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Résume

Les tumeurs de la vessie sont le quatriéme cancer en termes de fréquence chez I’homme dans
les pays industrialisés. Elles peuvent schématiquement étre séparées en deux sous-groupes
principaux : les tumeurs basales, peu différenciées, et les tumeurs luminales, différenciées.
PPARYy est un récepteur nucléaire fortement exprimé dans ce second groupe, qui agit en
hétérodimére avec un co-récepteur partenaire, RXRa, et qui posséde un role essentiel dans la

différenciation des cellules de 1’urothélium normal.

Récemment, un réle protumorigénique de PPARy a été mis en évidence dans les tumeurs
luminales de vessie, ou son activité est augmentée par le biais d’amplifications de PPARY,
ainsi que des mutations activatrices de son partenaire, RXRa. Le premier axe de mon projet a
consisté a mieux caractériser ce role protumorigénique de PPARYy. J’ai d’abord participé a la
mise en évidence de mutations récurrentes activatrices de PPARy dans les tumeurs luminales
de la vessie renforgant le role protumorigénique du récepteur dans ces tumeurs. J’ai ensuite
cherché a identifier les geénes cibles de I’hétérodimeére PPARY/RXRa pouvant médier cet effet
protumorigénique. Grace a des analyses transcriptomiques apres extinction de I’expression de
PPARYy ou de RXRa et des expériences de ChIP-sequencing de PPARy et RXRa, j’ai pu
identifier 30 génes candidats. L’étude de I’implication de ces genes dans la progression
tumorale des tumeurs luminales présentant des altérations de la voie PPARy/RXRa est

actuellement en cours.

Parallelement a ce role protumorigénique dans les tumeurs luminales, des résultats
suggéraient que ce gene pourrait posséder un rdle suppresseur de tumeurs dans le sous-groupe
basal. La deuxieme partie de mon projet a consisté a explorer cette hypothese. J’ai pu montrer
que des délétions hétérozygotes de PPARY sont associées a ce sous-groupe de tumeurs
basales, qui présente également une diminution globale de I’expression de PPARYy. De plus,
parmi les mutations non-récurrentes de PPARY identifiées dans ces tumeurs, certaines sont
des mutations inactivatrices, capables d’inhiber 1’activité transcriptomique de I’hétérodimeére
PPARy/RXRa en favorisant la fixation de co-répresseurs de I’hétérodimere. J’ai également pu
montrer un role anti-tumoral de PPARG dans les tumeurs basales puisque 1’expression de
PPARYy dans des lignées cellulaires basales a la suite de leur transfection avec un plasmide
codant pour PPARY est capable d’inhiber leur viabilité. Ce projet a ainsi permis de mettre en
¢vidence un réle dual de PPARy dans les tumeurs de vessie, avec un role protumorigénique
dans les tumeurs luminales, ou il est suractivé par des amplifications et des mutations
activatrices, et un role suppresseur de tumeurs dans les tumeurs basales, ou il est réprimé par

des délétions et des mutations inactivatrices.
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LES RECEPTEURS NUCLEAIRES

I. Structure et classification

Le Peroxisome Proliferator-Activated Receptors gamma (PPARY) est une protéine faisant
partie de la superfamille des récepteurs nucléaires. Ce sont des facteurs de transcription qui
régulent des programmes transcriptionnels variés. Cependant, a la différence des facteurs de
transcription classiques, les récepteurs nucléaires sont sous le contrdle direct de ligands
capables de se fixer sur ces protéines, afin d’activer ou d’inhiber la transcription de leurs

genes cibles.

Les récepteurs nucléaires, trés conservés chez les métazoaires (Escriva et al., 1997), possedent
tous une structure similaire, composée de plusieurs segments aux fonctions bien définies. En
N-terminal se trouve un domaine A/B, contenant généralement un domaine d’activation de la
transcription (Activation Fonction 1, AF-1). Le second domaine est le DNA Binding Domain
(DBD), qui est capable de reconnaitre des séquences ADN particulic¢res, appelées Response
Element, dans le promoteur de leurs geénes cibles et de s’y fixer. Le troisiéme domaine, le
Ligand Binding Domain (LBD), fixe les ligands du récepteur nucléaire, et contient une
deuxieme fonction d’activation de la transcription, AF-2 (FIGURE 1, PAGE 3). La fixation du
ligand entraine la régulation de I’activité de la protéine, et donc la transcription de ses geénes
cibles, par le recrutement de co-activateurs ou de co-répresseurs (Khorasanizadeh &
Rastinejad, 2016).

N, - i e c.

Domaine A/B DBD LBD
AF-1 Liaison a Liaison au ligand / AF-2
I'ADN

Figure 1 : Structure des récepteurs nucléaires.
Les récepteurs nucléaires sont composés d'un domaine A/B possédant une fonction
d'activation AF-1, d'un domaine de licison a I'ADN, et d'un domaine de licison au ligand
présentant également une fonction d'activation, AF-2.

I1 existe plusieurs sous familles de récepteurs nucléaires, classés selon les similitudes entre
leurs LBD et DBD (TABLEAU 1, PAGE 4). Les Peroxisome Proliferator-Activated Receptors
(PPARs) font partie du premier groupe (NR1) qui réunit également les récepteurs aux
hormones thyroidiennes, les récepteurs a 1’acide rétinoique (RAR), les RAR-related orphan
receptors (ROR), les Liver X Receptors (LXR), le Pregnane X receptor (PXR), le Farnesoid

X receptor (FXR) ainsi que le récepteur a la vitamine D (VDR). Dans le second groupe, on



retrouve principalement les Retinoid X Receptors (RXR), qui possédent un rdle central
puisque ce sont les partenaires d’hétérodimérisation de nombreux récepteurs nucléaires. Ils
ont été regroupés avec les récepteurs HNF4, TLL, COUP et USP. Le troisiéme groupe est
composé des récepteurs aux hormones stéroides : les récepteurs aux estrogenes (ER), aux
androgenes (AR), aux minéralocorticoides (MR), aux glucocorticoides (GR), et a la
progestérone (PR). Les groupes quatre a six sont de trés petits groupes, comprenant
notamment les récepteurs « Nerve Growth Factor IB-like » (NGFI-B), le « steroidogenic
factor 1» (SF-1) ou le récepteur GCNF1 (Nuclear Receptors Nomenclature Committee,
1999).

Cette classification phylogénique n’est cependant pas la seule classification possible des

récepteurs nucléaires, qui peuvent é¢galement étre séparés selon leur mode de liaison a I’ADN.

Tableau 1 : Les sous-familles de récepteurs nucléaires
(Aranda and Pascual 2017)

Monomer,
Response Homodimer, or
Receptor Subtype Denomination Ligand Element Heterodimer
Class 1 TR o B Thyroid hormone receptor Thyroid hormone (T5) Pal, DR4, 1P H
RAR a, B,y Retinoic acid receptor Retinoic acid DR-2, DR-5 H
Pal, IP
VDR Vitamin D receptor 1-25(0OH), vitamin D, DR-3, IP-9 H
PPAR a B,y Peroxisome proliferator Benzotriene B4; Wy 14.643 DR-1 H
activated receptor Eicosanoids; thiazolidinediones
(TZDg); 15-deoxy-12,41-
prostaglandin J,;
polyunsaturated fatty acids
PXR Pregnane X receptor Pregnanes; C21 steroids DR-3 H
CAR/MB67 a, B Constitutive androstane Androstanes; 1,4-bis[2-(3,5- DR-5 H
receptor dichloropyridyloxy)]benzene
LXR a, B Liver X receptor Oxysterols DRA4 H
FXR Farnesoid X receptor Bile acids DRA4, IR-1 H
RevErb a, Reverse ErbA Unknown DR-2, Hemisite M, D
RZR/ROR a B,y Retinoid Z receptor/retinoic Unknown Hemisite M
acid-related orphan
receptor
UR Ubiquitous receptor Unknown DR-4 H
Class 11 RXR a, B,y Retinoid X receptor 9-Cis-retinoic acid Pal, DR-1 D
COUP-TF a B,y Chicken ovalbumin Unknown Pal, DR-5 D, H
upstream promoter
transcription factor
HNF-4 a, B,y Hepatocyte nuclear factor 4 Fatty acyl-CoA thioesters DR-1, DR-2 D
TLX Tailles-related receptor Unknown DR-1, Hemisite M, D
PNR Photoreceptor-specific Unknown DR-1, Hemisite M, D
nuclear receptor
TR2 o B Testis receptor Unknown DR-1 to DR5 D, H
Class III GR Glucocorticoid receptor Glucocorticoids Pal D
AR Androgen receptor Androgens Pal D
PR Progesterone receptor Progestins Pal D
ER «, Estrogen receptor Estradiol Pal D
ERR o B,y Estrogen-related receptor Unknown Pal, Hemisite M, D
Class IV NGFI-B a B,y NGF-induced clone B Unknown Pal, DR-5 M, D, H
Class V SF-1/FTZ-F1 «, B Steroidogenic factor 1 Oxysterols Hemisite M
Fushi Tarazu factor 1
Class VI GCNF Germ cell nuclear factor Unknown DR-0 D
Class 0 SHP Small heterodimeric partner Unknown H
DAX-1 Dosage-sensitive sex Unknown

reversal

M, monomer; D, homodimer; H, heterodimer; NGF, nerve growth factor; DR, direct repeat; Pal, palindrome; IP, inverted palindrome.



Il. Modalités d'action des récepteurs nucléaires

Afin d’exercer leurs fonctions de régulation de la transcription, les récepteurs nucléaires se
fixent sur leurs Response Element selon des modes variables. Ceci permet de séparer cette
superfamille en trois groupes, possédant des modalités d’action distinctes
(FIGURE 2.A, PAGE 8).

Les récepteurs aux hormones stéroidiennes se lient a ’ADN en formant un homodimeére,
composé de deux unités du méme récepteur nucléaire. Ils se fixent sur des séquences Inverted
Repeat (IR), formés de deux hexameéres de nucléotides répétés en téte-a-téte, et séparés par 3
nucléotides (IR3). Dans la majorit¢ des cas, cet hexamere correspond a un motif
"_AGAACA-", a I’exception d’ER, qui reconnait I’hexamére >~AGGTCA->". Cet homodimére
est transloqué au noyau par la fixation de son ligand, ce qui entraine la régulation de la
transcription de ses génes cibles (Helsen et al., 2012; Hudson et al., 2014; Roemer et al.,
2006; Schwabe et al., 1993).

Mais la majorité des récepteurs nucléaires utilisent un autre mode d’action : ces protéines
s’associent ¢galement en dimeéres, mais avec des membres trés particuliers de cette
superfamille, les RXRs. Chez ’Homme, la famille des RXRs regroupe trois membres, RXRa.,
RXRp et RXRy, localisés respectivement sur les chromosomes 9q, 6p et 1q (Almasan et al.,
1994; Mangelsdorf et al., 1990; Yu et al., 1991). RXRa et RXR[ présentent une expression
ubiquitaire, tandis que RXRy est principalement exprimé dans la glande pinéale (Wu et al.,
2009).

L’hétérodimere formé avec un de ces trois récepteurs nucléaires se fixe sur des séquences
Direct Repeat (DR), soit deux hexaméres >-AGGTCA-> répétés en tandem, séparés de 0 a 5
nucléotides (DRO a DRS). Chacun de ces hétérodiméres lie préférentiellement un DR
particulier. Ainsi, les hétérodimeéres VDR/RXR se fixent sur des séquences DR3, alors que
LXR va préférer des motifs DR4. La variabilit¢ des motifs DR, ainsi que leurs séquences
adjacentes, permettent ainsi de créer un degré de spécificité entre les différents récepteurs
nucléaires, en permettant la liaison des hétérodimeres aux promoteurs des genes cibles
possédant leur motif préférentiel (Kliewer et al., 1992a, 1992b; Mangelsdorf & Evans, 1995).

Pratiquement tous les récepteurs nucléaires agissent en formant des dimeres, mais certains,
tels que SF-1 et NGFI-B, échappent pourtant a cette regle. Ils se fixent sous forme de

monomeéres sur des demi-sites, formé d’un unique hexamere (Wilson et al., 1993).



La fixation du dimere sur I’ADN ne permet pas directement 1’activation de la transcription de
son gene cible. En effet, la caractéristique de cette superfamille est la capacité de ses membres
a lier des ligands capables de réguler leur activité. Les modalités de cette régulation peuvent
étre trés variables selon le type de ligands, qui peuvent étre classées selon leurs effets sur le

récepteur nucléaire.

» Les agonistes purs représentent le groupe le plus classique. Ces molécules se fixent au
niveau du LBD, entrainent un changement conformationnel de 1’hélice H12, ce qui
conduit au recrutement de co-activateurs et a I’activation de la transcription des génes
cibles (Batista & Martinez, 2013; Renaud et al., 1995; Togashi et al., 2005).

» A linverse, les antagonistes préviennent ce changement conformationnel et le
recrutement des co-activateurs qui en résulte.

» Les agonistes inverses sont des compétiteurs des agonistes purs, et conduisent
¢galement a un changement de conformation de la protéine. Mais au contraire des
agonistes purs, cette conformation entraine le recrutement de co-répresseurs, et ce qui
conduit a I’inhibition de la transcription des genes cibles du récepteur nucléaire.

> Les agonistes partiels sont également des compétiteurs des agonistes purs qui activent
la protéine, mais de maniére moindre, ce qui conduit a une modulation plus fine de
’activité transcriptionnelle.

» Le dernier groupe de ligand présente le mode d’action le plus complexe : ce sont les
modulateurs sélectifs. Ces molécules sont capables de moduler D’activité des
récepteurs nucléaires différemment selon le tissu ou le géne cible concerné, pouvant
ainsi agir en tant qu’agoniste ou antagoniste selon le contexte, et présentent des modes

d’action variés selon la molécule et le récepteur concerné (Hughes et al., 2013).

Dans le cas d’un hétérodimere avec un RXR, deux cas de figure peuvent se présenter
(FIGURE 2.B, PAGE 8). Dans le premier cas, I’hétérodimere peut €tre activé uniquement par
les ligands du partenaire. Ces hétérodimeres sont dit non-permissifs. Dans le deuxiéme cas,
les hétérodimeres peuvent étre activés aussi bien par les ligands de RXR que par les ligands
de son partenaire, et sont dits permissifs (Shulman et al., 2004).

Le premier ligand naturel des RXR a avoir été décrit est le 9-cis-RA, un acide rétinoique
dérivé de la vitamine A (Egea et al., 2002). Les ligands naturels des RXR incluent également
I’acide docosahéxaenoique (DHA) ainsi que d’autres acide gras polyinsaturés, tels que 1’acide
arachidonique (Lengqvist et al., 2004; Mata et al., 2016). Des ligands synthétiques ont
¢galement été¢ développés, tels que le bexaroténe (ou LGD1069) (Boehm et al., 1994). Enfin,
il existe un large panel de molécules capables d’inhiber I’activité des RXR, notamment
LG100754 et UVI3003 (Watanabe & Kakuta, 2018).



Etant donné les programmes transcriptionnels complexes qu’ils contrélent, 1’activité
transcriptomique des récepteurs nucléaires doit étre modulée de manicre fine et précise. La
spécificité des ligands ainsi que des sites de fixation sur I’ADN, tels que décrits
précédemment, permettent un premier niveau de contrdle. Les protéines co-régulatrices en

forment un deuxiéme.

En absence de ligand, la plupart des récepteurs nucléaires sont liés a des co-répresseurs,
incluant SMRT, NCoR1 ou SUN-CoR (Chen & Evans, 1995; Horlein et al., 1995; Zamir et
al., 1997). Cette interaction se fait par le biais d’un motif LXX I/H I XXX I/L nommé
CoRNR box, qui se fixe au niveau de 1’hélice H12 du récepteur nucléaire (Hu & Lazar, 1999;
Perissi et al., 1999). Ceci entraine notamment le recrutement d’Histones Déacétylases
(HDAC:S), ce qui entraine la répression des genes cibles de I’hétérodimére (Li et al., 2000;
Yoon et al., 2003). La fixation du ligand dans la poche de liaison au ligand entraine un
changement de conformation de la protéine. Le complexe avec le co-répresseur est alors
dissocié, les co-activateurs sont recrutés pour former de larges complexes protéiques, ce qui
aboutit a ’activation de la transcription des génes cibles (FIGURE 2.C, PAGE 8). L’interaction
entre les récepteurs nucléaires et les co-activateurs se fait en général entre 1’hélice H12 et un

motif LXXLL présent sur le co-activateur (Heery et al., 1997).

Il existe plusieurs types de co-activateurs, possédant des rdles et des activités enzymatiques
diverses, & commencer par les histones acétyltransferases (HATs) (Aranda & Pascual, 2017).
A D'inverse des HDACs recrutées par les co-répresseurs, les HATs acétylent les histones et
remodelent la chromatine de maniére a faciliter I’activation de la transcription des génes
cibles. Les membres de la famille p160 (SRC-1, NCoA2, NCoA3) sont les premiers a avoir
¢té identifiés, et sont essentiels a I’activation ligand-dépendante des récepteurs nucléaires
(Cavailles et al., 2006; Halachmi et al., 2006). CBP/p300 et PCAF poss¢dent une activité
HAT et font également partie des co-activateurs. En plus de leur activité HAT, ils servent a la
formation d’un complexe avec des membres de la famille p160, avec lesquels ils peuvent
interagir (Blanco et al., 1998; Chakravarti et al., 1996; Kamei et al., 1996).

D’autres co-activateurs sont impliqués dans le remodelage de la chromatine, tels que les
membres du complexes SWI/SNF. Ils permettent 1’ouverture de la chromatine par un
remodelage ATP-dépendant des nucléosomes (Yoshinaga et al., 1992).

A D’inverse, certains co-activateurs ne possedent pas d’activité enzymatique intrinséque, mais
jouent le rdle de pont entre les récepteurs nucléaires et les différents co-facteurs impliqués. Le
complexe Mediator est un large complexe, qui permet de faire le lien entre 1’activation par le
ligand et la mise en place de la machinerie de transcription. Les récepteurs nucléaires
interagissent avec ce complexe par le biais de MEDI, qui contient deux motifs LXXLL (Yuan

et al., 1998; Zhu et al., 1997), mais des résultats ont montré que d’autres composants du



complexe peuvent également interagir avec certains récepteurs nucléaires (Malik & Roeder,
2010).
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Figure 2 : Modes d’'action des récepteurs nucléaires
A) Les différents modes de fixations des récepteurs nucléaires sur leur fréquences cibles. B)
Modes d'activation différents des hétérodimeres selon leur permissivité. C) Recrutement des
co-régulateurs en fonction de la fixation des ligands.

Si la plupart des co-régulateurs sont relativement génériques, sans restriction tissulaire ou
interaction préférentielle avec certains récepteurs, certains sont en revanche plus spécifiques,
tels que le membre de la famille des « PPARy coactivator-1 » (PGC-1a et PGC1-), qui
présentent une expression beaucoup plus marquée dans les tissus nécessitant une forte
consommation d’énergie. Ils sont davantage exprimés dans le tissu adipeux brun, le cceur, le
muscle squelettique, le cerveau et le rein, et orchestrent le métabolisme cellulaire en servant
de plateforme de recrutement pour les différents membres du complexe d’activation de la
transcription (Finck & Kelly, 2006). Si les PGC-1 sont maintenant connus pour leur
interaction avec un large panel de récepteurs nucléaires, leur premicre cible identifiée était

PPARY, dont ils tirent leur nom (Puigserver et al., 1998).



lll. Lafamille des PPARs

PPARYy fait partie de la famille des PPARs, qui doit son nom au premier role qui lui a été
attribué : la capacité a provoquer la prolifération des peroxysomes (Auwerx, 1992). Cette
famille de récepteurs nucléaires regroupe trois isotypes : PPARa, PPARS (également connu
sous le nom de PPARP) et PPARYy, qui, méme s’ils possedent beaucoup de point communs,

possedent chacun des localisations et des roles qui leur sont propres.

PPARa est le premier membre a avoir été identifié (Issemann & Green, 1990). Son expression
est particulierement importante dans le foie, le ceeur, le rein, le tissus adipeux brun, le muscle
et les intestins, ou il joue un rdle prépondérant dans le contrdle du catabolisme lipidique et de
la B-oxydation, en particulier dans le foie (Pyper et al., 2010). PPARPB/S est quant a lui
exprimé dans une grande variété de tissus (Skogsberg et al., 2000). Il joue également un role
dans le catabolisme des acides gras, en particulier dans le muscle squelettique et le tissu
adipeux, et participe a la différenciation des kératinocytes (Burdick et al., 2006). PPARY est
exprimé dans les tissus adipeux, le colon, les cellules immunitaires et I’épithélium vésical. 11
joue un role prépondérant dans la différenciation adipocytaire et urothéliale, et dans le
stockage des acides gras (Chawla & Lazar, 2006; Varley et al., 2004).

Les trois membres de la famille des PPARs font partie des récepteurs nucléaires qui agissent
en formant un hétérodimere permissif avec les membres de la famille des RXR (Kliewer et
al., 1992b). Cet hétérodimere est capable de se fixer sur des séquences appelées PPRE
(Peroxisome Proliferator Response Element), qui correspond a un motif DR1 (composé de
deux séquences AGGTCA répétées, séparées par un nucléotide central). Si le motif DR1 est
essentiel, la séquence située en 5° est également importante pour la fixation de I’hétérodimere
et I’activation de la transcription. Le PPRE optimal correspond a une séquence consensus 5’-
AACTAGGTCAAAGGTCA-3’ (IJpenberg et al., 1997; Palmer et al., 1995). L’activation de
cet hétérodimere par un ligand ciblant I’'un ou I’autre des partenaires entraine le recrutement
des co-activateurs, et la régulation de programmes transcriptionnels variés, selon le membre

concerné ou le contexte cellulaire dans lequel il est placé.



IV. Récepteurs nucléaires et cancer

Les récepteurs nucléaires controlent des programmes transcriptionnels impliqués dans des
fonctions biologiques variées. Dans un certain nombre de cas, ces programmes sont essentiels
au maintien de I'intégrité de la cellule, et leurs altérations peuvent jouer un role clé¢ dans le

développement des cancers.

La dépendance de certains cancers aux hormones stéroides, tels que le cancer du sein ou de la
prostate, est connue et utilisée depuis longtemps comme arme contre le cancer (Beatson,
1896; Lacassagne, 1936). Les récepteurs aux hormones stéroides, ciblés par ces traitements,
ont un role essentiel dans le développement de ces cancers, qui n’est encore aujourd’hui que
partiellement compris. Le récepteur aux estrogenes, en particulier ERa, est impliqué dans le
développement et la croissance du cancer du sein, et son inhibition par le Tamoxiféne a
permis de grands progrés dans le traitement de ces tumeurs. Du c6té du cancer de la prostate,
c’est le récepteur aux androgénes qui tient un rdle prépondérant. Son inhibition entraine un
arrét du cycle cellulaire, I’induction de 1’apoptose, ainsi qu’une diminution des capacités
invasives des cellules cancéreuses (Hara et al., 2008; Heisler et al., 1997). Les
glucocorticoides sont a I’inverse connus pour leurs effets immunosuppresseurs, anti-

inflammatoires et cytotoxiques dans les leucémies (Greenstein et al., 2002).

