candidate genes that are re-
pressed by Menin through its functional interaction with PRC2. More
importantly it points the importance of understanding the balanced-
contribution of Menin ablation in the remodelling of H3K4 and H3K27
methylation and its consequence on the epigenetic landscape of endo-
crine cells to better comprehend the biology of MEN1-endocrine tu-
mours as well as the role of Akt signalling in the functional regulation
of Ezh2 misregulated target genes in cancer.

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/j.bbagrm.2017.02.003.
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Big-h3/TGF-Bi is a secreted protein capable of binding
to both extracellular matrix and cells. Human genetic
studies recently revealed that in the tgfbi gene encoding
for Big-h3, three single nucleotide polymorphisms were
significantly associated with type 1 diabetes (T1D) risk.
Pancreatic islets express pig-h3 in physiological condi-
tions, but this expression is reduced in pB-cell insult in
T1D. Since the integrity of islets is destroyed by autoim-
mune T lymphocytes, we thought to investigate the im-
pact of Big-h3 on T-cell activation. We show here that
Big-h3 inhibits T-cell activation markers as well as cy-
totoxic molecule production as granzyme B and IFN-v.
Furthermore, Big-h3 inhibits early T-cell receptor
signaling by repressing the activation of the early kinase
protein Lck. Moreover, Big-h3-treated T cells are unable
to induce T1D upon transfer in Rag2 knockout mice. Our
study demonstrates for the first time that T-cell activa-
tion is modulated by Big-h3, an islet extracellular pro-
tein, in order to efficiently avoid autoimmune response.

Type 1 diabetes (T1D) is a polygenic autoimmune disease
characterized by smoldering inflammatory response directed
against the insulin-producing 3-islet cells of the pancreas. Both
CD4" and CD8" T cells are involved in the destruction of
B-cells (shed by a prior insult). CD4" T cells are insulin reactive,
and CD8" T cells play a major role as B-cell killers (1,2). Al-
though both in vitro and in vivo evidence point to a role for
regulatory T cells in T-cell-mediated regulation controlling di-
abetes in mouse models (3), the influence of the inflammatory
environment in which they function remains poorly under-
stood. The cross talk between the inflammatory milieu and
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the immune response during insulitis is likely to be com-
municated in large part through the extracellular matrix
(ECM). Big-h3 (also known as TGF-[3i) is a secreted protein
found in the ECM and it has an N-terminal secretory signal
(aa 1-23), four FAS1 homologous internal domains, and a
cell attachment site (RGD) at its C terminus (4). Big-h3
binds to the ECM through interaction of the YH motif in
its FAS1 domains with collagens I, II, IV, and VI (5,6). Its
FAS1 domain interacts with its a3B1, aVB3, and «VB5
integrins on the cell surface. Previous studies demonstrated
that recombinant Big-h3 could preserve the integrity and
enhance the function of cultured pancreatic islet cells
(7). Conversely, Big-h3 knockout (KO) islet function was
compromised in vivo after transplantation in recipients
with diabetes (8). These studies point out that Big-h3 might
play an active role in the protection of 3-cells against T-cell
cytotoxic insult in T1D. The effect of Big-h3 on T-cell func-
tion and activation relative to its roles in islet B-cell-ECM
destruction in T1D in mice has never been investigated and
it is the focus of our project.

RESEARCH DESIGN AND METHODS

Mice

Female C57Bl/6 NOD mice were bred and housed in specific
pathogen-free conditions. T1D was chemically induced in-
C57Bl/6 using a standard low-dose (35 mg/kg) streptozotocin
(STZ) protocol (9). Alternatively, for antibody depletion ex-
periments, five consecutive intraperitoneal injections of
30 mg/kg STZ were used. Fourteen days after STZ treatment,
300 pg/kg of anti-TGF-Bi neutralizing or control monoconal
antibody (Bio X Cell, West Lebanon, NH) was subsequently
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Figure 1—ig-h3 inhibits T-cell activation. A and B: Draining lymph node cells from WT C57BI/6 (3 X 10° cells/condition) were treated or
not with Big-h3 (5 pg/mL) for 24 h. Anti-CD3 Ab was further added at the indicated concentration for another 24 h. Representative
histograms are illustrating the percentage of CD8" T cells expressing CD69 (A) and CD44 (B) at their surface and IFN-vy (C) and granzyme
B (D) in their cytoplasm. Graphs are quantifying the percentage of CD8" T cells expressing CD69 (A) and CD44 (B) and the percentage of
CD8" T cells expressing IFN-v (C) and granzyme B (GrzB) (D) in three individual mice. The results are representative of three independent

experiments with three mice per group. *P < 0.05; ***P < 0.001.

intraperitoneally injected. Blood glucose was monitored from
day 14 until sacrifice. Animals with glycemia superior to 200
mg/dL were considered diabetic. The local animal experimen-
tation ethics committee approved the experimental protocols.