Le role de ces récepteurs dans les tumeurs est cependant trés complexe. De nombreuses
études ont montré que chaque récepteur nucléaire peut étre impliqué dans de nombreux
cancers différents, et qu’il existe des «crosstalks » entre les voies de signalisation des
récepteurs nucléaires, chaque récepteur étant capable d’agir sur le programme transcriptionnel
dirigé par I’autre et donc d’impacter son rdle dans la cellule cancéreuse (Truong & Lange,
2018). La vitamine D et les acides rétinoiques sont par exemple capable d’induire la
différenciation, 1’arrét du cycle et 1’apoptose dans de nombreux cancers (Gottardis et al.,
1996; Werman et al., 1997).

Dans certains cas, les récepteurs nucléaires pourraient méme avoir des effets inverses selon le
cancer en question. Par exemple, si ERa est protumorigénique dans les cancers
gynécologiques, il présente un effet opposé dans les cancers digestifs et du poumon (Hsu et
al., 2006; Pietras et al., 2005). PXR présente également ce type d’effet dual, ainsi que Nurr77
ou encore ERRa (Baek & Kim, 2013; Pondugula et al., 2016).

La famille des PPARs présente également un intérét majeur dans la compréhension du cancer.
PPARa est principalement connu pour son role protumorigénique dans les cancers du foie,
mais il a également été montré que certains de ses ligands sont capables d’inhiber la

croissance de certaines tumeurs, incluant les cancers du colon, du sein, du poumon ou les



gliomes, méme si la spécificité des effets de ces ligands porte parfois a controverse (Gao et
al., 2015; Misra & Reddy, 2014). Le role de PPARP/O est lui aussi sujet a controverse,
principalement a cause de résultats discordants entre les différentes études et modeles
cellulaires. PPARP/S a ainsi été associé au cancer du sein, du poumon, de la peau et du cdlon,
mais le role joué¢ dans ces cancers est encore flou a cause de ces résultats discordants et des
désaccords existants au sein de la communauté scientifique, en particulier dans le cas du
cancer du colon (Miiller, 2017; Peters et al., 2015).
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PPARYy : UN RECEPTEUR NUCLEAIRE AUX

MULTIPLES FACETTES

I. Structure et mode d’action

Chez ’Homme, le géne PPARG est situé sur le chromosome 3, en position 3p25 (Greene et
al., 1995). Quatre ARN messagers différents ont été identifiés, donnant lieu aprés traduction a
deux isoformes différents : PPARYy1, codé par les ARN messagers PPARG1, PPARG3 et
PPARGA4, et PPARY2, codé par I’ARN messager PPARG2 (FIGURE 3.A ET 3.B, PAGE 14).
Ces deux protéines différent par leur partie N-terminale, PPARY2 possédant 28 acides aminés
supplémentaires au début de sa séquence (Fajas et al., 1997, 1998; Sundvold & Lien, 2001).
En conséquence, les acides aminés seront ici numérotés selon leur position dans 1’isoforme
PPARy2.

Cette séquence N-terminale additionnelle augmente 1’efficacité de la fonction AF-1, présente
dans le domaine A/B des deux isoformes, qui est responsable de 1’activation de la protéine
indépendamment de la fixation du ligand (Werman et al., 1997). PPARYy est ensuite constitué
d’un domaine de liaison a I’ADN (DBD), permettant la spécificité de la liaison au promoteur
du gene cible. Cette liaison se fait par ’intermédiaire de deux « zinc-fingers », trés conserves
chez les différents récepteurs nucléaires. Le troisiéme domaine, situé sur la partie C-terminale,
est le domaine de liaison au ligand (LBD). Il contient des domaines essentiels au
fonctionnement de la protéine : la poche permettant la fixation des ligands, ainsi que le
domaine AF-2, permettant I’activation de la protéine lors de la fixation des ligands et le
recrutement des co-régulateurs de 1’hétérodimeére PPARY/RXRa (FIGURE 3.C, PAGE 14)
(Zieleniak et al., 2008).

PPARy s’hétérodimérise avec RXRa, et comme tout hétérodimere permissif, il peut Etre
activé aussi bien par les ligands de RXRa que de PPARYy. Son premier ligand naturel identifié
est le 15-Deoxy-A12,14-Prostaglandin J, (15d-PGJ,), un dérivé de la prostaglandine. D’autres
ligands naturels ont ensuite été identifi€és, notamment parmi les acides gras insaturés. Si la
connaissance des ligands naturels est essentielle a la compréhension du réle de PPARYy, les
ligands synthétiques présentent également un intérét majeur, en particulier dans le cadre du
traitement des maladies liées a ce récepteur nucléaire. Les thiazolidinédiones, tels que la

pioglitazone ou la rosiglitazone, sont des ligands synthétiques de PPARy bien connus et



utilisés dans le traitement du diabéte de type 2 pour leur action de sensibilisation a I’insuline
(Forman et al., 1995; Krey et al., 1997). Le GW1929 est I’un des composés ne faisant pas
partie des thiazolidinédiones entrainant la plus forte activation de PPARy et présente donc
¢galement un intérét primordial (Brown et al., 1999).

Tous les ligands précédemment décrits sont des ligands agonistes, capables d’entrainer une
activation de I’hétérodimere par une stabilisation de 1’hélice H12 en conformation active. Ceci
conduit a la déstabilisation de I’interaction avec les co-répresseurs et le recrutement de co-
activateurs au niveau des hélices H3, H4 et H12, activant ainsi 1’activation de la transcription
des genes cibles de PPARy (Chrisman et al., 2018).

A T’inverse, de trés nombreux composés capables d’inhiber I’activit¢é de PPARy ont été
identifiés, aussi bien agonistes inverses qu’antagonistes. Le T0070907 et le GW9662 sont
respectivement des agonistes inverses et antagonistes largement utilis€é qui entrainent
diminution conséquente de I’activité de PPARY (Lee et al., 2002; Leesnitzer et al., 2002).
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Figure 3 : Les différents transcrits et isoformes de PPARG
A) Structure du gene PPARG. B) Structure des quatre ARN messagers et les protéines issues de
leur tfraduction. C) Structure de PPARY1 et PPARY2 et fonctions des différents domaines qui les
composent. (Aprile et al., 2014).

Les modifications post-traductionnelles sont des systémes de régulation qui touchent une
grande partie des protéines, et les récepteurs nucléaires ne sont pas épargnés. La modification
post-traductionnelle la plus décrite de PPARY est la phosphorylation de la sérine 112 par la
voie ERK-MAPK ou CDK7 (Adams et al., 1997; Helenius et al., 2009; Hu et al., 1996). Cette



phosphorylation entraine une inhibition de I’activit¢ de la protéine en altérant 1’interaction
avec le ligand et les co-régulateurs, et donc une inhibition de la transcription de ses genes
cibles (Shao et al., 1998). Les phosphatases PP5, PPM1B et WIP1 sont a I’inverse capables de
déphosphoryler la sérine 112, et d’augmenter ’activité de la protéine (Hinds et al., 2011; Li et
al., 2017; Tasdelen et al., 2013). Plus récemment, d’autres sites de phosphorylations ont été
identifiés aux positions S273, S133 et T296, mais ont été encore peu étudiés (Banks et al.,
2015).

PPARYy est également la cible de SUMOylations, qui conduisent également a une inhibition de
la transcription de ses genes cibles (Diezko & Suske, 2013; Yamashita et al., 2004). Enfin, la
stabilit¢ de PPARYy et sa dégradation par le protéasome est modulée par des ubiquitination,
pouvant soit induire sa dégradation (Kilroy et al., 2012; Kim et al., 2014), soit le protéger de
celle-ci (Li et al., 2016; Watanabe et al., 2015).

Il. Les principaux roéles physiologiques de PPARy

En tant que membre de la famille des PPARs, PPARYy possede un rdle primordial dans le
métabolisme. Contrairement aux deux autres membres de sa famille, qui sont plutdt associés
au catabolisme des lipides, PPARy est impliqué principalement dans I’adipogencse et le

maintien de I’homéostasie lipidique.

L’adipogenése est un phénoméne essentiel a la régulation du métabolisme lipidique,
permettant a I’organisme de créer des réserves qui pourront étre utilisées en cas de nécessite.
Ceci implique la différenciation des adipocytes, cellules spécialisées dans le stockage des
acides gras, en quantité et au moment opportun. Cette différenciation est strictement régulée
par un programme précis, qui aboutit a la différenciation des pré-adipocytes en adipocytes
matures par le biais de nombreuses modifications morphologiques et transcriptionnelles. Les
pré-adipocytes, qui possedent une morphologie fibroblastique, s’arrondissent pour accueillir
les gouttelettes lipidiques, arrétent leur croissance, et déclenchent des programmes
transcriptionnels complexes pour exprimer les protéines nécessaires a leur fonction (Gregoire
et al., 1998).

PPARy est exprimé trés tot durant le processus de différenciation des adipocytes, et son
expression ainsi que son activation sont essentielles a leur maturation et a leur survie (Chawla
& Lazar, 2006; Kletzien et al., 1991). De nombreux facteurs de transcription sont de
potentiels régulateurs de PPARY, a commencer par PPARy lui-méme, qui est capable de se

fixer sur son propre promoteur afin d’activer sa transcription (Lee et al., 2013). Les



« CCAAT/enhancer-binding proteins » (C/EBP) tiennent également une place centrale dans la
régulation de I’expression de PPARy et de 1’adipogenése. Il coopére en particulier avec
C/EBPa pour réguler le programme transcriptionnel de 1’adipogenése, activant ainsi la
transcription des geénes cibles impliqués dans ce processus (Lefterova et al., 2008; Madsen et
al., 2014).

Le panel de génes régulés par PPARYy est trés large, et sont impliqués dans les différentes
¢tapes essentielles au stockage des acides gras. PPARy régule leur importation au sein de la
cellule et leur prise en charge par des protéines de transport, telles que CD36, FATP1 ou
FABP4, et leur stockage dans les gouttelettes lipidiques sous forme de triglycérides grace aux
Périlipines (PLIN). PPARy régule également les génes impliqués dans la synthése de ces
triglycérides, aussi bien dans la transformation des acides gras, notamment par le biais des
« Long-chain-fatty-acid-CoA ligase » (ACSL), ainsi que la production de G3P en augmentant
I’expression de PEPCK et PDK4 (Nakamura et al., 2014).

Afin de stocker les urines efficacement, la vessie est tapissée d’un tissu hautement spécialisé,
I’urothélium, permettant notamment de jouer le role de barri¢re entre I’urine et le reste des
organes, mais ¢également de s’adapter aux distensions et altérations de ses tissus (Kreft et al.,
2010). Cet épithélium présente ainsi un renouvellement trés lent, mais des capacités de
régénération importantes, permettant une réponse rapide aux altérations. Il est composé de
trois couches de cellules distinctes, les cellules basales, peu différenciées, les cellules

intermédiaires, et les cellules luminales, trés spécialisées.

Ces derni¢res possédent un rdle essentiel dans [’architecture de I’urothélium, car leur
membrane apicale est protégée par des structures nommeées « asymmetric unit membrane »
(AUM) (Hicks, 1965), qui sont un des éléments clés de la barriere formée par cet épithélium.
Les AUM sont composées de protéines transmembranaires, les uroplakines, qui sont
désormais considérés comme des marqueurs de la différenciation urothéliale (Wu et al., 1990;
Yu et al., 1990).

PPARy posséde un role essentiel dans la différenciation des cellules urothéliales : son
activation par un ligand agoniste est capable de déclencher la différenciation de cellules
normales d’urothélium humain prolifératives non différenciées (NHU). Cette différenciation
induite par ’activation de PPARYy nécessite cependant ’inhibition de la voie de I’EGFR, car
celle-ci oriente les cellules urothéliale vers un phénotype de prolifération et de migration
(Varley et al., 2005, 2004). Cette différenciation, qui aboutit notamment a 1’expression des
marqueurs de la différenciation urothéliale, a 1’arrét de la prolifération et a la formation de

« tight junctions » entre les cellules luminales (Varley et al., 2007), passe par un programme



transcriptionnel dans lequel PPARY agit en tant que « master » régulateur, par I’intermédiaire
de facteurs de transcriptions clés, tels que GATA3, FOXAI, IRF1 ou ELF3 (Fishwick et al.,
2017).

En plus de son role dans la promotion de la différenciation de différents types cellulaires,
I’activation de PPARy a également des propriétés anti-inflammatoires. Elle entraine la
régulation d’un panel de genes cibles de PPARY en partie différent de celui exprimé dans les
programmes de différenciation (Lefterova et al., 2010), et cette facette du programme
transcriptionnel de PPARY a des répercussions sur plusieurs mécanismes liés a I’inflammation
(Martin, 2010). Il est tout d’abord capable de diminuer la réaction inflammatoire par une
inhibition de la voie NF-«B et de la production des ROS, aboutissant a une inhibition globale
de I’inflammation (Korbecki et al., 2019), mais également d’agir sur différents types de

cellules immunitaires.

Les macrophages peuvent arborer deux phénotypes distincts: un phénotype M1 pro-
inflammatoire induit par des cytokines telles que INF ou IL1p, et un phénotype M2, induit par
les cytokines IL-4 et IL-13 qui diminue au contraire 1’inflammation (Gordon, 2003). IL-4
entraine notamment une augmentation de 1’expression et de ’activité de PPARy (Huang et al.,
1999), qui est essentiel a la polarisation vers un phénotype M2 (Bouhlel et al., 2007;
Odegaard et al., 2007). En plus de son activité au sein des macrophages, PPARYy est également
capable d’inhiber la maturation des cellules dendritiques (Klotz et al., 2007), et ’activation, la
survie et la différenciation des cellules T, ce qui aboutit & une réduction de la réponse
immunitaire (Clark et al., 2000).

lll. Pathologies associées a PPARy

Les thiazolidinédiones, ligands agonistes de PPARY, sont particulierement connus pour leur
role de sensibilisation a I’insuline, et ont été largement utilisés comme traitement contre le
diabete de type II. L’activation de PPARy par les thiazolidinédiones entraine une
sensibilisation globale a I’insuline, a travers une augmentation du stockage des acides gras au
niveau des adipocytes, une meilleure absorption du glucose par le muscle squelettique et des
macrophages, une réduction de la gluconéogenese dans le foie, et une augmentation de la
sécrétion d’insuline par les cellules B pancréatiques (Soccio et al., 2014).

Cependant, ces composés entrainent de nombreux effets secondaires, ayant conduits a une
rapide réduction de leur utilisation. PPARy étant un acteur de [’adipogenése, les
thiazolidinédiones entrainent une prise de poids modéré, par une augmentation du stockage

des acides gras, mais aussi une rétention d’eau (Guan et al., 2005). Les effets secondaires



incluent également une augmentation des factures osseuses causées par une augmentation des
adipocytes situés dans la moelle osseuse (Colhoun et al., 2012), ainsi qu’une probable

augmentation des risques de cancer de la vessie (Chiu et al., 2017).

La lipodystrophie est également associée a des altérations des fonctions adipogéniques de
PPARy, notamment a travers des mutations inactivatrices. De nombreuses mutations
hétérozygotes ont été identifiées dans des cas de lipodystrophies, avec des conséquences
variées sur ’activité de la protéine. Des mutations du DBD sont capables d’inhiber la fixation
de la protéine sur ses séquences cibles. Des mutations du LBD altérent quant a elles
I’hétérodimérisation ou la capacité a lier le ligand et a recruter les co-facteurs (Jeninga et al.,
2009).

Si certaines mutations semblent causer la maladie a cause d’une haplo-insuffisance, d’autres
présentent un effet dominant négatif qui aboutit a une inhibition de la forme sauvage de la
protéine, par exemple la mutation P495L qui conserve la liaison aux co-répresseurs en
présence du ligand et entre en compétition avec la forme sauvage par un recyclage moins
important, et donc remplace progressivement la forme sauvage sur les promoteurs de ses
genes cibles (Li & Leff, 2007). Les mutants du DBD CI142R, C159Y et C190W sont
incapables de fixer les séquences cibles, mais conservent leur interaction avec les co-
activateurs malgré leur quantité limitée, ce qui freine 1’activation de la forme sauvage
(Agostini et al., 2006).

A T’inverse des mutations inactivatrices décrites dans les cas de lipodystrophie, une mutation
récurrente activatrice P113G a été identifiée dans des cas d’obésité. Cette mutation, située sur
I’acide aminé voisin du site de phosphorylation de la sérine 112, conduit a une inhibition de la
phosphorylation de la protéine, et donc une activité plus importante de celle-ci. Cette sur-
activation entraine une augmentation de 1’adipogenese, expliquant ainsi son role dans

I’obésité des patients concernés (Ristow et al., 1998).

Enfin, PPARY est une cible potentielle pour le traitement de 1’athérosclérose, de 1’asthme et
de I’hypertension (Ivanova et al., 2015; Spears et al., 2006), et également a été reli¢ au
développement de nombreux cancers, pouvant présenter aussi bien un role suppresseur de

tumeurs que pro-tumorigénique, selon le type cellulaire concerné.



IV. PPARy et cancer

Dans les années qui ont suivi I’identification de PPARY et de son rdle dans la différenciation
adipocytaire, des études ont mis en évidence la capacit¢é de la troglitazone, une
thiazolidinédione, a promouvoir la différenciation et a inhiber la croissance de lignées
cellulaires issues de différents types de cancers, incluant les liposarcomes, et les cancers du
sein, du coOlon et de la prostate (Kubota et al., 1998; Mueller et al., 1998; Sarraf et al., 1998;
Tontonoz et al., 1997).

Par la suite, des résultats similaires ont été mis en évidence pour d’autres ligands de PPARY,
et ont permis de préciser les mécanismes impliqués. En plus de favoriser 1’expression de
marqueurs de différenciations, les agonistes de PPARy entrainent une régulation du cycle
cellulaire par une induction d’inhibiteurs des cyclin-dependent kinase (CDK) P18, P21 ou
P27, ou en inhibant I’expression des CDK elles-mémes dans des modeles de cancer du
pancréas, du foie, du sein et du poumon. Ces ligands entrainent également une induction de
I’apoptose et une inhibition de I’angiogenese, ce qui a conduit a décrire PPARy comme un

gene suppresseur de tumeurs dans de nombreux cancers (Wang et al., 2006).

Ce role tumeur suppresseur a particuliérement été étudié dans le cancer du poumon, ou une
expression plus faible de PPARy a été associées a un mauvais pronostic (Terashita et al.,
2002). En plus des effets des ligands de PPARY décrits précédemment (Li et al., 2012), des
sur-expressions de PPARy dans des souris transgéniques ou 1’utilisation de thiazolidinédiones
chez I’humain ont montré un effet protecteur contre le développement des tumeurs du
poumon (Bren-Mattison et al., 2007; Govindarajan et al., 2007). Cet effet est médié¢ par une
activation de PTEN, qui conduit a une diminution de la phosphorylation de Akt et a une
inhibition de I’activité de NF-xB et de I’expression de COX-2 (Li et al., 2012).

De nombreux modeles in vivo de cancers du colon ont €galement soutenu le role tumeur
suppresseur de PPARY dans ces cancers, montrant que non seulement les ligands de PPARy
sont capables d’inhiber la croissance et le développement de la tumeur, mais que des délétions
bialléliques et hémizygotes de PPARy au niveau des cellules du colon entrainent

respectivement une augmentation de la croissance et de I’incidence des tumeurs (Sabatino et
al., 2012).

Cependant, des études ont par la suite nuancé le role tumeur suppresseur de PPARy, en
mettant en avant des effets de ses ligands, en particulier des thazolidinédiones, indépendants

de I’activité¢ de PPARY lui-méme (Chaffer et al., 2006). Des essais cliniques ont également été



menés afin d’évaluer les possibilités d’utilisation des thiazolidinédiones dans le traitement des
cancers, mais ont mené a des résultats modestes, voire parfois inexistants (Hatton & Yee,
2008).

De plus, les tentatives d’extrapolation des résultats a des modeles in vivo ont amené des
résultats pouvant parfois contredire cet effet tumeur suppresseur, en particulier dans le cas du
cancer du colon (Lefebvre et al., 1998; Saez et al., 1998), mettant en avant un possible effet
contexte-spécifique dans le réle de PPARY, capable d’inhiber la croissance des tumeurs peu et
moyennement différenciées, mais non celle des tumeurs trés différenciées (Sato et al., 2000).
Des mutations perte de fonction de PPARy ont également été décrites dans les tumeurs du
colon (Sarraf et al., 1999), cependant, des études ultérieures n’ont pas confirmé les résultats
obtenus par cette premiére étude, renforgant la controverse autour du role de PPARY dans les
tumeurs du colon (Ikezoe et al., 2001).

Des fusions de PPARG avec PAXS ont été identifiées dans plus de 30% des carcinomes
thyroidiens folliculaires (Kroll et al., 2000). La protéine de fusion, composée des DBD
appartenant a chacune des protéines, entraine une régulation des genes cibles et un profil de
fixation sur I’ADN spécifique, comprenant aussi bien des géne cibles de PPARY que de PAXS
(Zhang et al., 2016). Cette protéine de fusion agit comme un oncogeéne, mais les mécanismes
impliqués sont encore flous, pouvant soit provenir d’un effet dominant négatif de la protéine
de fusion sur la voie régulée par la forme sauvage de PPARY, soit de 1’activation uniquement

d’un sous-ensemble particulier de genes cibles de PPARy et PAXS qui favorise la tumeur.

Malgré le role suppresseur de tumeurs couramment admis, un role opposé, protumorigénique,

a également été mis en évidence dans certains cancers, alimentant ainsi la controverse.

Des modéles in vivo de souris APCMin/+ ont montré dans deux études un effet pro-
tumorigénique des ligands de PPARy (Lefebvre et al., 1998; Saez et al., 1998), méme si des

résultats inverses ont également été obtenus pour le méme modele (Niho et al., 2003).

Le cancer du foie a également vu I’émergence de résultats opposés. Si les agonistes de PPARy
sont bien capable d’inhiber la prolifération et I’invasion des cellules des hépatocarcinomes en
régulant le cycle cellulaire, les antagonistes entrainent, eux, une augmentation de la mort
cellulaire, qui semble contradictoire avec les effets précédemment décrits (Kim et al., 2007;
Schaefer et al., 2005).

Dans le cas du cancer du sein, une étude a montré que les tumeurs sur-exprimant HER2 sont
associées a une sur-expression de PPARy, et que cette sur-expression permet d’éviter une
accumulation toxique des métabolites au travers de la lipogenése (Menendez, 2010).

Cette possible implication de ce rdle pro-tumorigénique dans la régulation du métabolisme

des cellules cancéreuses a ¢été également suggérée par un modele de fibroblastes



embryonnaires de poulet transformés par 1’oncogéne Ski. Ces cellules présentent une
expression plus forte de PPARYy, et cette sur-expression est associée a un métabolisme
inhabituel chez les cellules tumorales, orientée non vers le métabolisme du glucose mais vers
la B-oxydation des acides gras. Ceci suggere un role de PPARY dans le métabolisme de ces
cellules tumorales, et donc dans le maintien de leur survie et de leurs capacités prolifératives a

travers un métabolisme lipidique (Ye et al., 2011).

Le role de PPARy dans le développement et la progression tumorale est donc un sujet

complexe, qui reste encore a préciser afin de mieux comprendre ces effets qui semblent

contradictoires, et ceci est également valable pour les tumeurs de la vessie.



LES CANCERS DE LA VESSIE

I. Cancers de la vessie : origine et développement

Le cancer de la vessie est le dixiéme cancer le plus fréquent dans le monde, avec 549 000
nouveaux cas et 200 000 déces estimés en 2018. Son incidence est plus importante dans les
pays industrialisés, et en particulier I’Europe du Sud et de I’Ouest, ainsi que I’Amérique du
Nord (Bray et al., 2018). En France, le cancer de la vessie est le cinquiéme cancer le plus
fréquent, avec plus de 10 000 nouveaux cas et 5 000 décés par an (Binder-Foucard et al.,
2013). Ces cancers sont quatre fois plus fréquents chez les hommes que chez les femmes,
occupant la sixieme place en terme de fréquence chez ’homme dans le monde, avec un age

médian entre 65 et 70 ans au diagnostic (Bray et al., 2018).

Parmi les tumeurs de vessie, 90% sont des carcinomes touchant 1’épithélium vésical,
I’urothélium. Ces tumeurs peuvent étre séparées en deux grandes catégories : les tumeurs
n’envahissant pas le muscle (NMIBC) et les tumeurs qui, au contraire, envahissent le muscle
sous-jacent (MIBC). Les NMIBC représentent environ 70% des tumeurs de vessie au
diagnostic initial. Elles sont limitées a I’urothélium lui-méme dans le cas des carcinomes in
situ (CIS) et des tumeurs papillaires (Ta), ou a une invasion du chorion (T1). Les MIBC, qui
envahissent le muscle (T2), le tissus péri-vésical (T3) ou les organes avoisinants (T4) sont
moins fréquentes, mais sont plus agressives et présentent un mauvais pronostic, avec un taux
de survie a 5 ans de 25% pour les T4 (Sengupta et al., 2004; Sobin et al., 2009).

Le premier facteur de risque au développement des tumeurs de vessie est le tabagisme, qui
serait responsable de 50% des tumeurs de vessie. La différence d’incidence des cancers de
vessie entre les hommes et les femmes est couramment imputée a la différence de
consommation de cigarettes qui a pu exister entre les hommes et les femmes, elle n’explique
cependant pas a elle seule ce phénomeéne, puisque cette différence d’incidence est également
retrouvée chez les patients non-fumeurs (Freedman et al., 2011).

Le deuxieme facteur de risque est 1I’exposition professionnelle a certains carcinogenes, tels
que les amines aromatiques, les hydrocarbures aromatiques polycycliques ou les nitrosamines,
impliqués dans environs 20% des tumeurs de vessie. L’alimentation influence les tumeurs de
vessies : une plus grande consommation d’eau entraine une diminution du risque de ces
cancers, cependant, la pollution de 1’eau, notamment par I’arsenic ou le chlore, augmente ce
risque. Certains facteurs de risque sont également liés a 1’état de santé du patient : les

infections urinaires récurrentes ou chroniques font également partie des facteurs augmentant



le risque de cancers de vessie, ainsi que la schistosomiase. De méme, certains traitements sont
associés a une plus forte incidence des cancers de vessie, tels que la radiothérapie, I’utilisation
de cyclophosphamide pour le traitement des lymphomes et leucémies, ainsi que la

pioglitazone, méme si ce dernier point reste sujet a controverse en raison de résultats

contradictoires (Burger et al., 2013).

En plus des facteurs environnementaux, des facteurs génétiques entrainent une prédisposition
aux tumeurs de vessie, en particulier des altérations du métabolisme des xénobiotiques
(Harries et al., 1997; Kadlubar et al., 1995).

Les tumeurs de vessie forment un groupe particulierement hétérogene, avec des pronostics et
des caractéristiques morphologiques et biologiques différents. Le modéle d’oncogenése
urothéliale couramment admis sépare celle-ci en deux voies distinctes (FIGURE 4, PAGE 24),
et proposant ainsi une séparation des NMIBC en deux grands groupes possédant chacun ses

caractéristiques, pronostics et altérations propres (Wu, 2005).

La premiére voie est la plus fréquente : elle concerne 80% des tumeurs. Ces tumeurs sont
généralement de bas grade, et caractérisées par une morphologie papillaire. Le pronostic est
plutot encourageant, car ces tumeurs sont peu agressives et évoluent dans seulement 15% des
cas vers des tumeurs infiltrant le muscle. Cependant, leur fort taux de récurrence (environ

70%) nécessite une surveillance rapprochée des patients.

Cette voie de I’oncogenese urothéliale présente des altérations génomiques qui lui sont
propres, a commencer par les altérations de HRAS. Cet oncogéne est le premier a avoir été
identifi¢ dans les tumeurs de vessie (Reddy et al., 1982) et peut étre sur-activé par le biais de
mutations ou de sur-expression de la protéine. Des mutations activatrices de NRAS et KRAS
ont également été détectées dans les tumeurs de vessie, aboutissant a une sur-activation
globale de la voie RTK-RAS.

Les tumeurs papillaires présentent également des altérations de la voie RTK-RAS plus en
amont : 70% des tumeurs papillaires présentent des mutations de FGFR3 qui entrainent une
activation constitutive de la protéine, et donc de la voie RTK-RAS en aval (Billerey et al.,
2001; Cappellen et al., 1999; van Rhijn et al., 2002). Ces mutations de FGFR3 avaient été
précédemment décrites au niveau germinal chez des patients atteints de malformations
squelettiques, ou elles causent une diminution de la croissance cellulaire. Elles présentent en
revanche un rdle opposé dans les tumeurs de la vessie puisque cette sur-activation est
essentielle pour la tumeur, et son inhibition entraine une forte altération de la croissance
tumorale (Lamont et al., 2011). Plus récemment des fusions de FGFR3 ont également été
identifiées, conduisant également a une activation constitutive de la protéine (TCGA, 2014;
Williams et al., 2013).
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Figure 4 : Les deux voies de progressions de la tumorigenése urothéliale
Description des caractéristiques des deux voies de la progression tumorale urothéliale
décrites par Wu (Wu 2005) : la voie des tumeurs papillaires (haut) et la voie des carcinomes in
situ (bas), et des altérations génétiques associées & chacune d’elle.

Les 20% de tumeurs de vessie restantes sont généralement diagnostiquées au stade invasif,
sans aucun historique de cancer de vessie chez le patient. Ces tumeurs sont particuliérement
agressives : 50% des patients atteints de tumeurs infiltrant le muscle décedent dans les 5 ans
suivant le diagnostic. Elles dérivent d’un carcinome in situ (CIS), une I€sion cancéreuse plane
de haut grade. Contrairement aux tumeurs papillaires, les CIS sont des tumeurs a haut risque

d’évolution, associé a un mauvais pronostic.

Tout comme les tumeurs papillaires, la voie des CIS présente des enrichissements pour
certaines altérations. La voie p53 est souvent touchée dans les tumeurs de vessie, et en
particulier dans les CIS et tumeurs infiltrant le muscle de haut grade. Les mutations et pertes
d’hétérozygoties entrainent une inactivation totale de la voie p53, aboutissant a une perte de
sa régulation essentielle du cycle cellulaire et de I’apoptose (He et al., 2009).

Les tumeurs invasives sont également enrichies en altération de RBI. Les mutations
germinales de cette protéine, initialement décrites comme facteur de risque dans le
rétinoblastome chez 1’enfant, entrainent chez I’adulte une augmentation du risque de tumeurs
de vessie (Fletcher et al., 2004). Les altérations somatiques et pertes d’hétérozygoties de RB/
empéche la protéine de séquestrer E2F dans le cytoplasme, permettant ainsi a cette famille de

protéine d’exercer leur rdle de promotion de la prolifération cellulaire.



Il. Classifications moléculaires des tumeurs de vessie

Les tumeurs de vessie, et en particulier les tumeurs infiltrant le muscle, font partie des
tumeurs présentant la plus grande hétérogénéité mutationnelle et le plus haut taux de
mutations somatiques (Glaser et al., 2017), ce qui a longtemps été un frein a 1’établissement
d’une classification basée sur les altérations génétiques. Ces dernieres années, de nombreuses
équipes ont tenté de définir une classification moléculaire des tumeurs de vessie, en se basant

sur le transcriptome de larges panels de tumeurs.

Le groupe de Lund ont été les premiers a proposer une classification moléculaire, séparant les
tumeurs de vessie en 5 sous-types distincts (Sjodahl et al., 2012, 2013, 2017) : le sous-groupe
Urobasal A qui présente une charge mutationnelle réduite, une forte expression de la voie
FGFR3 et des marqueurs de la différenciation urothéliale luminale (FIGURE 5, PAGE 26), le
sous-groupe Genomically Unstable, présentant une charge mutationnelle importante, le sous-
groupe Infiltrated caractéris€¢ par une forte infiltration de la tumeur par des cellules non
tumorales, le groupe SCC-like, renommé Basal par la suite en raison de ses points communs
avec le sous-groupe basal du cancer du sein, qui exprime des kératines des cellules basales de
I’urothélium telles que la kératine 5 ainsi qu’une forte expression des génes de la voie de
I’EGFR, et un sous-groupe Urobasal B, partageant des caractéristiques avec les sous-groupes
Urobasal A et Basal (FIGURE 6.A, PAGE 27).

En 2014, quatre groupes différents dont notre équipe ont publié des classifications des
tumeurs de vessie (Choi et al., 2014; Damrauer et al., 2014; Rebouissou et al., 2014; TCGA,
2014). Le TCGA (TCGA, 2014) propose une classification en quatre sous-groupes
(FIGURE 6.B, PAGE 27) : les deux premiers clusters expriment les marqueurs des cellules
luminales de I’urothélium, mais se distinguent I'un de 'autre par un enrichissement du
Cluster I en tumeurs papillaires et mutations de FGFR3. Le cluster III exprime les marqueurs
des cellules basales de 1’urothélium ainsi que ’EGFR et présente un mauvais pronostic. Il

correspond au sous-type Basal de la classification de Lund.

Le M.D. Anderson Cancer Center (Choi et al., 2014) a proposé une séparation en trois
groupes (FIGURE 6.C, PAGE 27): un groupe luminal et un groupe basal, reprenant
respectivement les caractéristiques des Cluster I et II et du Cluster III du TCGA, et un
troisieme groupe appelé p53-like, caractérisé par 1’expression d’une signature p53 sauvage.
Cette classification fait également écho a celle publiée par Damrauer (Damrauer et al., 2014)
qui sépare les tumeurs en deux groupes, un groupe basal et un groupe luminal
(FIGURE 6.D, PAGE 27).



INTRODUCTION

Enfin, la méme année, notre équipe a également mis en évidence le sous-groupe basal
présentant les mémes caractéristiques que les sous-groupes basaux des -classifications
précédemment décrites. Notre équipe a également montré, dans des mod¢les précliniques, que
ce sous-groupe basal est dirigé par la sur-activation de la voie de I’EGFR, notamment par des
amplifications de ce geéne, et que cette voie est essentielle pour la croissance de la tumeur
(Rebouissou et al., 2014).

b

Urothelium: Umbrellacell Intermediate cell Basal cell
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Figure 5 : Les différents types de cellules urothéliales et leurs marqueurs
A. Anatomie de la vessie et des différents types cellulaires urothéliaux. B. Récapitulatif de
I'expression des cytokératines, uroplakines et P63 dans les différents types cellulaires de
I'urothélium (Kobayashi et al., 2015).

Si ces classifications présentent des différences, en particulier I’existence de certains sous-
groupes non mis en évidence par les autres groupes, elles coincident toutes sur deux groupes :
le groupe luminal et le groupe basal. Le premier exprime les uroplakines et la kératine 20,
marqueurs de la différenciation urothéliale, qui sont des cibles de PPARY, et Choi et al. ont
notamment montré que la voie PPARy est sur-activée dans ces tumeurs. Ce sous-groupe
comprend également les tumeurs présentant des altérations de la voie FGFR3, et donc
probablement une grande majorité¢ des tumeurs issues de la voie d’oncogenese passant par la
formation de tumeurs papillaires de bas grade. Le second groupe comprend les tumeurs
exprimant des marqueurs des cellules basales de 1’urothélium, mais pas les marqueurs de la
différenciation luminale ce qui est li¢ avec une globale inactivation de la voie PPARY. Ce sont
des tumeurs trés agressives et de mauvais pronostic, caractérisés notamment par des
altérations de la voie de ’EGFR.
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Figure 6 : lllustration de classifications moléculaires des tumeurs de vessie
A. Classification de Lund (Sjodahl et al., 2012). B. Classification du TCGA 2014 (TCGA, 2014).
C. Clossification du M.D. Anderson Cancer Center (Choi et al., 2014). D. Classification de
Damrauer (Damrauer et al., 2014).

Vers une classification consensus

Suite a ces premiers efforts de classification, le TCGA a publié en 2017 une nouvelle
classification basée sur une cohorte plus importante, constituée de plus de 400 tumeurs
(TCGA, 2017), séparant ces tumeurs en cinq sous-groupes (FIGURE 7, PAGE 28).

Les tumeurs luminales sont ici séparées en trois sous-groupes. Le premier sous-groupe, appelé
Luminal-Papillary, comprend principalement les tumeurs papillaires et est enrichi en tumeurs
altérées pour FGFR3. Ce groupe correspond globalement au Cluster I de la classification du
TCGA 2014. Une grande partie des tumeurs du Cluster II sont classées dans le second groupe,



désigné comme Luminal-Infiltrated. Ces tumeurs reprennent les caractéristiques du groupe
Infiltrated de la classification Lund de 2013, et présentent donc une forte infiltration par des
tumeurs non cancéreuses, en particulier du muscle lisse. Le troisiéme groupe, appelé
simplement Luminal, regroupe les tumeurs présentant une forte expression des marqueurs de

la différenciation urothéliale, mais n’appartenant pas aux tumeurs papillaires ou infiltrées.
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Figure 7 : Classification du TCGA 2017
Heatmap représentant les caractéristiques et I'expression des marqueurs des différents sous-
groupes de la classification 2017 du TCGA (TCGA, 2017).

Le sous-groupe Basal-Squamous comprend les tumeurs du Cluster III, ainsi que quelques
tumeurs des Cluster II et IV. Il reprend les principes des groupes basaux présentés
précédemment, avec une forte agressivité et un mauvais pronostic, ainsi qu’une forte
infiltration immunitaire. En plus de ces sous-groupes, qui correspondent au dogme des sous-

groupes luminaux et basaux, se dessine un cinquiéme groupe qui comprend des tumeurs ne



présentant pas de caractéristique morphologique particuliere, mais qui expriment certains
marqueurs retrouvés dans la différenciation neuronale, ce qui a donné son nom a ce dernier

groupe.

La naissance de ces classifications a permis a beaucoup d’équipes de prendre en compte le
profil moléculaire des tumeurs dans leurs stratégies expérimentales. Cependant, 1’existence de
nombreuses classifications rend le recoupement de ces résultats plus difficiles. 1l est donc
apparu comme essentiel de convenir d’une classification consensus en rassemblant les
différentes équipes travaillant sur les classifications de tumeurs de vessie au sein d’un
consortium (Kamoun et al., 2018). La classification consensus issue de ce consortium sépare

les tumeurs en 6 sous-groupes (FIGURE 8, PAGE 29).

Neuroendocrine -
like

Luminal Luminal Luminal Stroma -rich
Papillary Non -Specified Unstable

Differentiation Urothelial / Luminal Neuroendocrine
Oncogenic FGFR3 ++ i PPAR -y ++ | PPAR -y ++ i i EGFR + | TP53 --,RB1 -,
mechanisms CDKN2A - : : E2F3 +, ERBB2+ : : : Cell cycle +
' ' Genomicinstability ' !
1 1 I 1 1
Mutations FGFR3 (40%), |  ELF3 (35%) | P53 (76%), LIP3 (61%), | TP53 (94%)
KDMGA (38%), ! ERCC2 (22%) ' RB1 (25%) ' RBI (39%)
STAG2 (22%) ! ! TMB +, APOBEC+ | ! !
! ! ! Smooth muscle ! !
Stromalinfiltrate ! Fibroblasts ! ! Fibroblasts ! Fibroblasts !
! ! ! Myofibroblasts ' Myofibroblasts !
1 1 I 1 1
1 1 I 1 1
Immune infiltrate 1 i | B cells 1 CD8 T cells i
i i i | NK cells !
I | | ' |
Histology Papillary | Micropapillary | | i Squamous i Neuroendocrine
morphology i variants . | . differentiation . differentiation
1 1 I 1 1
Clinical T2 stage + | Older patients+ 1 i i Women + i
i (80+) . ‘ . T3/T4 stage + .
i i i i |
Median overall 4 | 18 | 29 ; 38 | 12 | 1

survival (years)

Figure 8 : Classification Consensus
Tableau récapitulatif des caractéristiques des 6 sous-groupes de la classification consensus

Le groupe Luminal-Papillary (LumP) est encore une fois représenté ici, présentant les mémes
caractéristiques que pour les classifications précédentes. Le groupe Luminal Unstable (LumU)
fait référence au sous-groupe Genomic Unstable de la classification de Lund. 1l est enrichi en
tumeurs altérées pour TP53, ERCC2 ou ERBB2, et présentent une charge mutationnelle plus
importante. Le troisieme groupe de tumeurs luminales a ét¢ nommé Luminal Non-specified

(LumNS), contient un nombre réduit de tumeurs. Ces tumeurs sont les seules tumeurs



luminales a exprimer des signatures stromales et immunitaires et ont un plus mauvais

pronostic que les autres classes de tumeurs luminales.

Le sous-groupe Stroma-rich comprend des tumeurs présentant une forte infiltration par les
cellules non tumorales, sans distinction d’expression d’une signature de différenciation
luminale. Le quatrieme sous-groupe est le sous-groupe Basal/Squamous (Ba/Sq), qui reprend
une fois encore les caractéristiques des groupes basaux décrits précédemment. Enfin, le
dernier groupe, qui concentre les tumeurs présentant une différenciation neuro-endocrine, est

le groupe Neuroendocrine-Like (NE-like).

Ces classifications ont permis non seulement de clarifier les différents types de tumeurs de
vessies, mais également de mettre en évidence des geénes et voies de signalisation altérées
dans certains sous-groupes. Ceci a donné lieu a de nombreux espoirs concernant la prise en
charge des patients, et donc le développement de thérapies davantage ciblées selon le type de

tumeur concernée.

lll. Le développement des thérapies ciblées

La prise en charge des patients atteints de tumeurs de vessie dépend principalement du stade
de la tumeur. En cas de NMIBC, le traitement de base consiste en une résection locale de la
tumeur. Dans le cas d’une tumeur présentant un faible risque de récidive et de progression,
une chimiothérapie post-opératoire intra-vésicale a base de mitomycine C est réalisée dans les
24h suivant I’opération (Rouprét et al., 2016).

Dans le cas d’une tumeur de type NMIBC présentant un risque plus important, 1’opération
peut étre suivie d’'une BCG-thérapie. Cette thérapie consiste en une injection intravésicale
d’une mycobactérie, qui diminue le risque de récidive et de progression par deux
mécanismes : elle permet non seulement de stimuler la réponse immunitaire en entrainant
notamment la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les lymphocytes T helper, mais
est également endocytée par les cellules cancéreuses, ou elle a un effet cytotoxique en
entrainant la production de monoxyde d’azote (Alexandroff et al., 2010). Si la tumeur

présente un risque trop important, elle peut étre traitée par une ablation de la vessie.

La cystectomie est également préconisée dans le cas d’une MIBC localisée. Une
chimiothérapie néo-adjuvante est recommandée, afin de limiter le risque de dissémination des
cellules tumorales. Si des métastases sont présente, la seule arme disponible est la
chimiothérapie (Rouprét et al., 2016).



Malgré les précautions prises par 1’utilisation de la chimiothérapie et de la BCG-thérapie
intravésicale contre les NMIBC, les récidives n’en restent pas moins fréquentes. Ceci impose
donc une surveillance méticuleuse des patients sur le long terme, ce qui entraine des colits
¢levés. Le colit de prise en charge des patients atteints de cancers de vessie est estimé a
environ 4,9 milliards d’euros, faisant de ce cancer 1’un des plus cotiteux a traiter (Leal et al.,
2016).

Si ces traitements ont montré leur efficacité dans le cas des tumeurs localisées, le traitement
des tumeurs métastatiques est non seulement lourd, mais également peu efficace. Or, ces
traitements ne prennent pas en compte les derniéres avancées dans la recherche sur les
tumeurs de vessie, telles que les classifications moléculaires ou les geénes et voies de
signalisations fréquemment altérés. Cependant, ces derniéres années, des cibles
thérapeutiques ont émergé, conduisant au développement de nouvelles options thérapeutiques,
incluant notamment le développement de I’immunothérapie, ainsi que différentes thérapies

ciblées.

L’immunothérapie est utilisée depuis longtemps dans le traitement des tumeurs de vessie par
la BCG-thérapie, qui a fait ses preuves. Cependant, certaines tumeurs présentent une
résistance a cette thérapie. Ces tumeurs sont notamment caractérisées par une forte expression
des genes du checkpoint immunitaire, ce qui entraine une inhibition 1’activation des
lymphocytes par les antigenes tumoraux, et donc de la réponse immunitaire. Le
développement d’une approche différente pourrait bénéficier a ces patients, ainsi qu’aux
patients atteints de MIBC.

Des essais cliniques ont été menés en utilisant des inhibiteurs du checkpoint immunitaire, des
anticorps anti-PD-L1, sur les MIBC, en particulier dans le cas de patients non éligibles a la
chimiothérapie a base de cisplatine ou dans le cas de résistance a la chimiothérapie. Ces
études ont montré un réel intérét dans le traitement de ces patients, permettant ainsi d’élargir
le panel pour le moment réduit de traitements envisageable pour les patients atteints de
tumeurs de la vessie infiltrant le muscle (Balar et al., 2017; Powles et al., 2018b, 2018a).
Cependant, tous les patients ne répondent pas de maniére égale au traitement. Les patients
présentant des tumeurs luminales appartenant au Cluster I du TCGA (TCGA 2014) présentent
le plus faible tot de réponse complete, ceci pouvant s’expliquer par le faible taux d’infiltration
immunitaire au sein de la tumeur (en particulier les cellules T CD8+), et la faible expression
de PD-L1 (Powles et al., 2018b).