Patients

Samples (3 wm) were obtained from the National Insti-
tute for Diabetes, Bucharest, Romania, from cadaveric
donor pancreata from patients with and without T1D
and T2D. All experimental procedures were approved by
the Romanian National Ethics Committee.

Cell Culture

Cells extracted from draining lymph nodes were cultured
in 96 U-shaped well plates (300,000 cells/well). TGF-Bi
treatment (5 wg/mL; R&D Systems) was done for 24 h.
Cells were activated with different doses of anti-mouse
CD3e antibody (eBioscience) for the indicated times.
Anti-mouse CD3e antibody (eBioscience) was used for
cell activation as indicated. Carboxyfluorescein succini-
midyl ester (CFSE) staining was used for T-cell prolifera-
tion assays according to the manufacturer’s protocol
(Invitrogen). Islet isolation was obtained after collagenase
perfusion as reported previously (10) and handpicked be-
fore experimentation.

Flow Cytometry Analysis

Cells isolated from draining lymph node or perfused
pancreata were stained using the following antibodies:
CD8-V450, CD4-V500, CD44 A700 (BD Biosciences), and
CD69 FITC (ImmunoTools). Intracellular staining was
performed after phorbol myristic acid and ionomycin
(1 pwg/mL) activation for 4 h under normal culture condi-
tions in the presence of GolgiPlug (BD Pharmingen).
After activation, cells were permeabilized using Cytofix/
Cytoperm (BD Pharmingen) prior to staining with anti-
interferon (IFN) (clone XMG1.2; BD Pharmingen) and
anti-granzyme B (clone GB12; Invitrogen). Flow cytom-
etry was performed with a BD LSRFortessa flow cytometer
(BD Biosciences) and analyzed with BD FACSDiva software
v5.0.1 (BD Biosciences) and FlowJo (Tree Star, Inc.).

Western Blot

Proteins were extracted with a RIPA buffer; 30 pg of pro-
tein was separated using SDS-PAGE and transferred to a
nitrocellulose membrane (Amersham). Primary antibodies
(anti-Lck [Cell Signaling]; anti-pSrc pY416, which recognizes
Lck on pY394 [Cell Signaling]; anti-pLck pY505 [Cell Sig-
naling]; mouse anti-actin [Sigma-Aldrich]) were incubated
overnight, followed by horseradish peroxidase—conjugated
secondary antibodies (Amersham) prior to detection using
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an enhanced chemiluminescence solution (Pierce). Image
Lab (Bio-Rad) was used for subsequent quantification.

Immunofluorescence and Confocal Microscopy

Triple immunofluorescent staining was performed on a
3-pm-thick paraffin pancreas section. Sections were rehy-
drated and subjected to antigen retrieval in an unmasking
solution (Vector H-3300). Tissue sections were incubated
overnight with anti-TGF-Bi (rabbit; Sigma-Aldrich), anti-
insulin (guinea pig; Dako), and anti-glucagon (mouse;
Sigma-Aldrich) primary antibodies. Secondary fluorescence-
conjugated antibody (Jackson ImmunoResearch) was in-
cubated 1 h prior to mounting using a DAPI-VECTASHIELD
Mounting Medium (Vector Laboratories). Cell immuno-
fluorescent staining was performed on cytospined cells
fixed in 4% paraformaldehyde prior to permeabilization.
Primary antibodies, anti-T-cell receptor (TCR)-3 (Becton
Dickinson), and phospho-Lck pY505 (Cell Signaling)
were incubated overnight and subsequently detected us-
ing specific anti-Fab’2-Alexa 488, 647, and 555 (Molec-
ular Probes) secondary antibodies prior to mounting. All
staining was acquired on an LSM 780 Zeiss confocal
microscope and subsequently analyzed using Zen software
(Zeiss). The method used for colocalization quantifications
was previously described (11).