Le taux d’altérations de FGFR3 est particuliérement haut dans les tumeurs luminales
papillaires de la vessie et les résultats obtenus in vitro suggerent un réel intérét dans
I’utilisation des inhibiteurs des FGFR pour traiter ces tumeurs (Lamont et al., 2011). Si les
premiers essais cliniques ont été peu concluants, I'utilisation d’inhibiteurs plus puissant tels
que le BGJ398 a montré un effet bien plus prometteur (Hahn et al., 2017; Pal et al., 2018).

Les sur-activations de la voie de ’EGFR dans les tumeurs basales de la vessie forment une
autre catégorie de cibles thérapeutiques (Rebouissou et al., 2014). Les essais précliniques
utilisant des inhibiteurs d’EGFR ont montré des résultats encourageants, mais les bénéfices
concernent principalement les tumeurs basales ayant une sur-activation de cette voie, ce qui
souligne la nécessité d’une sélection préalable des patients pouvant bénéficier de ce traitement
(Petrylak et al., 2010; Pruthi et al., 2010; Stephenson et al., 2009; Wong et al., 2012). Les
mutations de ERBB2 et ERBB3 sont une troisiéme catégorie de cibles prometteuses, les
inhibiteurs pan-ERBB ayant également montré leur potentiel dans un essai clinique
(Choudhury et al., 2016).



ROLE DE PPARy DANS LES CANCERS DE LA

VESSIE

. Les prémices: PPARY comme potentiel suppresseur de
tumeurs

Les premicres explorations du role de PPARy dans la tumorigenése vésicale ont été réalisée
sur la lignée cellulaire T24, qui est une lignée de carcinome de vessie non-luminale avec une
faible expression de PPARYy (Earl et al., 2015). Ces études ont montré que le traitement de ces
lignées avec des ligands de PPARy entraine une diminution de la viabilité cellulaire, et que
I’activation de I’hétérodimere par les ligands de PPARy et RXRa a un effet synergique sur
cette diminution de la viabilité (Guan et al., 1999; Yoshimura et al., 2003). L’activation de
PPARy présente également un intérét dans un potentiel traitement anti-EGFR, dont il

potentialise les effets sur la viabilité cellulaire (Mansure et al., 2013).

PPARy a également ét¢ impliqué dans la réponse a la BCG-thérapie : dans des modeles
précliniques, il est sur-exprimé suite au traitement, et son activation par un ligand entraine une
efficacité plus importante du traitement sur les cellules cancéreuses, effet qui est contré par
I’inhibition de PPARY par un antagoniste (Lodillinsky et al., 2006).

Tres récemment, une étude a montré qu’a I’inverse des antagonistes de PPARY, ses agonistes
sont capable d’inhiber la croissance tumorale par un arrét du cycle cellulaire et une

augmentation de 1’apoptose par une inhibition de la voie PI3K-Akt (Lv et al., 2019).

Cependant, la mise en évidence des effets PPARy-indépendant des thiazolidinédiones a mis a
mal I’hypothése de ce potentiel role suppresseur de tumeur de PPARy, de méme que les
résultats décevants des essais cliniques menés pour évaluer I’intérét de ses ligands dans le
traitement ou la prévention des cancers. En revanche, au cours des dernieres années, de plus
en plus d’évidences ont soutenu un rdle opposé, protumorigénique, de PPARy dans les

tumeurs de vessie.



Il. Role protumorigénique de PPARy dans les tumeurs
luminales de vessie

L’un des premiers indices du role protumorigénique de PPARy a été la suspicion d’une
augmentation des risques de cancer de vessie chez les patients diabétiques traités par la
pioglitazone (Lewis et al., 2011). Ce point reste largement controversé : de nombreuses études
ont ¢t¢ menées sur ce sujet, aboutissant a de résultats variés. Cependant, des méta-analyses
ont montré qu’il y a bien une augmentation du risque de cancer de vessie chez les patients
ayant été exposés a long terme au traitement (Chiu et al., 2017). De plus, Lubet et al. ont
montré que la rosiglitazone est capable de promouvoir la carcinogénése induite par OH-BBN
chez le rat, appuyant ainsi cette hypothése malgré un potentiel effet indépendant de PPARYy
(Lubet et al., 2008).

Par la suite, des études menées afin de mieux comprendre le role de PPARYy dans ces tumeurs
ont mis en évidence des amplifications de ce gene dans 20% des tumeurs de vessie (Conconi
et al., 2012; TCGA, 2014; Yang et al., 2013). Yang et al. ont notamment montré le role des
amplifications et des sur-expression de ce geéne de dans la progression des tumeurs, en
soulignant I’enrichissement de ces amplifications dans les tumeurs invasives et de haut grade
ainsi que I’importance de I’activation de la voie PPARy dans la migration et 1’invasion des

cellules cancéreuses de vessie.

La caractérisation moléculaire des MIBC et les efforts fournis pour déterminer une
classification moléculaire de ces tumeurs a été essentielle a la compréhension du role de
PPARy dans les tumeurs de vessie ainsi qu’a expliquer quinze ans de résultats contradictoires.
En 2014, I’équipe du TCGA ainsi que notre équipe ont relié les gains et amplifications de
PPARy au groupe luminal (Biton et al., 2014; TCGA, 2014), qui est caractérisé par
I’expression de marqueurs de la différenciation urothéliale, controlée par PPARY (Choi et al.,
2014).

Notre équipe a notamment montré que cette activation de PPARYy est corrélée avec une forte
expression les marqueurs de la différenciation urothéliale, mais que cette différenciation
moléculaire n’implique pas forcément une différenciation morphologique, les tumeurs
présentant la plus forte expression de PPARY et de ses genes cibles étant des tumeurs de haut
grade.

De plus, cette étude a mis en évidence le role de PPARy dans la croissance tumorale :
I’inhibition de son expression par ARN interférence entraine une forte diminution de la

viabilité des lignées cellulaire de tumeur luminales de vessie, qui est corrélée au niveau



d’expression de PPARY dans la cellule, montrant ainsi un réle protumorigénique de PPARY
dans les tumeurs appartenant au sous-groupe luminal (Biton et al., 2014). Une étude plus
récente a montré qu’une exposition prolongée des lignées cellulaires de tumeurs luminales
aux agonistes inverses de PPARY entraine également une diminution de la viabilité cellulaire,

soutenant le réle protumorigénique de PPARY au sein de ces tumeurs (Goldstein et al., 2017).

La mise en évidence de ce role protumorigénique de PPARY et des amplifications associées a
rapidement soulevé la question de I’importance de son partenaire d’hétérodimérisation,
RXRa. En 2017, trois études publiées consécutivement ont partiellement levé le voile sur
cette interrogation, en caractérisant les mutations récurrentes activatrices de RXRa (Goldstein
et al., 2017; Halstead et al., 2017; Korpal et al., 2017) précédemment identifiées dans 5 a 8%
des tumeurs de vessie (TCGA, 2014). Ces mutations S427F/Y touchent un hotspot particulier,
qui se trouve a l’interface de dimérisation entre PPARy et RXRa, et entrainent une
stabilisation de I’interaction des deux protéines ainsi qu’une stabilisation de la conformation
agoniste, ce qui aboutit & une augmentation de la transcription des geénes cibles de

I’hétérodimere.

Dans une de ces études, Korpal et al. ont montré un intérét essentiel de la sur-activation de la
voie PPARY par I’intermédiaire des mutations de RXRa et des amplifications de PPARY dans
le remodelage du micro-environnement tumoral. L’hétérodimére régule des génes liés a
I’inflammation, et son activation entraine une réduction de I’expression des cytokines pro-

inflammatoires et une augmentation de I’expression des cytokines anti-inflammatoires.

Ceci est en accord avec des résultats montrant que les tumeurs avec une expression forte de
PPARYy ou des mutations de RXRa présentent une infiltration immunitaire (en particulier les
lymphocytes T CD8+) et une signature d’inflammation réduites, ce qui permet notamment a
la tumeur une évasion de ’immunosurveillance, et une résistance a I’immunothérapie. En
effet, les tumeurs du cluster I du TCGA, qui présentent une forte signature d’activation de
PPARYy (TCGA, 2014) présentent des résistances aux traitements anti-PD-L1 (Rosenberg et
al., 2016), dont les altérations de la voie PPARy seraient en partie responsables (Korpal et al.,
2017).

Korpal et al. n’ont cependant pas trouvé d’effet significatif de ’inhibition de I’expression de
PPARy sur la viabilit¢ cellulaire, mais cette absence d’effet est certainement due a une
inhibition incompléte de ’expression par les shRNA, ainsi qu’a un choix inadapté de lignée
cellulaire. En effet, si les lignées 5637 et HT1197 portent respectivement une amplification et

une mutation de RXRa, elles sont en général classées parmi les tumeurs basales, avec une



faible expression des marqueurs de la différenciation urothéliale (Earl et al., 2015;
Rebouissou et al., 2014). En revanche, ils ont montré une Iégére inhibition de la viabilité
cellulaire aprés sur-expression de PPARy dans la lignée ScaBer ou de la forme mutée de
RXRa dans la lignée T24, qui sont également des lignées cellulaires issues de tumeurs

basales.

Cet exemple parmi tant d’autres montre qu’il est essentiel, afin de comprendre le role de
PPARY dans les tumeurs de la vessie, de prendre en compte le type de tumeur concernée, et de
différencier son rdle dans le sous-groupe luminal et dans le sous-groupe basal ou il présente

un comportement radicalement différent.



OBJECTIFS

Le réle protumorigénique de PPARY dans les tumeurs luminales de la vessie est bien établi.
Cependant, une grande part des mécanismes impliqués reste encore mal comprise. Des
amplifications de PPARG et des mutations activatrices de RXRa ont été identifiées dans le
sous-groupe luminal, mais ces altérations peuvent expliquer la sur-activation de la voie
PPARy dans seulement une partie des tumeurs luminales. De plus, si les geénes cibles de
PPARy dans les adipocytes ont été largement étudiés, les génes qu’il régule dans 1’urothélium
vésical normal et tumoral sont trés mal connus. Il semble donc essentiel de mieux comprendre
le fonctionnement de cette voie dans les tumeurs luminales et donc le réle de I’hétérodimére
PPARY/RXRa et les mécanismes qui sont impliqués dans ce réle protumorigénique d’une part
afin de mieux caractériser son role au sein de des tumeurs de vessie, et d’autre part afin de

I’utiliser comme potentielle cible thérapeutique pour le traitement de ces tumeurs.

La premiére partie de mon projet a donc consisté a explorer les altérations de la voie PPARy
dans le sous-groupe luminal. Notre équipe a identifi¢é des mutations de PPARG dans les
tumeurs de vessie, dont huit mutations récurrentes. Cette récurrence suggererait un role
activateur sur I’activité de la protéine, et donc une potentielle sur-activation de la voie sous-
jacente. J’ai participé a la caractérisation de ces mutations récurrentes en collaboration avec
les groupes de Natacha Rochel et de Roland Stote de ’IGBMC de Strasbourg, afin d’¢lucider
leur impact sur I’activité de la protéine, et leur role potentiel dans le sous-groupe luminal. Ce
travail a fait I’objet d’une publication dans Nature Communications, ou je suis co-deuxiéme

auteur.

Cette sur-activation de la voie PPARy, par le biais d’amplifications et de mutations de
PPARG ou de mutations de RXRA conduit a une activité plus importante de I’hétérodimere, et
donc une expression plus importante de ses geénes cibles directs, mais ceux-ci sont encore tres
mal connus dans ce contexte particulier. Afin de comprendre les conséquences de cette sur-
activation dans la tumeur, j’ai cherché a identifier ces génes cibles directs pouvant étre
impliqués dans le role protumorigénique de PPARYy grace a des analyses transcriptomiques de
lignées tumorales et de tumeurs de vessie associées a des expériences de ChIP-sequencing.
Cet axe de mon projet de recherche, qui est encore en cours de réalisation, est présenté dans le

CHAPITRE 1.

A Tinverse du sous-groupe luminal, le sous-groupe basal présente un profil trés peu
différenci¢, et donc une expression faible de PPARY et des marqueurs de la différenciation

qu’il régule. Le role de PPARY dans ce sous-groupe n’est pas établi, mais I’effet des ligands



de PPARy sur certaines lignées de tumeurs de vessie, de méme que son role dans la
différenciation de 1’urothélium laissaient cependant suggérer un rdle anti-tumoral opposé au

réle pro-tumorigénique décrit dans les tumeurs luminales.

En plus des mutations récurrentes identifiées dans le sous-groupe luminal, des mutations non
récurrentes ont été identifiées dans le sous-groupe basal. De plus, des délétions hétérozygotes
de PPARG sont présentes dans certaines tumeurs de vessie. J’ai cherché a caractériser le role
de ces altérations dans I’activité de la voie PPARY et dans le sous-groupe basal, en mettant en
¢vidence un éventuel role anti-tumorigénique de PPARYy dans ce sous-groupe. Cet axe de mon
projet est exposé dans le CHAPITRE II.
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MUTATIONS RECURRENTES ACTIVATRICES DE

PPARY ASSOCIEES AUX TUMEURS LUMINALES

I. Résumé

L’hétérodimere PPARY/RXRa posséde un rdle prépondérant dans les tumeurs luminales de la
vessie. Son activité transcriptomique permet une promotion de la viabilité cellulaire au sein de
la tumeur, ainsi qu’un remodelage du micro-environnement tumoral menant a une évasion du
systtme immunitaire. Des études ont montré que cette activation de la voie PPARY peut avoir
lieu par des gains et amplifications de PPARy lui-méme, mais aussi par des mutations
activatrices de RXRa, aboutissant a une sur-expression de leurs génes cibles. Dans cette
¢tude, nous avons identifié¢ huit mutations récurrentes de PPARY associées aux tumeurs du

sous-groupe luminal présentant une forte expression de ses genes cibles.

Six de ces mutations présentent une activité transcriptionnelle plus forte que la forme sauvage
dans des expériences de reporter-assay. J’ai retrouvé cette augmentation de I’activité de la
protéine pour cinq d’entre elles dans un contexte de lignée de tumeur de vessie, en regardant
I’impact de la sur-expression des formes sauvage et mutées de la protéine sur 1I’expression de
genes cibles connus de PPARYy. Tout comme les tumeurs présentant des amplifications de
PPARYy, celles présentant une mutation de ce gene sont dépendantes de son expression pour
leur viabilité cellulaire, comme montré dans un contexte de lignée cellulaire présentant une

des cinq mutations récurrentes activatrices identifiées dans cette étude, la mutation T475M.

En collaboration avec les équipes de Natacha Rochel et de Roland Stote de I'lGBMC de
Strasbourg, nous avons montré que trois de ces mutations (M280I, 1290M et T475M)
entrainent une interaction plus forte de la protéine avec les co-activateurs, et ainsi, une activité
transcriptionnelle plus forte. La mutation T475M, située a I’interface de dimérisation, tout
comme les mutations récurrentes de RXRa, conduisent également a une plus grande affinité
entre les deux partenaires. Ces trois mutations sont responsables d’une modification de la
conformation de la protéine, qui conduit a une stabilisation de I’hélice HI12 en conformation

active, et donc, a une sur-activation globale de la protéine.

Il existe donc dans les tumeurs luminales de vessie, en plus des amplifications de PPARY et
des mutations activatrices de RXRa, des mutations activatrices de PPARY, conduisant a une
sur-activation de I’hétérodimere et renforgant son rdle pro-tumorigénique au sein de ce sous-

groupe. Cette ¢tude a ainsi permis de mieux comprendre les mécanismes entrainant



I’activation de la voie PPARY, cependant, les mécanismes sous-jacent sont encore incompris.
Il sera donc essentiel a 1’avenir, afin d’améliorer la prise en charge des patients atteints de ce
type de tumeur, de mieux comprendre l’impact de cette activation de 1’hétérodimere

PPARy/RXRa sur la tumeur et sur le programme transcriptionnel qu’il régule.



Il. Recurrent activating mutations of PPARy
associated with luminal bladder tumors

(Rochel et al., 2019)
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The upregulation of PPARy/RXRa transcriptional activity has emerged as a key event in
luminal bladder tumors. It renders tumor cell growth PPARy-dependent and modulates the
tumor microenvironment to favor escape from immuno-surveillance. The activation of the
pathway has been linked to PPARG gains/amplifications resulting in PPARy overexpression
and to recurrent activating point mutations of RXRa. Here, we report recurrent mutations of
PPARy that also activate the PPARy/RXRa pathway, conferring PPARy-dependency and
supporting a crucial role of PPARy in luminal bladder cancer. These mutations are found
throughout the protein—including N-terminal, DNA-binding and ligand-binding domains—
and most of them enhance protein activity. Structure-function studies of PPARy variants with
mutations in the ligand-binding domain allow identifying structural elements that underpin
their gain-of-function. Our study reveals genomic alterations of PPARG that lead to pro-
tumorigenic PPARy/RXRa pathway activation in luminal bladder tumors and may open the
way towards alternative options for treatment.
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PARy (peroxisome proliferator-activated receptor gamma)

is a transcription factor of the nuclear receptor family that

functions predominantly as a heterodimer with RXRa.
PPARy is a key regulator of glucose homeostasis and
adipogenesis»2. In addition to its well established role in adipo-
cyte differentiation, it has also been shown to be involved in
differentiation in several tissues including the urothelium?. Its
role in cancer is far less understood. Historically, PPARG was
considered to be a tumor suppressor, but several studies showed
that it displays pro-tumorigenic effects in neuroblastoma, meta-
static prostate cancer, and bladder carcinoma?-8,

In bladder cancer, the fourth most frequent cancer in men in
industrialized countries, PPARG focal amplifications, resulting in
PPARy and PPARYy target genes overexpression were observed in
12-17% of the muscle-invasive bladder carcinomas (MIBC) and
in 10% of the non-muscle-invasive bladder carcinomas
(NMIBCs)”?. These copy number alterations of PPARG are
associated with luminal tumors, a subtype of bladder tumors
accounting for 75% of non-muscle-invasive bladder carcinomas
(NMIBCs)?10 and 60% of muscle-invasive bladder carcinomas
(MIBCs)!l. The luminal MIBCs have been shown to display a
PPARy activation signature”-!2. We previously demonstrated that
PPARy overexpression induces an oncogenic addiction in these
tumors by showing that the loss of PPARy expression inhibited
bladder cancer cell viability”, most notably observed in cell lines
presenting PPARG gain or amplification®3. Recurrent mutations
of RXRa (S242F/Y) have also been identified in 5% of MIBCs and
the luminal subgroup of MIBC tumors is enriched in these
mutations®!3, These RXRa mutations are gain-of-function
mutations that promote ligand-independent activation of
PPARy signaling pathway!3!4. They drive proliferation of uro-
thelial organoids in a tumor suppressor loss context!4, render
bladder tumor cell growth PPARy-dependent!* and promote
immune evasion in MIBCs!!. Hyper-activation of PPARy sig-
naling, either due to PPARG gene amplification or an RXRa
hotspot mutation (S427 F/Y), can be pharmacologically inhibited
with PPARy-selective inverse agonists that decrease the viability
of PPARy-dependent bladder cancer cells. This highlights PPARy
as a therapeutic target in luminal bladder tumors®.

Given this crucial role of the PPARy/RXRa pathway in bladder
tumors, in this work, we search for other genetic alterations
that could drive its activation in both NMIBC and MIBC. By
sequencing PPARy and RXRa in 359 tumors and studying pub-
licly available data for 455 MIBC, we identify eight recurrent
mutations of PPARYy associated with luminal tumors. Functional
analyses reveal that five of these mutations enhance the tran-
scriptional activity of PPARY and that the activation of PPARy
pathway confers a PPAR-dependence to the cells. Biochemical
analyses show that PPARy mutations favor the recruitment of
coregulators. Finally, by a structure-function analysis of three
mutations affecting the ligand-binding domain of PPARy, we
demonstrate that these mutations promote the adoption of
PPARY active state accounting for the recruitment of coactivators.
Our study provides additional genetic evidence for a pro-
tumorigenic role of PPARy in bladder cancer and strengthens
the importance of the PPARy/RXRa pathway in luminal bladder
cancer.

Results

Recurrent mutations of PPARy and RXRa in bladder tumors.
Using the conventional Sanger’s method, we sequenced the
PPARG and RXRA exons in 359 bladder tumors (199 of which
were NMIBCs) from our CIT series of tumors (carte d’identité
des tumeurs) and from a bank of samples collected at Strasbourg
hospital, and in 25 bladder cell lines (Supplementary Table 1). We

detected PPARG mutations in 3.9% of the tumors (14/359) and in
one cell line, and RXRA mutations in 1.7% of the tumors (6/338),
all of which being MIBC, and in one cell line (Fig. 1a and Sup-
plementary Tables 2 and 3). We also analyzed publicly available
deep sequencing data from The Cancer Genome Atlas® genomic
databases (405 MIBC samples)!? (http://cancergenome.nih.gov)
and from the Dana Farber & Memorial Sloan Kettering (MSKCC)
cohort!> (50 MIBC samples) (Supplementary Table 1). We
detected a comparable PPARG mutation rate, 3.1% of the tumors
(14/455), but a higher RXRA mutation rate, 6.1% of the tumors
(28/455) (Fig. la and Supplementary Tables 2 and 3) in these
tumor series compared to the previous tumor series analyzed.
This higher mutation rate was mostly due to the absence of RXRA
mutation in NMIBC in the CIT series of tumors. PPARG muta-
tions were not mutually exclusive with either RXRA mutations (p
=1 and p=0.2105 for conventional and next-generation
sequencing, respectively) or PPARG amplification (p=1 and p
=1 for conventional and next-generation sequencing, respec-
tively), as shown by Fisher’s exact test analyses. Two mutations
(E3K and D7N) were specific to the PPARy2 isoform
(NM_015869) (Supplementary Table 2). We therefore numbered
all mutations relative to this isoform, which is 28 amino acids
longer than the PPARyI isoform (NM_138712) at the N-terminal
end. The PPARy2 isoform is expressed principally in adipocyte
cells, as well as in urothelial cells, whereas PPARY1 is ubiquitously
expressed. As we aimed to identify genetic alterations that could
activate the PPARy/RXRa pathway, we focused on recurrent
mutations that were likely to be gain-of-function mutations. Of
the 21 unique PPARy mutations identified here in bladder
tumors, 6 were recurrent and occurred in both MIBC and
NMIBC (Fig. 1b and Supplementary Table 2). Using publicly
available data from the COSMIC (http://cancer.sanger.ac.uk/
cosmic) or cBioPortal (http://www.cbioportal.org/) databases, we
determined whether the 21 PPARy mutations identified here were
also present in other bladder tumors or in other tumor types.
From this analysis, we found a seventh recurrent mutation (E3K)
in bladder tumors (Fig. 1b and Supplementary Tables 2 and 4).
Interestingly, four of these seven recurrent mutations and one
unique mutation (M280I) identified in bladder tumors were also
reported in other type of tumors in these databases, strengthening
their likelihood to be activating mutations (Fig. 1b and Supple-
mentary Table 4). We therefore considered in total of eight
recurrent mutations of PPARy for further studies (Fig. 1b, c).
These recurrent PPARy mutations (p=0.015) and PPARG
amplifications (p=1.5x107>) were significantly enriched in
bladder tumors presenting a PPARy activation signature, which
were mostly luminal tumors (p=22x10716), as shown by
Fisher’s exact test. These mutations affect different major func-
tional domains of the PPARy protein: the N-terminal domain
(E3K) including the area around the EGFR phosphorylation sites
(S112) (P113S), the DNA-binding domain (R164W, R168K), the
ligand-binding domain (S249L, T475M) including the area spa-
tially close to the CDK5 phosphorylation site, S273 [(M280],
1290M)] (Fig. 1b, c). Visualization of recurrent mutations in the
three-dimensional (3D) structure of the PPARy/RXRa hetero-
dimer revealed that the most frequent recurrent mutation of
PPARy(T475M) and the hotspot mutation of RXRa (S427Y/F)
affected residues that co-localized spatially at the PPARy/RXRa
dimer interface, suggesting that both these mutations would affect
heterodimer formation (Fig. 1c). Accordingly, RXRa (S427Y/F)
mutations have been shown to enhance RXRa interaction with
PPARy and activation of the PPARy/RXRa pathway!3.