Statistical Analysis
P values were calculated with Student t test (GraphPad
Prism), as specified in figure legends (*P < 0.05; **P <
0.01; **P < 0.001).
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RESULTS

pig-h3 Inhibits T-Cell Activation

To study a direct role of Big-h3 on T cells, we isolated
T cells from wild-type (WT) mouse lymph nodes and
treated them using a human recombinant Big-h3 for
24 h prior to their activation with different doses of
anti-CD3 antibody (Fig. 1). Since TCR avidity modulates
T-cell activation (12) and autoreactive T cells respond to
low-affinity and avidity peptides, we compared the ability
of CD8" T cells to respond to high (1,000 ng/mL), inter-
mediate (100 ng/mL), and low concentrations (10 ng/mL)
of anti-CD3 after being treated (or not) with recombinant
Big-h3. We show that at high and intermediate concen-
trations of anti-CD3 Big-h3 did not modulate the activa-
tion of CD8" T cells after TCR engagement, as shown by
the activation markers CD69 and CD44. In contrast, Big-
h3 was able to inhibit subsequent low-dose CD8" (as well
as CD4") T-cell activation, as shown by the significant
reduction of CD69 and CD44 expression (Fig. 1A and B
and Supplementary Fig. 1A). Furthermore, both CD8" and
CD4" T cells treated with Big-h3 for 24 h displayed re-
duced production of intracellular IFN-y and granzyme B
(Fig. 1C and D and Supplementary Fig. 14). In order to
explore the role of Big-h3 in the pathological condition of
T1D, we extracted T cells from 6-month-old diabetic NOD
mice and treated them with recombinant Big-h3 for 24 h
before assessing their production of IFN-y. We found
Big-h3-pretreated pancreatic T cells from diabetic NOD
mice to produce significantly lower intracellular IFN-y
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Figure 2—ig-h3 signaling affects the Lck phosphorylation equilibrium. T cells were treated or not with Big-h3 (5 wg/mL) for 24 h and
further stimulated with 10 ng/mL of anti-CD83 for the indicated times. A: Western blot analysis of expression levels of pLck Y505, pLck Y394,
total Lck, and B-actin is indicated. B: Quantification of the ratio of pLck Y505 to pLck Y394 to total Lck mean intensity in different
conditions. C: Confocal immunofluorescence of resting (0) or stimulated for 2 min (@-CD3 2 min) T cells stained with anti—-TCR-, pLck
Y505, and DAPI. Results are representative of three independent experiments.
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Figure 3—Altered expression of Big-h3 in T1D insult in pancreatic islets. A and B: Immunofluorescent costaining for insulin, glucagon,
and Big-h3 within pancreatic islets in control mice (WT CIT), STZ-treated diabetic mice (T1D STZ), 6-month-old normoglycemic
nondiabetic NOD mice (NOD), and diabetic age-matched mice (T1D NOD). The results are representative of three independent
experiments with three mice per group. Insets are magnified views of merge. Arrows indicate extracellular staining for Big-h3. C:
Representative immunofluorescent stainings of a pancreas section from two cadaveric donors with T1D, two with T2D, and two

without diabetes (ctrl).
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(Supplementary Fig. 1B). Therefore, Big-h3 was able to
reduce the production of inflammatory cytokines by diabe-
togenic T cells ex vivo. Thus, together these results point
out an important immunomodulatory role for Big-h3 pro-
tein in the activation and production of inflammatory
cytokines by T cells.

Big-h3 Inhibits Early TCR Signaling

Big-h3 has been reported to signal from the extracellular
environment through avp3 integrins (13). Interestingly,
integrin signaling has been reported to share early TCR
signaling molecules (14,15). Therefore, we investigated
the effect of Big-h3 signaling on the activation of early
actors of TCR signaling. Initiation of the TCR signaling
pathway relies on the induction of tyrosine protein
phosphorylation of the kinase Lck (16,17). The regula-
tion of the enzymatic activity of this Src family tyrosine
kinase is tightly controlled by conformational changes
mainly relying on phosphorylation and dephosphoryla-
tion on two regulatory tyrosine residues, Y505 and Y394
(18,19). In resting T cells, as previously reported (20), a
larger percentage of Lck was phosphorylated on Y394
and thus was present under its activated conformation
(Fig. 24). However, in clear contrast, Big-h3-treated CD8"
T cells were mainly phosphorylated on Y505, implying that
Big-h3 signaling influenced the Lck conformation equilib-
rium toward its inactive state (Fig. 2A and B). After TCR
engagement, with a low dose of anti-CD3, the ratio of Y505
to Y394 was higher in Big-h3-treated T cells than in non-
treated cells (Fig. 2A and B) at all time points (2 and
10 min). These data suggest that Big-h3 blocks the TCR
signaling pathway by influencing the equilibrium of Lck
conformation toward an inactive state, characterized by
Y505 phosphorylation. Next, we searched for the localiza-
tion of Lck phosphorylated on inhibitory Y505 in resting
and stimulated T cells by confocal microscopy. Lck phos-
phorylated on Y505 was colocalized with the TCR in high
proportion (~60%) (Supplementary Fig. 2) in resting un-
treated T cells (Fig. 2C). In contrast, after TCR engagement
with anti-CD3, pY505 colocalization with the TCR was sig-
nificantly diminished (Fig. 2C and Supplementary Fig. 2).
In Big-h3-treated cells, the colocalization of Lck Y505 with
TCR was similar in resting cells and after TCR engagement
(~58%) (Supplementary Fig. 2 and Fig. 2(), suggesting
that Big-h3 signaling interferes with T-cell activation.