Recurrent mutations of PPARy are gain-of-function. We
investigated the functional impact of seven of the eight recurrent
mutations of PPARy identified on the transcriptional activity
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Fig. 1 Mutations of PPARy and RXRa in bladder tumors. a Oncoprints of PPARy and RXRa mutations in three series of bladder tumors and a panel of 25
bladder tumor cell lines. Samples were sorted by PPARy activation score when transcriptomic data were available. Source data are provided as a Source
Data file. b Lolliplot representations of recurrent mutations of PPARy (upper panel) and RXRa (lower panel) identified in the 859 bladder tumors studied
here (black circles) or in publicly available data available for other bladder tumors and other types of cancer from the COSMIC and cBioPortal databases
(Supplementary Table 4) (gray circles). Sequences are numbered according to the PPARy2 isoform. A/B: N-terminal domain; DBD: DNA-binding domain;
LBD: ligand-binding domain (LBD). ¢ Position of the residues affected by the recurrent PPARy and RXRa mutations on the full-length PPARy-RXRa-DNA-
coactivator peptide solution structure®', The folded domains are shown in cartoon representation and the disordered hinges and NTDs are shown as dots.
The mutated residues are shown as spheres. The residues mutated in PPARy are colored in blue (A/B domain), green (DBD), and red (LBD). The residue
mutated in RXRa is colored in orange. Source data are provided as a Source Data file

of the protein in HEK293FT cells, using a luciferase reporter gene
containing three copies of the DR1 sequence of PPARy DNA
response element (PPRE) arranged in tandem and linked to
the thymidine kinase promoter (PPRE-3x-TK)1®. The PPARy
P113S, R168K, S249L, M2801, 1290M, and T475M mutant pro-
teins had significantly higher levels of transcriptional activity
than the wild type (WT) in the absence of exogenous ligand
(two to six times higher), whereas the R164W mutant, which is
located in the DNA-binding domain, had levels of activity similar
to that of the WT (Fig. 2a). Similar results were obtained in the
presence of 1 uM rosiglitazone, a synthetic PPARy ligand (Sup-
plementary Fig. 1A). Consistent with these findings, over-
expression of the PPARy mutants P113S, S249L, M280I, 1290M,

and T475M, in 5637 cells, in the absence of exogenous PPARy
ligand, significantly enhanced the expression of several known
PPARy target genes (FABP4, ACSL5, and PLIN2) relative to
the WT, as shown by RT-qPCR (Fig. 2b and Supplementary
Fig. 1B, C). However, overproduction of both the R164W and
R168W mutant proteins had an impact on PPARy target gene
expression similar to that of the WT protein (Fig. 2b). Similar
results were obtained in presence of 500 nM rosiglitazone (Sup-
plementary Fig. 1D). By combining the results of these two dif-
ferent approaches to measure PPARy transcriptional activity,
we clearly showed that five of the seven recurrent PPARy muta-
tions analyzed were gain-of-function mutations. The remaining
two mutations, R164W and R168K, had no clear apparent
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Fig. 2 Transcriptional activity of recurrent PPARy mutants. a A reporter plasmid containing the firefly luciferase gene under the control of a PPRE-X3-TK
promoter was co-expressed in HEK293FT cells with a pcDNA3 vector encoding wild-type (WT) or mutant (P113S, R164W, R168K, S249L, M280I, 1290M,
T475M) PPARYy2. Renilla luciferase, expressed under the control of the CMV promoter, was used to normalize the signal. The data shown are the means
SD of one representative experiment conducted in sixtuplate. The results for each mutant were compared with those for the WT in Dunnett's multiple
comparisons test, *0.01<p < 0.05; ****p <0.0001. b 5637 cells were transiently transfected with a pcDNA3 vector encoding WT or mutant (P113S,
R164W, R168K, S249L, M280I, 1290M, T475M) PPARy. The expression of all PPARy forms was checked by western blotting and quantified by RT-qPCR
(Supplementary Fig. 1B). The effect of WT PPARy2 expression on three PPARy target genes was evaluated by RT-gPCR (Supplementary Fig. 1C). The
expression of PPARy target genes was normalized against PPARy expression and is expressed as percentage of stimulation relative to the expression
induced by WT PPARYy. The data are presented as the mean + SD of four independent experiments. The results for each mutant were compared with those
for the WT in Dunnett's multiple comparisons test: *0.01<p < 0.05; **0.001< p < 0.07; ***0.0001< p < 0.001; ****p <0.0001. ¢ PPARy knockdown with
three different siRNAs in RT4 cells harboring the PPARy T475M mutation. PPARy expression was evaluated by western blotting (lower left panel) 96 h
after transfection, living cells were counted (upper left panel) 24, 48, 72, and 96 h after transfection. Data are presented as means = SD of three
independent experiments performed in duplicate. The results for each mutant were compared with those for the WT in Dunnett's multiple comparisons
test: *0.01< p<0.05; **0.001<p<0.01; ***0.0001< p < 0.001; ****p < 0.0001. The expression levels of three PPARG target genes were assessed by RT-
gPCR for two independent experiment at 48 and 96 h after transfection (right panel). Data for each experiment are represented. a-d Source data are
provided as a Source Data file

effect on PPARy activity in these two assays. Interestingly,
the most frequent mutation, T475M, induced a slightly higher
increase in the ligand-independent transcriptional function
of PPARy as compare to any of the recurrent mutations con-
sidered (Fig. 2a, b). We used the RT4 cell lines harboring the
PPARy-T475M mutation to demonstrate that, like PPARG
WT amplification in SD48 and UMUCY cells’ and RXRa

-S427F mutation in HT1197%13 cells, PPARy mutations render
tumor cell growth PPARy-dependent and regulate PPARy
target genes expression. Indeed, PPARy depletion with siRNAs
significantly inhibited, in a time-dependent manner, the growth
of RT4 cells (Fig. 2c, left panel) and the expression of several
known PPARYy target genes (FABP4, ACSL5, and PLIN2) (Fig. 2c,
right panel).
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PPARy LBD mutations favor its interactions with coregulators.
We then used biochemical and biophysical analysis to understand
how three mutations located in the ligand-binding domain of
PPARy (M280I, 1290M and T475M) promote PPARYy activity. As
bacterially expressed PPARy may contain fatty acids!?, the pur-
ified PPARy LBD WT and mutants (Supplementary Figs. 2 and 3)
were analyzed by native electrospray mass spectrometry (Sup-
plementary Fig. 4). The results indicated the absence of any
bound ligands. The addition of the potent full PPARy agonist,
GW1929, an N-aryl tyrosine derivative!8 and coactivator peptide
led to the formation of ternary complexes for all constructs
(Supplementary Fig. 4, right panel). We characterized the inter-
action between the ligand-binding domains of the PPARy WT
and mutants and the WT RXRa monomer by analytical ultra-
centrifugation (Supplementary Fig. 5A), which showed that as for
the WT, all mutant proteins were able to form heterodimer with

a

RXRa. To further quantify the interaction between monomeric
PPARy and RXRa ligand-binding domains, we used surface
plasmon resonance (SPR) (Fig. 3a and Supplementary Fig. 5B, C).
PPARy T475M, localized at the dimer interface, exhibits an
increase by 2-fold of the binding affinity to RXRa compared to
PPARy WT (Fig. 3a), as a consequence of a slower dissociation
rate of the dimer (Supplementary Fig. 5B, C). In RXRa the S427F
mutation is also spatially localized at the PPARy/RXRa dimer
interface, and it has been shown to similarly stabilize the het-
erodimer!3. In contrast, PPARy M280I shows similar affinity for
RXRa as PPARy WT.

The functional profile of PPARy, analogous to many other
nuclear receptors, is determined by the selective use of
transcriptional coregulators that ultimately control the transcrip-
tional output of the target genes. The recruitment of coactivators
by PPARy is primarily determined by the interaction of
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Fig. 3 Effect of the PPARy mutations on RXRa and coactivator interactions. a Representative data set used for SPR (surface plasmon resonance) analysis of
the interactions of PPARy WT or mutants with RXRa showing enhanced interaction between PPARy T475M and RXRa. Report point 4 s before injection
stop was used for the analysis. Equilibrium responses are plotted as a function of total protein concentration and fit to simple 1:1 binding isotherms. Data
analysis by 1:1 kinetic model and mean kinetic parameters and equilibrium dissociation constants are reported in Supplementary Fig. 4. b Effect of PPARy
mutations on the PGCla peptide interaction. The binding affinity of the PGCla NR1 motif for the purified WT and mutant PPARy LBDs, as determined by
microscale thermophoresis. Unlabeled PPARy LBD protein was titrated into a fixed concentration of fluorescently labeled PGCla peptide in the absence of
ligand (top left), in the presence of three equivalents of rosiglitazone (top right) or of three equivalents of GW1929 (bottom left). Isotherms averaged over
three consecutive measurements and fitted according to the law of mass action to yield the apparent Ky. Each plot is representative of at least two
independent experiments performed with different batches of protein preparation. € Mammalian two-hybrid analysis reveals increased interaction of
PPARy mutants (M280I, 1I290M and T475M) with MED1 coactivator domain. pG5-Firefly luciferase reporter plasmid was co-expressed with VP16-PPARG
(WT or mutants) and with GAL4-DNA-binding domain-fused MEDT1. Renilla luciferase, expressed under the control of the CMV promoter, was used to
normalize the signal. The data shown are the means + SD of one representative experiment conducted in quadruplicate. Results (means £ SD) of three
independent experiments are also provided as Supplementary Fig. 16. The results for each mutant were compared with those for the WT in Dunnett's
multiple comparisons test, *0.01<p < 0.05; **0.001< p < 0.01. a-¢ Source data are provided as a Source Data file
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coactivator LXXLL motifs with the receptor LBD. To analyze the
functional consequences of the mutations in the LBD, coactivator
peptide recruitment by the LBD was monitored. We measured
the interaction between monomeric WT or mutant forms of
PPARy and a fluorescently labeled coactivator peptide of PGCla
(PPARGCI1A), by MicroScale Thermophoresis. In the absence
of ligand, the three mutations enhanced the interaction with
coactivator peptide compared to PPARy WT (Fig. 3b). The
addition of a full agonist, rosiglitazone (Fig. 3b), enhanced the
interaction between PPARy and PGCla coactivator peptide for
PPARy I290M and T475M, but not for PPARy M280I. The
addition of another potent full agonist of PPARy, GW1929,
enhanced yet again the interaction for all mutants, as well as the
WT (Fig. 3b). Consistent with the functional data (Fig. 2a, b),
monomeric PPARy T475M had the highest affinity for the
coactivator peptides (Fig. 3b). This strongest structural stabilizing
effect of T475M mutant on PPARy-coactivator peptide complex
was also observed by ion mobility mass spectrometry which
showed significantly improved gas phase stability in collision
induced experiments of T475M compared to WT and other
PPARy mutants (Supplementary Figs. 6 and 7). Mammalian
two-hybrid assay in HEK293FT cells using VP16-fused PPARy

(WT, M2801, 1290M, and T475M), GAL4-DNA-binding domain-
fused coactivator MED1 and pG5-LUC reporter confirmed that
in the context of full protein, the three mutations enhanced
interaction with MEDI coactivator domain compared to PPARy
WT (Fig. 3c). Together, these data suggest that the three
mutations considered, M280I, 1290M and T475M, promote the
adoption of an agonist conformation by PPARYy in the absence of
ligand, thereby enhancing coactivator interaction.

PPARy LBD mutations stabilize an active conformation. To
gain structural insight into the mechanism responsible for the
increases in activity and coactivator interaction, we analyzed the
structures of the PPARy LBD T475M, M280I and I1290M mutants
(Supplementary Table 5). The PPARy T475M LBD mutant was
crystallized in its apo form and in complex with GW1929 and the
PGCla coactivator peptide (Fig. 4a and Supplementary Fig. 8). In
both functional states, PPARy T475M crystallized as a homo-
dimer. More than 150 crystal structures of the PPARy LBD have
been deposited in the Protein Data Bank (www.rcsb.org)!?, and in
many of them, the PPARy LBD crystallized as a homodimer
displaying the canonical dimer interface observed in the hetero-
dimer complex. Of these structures, the apo protein and some

PPARY2 T475M - GW1929 - PGC1a CoA

GW1929
H12
2.0
0.25

Fig. 4 Structural properties of PPARy T475M. a Crystal structure of the PPARy T475M LBD (red) in complex with GW1929 (violet) and the PGCla

coactivator peptide (blue). The C-terminal H12 helices are shown in light pink. Overall fold of the homodimer complex, showing the T475M mutations at
the dimer interface as a stick representation. Right: Close-up of the regions around the mutation, showing its interactions with the terminal Y505 residue
responsible for stabilizing the agonist conformation. b The PPARy T475M mutation modulates the structural dynamics of the LDB. Mean structure and
atomic fluctuations of the holo PPARy WT LBD-coactivator (left) and holo PPARy T475M LBD-coactivator (right) complexes, with the rosiglitazone ligand
(in cyan), and the scale of flexibility shown. Bottom: Close-up of the C-terminal H12 helix of the WT and mutant LBDs, as determined from molecular

dynamics simulations
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complexes with partial agonists display one monomer in an active
conformation and one monomer in an inactive conformation
with a different positioning of helix 1220:21. Helix 12 is key reg-
ulatory structural element in the activation function 2 interacting
with coregulators. These 2 conformations are generally desig-
nated as fully active and inactive?!. Although these helix 12
conformations observed in the crystal structures are influenced
to some degree by crystal packing, they reflect the dynamic
character of helix 12 in absence or in presence of a partial agonist
ligand. This was further confirmed by solution structural meth-
ods?2. Interestingly, in contrast to the structures of WT PPARy in
its apo form, PPARy T475M apo displays an agonist conforma-
tion in both homodimer LBDs, indicating a stabilization of helix
12 in an active conformation even in absence of any agonist
ligand (Supplementary Fig. 8).

In a similar way, the holo PPARy T475M-GW19129-PGCla
ternary complex crystallized as a homodimer (Fig. 4a) and the
structure agrees with the crystal structure of another N-aryl
tyrosine derivative complex, GI262570%3. The GW1929 ligand
binds in a U-shaped conformation with the carboxyl group of
GW19219 making hydrogen bonds with S317, H351, H477, and
Y501 (Supplementary Fig. 9). The pyridinyl tail is directed
towards the 3-sheet and its nitrogen atom makes an H-bond with
a bound water molecule. The benzophenone attached to the
N-aryl tyrosine, also present in GI262570, forms additional
hydrophobic interactions, not available to rosiglitazone, explain-
ing their increased PPARy binding affinity and enhanced
coactivator interaction'®2224. The mutated residue T475M
interacts with the C-terminal Y505 (Fig. 4a) stabilizing helix 12
into the active conformation and leading to a more stable
interaction with the coactivator peptide. Interestingly, a similar
interaction stabilizing PPARY in the active agonist conformation
was observed in the crystal structure of a heterodimer complex of
holo WT PPARy and the RXRa S$S427F mutant'3. A similar
observation was made by molecular dynamics (MD) simulations
of the WT20 and T475M PPARy LBD (Fig. 4b). Starting from a
previously determined crystal structure of the WT protein??, the
point mutation was modeled into the WT structure. Separate 100
ns simulations of monomeric WT and T475M mutant PPARy
LBD:s in both apo form and in complex with rosiglitazone were
performed. We found that the T475M mutation decreased the
structural flexibility of the protein, particularly that of the C-
terminal H12 helix (Fig. 4b), through direct interaction between
the M475 and the C-terminal Y505, as observed in the structure
of PPARy T475M in complex with GW1929. In the WT
structure, the analogous interaction (between T475 and Y505)
does not appear; the M475-Y505 interaction formed during the
molecular dynamics simulations (Supplementary Fig. 10). The
decrease in the flexibility of the C-terminal HI12 helix in the
T475M mutant led to a lower flexibility of the coactivator peptide,
resulting in a more stable complex. Free energies of coactivator
interaction were calculated by the MM/GBSA?> method on
100 structures taken from the MD simulations at regular
intervals. This analysis yielded binding energy estimates of
—43 £ 7 kcal/mol and —48 + 5 kcal/mol for WT PPARy and for
the T475M mutant, respectively, consistent with the trends
observed in the experimental data of coactivator interaction. In
this application, the MM/GBSA binding energies are used to rank
interactions and not to calculate absolute binding-free energies.

As the T475M mutation is located at the dimer interface, we
modeled the structure of the heterodimer formed by PPARy
T475M (Supplementary Fig. 11). The results suggest that T475M
will strengthen the heterodimer through interactions with L430
and S427 in contrast to WT, in agreement with the experimental
data. Molecular dynamics simulations of a PPARy-T475M/RXRa
heterodimer model showed that the heterodimer is more

structurally stable than the WT and, as observed in the monomer
simulations, the coactivator peptide displayed reduced flexibility
(Supplementary Fig. 11C). Thus, our structural analysis of PPARy
T475M indicates that the mutation stabilizes PPARY helix 12 in
the active conformation as well as the heterodimer with RXRa,
leading to a stronger binding to coactivators. This mechanism
may explain PPARy-dependent transcription program activation.

The two other mutants of interest here are localized in the Q
loop of the PPARy LBD; M2801 is in the helix 2" of the Q loop
and I1290M is in the loop between helix 2’ and helix 3. The Q loop
is often poorly defined in the electron density maps of the
published structures of PPARy, adopting varying conformations
depending on the nature of the ligand. It is thought to serve as a
gate to the ligand-binding pocket?® and also serve as an
alternative ligand-binding site for some ligands®”-?8. The PPARy
M280I LBD crystallized in complex with GW1929 and PGCla
peptide as a homodimer (Fig. 5a) and PPARy 1290M in complex
with GW1929 as a monomer (Supplementary Fig. 12B). The
conformation and interactions of GW1929 in the PPARy LBPs is
similar in all complexes (Supplementary Fig. 9A). While helix 2’
is similarly positioned in all complexes, the flexible
loop connecting helix 2" and helix 3 shows different conforma-
tions and is partially resolved in some complexes. The M280I
mutant stabilizes helix 3, notably through specific interactions
with V305 (Fig. 5a), that, in turn stabilizes PPARy in the
agonist conformation. Recall that the coactivator interaction is
via the activation function 2 coregulator surface composed of
helix 3, 4, 5, and helix 122°. For the I290M mutant, the
surrounding loop connecting helix 2" and helix 3 shows some
flexibility as indicated by the poor density of some side chains
residues and higher temperature factors. However, the structural
analysis of 1290M-GW1929 complex indicates that 1290M
interacts more strongly with 1369, which contacts the ligand
(Supplementary Fig. 12B) and may stabilize the B-sheet, as well as
helix 3. Following the protocol used in the previously described
simulations, molecular dynamics simulations of the M280I and
1290M LBDs were carried out. From the average structure
calculated over the last 10ns of each simulation, we found
interactions that stabilized the Q loop region via helix 3 and
further stabilization of H12 activation function 2 for both the
M280I and the I1290M mutants. In the case of M280I mutant,
1280 formed a stable interaction with V305 of H3, the N-terminal
end of H3. This interaction was also seen in the crystal structure
of the M280I mutant described above. In the 1290M variant,
M290 forms an interaction with Phe315 of H3, which interacts
with His494 at the N-terminal end of H12. Stabilization of H12
leads to a stabilization of the coactivator peptide, as indicated by
the decreased atomic fluctuations shown in Fig. 5b, which shows
the rms fluctuations mapped onto the 3D surface of the proteins
complexes. The free energies of coactivator binding to M280I and
I1290M were also estimated by the MM/GBSA method on
structures taken from the MD simulations at regular intervals.
The binding energies, —40 + 7 kcal/mol and —45 + 7 kcal/mol for
M280I and I290M, respectively, are consistent with the trends
observed in the experimental data of coactivator interaction. In
particular, the mutant 1290M shows an enhanced binding free
energy with respect to the WT.

We used hydrogen/deuterium exchange coupled to mass
spectrometry (HDX-MS) to investigate complementary structural
information about the effect of T475M and M280I mutations
on PPARYy structure. Of note, due to lack of reproducibility in
HDX-MS data acquisition on 1290M, these data were excluded
from the present study. HDX-MS is a powerful readout to
monitor protein conformational dynamics at peptide resolution,
by monitoring the D exchange of amide hydrogens with
deuterated solvent?%. In order to evidence PPARy point mutation
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a PPARy2 M280I - GW1929 - PGC1o. CoA

b

M280I

PPARy2 1290M

Fig. 5 Impact of PPARy M280I and 1290M mutations on the structure and dynamics. a Crystal structure of the PPARy M280I LBD (plum) in complex with
GW1929 (light red) and the PGCla coactivator peptide (blue). The C-terminal H12 are shown in light pink. Right: Close-up of the regions around the
mutation, showing its interactions stabilizing helix 3. b The atomic fluctuations calculated from the molecular dynamics simulation (last 10 ns) of the holo
form of PPARy complexes with rosiglitazone and coactivator peptide. The fluctuations are mapped onto the 3D surface of the proteins complexes. The
color scale goes from blue (less flexible) to red (most flexible) between O and 2.5 A. The thickness of the tube also reflects the flexibility (thicker

corresponds to more flexible). Left: WT; middle: M280I; right: 1290M

effects on secondary structures of PPARy/PGCla complexes, we
performed pairwise comparison of deuterium uptakes of PPARy
WT/PGCla to PPARy mutant/PGCla (Supplementary Fig. 13).
For this, relative fractional uptakes (RFU) of PPARy mutants/
PGCla were subtracted from the PPARy WT/PGClaa RFU
and the significance of the RFU difference plots was validated
using the MEMHDX software?? (p < 0.01, Supplementary Fig, 13).
Overall, PPARy mutant proteins presented a lower level of
deuterium uptake compared to WT when bound to PGCla,
highlighting the fact that PPARy mutant/PGCla complexes
present several regions less flexible or less exposed to solvent than
PPARy WT/PGCla complex (Supplementary Fig. 14).

Comparison of PPARy T475M/PGCla to PPARy WT/PGCla
RFUs revealed that different regions of the T475M mutant
presented a significant lower deuterium uptake (Supplementary
Fig. 14, upper panel), including H2, H2’, N-terminal H3, H6, N-
terminal HS, helix H10, and the H12 helix. These regions are thus
more protected from deuterium exchange for PPARy T475M
compared to PPARy WT, which might be in favor of a decreased
conformational flexibility of PPARy T475M compared to PPARy
WT, in agreement with MD simulation data.

For PPARy M280I a significantly different behavior was
observed compared to PPARy T475M (Supplementary Fig. 14,
middle panel). Decreased deuterium uptake was observed around
the mutation site (from the C-terminal H1 towards the mutation
site and until H3, including the Q loop). In addition, the B-sheet
region, H6 helix, the loop between H8 and H9 and finally the

region encompassing H10, H11, and H12 helices showed also
significant decrease in deuterium uptake, which might correspond
to a decreased conformational flexibility. Our HDX-MS data for
the PPARy M280I are consistent with MD simulations high-
lighting a stabilization of the Q loop, H3 and H12 helices in the
M280I mutant protein, compared to WT. Altogether, HDX-MS
data are thus in agreement with our structural analysis of the
structural elements involved in agonist conformation stabilization
of the T475M and M280I mutant proteins.

Discussion

Taken together, our study highlighted the existence of recurrent
driver gain-of-function PPARy mutations in a particular type of
cancer: luminal bladder tumors. Frequent PAX8-PPARYy fusions
have already been reported in follicular thyroid tumors (30% of
these tumors), but these proteins, which also have a proto-
oncogenic role, are likely to act in a dominant negative manner30.
The P113S mutation enhanced PPARYy activity, probably by
inhibiting S112 phosphorylation by MAP kinases, as shown for
the only gain-of-function mutation of PPARy reported to date,
P113G, which is associated with obesity>!. We have also identified
two recurrent mutations affecting the DNA-binding domain of
PPARYy, but the functional impact of these mutations was not as
clear as for the other mutants and requires further investigation.
However, we clearly showed that the three recurrent mutations
affecting the ligand-binding domain of PPARy altered the
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conformation and structural dynamics of the protein, stabilizing
helix H12 and so promoting the adoption of the active form by
the receptor even in the absence of ligand. These mutations also
favor the recruitment of coactivators. Such effects have already
been described for mutations affecting the ligand-binding domain
of another hormone receptor, ER, in breast cancer, these muta-
tions however being found exclusively in hormone-resistant
metastases, not in primary tumors’’.. Mutations affecting the
ligand-binding domain of the androgen receptor have also been
observed in metastatic or castration-resistant prostate cancers and
these mutations enable the protein to bind other ligands33. Our
demonstration that the activation of PPARy by point mutation,
like PPARG amplification” or RXRa mutation®!3, confers bladder
cancer cells a PPARy dependency, provides additional genetic
evidence for a pro-tumorigenic role of PPARy in bladder cancer
and strengthens the importance of the PPARy/RXRa pathway in
luminal bladder cancer. RXRa hotspot mutations appear to be
specific to bladder cancer. By contrast, the PPARy gain-of-
function mutations identified here are also observed in other
types of cancer. In particular, T475M mutations are observed in
four different types of cancer (Supplementary Table 4). Moreover,
other recurrent mutations not identified in bladder cancer have
been observed in different types of cancer, including melanoma
and prostate carcinoma (Supplementary Table 6), and these
mutations may also likely be activating mutations. The activation
of PPARy by mutations may, therefore, result in PPARy-
dependence not only in bladder cancer, but also in other types
of cancer, reinforcing the importance of developing new phar-
macological approaches targeting the ligand-independent activity
of PPARy in tumors. Such treatments would also favor the
immune response in bladder tumors!3. A better understanding of
the molecular basis of the pro-oncogenic activity of PPARY in
bladder luminal tumors might also make it possible to propose
alternative therapeutic options for targeting this pathway without
directly inhibiting PPARy, which could lead to diabetes or
lipodystrophy>4.

Methods

Human bladder samples. We used DNA extracted from 359 bladder tumors. The
flash-frozen tumor samples were stored at —80 °C immediately after transurethral
resection or cystectomy. All tumor samples contained more than 80% tumor cells,
as assessed by the hematoxylin and eosin (H&E) staining of histological sections
adjacent to the samples used for DNA extraction. All subjects provided informed
consent and the study was approved by the institutional review boards of the Henri
Mondor, Foch, Institut Gustave Roussy and Strasbourg Hospitals.

Sanger sequencing. The coding exons and splice junctions of PPARG and RXRA
were amplified from genomic DNA by PCR with gene-specific primers available on
request and sequenced by the Sanger method. For tumors, the somatic status of the
identified mutation was confirmed by sequencing normal DNA from blood.
Sequencing was performed for 25 bladder cell lines: 5637, BFTC-905, CAL29,
EJ138, HT1376, J82, JMSU1, KK47, L1207, MGHU3, RT112, RT4, SCaBER, SD48,
SW1710, T24, TCCSup, UMUC1, UMUCS5, UMUCs6, UMUCY, UMUCI0,
UMUCI16, VMCUBI, and VMCUB3. The identity of the cell lines used was
checked by analyzing genomic alterations with comparative genomic hybridization
arrays (CGH array), and FGFR3 and TP53 mutations were checked with the
SNaPshot technique (for FGFR3) or by classical sequencing (for TP53). The results
obtained were compared with the initial description of the cells. We routinely
checked for mycoplasma contamination.

Calculation of a PPARY activation score. Based on our previously described
PPARY activation signature encompassing 148 genes’, we defined a subset of 77
genes that were also significantly more expressed in the 25% of tumors with the
strongest PPARYy expression than in the 25% of tumors with the lowest levels of
PPARYy expression in TCGA datasets (N =405 tumors)!?. The PPARY activation
score is the mean of the centered expressions of these 77 genes for each tumor.

Materials and chemicals. Rosiglitazone and GW1929 were purchased from Tocris
Bioscience. The fluorescent PGCla peptide (137-EAEEPSLLKKLLLAPA-152) was
purchased from Thermo-Fisher. The PGCla peptide (139-EEPSLLKKLLLAPA-152)
was synthesized by Pascal Eberling (IGBMC peptide synthesis common facility).

Plasmid constructs. The pcDNA3-PPARy2 and PPRE-X3-TK-luc were gener-
ously provided by Pr. Chatterjee (Institute of Metabolic Science, IMS, Cambridge)
and Bruce Spiegelman (Addgene plasmid #1015), respectively. We used
PcDNA3.1-PPARy2 and the QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent
Technologies) according to the manufacturer’s protocol, to generate all the
mutations. Mutations were confirmed by DNA sequencing. The GAL4-DNA-
binding domain cloning vector pM and the activation-domain cloning vector
pVP16 are part of the Mammalian Matchmaker Two-Hybrid Assay kit (BD
Biosciences Clontech). The construct pM-MEDL1 (510-787) expressing the Gal4
DBD-MEDI nuclear receptor interacting domain was provided by Lieve Verlinden
(KU Leuven, Belgium)3°.

Cell culture and transfection. The HEK293FT human cell line and the RT4
and 5637 human bladder tumor-derived cell lines were obtained from DSMZ
(Heidelberg, Germany). HEK293FT cells were cultured in DMEM, whereas 5637
and RT4 cells were cultured in RPMI. Media were supplemented with 10% fetal
calf serum (FCS). Cells were incubated at 37 °C, under an atmosphere containing
5% CO,.

For reporter gene assays, HEK293FT cells were plated in 96-well plates
(30,000 cells per well) and transfected with 30 ng pcDNA3-PPARy2 (WT or
mutated), 50 ng PPRE-X3-TK-luc and 6 ng pRL-SV40 (Promega), in the presence
of the Fugene HD transfection reagent (Promega), in accordance with the
manufacturer’s protocol. Luciferase activity was determined 48 h later, with the
Dual-Glo® Luciferase Assay System (Promega), according to the manufacturer’s
instructions, and the results obtained were normalized with the Renilla luciferase
signal obtained with the pRL-SV40 plasmid.

For PPARy2 overexpression in the 5637 cell line, we used six-well plates,
250,000 cells seeded per well. These cells were transfected 24 h later with 2.5 pg of
pcDNA3-PPARY2 (WT or mutated) in the presence of the Fugene HD transfection
reagent (Promega). RNAs were extracted with the RNA easy mini kit (Qiagen) and
proteins were extracted by cell lysis in Laemmli buffer (50 mM Tris-HCI (pH 7.5),
250 mM NaCl, 1% SDS) supplemented with protease inhibitors and phosphatase
inhibitors (Roche) 48 h after transfection.

For transfection with siRNA, RT4 cells were used to seed six-well plates at a
density of 300,000 cells/well. Cells were transfected with 20 nM siRNA in the
presence of Lipofectamine RNAi Max reagent (Invitrogen), in accordance with the
manufacturer’s protocol. siRNAs were purchased from Qiagen. For the control
siRNA, we used a control targeting luciferase (SI03650353). We used three PPARy
siRNAs designed to knockdown the expression of all known mRNA isoforms. The
sense-strand sequences were: PPARG siRNA#2:
GACAAAUCACCAUUCGUUATT, PPARG siRNA#5:
GCGACUUGGCAAUAUUUAUTT and PPARG siRNA#7:
CGGAGAACAAUCAGAUUGATT.

Cells were detached from the plates with trypsin 96 h after transfection, counted
using a hemocytometer and lysed in Laemmli buffer (50 mM Tris-HCl (pH 7.5),
250 mM NaCl, 1% SDS) supplemented with protease inhibitors and phosphatase
inhibitors (Roche).

For mammalian two-hybrid assay, HEK293FT cells were plated in 96-well plate
(30,000 cells per well) and transfected with 20 ng pV16-PPARy2 (WT or mutated),
20 ng pM-MED1, 50 ng pG5-luc (Promega) reporter plasmid and 6 ng pRL-SV40
(Promega), in the presence of the Fugene HD transfection reagent (Promega), in
accordance with the manufacturer’s protocol. Luciferase activity was determined
48 h later, with the Dual-Glo® Luciferase Assay System (Promega), according to the
manufacturer’s instructions, and the results obtained were normalized with the
Renilla luciferase signal obtained with the pRL-SV40 plasmid.

Immunoblotting. The 5637 and RT4 cell lysates were clarified by centrifugation.
The protein concentration of the supernatants was determined with the BCA
protein assay (Thermo Scientific). 10 pg of proteins were resolved by SDS-PAGE in
a 4-15% polyacrylamide gels, electrotransferred onto Biorad nitrocellulose mem-
branes and analyzed by incubation with primary antibodies against PPARy
(Abcam #ab41928, used at 1/1000) and B-actin (Sigma Aldrich #A2228, used at
1/25,000). Horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse IgG (Cell Signaling
Technology # 7074, used at 1/3000) was used as the secondary antibody. Protein
loading was checked by staining the membrane with Amido Black after electro-
blotting. Uncropped scans of the western blot are supplied Supplementary Fig. 15.

Real-time reverse transcription-quantitative PCR. Reverse transcription was
performed with 1 pg of total RNA, and a high-capacity cDNA reverse transcription
kit (Applied Biosystems). cDNAs were amplified by PCR in a Roche real-time
thermal cycler, with the Roche Tagman master mix (Roche) and Tagman probe/
primer pairs as follows:

PLIN2:

Forward primer—TCTGAATCAGCCATCAACTCAG;

Reverse primer—GTGCTGGCCACAGAATCCG;

Roche Tagman probe no. 57

ACSLS5:

Forward primer—TGTCCACTTCAGTCATGACATTCT;

Reverse primer—TCCAGTCCCCAGGTAATGTAA;

Roche Tagman probe no. 83
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FABP4:

Forward primer—GGATGATAAACTGGTGGTGGA;

Reverse primer—CACAGAATGTTGTAGAGTTCAATGC

Roche Tagman probe no. 85

PPARy and TBP were amplified by PCR in a Roche real-time thermal cycler
with Roche SYBR green master mix and primers, as follows:

PPARy:

Forward primer—GCCCAAGTTTGAGTTTGCTG;

Reverse primer—TCAATGGGCTTCACATTCAGCG;

TBP:

Forward primer—TTGCTGCGGTAATCATGAGG;

Reverse primer—TTTTCTTGCTGCCAGTCTGG

We used the 4326322E assays on demand for TBP (encompassing primers and
Tagman probes) purchased from Applied Life Technologies.

Relative gene expression was analyzed by the delta delta Ct method, with TBP
as the reference.

Biochemistry. The sequences encoding the ligand-binding domains of the His-
hPPARYy (231-505) and His-mRXRa (228-467) receptors were inserted into
pET15b. Point mutations were introduced into PPARy with the QuikChange II XL
Site-Directed Mutagenesis kit (Agilent), in accordance with the manufacturer’s
instructions.

The corresponding proteins were produced in Escherichia coli BL21 DE3 by
overnight incubation at 22 °C after induction with 1 mM IPTG at an ODg of ~0.8.
Soluble proteins were purified by Ni-NTA chromatography followed by size
exclusion chromatography on a Superdex 200 (GE) column equilibrated in 25 mM
Tris-HCI, pH 8.0, 200 mM NaCl, 5% glycerol, and 1 mM TCEP. The proteins were
concentrated to 3-6 mg/ml with an Amicon Ultra 10 kD MWCO. Purity and
homogeneity of all proteins were assessed by SDS and Native Page and for PPAR
proteins by denaturing and native electrospray ionization mass spectrometry
(Supplementary Figs. 3 and 4).

Crystallization, data collection, and structure refinement. Crystallization trials
were performed with either apo protein or with the protein in complex with a
threefold excess of GW1929 or a threefold excess of GW1929 and PGCla peptide.
The crystallization experiments were performed by sitting drop vapor diffusion at
290 K, mixing equal volumes (200 nl) of protein at 5 mg/ml and reservoir solution.
For all crystal structures, the data were indexed and integrated with XDS3¢ and
scaled with AIMLESS37-38, The structure was solved by molecular replacement in
PHASER? and refined with PHENIX“? and BUSTER*! with TLS refinement,
followed by iterative model building in COOT*2.

Crystals of PPARy M280I-GW1929-PGCla were grown in 20% PEG 550
MME, 10% PEG 20000, 30 mM sodium fluoride, 30 mM sodium bromide, 30 mM
sodium iodide, 0.1 M sodium Hepes/MOPS pH 7.5, transferred to artificial mother
liquor containing 15% glycerol and flash-cooled in liquid nitrogen. X-ray
diffraction data were collected at PX1 beamline of the SOLEIL synchrotron with a
wavelength of 0.979 A. The final structure was refined to Ryor and Rge values of
17.5% and 22.6%, respectively, with excellent geometry (97.99% of residues in
favored region of the Ramachandran plot, 2.01% in the allowed region, and 0.0%
outliers).

Crystals of PPARy T475M-GW1929-PGCla were grown in 25% PEG 3350,
0.2 M ammonium sulfate, 0.1 M Bis-Tris pH 6.5, transferred to artificial mother
liquor containing 15% glycerol and flash-cooled in liquid nitrogen. X-ray
diffraction data were collected at the ID23-1 beamline of ESRF with a wavelength
of 0.9724 A. The final structure was refined to Ryori and Rgee values of 15.9% and
19.88%, respectively, with excellent geometry (98.23% of residues in favored region
of the Ramachandran plot, 1.77% in the allowed region, and 0.0% outliers).

Crystals of PPARy T475M apo were grown in 0.5 M ammonium sulfate, 0.1 M
PIPES pH 7, 0.9 M disodium tartrate. Crystals were transferred to artificial mother
liquor containing 15% glycerol and flash-cooled in liquid nitrogen. X-ray
diffraction data were collected at the ID23-1 beamline of ESRF with a wavelength
of 0.9724 A. The final structure was refined to Ryoyi and Rgee values of 19.5% and
23.48%, respectively, with good geometry (96.05% of residues in favored region of
the Ramachandran plot, 3.77% in the allowed region, and 0.19% outliers).

Crystals of PPARy WT-GW1929-PGCla were grown in 20% PEG 5000 MME,
0.1 M Bis-Tris pH 6.5. Crystals were transferred to artificial mother liquor
containing 15% glycerol and flash-cooled in liquid nitrogen. X-ray diffraction data
were collected at the ID30A beamline of ESRF with a wavelength of 0.968 A. The
final structure was refined to Ry and Ry values of 21.9% and 25.2%,
respectively, with excellent geometry (96.53% of residues in favored region of the
Ramachandran plot, 3.47% in the allowed region, and 0.00% outliers).

Crystals of PPARy 1290M-GW1929 complex were grown in 25% PEG 3350,
0.2 M NaCl, 0.1 M Hepes pH 7.5 and were transferred to artificial mother liquor
containing 35% PEG 3350 before flash-cooling. X-ray diffraction data were
collected at the ID23-1 beamline of ESRF with a wavelength of 0.9724 A. The final
structure was refined to Ryork and Ryee values of 16.52% and 20.89%, respectively,
with excellent geometry (98.54% of residues in favored region of the
Ramachandran plot, 1.46% in the allowed region, and 0.00% outliers).

Data collection and refinement statistics are provided in Supplementary
Table 5. GW1929 and side chains of the mutated residues could be modeled

with confidence in all chains and all complexes as shown into the Polder omit
maps*? displaying reduced model bias and exclusion of solvent molecules
(Supplementary Figs. 9A and 12A). All structural figures were prepared with
PyMOL (www.pymol.org/).

Molecular dynamics simulations. hPPARy PDB:2PRG?? was used for all calcu-
lations. For the WT holo form, we used chain A, the ligand and coactivator peptide
segment from the crystal structure. For the WT apo form, we used the same
structure, but we removed the ligand and the coactivator peptide from the
structure. For the corresponding mutant forms, the point mutation was built into
this experimental crystal structure with CHARMM program version c37b144. All
forms were subjected to the PROPKA program®’ to determine the protonation
states of titratable residues. These calculations indicated that the H217, H266,
H323, His449, and H466 residues of chain A were protonated on the Ne, but
that H425 could be considered doubly protonated. We modified the PDB file
accordingly to incorporate the correct protonation states. Hydrogen atom positions
were positioned with the HBUILD* module of the CHARMM program. The
parameters for rosiglitazone were determined in a previous study#’, MD simula-
tions were performed with NAMD software*® and the CHARMM all-atom force
field, version 36%°. Crystal water molecules associated with the hPPARy protein
were retained. Energy minimization was performed for the protein, in 700 steps,
with the steepest descent (SD) algorithm in CHARMM software. Non-bonded
interactions were truncated at a 14 A cutoff distance, using switch and shift
functions for van der Waals and electrostatic forces, respectively. The protein was
then placed in a cubic TIP3P explicit water box of dimensions 80 x 80 x 80 A.
Chloride and sodium counter ions were added to the water box to neutralize the
charge of the system and additional ions were added to yield a final concentration
of 0.15 M. MD simulations were initiated with two rounds of energy minimization
and heating while the atomic coordinates of the protein complex were fixed. In the
first phase, water was minimized by 1000 steps of conjugate gradient (CG) and
then heated to 600 K. In the second phase, the water was minimized by 250 steps of
CG, followed by heating to 300 K. The constraints on the protein were then
removed and the entire system was subjected to energy minimization through
2000 steps of CG and subsequent heating to 300 K. The system was then equili-
brated for 150 ps. With a 1 fs time step, the production phase extended over a total
of 107 ns. This protocol was used for all forms studied. The root-mean-square
deviation (RMSD) and root-mean-square fluctuation (RMSfl) were calculated using
the CHARMM program and the coactivator peptide binding energies were esti-
mated by an MM/GBSA procedure?’ using the CHARMM program combined
with in-house programs.

Microscale thermophoresis. Measurements were performed with a Monolith
NT.115 instrument (NanoTemper Technologies GmbH, Munchen, Germany). The
PPARY complexes were prepared in 20 mM Tris pH 8.0, 200 mM NaCl, 1 mM
TCEP, 0.05% Tween 20. Each measurement consists of 16 reaction mixtures
where the fluorescent-labeled peptide concentration was constant (150 nM) and
serial dilutions of PPARy LBD from a concentration of 100 uM down to 2 nM.
Measurements were made with standard glass capillaries (Nanotemper) at 25 °C, at
30% LED excitation and 40-80% MST power, with a laser-on time of 30 s and a
laser-off time of 5s. NanoTemper Analysis 2.2.4 software was used to fit the data
and to determine the Kj.

Analytical ultracentrifugation. Sedimentation velocity experiments were per-
formed at 4 °C, with a Beckman Optima XL-A analytical ultracentrifuge equipped
with absorbance optics and an An50-Ti rotor in a buffer containing 20 mM Tris, pH
8.0, 300 mM NaCl, 5 mM Glycerol, 1 mM TCEP. For this analysis, the heterodimer
was formed by mixing the monomeric PPARy and RXRa proteins into a 1:1 molar
ratio. Protein concentrations were in the range of 0.8 to 0.9 mg/ml. The sedi-
mentation velocity analysis was conducted at 165,500xg. Values were normalized to
standard conditions by correcting for buffer density and viscosity. Sedimentation
coefficient distributions were calculated from the sedimentation velocity data using
the SEDFIT software program (www.analyticalultracentrifugation.com).

Surface plasmon resonance. The SPR measurements were performed by Biacore
T100 sensitivity enhanced T200 equipment (GE Healthcare) using CM5 series S
sensor chip. The RXRa LBD monomer was immobilized on the chip surface using
standard amino-coupling protocol in 10 mM Na-acetate buffer pH 5.5. The
resulting immobilized RXR was in the range of 400-500 response units. The
running buffer was 50 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM TCEP, 0.005%
Tween 20 and for regeneration 1 M sodium chloride solution was used. Interac-
tions of the RXRa LBD with the LBDs of PPARy WT, T475M and M280I mutants
were analyzed in the manner of dose response using twofold dilution series of
PPARy LBDs ranging from 1 to 250 nM. The association phase was 120 s and the
dissociation phase was 120 s. After subtracting the reference and buffer signal, the
data were fit to a steady state binding model and 1:1 kinetic model to define the Kp,
and kg using the Biacore T200 Evaluation software (GE Healthcare).