Big-h3 Expression Is Reduced in Pancreatic Islets in
T1D

To investigate the modulation of Big-h3 expression in
pathological conditions, we used chemical-induced (STZ)
and genetic (NOD) mouse models of T1D. In the genetic
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model, ~80% of NOD female mice develop diabetes at
6 months (21). Diabetic NOD females showed similar
immune infiltration as NOD normoglycemic nondiabetic
age-matched females (Fig. 3A), suggesting that a local
immunosuppression mechanism might be involved. Im-
munofluorescence analysis showed that Big-h3 was
expressed in pancreatic islets in normal mice as well as
in normoglycemic nondiabetic NOD mice (Fig. 3A and B).
We found ig-h3 expressed in the cytoplasm of both a-
and B-cells as well as in the extracellular islet compart-
ment (Fig. 3A and B, arrows). In contrast, in T1D islets,
Big-h3 expression was reduced at both the mRNA (Sup-
plementary Fig. 3) and protein level (Fig. 3A and B). Only
a-cells retained expression of Big-h3 in diabetic mice (Fig.
3A and B). We also analyzed human pancreas sections
from patients with T1D (n = 2) and T2D (n = 2) and
patients without diabetes (n = 2). In human pancreas,
Big-h3 was expressed only by B-cells and in the ECM in
patients with T2D and patients without diabetes. Patients
with T1D show a much reduced Big-h3 expression (Fig.
30). Together, these data suggest that pancreatic islet
expression of Big-h3 might play a role in the susceptibility
to develop T1D.

Big-h3 Affects Activation of Diabetogenic T Cells In
Vivo

C57Bl/6 mice treated with low-dose STZ (35 mg/kg) for 5
consecutive days develop hyperglycemia and T1D starting
from day 14 (Supplementary Fig. 4A). To assess the role
of Big-h3 in diabetes development in vivo, we titrated STZ
to a suboptimal dose (30 mg/kg for 5 consecutive days)
that does not induce diabetes in C57Bl/6 mice from day
14. Mice treated with suboptimal STZ doses were injected
on day 14 with neutralizing anti-fig-h3 and assessed for
glycemia on day 16 (Fig. 4A). In contrast to control Ab-
treated mice, Big-h3-depleted animals develop diabetes
from suboptimal doses of STZ, as measured by a signifi-
cant increase of glycemia (Fig. 4B). Next, we isolated islets
from WT C57Bl/6 mice and cultured them in the presence
of a neutralizing anti—Big-h3 antibody prior to their co-
culture with STZ-diabetic isolated T cells. As shown in
Supplementary Fig. 4B, we found that 24-h treatment
with anti-Big-h3 significantly decreased the amount of
Big-h3 protein detected in the supernatant of cultured
islets. T cells extracted from STZ-diabetic pancreas were
CESE stained and added to the islet culture for 48 h prior
to the quantification of the intracellular production of
granzyme B and IFN-y by flow cytometry (Fig. 40).
Whereas the proliferation of T cells was not affected by
the Big-h3 antibody treatment of islet cells (Fig. 4D), we

and intravenously transferred in Rag2 KO recipient mice (5 X 10° cells/animal). H: Graph shows glycemia measurements. /: Inmunofluorescent
staining for insulin, granzyme B, and DAPI within the pancreas of Rag2 KO recipient mice transferred with untreated T cells (control) or Big-h3—
treated T cells (treated) at day 2 after transfer. The results are representative of two independent experiments with three mice per group.
Quantification of the percentage of CD45" cells 14 days after cell transfer in mouse pancreas (J) and CD8" T cells expressing CD69 (K), IFN-y

(L), and CD107a (M). *P < 0.05; P < 0.01; **P < 0.001.
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found that the production of granzyme B and IFN-y was
significantly increased in Big-h3-depleted islet conditions
(Fig. 4E and F), suggesting that physiological release of
the protein by the islets was able to inhibit T-cell cytotoxic
cytokine production. In order to investigate the physio-
logical relevance of the repression of the T-cell response in
vitro, we used an in vivo diabetes transfer model. T cells
from the pancreas of diabetic mice (STZ-induced T1D)
were treated with recombinant Big-h3 and then intrave-
nously injected in immunodeficient Rag2 KO congenic
mice. Mice were killed 2 days after T-cell injection, and
islet infiltration by granzyme B" cells was assessed by
immunofluorescence (Fig. 4I and Supplementary Fig. 4C).
Measurements of glycemia showed that Big-h3—pretreated
T cells were unable to induce diabetes as compared with
untreated T cells (Fig. 4H). Although equivalent percent-
ages of CD45" cells were detected by FACS in the recip-
ient’s pancreas 10 days postinjection (Fig. 4J), T cells
pretreated with Big-h3 showed lower levels of CD69
(Fig. 4K) and less production of IFN-y and CD107a
(Fig. 4L and M). Thus, these findings reveal an impor-
tant role of Big-h3 in inhibiting diabetogenic T-cell ac-
tivity in vitro and in vivo.

DISCUSSION

A major goal of T1D research is to restore -cell function
while eliminating diabetogenic T cells by immunotherapy in
the hope of achieving insulin independence. To develop an
effective immunotherapy, there must be a continued effort
to define the molecular basis that underlies the T-cell re-
sponse to pancreatic islet antigens in T1D. Therefore, iden-
tifying new targets involved in the protection against
cytotoxic T-lymphocyte attack might be important for de-
fining new therapy hints. We show here that Big-h3, a pro-
tein of the islet ECM, is able to repress diabetogenic T-cell
activation by interfering with early actors of the TCR signal-
ing pathway, i.e., Lck. This alteration has major conse-
quences on T-cell expression of activation markers (CD69
and CD44) upon TCR engagement, as well as production of
IFN-y and granzyme B. Previous findings identified Big-h3
as a vital trophic factor promoting islet survival, function,
and regeneration (7). We demonstrate that in addition to its
trophic support to pancreatic islets, fig-h3 plays an active
role in inhibiting the activation T-cell activation to low con-
centrations of antigen or autoreactive T cells. Signaling
through integrins has been described to only facilitate
T-cell activation by lowering an activation threshold without
qualitatively changing the T-cell response (22). Our results
show that Big-h3 signaling through T-cell surface integrins
was able to inhibit TCR activation by phosphorylating Lck
on inhibitory tyrosine Y505. Previous studies showed that
Lck plays an important role in regulating autoimmunity
since a specific deficiency of this kinase was described in
patients with T1D (23). A key role of Lck in the CTL func-
tion of CD8" T cells was also reported in mice (24). Nika
et al. (20) showed that the ratio of Y394/Y505 was approx-
imately 1.5 in normal cells. After Big-h3 treatment, Lck was
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mostly phosphorylated on inhibiting tyrosine Y505 (ratio of
Y505 to Y394 above 2) (Fig. 2A and B) and colocalized with
the TCR (Fig. 2C). As a consequence, engagement of the
TCR in those Big-h3-pretreated cells did not lead to de-
localization of Y505 away from the TCR compared with
untreated cells. Therefore transfer of Big-h3-treated diabe-
togenic T cells into WT animals led to blunted activation
and cytotoxic capacities in recipient pancreas. An interest-
ing finding is that NOD female mice that do not develop
diabetes at 6 months (~20%) express Big-h3 in the pan-
creatic islets (Fig. 3B) and that the expression is lost in
hyperglycemic age-matched diabetic NOD mice. Since the
immune infiltration was similar, this data suggest that Big-
h3 expression might contribute as a protective shield
against cytotoxic T-cell attack. Our experimental findings
reconsider the conventional understanding of “cytotoxic”
T-cell-induced B-cell death in T1D in order to take into
account (-cell “matrix” as a critical component of T1D path-
ogenesis. Studies of the Big-h3 impact on islet-specific
T cells in from human peripheral blood T1D patients will
further elucidate whether this protein is also a key target of
immune tolerance in human T1D.
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