Mass spectrometry analysis. Prior to mass spectrometry analysis, PPARy and all
the different mutant proteins were buffer exchanged against 200 mM of ammonium
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acetate at pH 6.8, using five cycles of concentration/dilution with a micro-
concentrator (Vivaspin, 10-kD cutoff, Sartorius, Géttingen, Germany). All

the samples were diluted either in H,O/ACN/HCOOH (denaturing MS conditions)
or in 200 mM AcONH, (native MS conditions) to a final concentration of 5uM
and infused with an automated chip based nanoelectrospray device (Triversa
Nanomate, Advion Bioscience, Ithaca, USA) operating in the positive ion mode,
coupled to a Synapt G2 HDMS mass spectrometer (Waters, Manchester, UK).
Under denaturing mass spectrometry conditions, the backing pressure, the cone
voltage and the extraction voltage of the mass spectrometer were set to 1.47 mbar,
20V, and 4V, respectively. The trap cell was operating under a constant Ar
pressure of 9 x 10~3 mbar (2 ml/min). The voltage within the trap cell and the
trap DC bias were set to 7 V and 2V, respectively. In this case, the traveling wave-
based helium cell and ion mobility cell were used as ion guides under 1.2 x 1074
mbar and 8 x 1075 mbar, respectively. In the transfer cell, ions were transmitted
using an acceleration voltage of 7 V under a constant pressure of 10-® mbar.

The pressure within the time of flight analyzer was kept at 6.4 x 107 mbar. For
native mass spectrometry analysis, the cone voltage, the extraction voltage and the
backing pressure of the mass spectrometer were set to 20 V, 5V, and 6 mbar,
respectively, in order to improve the transmission of the “native-like” molecular
ions and avoiding ion heating. Ions were efficiently trapped with a constant Ar flow
rate of 4.5 ml/min (leading to a final pressure in the trap cell of 8.8 x 10> mbar)
and 4V and then they were pulse driven with a trap DC bias of 2 V. During
mass spectrometry analysis, the pressure within the helium cell and ion mobility cell
were kept at 1.2 x 1074 and 8 x 10~5 mbar. Ions were transferred from the ion
mobility cell to the analyzer by applying a constant voltage of 2 V under a constant
pressure of 10~¢ mbar in the transfer cell. Finally, ions were analyzed within the time
of flight analyzer under high vacuum conditions (6.3 x 107 mbar) in order to
ensure highly accurate mass measurements. Mass spectra recorded with Synapt
G2 platform were analyzed with MassLynx 4.1 (Waters, Manchester, UK).

Native IM-MS. Ion mobility experiments were performed on the Synapt G2
HDMS (Waters, Manchester, UK). The backing pressure, the cone voltage and the
extraction cone was set to 6 mbar, 40 V, and 5V, respectively. The traveling wave-
based ion trap was filled with a continuous Ar flow of 6 ml per min and the trap
collision energy was set to 4 V. Ions were pulse-driven with a trap DC bias of 60 V
and subsequently separated in the TWIMS (Traveling Wave Ion Mobility Spec-
trometry) cell under a constant N2 pressure of 5.36 mbar (N2 flow rate of 25 ml per
min). The IM wave velocity and height were set to 1250 m/s, and 40 V, respectively.
The other mass spectrometer parameters not described in this section remained the
same as those used during the native mass spectrometry analysis. IM data were
calibrated as described elsewhere. Briefly, three charge states of two external cali-
brants (Cytochrome C and B-lactoglobuline) were used to determine the rota-
tionally averaged collision cross section (CCS) of the ion of interest. MassLynx 4.1
was used to perform IM data interpretation. Reported TWCCSN2 values corre-
spond to the average TWCCSN2 measurement performed in triplicate under the
same experimental conditions.

Collision-induced unfolding (CIU) experiments. Prior to IM separation, ions
were progressively activated in the trap cell by increasing the acceleration voltage in
5V steps from 0 to 60 V. Ion mobility data at each individual voltage were acquired
during 1 min, and finally compiled to give rise to the CIU fingerprints. The arrival
time distribution (ATD) of each individual charge state of the protein complexes
were extracted with the open-source CIU-Suite software®). CIU experiments have
been performed in triplicate for each individual complex leading to a standard
deviation lower than 4%, calculated with the CIUSuite-Stat module included in the
CIU-Suite package.

HDX-MS experiments. HDX of PPARy WT, M280I and T475M proteins

were carried out with and without PGCla peptide, with 1:3 concentration ratios
in 20 mM Tris (pH 8.0), 200 mM NaCl, 5% glycerol. Samples were incubated

for a range of exchange times (0 min, 0.5 min, 2 min, 10 min, 30 and 60 min)

in 95% of deuterated buffer (20 mM Tris (pH 8.0), 200 mM NaCl) before
quenching the exchange reaction by adding a quench solution (100 mM glycine, 2
M GdHCI, pH 2.2) at 1 °C during 30 s. Protein digestion of quenched samples (120
pmol) was then performed through a pepsin-immobilized cartridge in 0.1% aqu-
eous formic acid solution at a 200 pl/min. The digested peptides were then trapped
on UPLC pre-column (ACQUITY UPLC BEH C18 VanGuard pre-column, 2.1
mm LD.x5mm, 1.7 uM particle diameter, Waters) and separated on UPLC
column (ACQUITY UPLC BEH C18, 1.0 mm LD. x 100 mm, 1.7 uM particle
diameter, Waters) at 0 °C. Preparation and injection of the samples were auto-
matically conducted by the CTC PAL robot (Leap Technologies, Zwingen,
Switzerland), while chromatographic step was carried out on Acquity UPLC system
with HDX technology (Waters, Milford, MA, USA). Mass spectrometry mea-
surements were acquired with Synapt G2Si HDMS (Waters) with electrospray
ionization, using data-independent acquisition mode (MSE) over an m/z range of
50-2000 and with 100 fmol/ul Glu-FibrinoPeptide as lock-mass correction.

HDX experiments were realized in triplicate for each time point. Peptide
identification was performed using ProteinLynx Global Server 2.5.3 (Waters)
with a custom protein sequence library, where peptide and fragment tolerances

were automatically adjusted by PLGS, while oxidized methionine was set as vari-
able modification. Deuterium uptakes for all identified peptides were checked and
validated manually using DynamX 3.0 (Waters): only peptides—with a length
range of 5-25 residues—identified in all replicates were kept with a minimum
products per amino acid of 0.3. Only one charge state was kept for each peptide
and deuterium uptakes were not corrected for back-exchange, representing as
relative. HDX-MS results were statistically validated using Mixed-Effects Model for
HDX experiments (MEMHDX)?, using Wald tests, where statistical significance
thresholds were set to 0.01.

Reporting summary. Further information on experimental design is available in
the Nature Research Reporting Summary linked to this article.

Data availability

Atomic coordinates and related structure factors have been deposited in the Pro-
tein Data Bank with accession codes: 6FZY (PPARy T475M apo), 6FZF (PPARy
T475M-GW1929-PGCla), 6FZ] (PPARy M280I-GW1929-PGCla), 6FZG (PPARy
1290M-GW1929) and 6FZP (PPARy-GW1929-PGCla). The source data under-
lying Figs. 1-3 and Supplementary Figs. 1, 13 and 14 are provided as a Source Data
file. A reporting summary for this Article is available as a Supplementary Infor-
mation file. All other data supporting the findings of this study are available from
the corresponding authors on reasonable request.
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Supplementary Table 1: clinical and pathological characteristics of bladder tumors
within the different cohorts studied figure 1A.

Strasbourg Dana Farber & Bladder cell

TCGA CIT Cohorte ¢ ohorte MSKCC lines
po::lt:t'ion 405 346 13 50 25
Sex
Male 299 234 37 13
Fermale 106 53 13 7
NA 0 59 0 5
Tumor stage
Ta 0 119 0 0
T1 2 78 2 0
T2 130 51 0 37
T3 138 55 4 10
T4 133 30 7 3
NA 2 13 0 0




Supplementary Table 2: somatic mutations of PPARYy identified in bladder cancer.
Numbering was carried out according to PPARy 2 isoform ORF.*, Recurrent mutations in
cancers (see supplementary Table 4). NA: Not available. CNA: copy number alterations

D Stage Grade Nucleotide Amino acide PPARY 2011.3 .TC(iA RXR.a a:tli)\t::i}:n
change change CNA Classification = mutation Score
CIT.503 Ta G3 7G>A E3K* NA NA WT NA
CIT.8 T4 G3 19G>A D7N None WT 0,11588697
CIT.38 T2 G3 221C>G §74C None WT -0,9308443
CIT.534 Ta G2 688G>A D230N NA NA WT NA
CIT.86 Ta G2 824T>C F275S None WT 0,58828407
CIT.263 Ta G2 870C>G 1290M * NA wT 0,17102139
Curie cohort CIT.161 T2 G3 337C>T; 840G>A P113S % M280I * NA NA WT NA
CIT.508 Ta G2 IVS3-3C>T NA NA WT NA
CIT.545 Ta G2 1260T>G 1420M NA NA wT NA
CIT.58 TX G2 1424C>T T475M * NA NA WT NA
CIT.123 T3a G2 1424C>T T475M * NA NA WwT NA
CIT.244 Tla G3 1513T>C Y505H None 1 WT 0,70273917
Strasbourg B521 T1 G3 1424C>T T475M * NA %) 0,60041641
samples M559 T3a G3 1017G>C L339F NA WT 0,04137641
TCGA-E5-A4U1  T2b Gx 57-58insA T20fs None 1 WT 0,52777145
TCGA-DK-AA71  T2b Gx 244C>G P82A None 1 WT 0,56326549
TCGA-FJ-A3ZE  Tx Gx 325-326insC S131Fs  Amplification 1 WT 0,1474166
TCGA-2F-A9KQ  T3a Gx 490C>T R164W * None 1 S427F  1,41119579
TCGA-KQ-A41Q  T3b Gx 490C>T R164W * None 1 WT 0,549532
TCGA-E7-A7TPW  T3a Gx 503G>A R168K * None 1 WT 1,1003681
TCGA cohort| TCGA-4Z-AA84  T3a Gx 746C>T S249L * None 2 WT 0,02784423
TCGA-ZF-AASP  T2b Gx 746C>T S249L*  Amplification 2 WT 0,52463475
TCGA-G2-A2E0  T3a Gx 870C>G 1290M * None 2 WT 0,21891667
TCGA-XF-A9T8  T3b Gx 929T>C F310S None 3 WT -1,1530952
TCGA-E7-A7XN T3 Gx 1363G>C E455Q None 3 WT -1,2658891
TCGA-CF-A9FF T2 Gx 1424C>T T475M * None 1 WT 1,13001792
TCGA-GD-A30S  Tx Gx 1480C>T H494Y None 4 WT -1,5173828
Dana Farber | -\ oy c.0567.NR  Tx Gx 337C>T; 503G>A P113S * R168K * NA NA S427F
& MSKCC NA -
Cell lines RT4_Bladder T2 Gx 1424C>T T475M * None NA WT




Supplementary Table 3: somatic mutations of RXRa identified in bladder cancer.
*, Recurrent mutations in bladder cancer . NA: Not available. CNA: copy number alterations

PPAR 2013 TCGA
ID Stage Grade Nucleotide change Amino acide change CN AY Classification
CIT.7 T4a G3 1280C>T S427F* None 2
CIT.70 T3b G3 1280C>T S427F* None 4
Curie cohort CIT.179 T4a G3 1280C>T S427F* None 2
CIT.190 T3 G3 1280C>T S427F* None 3
CIT.195 T4 G3 1280C>T S427F* Gain NA
CIT.259 T2 G3 1280C>T S427F* Gain 1
TCGA-DK-A3IQ T3 Gx 80C>G S27C None 2
TCGA-FD-A3B5 T2b Gx 139C>G L47V None 3
TCGA-G2-A2EF NA Gx 200T>C V67A None 4
TCGA-4Z-AA82 T2a Gx 229 230insT M77fs None 3
TCGA-E5-A4TZ T4b Gx 428C>G $143X None 3
TCGA-KQ-A41R T2 Gx 518_520delACA ; 1378C>T N174del ; Q460X Amplification 1
TCGA-H4-A2HO T4a Gx 532C>G L178V Amplification 1
TCGA-XF-AAMH T3b Gx 692C>T P231L None 3
TCGA-GV-A40G T2a Gx 985G>A G329R None 1
TCGA-4Z-AA80 T2a Gx 1035C>G 1345M Amplification 1
TCGA-2F-A9KQ T3a Gx 1280C>T S427F* None 1
TCGA cohort TCGA-BT-A3PH T3b Gx 1280C>T S427F* None 1
TCGA-CF-A47X T2 Gx 1280C>T S427F* None 1
TCGA-DK-A1AC T3b Gx 1280C>T S427F* Amplification 2
TCGA-DK-A1AF T3 Gx 1280C>T S427F* None 2
TCGA-DK-A3IL T3 Gx 1280C>T S427F* None 2
TCGA-DK-AA76 NA Gx 1280C>T S427F* None 1
TCGA-E7-A541 T2b Gx 1280C>T S427F* None 1
TCGA-FD-A3SN T3b Gx 1280C>T S427F* None 2
TCGA-FD-A5BX T3b Gx 1280C>T S427F* None 4
TCGA-UY-A9PF T3a Gx 1280C>T S427F* None 2
TCGA-ZF-AA53 T2 Gx 1280C>T S427F* None 3
TCGA-FJ-A3ZF NA Gx 1280C>A S427Y* None 1
TCGA-GV-A3QH NA Gx 1280C>A S$427Y* None 1
DFCI-33_NR Tx Gx 1280C>T S247F* NA NA
Dana Farber MSKCC-0331_NR Tx Gx 1280C>T S247F* NA NA
& MSKCCNA [ MSKCC-0567 NR  Tx Gx 1280C>T S247F* NA NA
MSKCC-0100_R Tx Gx 1280C>T S247F* NA NA
Cell lines HT1197 T2 G4 1280C>T S427F* None NA




Supplementary Table 4: somatic mutations of PPARYy identified in bladder cancer (Figure 1
and supplementary Table 2) and also found in other cancers as reported in cosmic
(http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic) or cbioportal (http://www.cbioportal.org/ ) data bases.
Numbering according to PPARYy 2 isoform ORF.

IVT u'::t?g] ID Cancer type
E3K TCGA-49-6742-01 Lung
B52 Bladder
S249L C0051T Kidney
M280I1 HEC251 Endometer cell line
R164W P11 Cutaneous Melanoma
TCGA-Q9-AGFW-01 Esophageal Adenocarcinoma
T475M CAC_3810 Ampulla of Vater
TCGA-TQ-A7TRW-01 Diffuse Glioma
PCSI-0508-Pa-P-526 Pancreas ductal carcinoma




PDB ID

Data collection

Space group

Cell dimensions
a,b,c(A)

a,b,g(°)
Resolution (A)
Rmerge (%)
Rpim (%)
I/ol
Completeness (%)

Redundancy
cc(1/2)
Refinement
Resolution
N° reflections
Rwork/Rfree
N° atoms
Protein
Ligand/ion
Water
B-factors
Protein
Ligand/ion
Water
R.m.s. deviations
Bond lengths (A)

Bond angles

PPARY2 T475M

6FZY

P2,2,2,

62.19,62.67,
165.53

90, 90, 90
42.65-3.1
0.080 (0.841)
0.030 (0.307)
16.78 (2.28)
99.85(99.92)

7.9 (8.4)
1(0.964)

42.65-3.1
12292
0.195/0.23
4260

47

125.24

86.82

0.013

1.67

PPARY2 T475M-
GW1929-PGCla
6FZF

P12,1
53.64,123.68, 54.47

90, 95.3, 90
17.63-1.95
0.055 (0.753)
0.036 (0.510)
12.42 (1.41)
98.56 (97.64)

3.3(3.0)
0.998 (0.63)

17.63-1.95
50664
0.159/0.199

4783
74
567

44.14
33.31
52.00

0.007

1.16

PPARY2 M280I-
GW1929-PGCla
6FZ)

P12,1
52.27,126.43,54.72

90, 94.9, 90
15.18-2.01
0.115(0.727)
0.072 (0.469)
9.77(1.76)
97.28 (84.43)

3.4(3.3)
0.992 (0.617)

15.18-2.01
45617
0.175/0.226

4636
80
404

37.97
30.02
42.89

0.009

1.16

Supplementary Table 5: crystallographic data and refinement.

PPARYy2 1290M-
GW1929
6FZG

P4,2,2

60.37,60.37,
162.17

90, 90, 90
48.43-2.1
0.079 (0.54)
0.024(0.153)
18.02 (4.12)
99.96 (100)

12.3(13.3)
0.999 (0.963)

48.43-2.1
18327
0.165/0.209

2269
38
210

55.93
50.81
58.19

0.007

1.12

PPARY2 WT-
GW1929-PGCla.
6FZP

€222,

53.59, 86.27,
122.69

90, 90, 90
17.32-2.3
0.016 (0.264)
0.016 (0.264)
19.73 (2.9)
96.55 (97.85)

2.0(2.0)
1(0.903)

17.32-2.3
12557
0.219/0.252

2138
40
48

83.70
73.57
72.17

0.005

0.52



Supplementary Table 6: reccurent somatic mutations of PPARy identified in different
cancer types but in bladder cancer (supplementary Table 2) as reported in cosmic

(http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic) or cbioportal

(http://www.cbioportal.org/ ) data bases.

Numbering according to PPARYy 2 isoform ORF.

Mutation Type Tumor type Sample ID
E352K Missense_Mutation Uterine Corpus Endometrial Carcinoma (TCGA, Provisional) TCGA-AP-AQLD-01
E352K Missense_Mutation Cutaneous squamous cell carcinoma (DFCI, Clin Cancer Res 2015) |S03-45671-TP-S05-31806-NT
G372S Missense_Mutation Skin Cutaneous Melanoma (TCGA, Provisional) TCGA-EE-A3AF-06
G372S Missense_Mutation Skin Cutaneous Melanoma (TCGA, Provisional) TCGA-EE-A2GD-06
1208S Missense_Mutation Prostate Adenocarcinoma (Fred Hutchinson CRC, Nat Med 2016)  J05-165K5_LUNG
1208S Missense_Mutation Prostate Adenocarcinoma (Fred Hutchinson CRC, Nat Med 2016)  05-165M1_LN
1208S Missense_Mutation Prostate Adenocarcinoma (Fred Hutchinson CRC, Nat Med 2016)  ]05-1650_ADRENAL
K450Q Missense_Mutation Cancer Cell Line Encyclopedia (Novartis/Broad, Nature 2012) HCT15_LARGE_INTESTINE
K450Q Missense_Mutation Cancer Cell Line Encyclopedia (Novartis/Broad, Nature 2012) HRT18_LARGE_INTESTINE
L242V Missense_Mutation Breast Invasive Carcinoma (TCGA, Provisional) TCGA-OL-A66H-01
1242V Missense_Mutation Breast Invasive Carcinoma (TCGA, Provisional) TCGA-A2-A0YC-01
R308C Missense_Mutation Pancreatic Adenocarcinoma (TCGA, Provisional) TCGA-IB-7651-01
R308C Missense_Mutation Uterine Corpus Endometrial Carcinoma (TCGA, Nature 2013) TCGA-BS-AOUV-01
R316C Missense_Mutation Skin Cutaneous Melanoma (Broad, Cell 2012) MEL-Ma-Mel-65
R316C Missense_Mutation Skin Cutaneous Melanoma (TCGA, Provisional) TCGA-D3-A1Q4-06
Whole-exome sequences (WES) of pretreatment melanoma
R316C Missense_Mutation tumors (UCLA, Cell 2016) Pt1
$186G Missense_Mutation Colorectal Adenocarcinoma (DFCI, Cell Reports 2016) coadread_dfci_2016_3658
$186G Missense_Mutation Stomach Adenocarcinoma (UHK, Nat Genet 2011) pfg008T
S186Kfs*2 Frame_Shift_Ins Breast Invasive Carcinoma (TCGA, Cell 2015) TCGA-AN-AOFW-01
MEGO1_HAEMATOPOIETIC_AND_|
S186Kfs*2 Frame_Shift_Ins Cancer Cell Line Encyclopedia (Novartis/Broad, Nature 2012) LYMPHOID_TISSUE
S186Vfs*47 |Frame_Shift_Del Colorectal Adenocarcinoma (DFCI, Cell Reports 2016) coadread_dfci_2016_3152
S186Vfs*47 |Frame_Shift_Del Esophageal Carcinoma (TCGA, Provisional) TCGA-L5-A401-01
S186Vfs*47 |Frame_Shift_Del Pancreatic Adenocarcinoma (QCMG, Nature 2016) ICGC_0076
S186Vfs*47 JFrame_Shift_Del Stomach Adenocarcinoma (TCGA, Nature 2014) TCGA-BR-4363-01
S186Vfs*47 JFrame_Shift_Del Stomach Adenocarcinoma (TCGA, Nature 2014) TCGA-CG-4305-01
Targeted Sequencing of 341 samples from metastatic
S186Vfs*47 |Frame_Shift Del esophagogastric cancer patients (MSK,Cancer Discovery 2017) P-0017370-T01-IM6
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Supplementary Figure 1: evaluation of PPARy transcriptional activity. A) reporter assay using the firefly
luciferase gene under the control of a PPRE-X3-TK promoter in HEK293FT. Renilla luciferase, expressed under the
control of the CMV promoter, was used to normalize the signal. The data shown are the means + SD of one
representative experiment conducted in quadriplicate. The results for each mutant were compared with those for the
wild-type in Dunnett's multiple comparisons test, * 0.01<p<0.05; **** p<0.0001 B-D) 5637 cells were transiently
transfected with a pcDNA3 vector encoding wild-type (WT) or mutant (P113S, R164W, R168K, S249C, M280lI,
1290M, T475M) PPARY. The expression of all PPARy forms was checked by western blotting and quantified by RT-
gPCR (A). The effect of wild-type PPARY2 expression on three PPARYy target genes was evaluated by RT-gPCR with
or without 500 nM rosiglitazone stimulation (C, D left panels). The data were normalized relative to TBP, and are
expressed as fold-induction relative to empty vector and as the mean + SD of two independent experiments are
presented. The expression of PPARYy target genes was normalized against PPARyY expression and is expressed as
fold-stimulation relative to the expression induced by wild-type PPARYy. The data are presented as the mean + SD of
four independent experiments (D, right panel and fig.2B). Source data are provided as a Source Data file.
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Supplementary Figure 2: characterization of PPARy mutants. A) Left: Gel filtration (S75 26/60) elution
profile of apo PPARg WT and mutants that eluate as monomers. Right: coomassie stained SDS gel
corresponding to the PPARy wild-type (WT) and mutants monomeric peaks. B) Left: Gel filtration (S75 26/60)
elution profile of apo RXRa WT. The protein elutes as a tetramer (T) and a second peak corresponding to a
monomer (M). Right: coomassie stained gel of the monomeric peak of RXRa WT. C) (I) Native PAGE of
PPARy WT (lane 1), M280I (lane 2), T475M (lane 3), PPARy WT with 1 equivalent of RXRa WT (lane 4), M280I
with 1 equivalent of RXRa WT (lane 5), T475M with 1 equivalent of RXRa WT (lane 6) and RXRa monomeric
WT (lane 7). (II) Native PAGE of PPARy WT (lane 1), 1290M (lane 2), PPARy WT with 1 equivalent of RXRa
WT (lane 4), 1290M with 1 equivalent of RXRa WT (lane 5), and RXRo WT (lane 7).
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Supplementary Figure 3: denaturing mass spectra of PPARy LBD 1290M (a), M280I (b),
T475M (c), and PPARy WT (d). The insets highlight the most intense charge states of each
individual protein between the 1000-1500 m/z range. The experimental measured masses of
the proteins are depicted in the right side of the mass spectra.
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Supplementary Figure 4: native electrospray ionization mass spectra of PPARy LBD
1290M (a), M280I (b), T475M (c), and WT (d). Left panels correspond to the mass spectra of
apo proteins while right panels show the mass spectra of the ternary complexes obtained
after addition of GW1929, and PGC1a coactivator peptide. These spectra indicate the
absence of any unexpected bound ligand in apo proteins and the formation of ternary
complexes upon addition of GW 1929 and PGC1a peptide
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Supplementary Figure 5: ability of PPARy mutants to form heterodimer with RXRa. A)
Analytical ultracentrifugation analysis in sedimentation velocity. Both RXRa, PPARy WT and mutants
LBDs run as monomers. When mixed in a 1:1 stoechiometry, PPARy mutants form an heterodimer
with RXRa similarly to PPARy WT. (B-C) SPR data analysis of PPARYy interaction with RXRa. B)
Kinetic model for 1:1 binding. The obtained response curves and the corresponding fittings (dashed
lines) are showed in the 62.5-1 nM concentration range of PPARy. C) Summary of the kinetic and
equilibrium affinity parameters of the interactions. The mean binding parameters from two
independent sets of kinetic experiments are reported. Errors represent standard deviations of the
experimental values derived from independent kinetic measurements. The steady state affinity and
the 1:1 binding kinetic model are consistent, and both indicate that T475M interacts with RXRa more
tightly than PPARy WT and M280I with similar affinity.
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Supplementary Figure 6: variation of the collision cross sections (CCS) from ion
mobility mass spectrometry experiments of PPARy WT and mutants (T475M, 1290M
and M280I) after addition of GW1929 and PGC1a coactivator peptide. The TWCCSN2
values of the binary (PPARy/PGC1a or PPARy/GW1929) or ternary
(PPARy/PGC1a/GW1929) complexes are higher compared to the apo forms, in agreement
with the mass increase owing to the addition of the GW1929 and the PGC1a coactivator
peptide. Overall, the TWCCSN2 variation of all the proteins/protein complexes as a function
of the Mw follow the same trend and only very minor, not significant differences can be
observed between PPARy WT and the three mutants in the two states (apo and holo forms).
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Supplementary Figure 7: collision induced unfolding experiments of PPARy WT,
T475M, M280l, and 1290M proteins in presence of PGC1a and GW1929. A) CIU
fingerprints of the 12+ charge state of PPARy/PGC1a/GW1929 complexes. B) Extracted
ATDs of each individual complex at 20 V (solid lines) and 40V (dashed lines). C) Table
summarizing the ion mobility drift times and drift time differences for the WT and mutant
PPARy proteins. An increase of the ion mobility drift times of the four
PPARy/PGC1a/GW1929 complexes can be observed when the acceleration voltage is set
between 20 and 40 V, which corresponds to an increase of the global unfolding process
between the two voltages. Even if the four PPARy/PGC1a/GW1929 complexes exhibit one
transition at the same collision energy, the drift time difference between the 20V state and
the 40V state of the T475M mutant complex is lower compared to the other complexes
(panel B and C), leading to the conclusion that the PPARy T475M/PGC1a/GW1929 complex
is less prone to the unfolding process than the other complexes. These results highlight and

improved gas-phase stability of the T475M mutant complex compared to other constructs
(PPARy WT, 1290M, and M280I complexes).
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'H12 PPARYWT

Supplementary Figure 8: A) overall structure of the apo PPARy T475M homodimer. B)
Superposition of the homodimer interface of PPARy T475M apo in purple and of PPARy2 WT
apo (PDB ID: 1PRG) in grey. The AF-2 helix (H12) are highlighted in pink and black for
PPARy T475M and WT, respectively. Residue 475 are shown in stick representation. In
contrast to PPARy WT apo, in PPARy T475M apo, both LBDs forming the homodimer have
a fully active conformation.
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Supplementary Figure 9: A) GW1929 modelled into the difference density of the PPARy
WT and mutants crystal structures. Shown is an unbiased omit Polder map contoured at
3.50, with model bias reduction and exclusion of solvent density. B) Interactions made
between GW1929 and residues lining the ligand binding pocket of PPARy WT. Contributing
side chains are shown as grey sticks, with residue forming hydrogen bonds (yellow dashed
lines) identities labelled.



A PPARY2 WT

Supplementary Figure 10: representation of the average structures of PPARy WT (A) and
PPARy T475M (B). Zoom around T475M that interacts with Y505.



C-terminal tail of PPARy2 WT C-terminal tail of PPARy2 T475M

Supplementary Figure 11: zoom in the heterodimer interface around residue 475 of
PPARy-RXRa WT (PDB: 1FM6) (A) and modelled PPARy T475M-RXRa (B). Interactions of
residue 475 are shown by yellow dashed lines. C) The atomic fluctuations calculated from
the molecular dynamics simulation (last 10 ns) of the holo form of PPARy/RXRa complexes
with rosiglitazone and coactivator peptide. The fluctuations are mapped onto the 3-D
surface of the proteins complexes. The color scale goes from blue (less flexible) to red (most
flexible) between 0 and 2.5 A. The thickness of the tube also reflects the flexibility (thicker
corresponds to more flexible. Left: WT; right: T475M mutant. Indicated in the Fig. are the C-
terminal ends of the PPARy and the location of the coactivator peptides.



PPARY2 1290M-GW1929

Supplementary Figure 12: A) stereo views of the unbiased omit Polder maps contoured at
3.50, with model bias reduction and exclusion of solvent density of the mutated residues. B)
Crystal structure of the PPARy2 1290M LBD-GW1929 complex. Right: zoom around the
mutated M290 residue that interacts with 1369 contacting the ligand.
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Supplementary Figure 13: logit representation of the statistical results for experiment in
MEMHDX. Each point represents a single identified peptide. The red bars represent the
statistical significance limits : the vertical one is for the magnitude of the difference between
the two states while the horizontal one is for the change in dynamics. Peptides which are at
the left of the vertical bar present a statistically significance of the difference between the two
compared states (statistical significance value set to 0.01). Source data are provided as a

Source Data file.
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Supplementary Figure 14: HDX-MS analysis of the effect of PPARy T475M and M280I

mutations on PPARy-PGC1a complexes. Relative uptake difference plots are represented

Peptides highlighted in grey represent

by substracted RFU of mutant-PGC1a complexes from PPARy-PGC1a complex RFU.
Peptides highlighted in blue represent peptides with a difference statitiscally significant (using

MEMHDX, p<0,01, see supplementary Fig13).
peptides carrying the mutation site of the corresponding mutant and were not identified.

Source data are provided as a Source Data file.
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Supplementary Figure 15: uncropped scans of western-blot for figure 2C (A) and
Supplementary figure 1C (B). A) Long and short exposures are shown for both antibodies
(PPARG and actin)
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Supplementary Figure 16/ Effect of the PPARy mutations on coactivator interactions.
Mammalian two-hybrid analysis reveals increased interaction of PPARg mutants (M280l,
I290M and T475M) with MED1 coactivator peptide. pG5-Firefly luciferase reporter plasmid
was co-expressed with VP16-PPARG (wild-type or mutants) and with GAL4-DNA-binding-
domain-fused MED1. Renilla luciferase, expressed under the control of the CMV promoter,
was used to normalize the signal. The data shown are the means + SD of four independent
experiment conducted in quadruplicate. The results for each mutant were compared with
those for the wild-type in Dunnett's multiple comparisons test, * 0.01<p<0.05; ** 0.001<
p<0.01.



IDENTIFICATION DE GENES CIBLES CANDIDATS
DE PPARY IMPLIQUES DANS SON ROLE

PROTUMORIGENIQUE

Les modalités d’activation de 1’hétérodimeére PPARY/RXRa dans les tumeurs luminales de la
vessie ont été largement étudiées ces dernieres années, conduisant a 1’identification, par
plusieurs équipes de recherche incluant la nétre, de mutations et d’amplifications de PPARy
ainsi que de mutations de RXRa.

En revanche, la voie PPARY est encore trés mal connue au sein de ces tumeurs. Des efforts
ont récemment été mis en ceuvre pour mieux comprendre les conséquences de 1’activation de
I’hétérodimere sur la cellule tumorale, qui ont conduits a la mise en évidence d’un effet sur le
micro-environnement et I’échappement au systéme immunitaire, ainsi que sur la croissance de
la cellule elle-méme. Cependant, il reste encore de nombreuses zones d’ombre, et les génes
impliqués dans ces mécanismes sont encore inconnus. Cette partie de mon projet a visé a
identifier, parmi les génes cibles de PPARY, quels sont les génes qui pourraient médier son

role pro-tumorigénique.

Pour cela, j’ai commencé par identifier les genes régulés par I’hétérodimere PPARy/RXRao.
En effet, en plus des études réalisées sur les mutations activatrices de RXRa, j’ai montré que
I’inhibition de I’expression de RXRa par des siRNA entraine un effet sur la viabilité cellulaire
qui est identique a celui obtenu par [Dinhibition de I’expression de PPARy
(FIGURE 9.A, PAGE 99).

Ensuite, j’ai identifié, parmi ces genes, ceux qui sont régulés directement par 1’hétérodimere
PPARY/RXRa grace a une expérience de ChlIP-sequencing. Enfin, parmi ces genes cibles
directs, j’ai sé€lectionné 30 génes candidats en étudiant leurs caractéristiques dans les tumeurs
de la vessie, dans le but de réaliser a I’avenir un mini-screening par siRNA, et ainsi identifier
les génes cibles direct de PPARy médiant son role protumorigénique dans les tumeurs

luminales de la vessie.



I. Identification des geénes régulés par PPARy dans les
tumeurs luminales de vessie

En 2014, notre équipe a publi¢ une signature d’activation de PPARY issue d’une analyse
transcriptomique sur puce des genes différenciellement régulés apres extinction de
I’expression de PPARy. Cette expérience a été réalisée dans une lignée cellulaire de
carcinome de vessie présentant un gain de PPARY et une forte expression des marqueurs de la
différenciation urothéliale, la lignée SD48 (Biton et al., 2014). J’ai utilisé ce jeu de données
afin d’identifier les génes régulés par PPARy dans un contexte de cancer luminal de la vessie.
Etant donné I’importance de RXRa dans le role protumorigénique de PPARY, j’ai également
analysé les geénes différenciellement régulés aprés extinction de 1’expression de RXRa par

siRNA, au sein de la méme lignée SD48.

Les genes significativement régulés (p.value < 0,1) aprés extinction de 1’expression de PPARy
et RXRa sont respectivement au nombre de 272 et 260, pour seulement 33 génes communs.
Ce nombre réduit de genes est dii au design expérimental qui avait €été choisi, adapté a la
création d’une signature globale, mais entrainant une perte de précision : chaque jeu de
donnée comprend trois échantillons contrdle transfectés par un siRNA dirigé contre la
luciférase, et trois échantillons transfecté chacun par un siRNA dirigé contre PPARy ou
RXRa. Ceci permet de limiter les effets non spécifiques de chaque siRNA, mais entraine une
diminution de la précision due a des variations de I’efficacité des siRNA et donc de I’effet sur
les geénes cibles de la protéine, entrainant une trop forte variabilité entre les échantillons
(FIGURE 9.B, PAGE 99). Afin de palier a ce probleme, j’ai choisi d’utiliser une sélection des
genes non pas selon leur significativité, mais selon la différence moyenne d’expression entre
les différentes conditions (| Log fold change | > 0,3).

J’ai ainsi identifi€¢ 579 geénes positivement et 687 genes négativement régulés apres extinction
de Dl’expression de PPARy et RXRa. Ces genes incluent des geénes cibles de PPARy
précédemment décrits dans 1’abiogenése, tels que FABP4 ou ACSLS5, ainsi que des génes de
la différenciation urothéliale tels qu’UPKI1B. En revanche, certains génes cibles connus de
I’hétérodimere semblent étre régulés uniquement suite a ’extinction de I’expression de
PPARY, tels que PDK4 ou PLIN2 (FIGURE 9.C, PAGE 99).
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Figure 9 : Genes différenciellement exprimés apres extinction de I'expression de

PPARy et RXRa
A. Nombre de cellules par puits apres extinction de I'expression de PPARy ou RXRa par un
siRNA dans la lignée SD48. Les résultats représentés sont issus de deux expériences
indépendantes réalisées en dupliquat. Les différences de nombre de cellules ont été
évaluées par le test de comparaisons multiples de Dunnett : **** p<0.0001. B. Analyse en
composante principale des transcriptomes des échantillons aprés extinction de I'expression
de PPARY ou RXRa par siRNA dans la lignée SD48. C. Statut de régulation des génes apres
extinction de I'expression de PPARy ou RXRa. Les génes sélectionnés comme régulés
positivement et négativement par I'hétérodimeére PPARY/RXRa sont respectivement indiqués
en rouge et bleu. Les génes considérés comme non régulés par I'hétérodimére sont indiqués
en gris.



Le choix d’une sélection selon le fold change et non selon la p.value augmente le risque
d’artefacts dus aux effets non significatifs des siRNA, et 1’utilisation d’une lignée cellulaire
est peu représentatif des conditions existant dans une tumeur. Il est possible de compenser ces
risques en prenant en compte davantage de jeux de données d’origine et de contexte différent :
pour observer des effets plus représentatifs d’un mod¢ele tumoral, j’ai utilisé deux jeux de
données de transcriptomes de tumeurs de vessie. Le premier jeu de données est celui
disponible au sein de notre laboratoire (Biton et al., 2014) composé de 196 tumeurs dont 101
NMIBC analysées sur puces. Le second jeu de données est celui publié par le TCGA (TCGA,
2017) composé de 405 MIBC primitives, analysées par RNA-seq.

L’expression de PPARY au niveau transcriptomique étant fortement corrélé a son activité et a
I’expression de ses genes cibles, j’ai utilisé ce critere afin de séparer les tumeurs présentant
d’une part une forte activité et d’autre part une faible activité de PPARy. Les tumeurs
présentant une expression de PPARy supérieures au 3™ quartile ont été considérées comme
PPARY"" et celles présentant une expression inférieure au 1° quartile ont été considérées
comme PPARyk’W, permettant ainsi d’identifier les génes différenciellement régulés entre les
tumeurs PPARY™® et PPARY®" dans ces deux jeux de données de tumeurs
(FIGURE 10.A, PAGE 101).

Si un gene cible de PPARY est important pour son role dans la viabilité cellulaire des tumeurs
de vessie, son expression dans les tumeurs est supposément cohérente avec la régulation
exercée par I’hétérodimere PPARY/RXRoa. Ainsi, les génes négativement régulés apres

extinction de 1’expression des deux partenaires sont de bons candidats s’ils sont davantage

high

exprimés dans les tumeurs PPARy =, et inversement.

J’ai donc sélectionné les genes négativement régulés apres extinction de PPARy et RXRa

présentant une expression plus importante dans les tumeurs PPARY"" que dans les tumeurs

PPARyl"W (fold change > 0) et les genes positivement régulés apres extinction de PPARYy et

RXRa présentant une expression moins importante dans les tumeurs PPARy""

que dans les
tumeurs PPARY"" (fold change < 0). I’ai ainsi identifié¢ 171 génes positivement et 223 génes
négativement régulés par I’hétérodimere PPARy et RXRa dans les tumeurs de vessie

(FIGURE 10.B, PAGE 101).
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Figure 10 : Génes régulés par PPARy dans les tumeurs de vessie
A. Corrélation de I'activité de PPARYy selon le Score d'activation de PPARy (Rochel et al.
2019) et de I'expression de PPARy dans les jeux de données de tumeurs du TCGA (haut) et de
Curie (bas). Les pointillés représentent la séparation des tumeurs PPARyhgh et PPARYlow selon
I'expression de PPARy. B. Statut de I'expression des génes positivement (gauche) et
négativement (droite) régulés par PPARy et RXRa dans les tumeurs du TCGA et de Curie.
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Considérant le large panel de fonctions biologiques de PPARY, les processus pouvant étre
régulés dans les tumeurs de vessie sont nombreux. J’ai réalisé une analyse DAVID des génes
régulés dans les tumeurs déterminés ci-dessus. Les voies du peroxysome et de la voie de
signalisation PPAR font partie des premiéres voies de signalisation enrichies dans la liste des

genes régulés par I’hétérodimere.

Parmi les voies enrichies, DAVID a également identifi¢ des voies du métabolisme, et en
particulier du métabolisme lipidique. Cet enrichissement (Enrichment Score = 1,4) est
d’autant plus marqué dans les génes positivement régulés par 1’hétérodimere PPARy/RXRa :
un cluster d’annotations fonctionnelles est fortement enrichi dans cette sous-liste de genes
(Enrichment Score = 2,94), associant la voie de régulation PPAR et le métabolisme lipidique,
en particulier au niveau de différentes étapes de la B-oxydation (FIGURE 11, PAGE 102), alors

que ces voies ne sont pas enrichies dans les génes négativement régulés.

La voie PI3K-Akt est également enrichie dans les génes régulés par PPARy (p.value = 0,063),
mais a I'inverse du métabolisme lipidique, cette voie est davantage enrichie dans les genes
négativement régulée (p.value = 0,0065), et n’est pas présente dans les voies enrichies pour

les génes positivement régulés.

Les clusters d’annotations fonctionnelles liés a I’immunité et a 1’inflammation sont enrichis
dans une moindre mesure (Enrichment Score = 0,94), dans les genes positivement
(Enrichment Score = 0,74) et négativement (Enrichment Score = 0,94 et 1,33) régulés, avec

un enrichissement plus marqué dans le dernier groupe.
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Figure 11 : Enzymes de la B-oxydation des acides gras régulés par PPARy dans les
tumeurs de la vessie.
Les génes sélectionnés comme régulés par I'hétérodimére PPARY/RXRa sont indiqués en
rouges, tandis que les genes régulés par PPARy uniquement sont indiqués en orange.



Il. Caractérisation des sites de fixation de I'hétérodimere
PPARY/RXRa

Cette analyse a pour but d’identifier les geénes régulés par 1’hétérodimere PPARY/RXRa ayant
un role dans son effet protumorigénique en réalisant un mini-screening par siRNA. Afin de
réduire le nombre de génes candidats, j’ai choisi de limiter cette analyse aux geénes dont
I’hétérodimere régule directement la transcription, permettant ainsi d’identifier 1’étape
suivante de I’activation de la voie PPARy dans les tumeurs luminales de vessie. Afin
d’identifier les génes directement régulés par 1I’hétérodimeére PPARY/RXRa, j’ai réalisé une
expérience de ChIP-sequencing de chacun des deux partenaires dans la lignée cellulaire de
tumeur luminale de vessie SD48 (qui présente un gain de PPARY) afin d’identifier leurs sites

de liaison a ’ADN et les génes situés a proximité.

Le peak calling ainsi que la comparaison des deux répliquat indépendants ont permis
d’identifier 1 796 sites de liaison de PPARYy et 26 154 sites de liaison de RXRa, incluant
1 785 sites chevauchants entre les sites de liaison de PPARy et de RXRa
(FIGURE 12.A, PAGE 104).

Etant donné 1’objectif de cette étude, il a semblé préférable de considérer un nombre maximal
de génes comme étant potentiellement des cibles directes de I’hétérodimere, puis de s’appuyer
sur les analyses transcriptomiques réalisée précédemment pour sélectionner les geénes
réellement régulés au sein de la voie PPARY. J’ai donc sélectionné les génes potentiellement
régulés par ces sites de liaison en considérant une zone promotrice de S0kB en amont du gene,
30kB en aval, ainsi que le géne en lui-méme. Ces critéres m’ont permis d’identifier 3 726
genes possédant un site de liaison au sein de cette zone promotrice, dont 68 précédemment
identifiés comme positivement et 18 comme négativement régulés par 1’hétérodimere
PPARY/RXRa, soit un total de 86 génes (FIGURE 12.B, PAGE 104).

Parmi les 1613 sites ayant été attribués a un gene, 1 172 sites contiennent un PPRE
(Pparg:Rxra MA0065.2) (Khan et al., 2018), pouvant potentiellement réguler 2 975 genes,
dont 73 genes identifiés ci-dessus comme régulés par I’hétérodimere PPARY/RXRa. Seuls 13
genes régulés par ’hétérodimere ne contiennent pas de PPRE dans les site de liaison identifié
a proximité (FIGURE 12.C, PAGE 104). Une identification de novo des motifs enrichis dans
les sites de liaison de I’hétérodimere a également identifié, en plus du motif PPRE cité
précédemment (FIGURE 12.D, PAGE 104), des motifs de liaison de FOS/JUN (MA0489.1,
MAO0478.1, MA0490.1), GRHL1 (MA0647.1), GATA3 (MA0037.2), TEAD1 (MA0090.1,
MA0090.2) ou encore STAT1 (MAO0137.3).
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Figure 12 : Caractérisation des sites de fixation de I'hétérodimere PPARy/RXRa

A. Chevauchement des sites de licison de PPARy et RXRa. Deux sites sont estimés comme
chevauchants & partir de 1 base en commun. B. Statut de régulation des génes présentant
un site de licison de I'hétérodimére PPARY/RXRa dans leur zone promotrice. Les génes régulés
positivement et négativement par I'hétérodimére PPARY/RXRa sont respectivement indiqués
en rouge et bleu. Les génes considérés comme non régulés par I'hétérodimere sont indiqués
en gris. C. Comparaison des motifs identifiés de novo (haut) et du motif consensus MA0065.2.
D. Présence ou non du motif consensus MA0065.2 dans les sites de liaisons situés dans les
régions promotrices des génes régulés (droite) ou non (gauche) par I'hétérodimeére
PPARY/RXRa.



lll. Sélection des génes candidats

Les analyses transcriptomiques et les expériences de ChIP-sequencing ont permis d’identifier
86 genes dont la transcription est potentiellement régulée directement par 1’hétérodimere
PPARYy/RXRa. Cependant, certains critéres peuvent permettre de sélectionner, parmi ces

genes, un nombre réduit de génes candidats.

Le role protumorigénique de PPARY dans les tumeurs luminale de vessie a été au départ mis
en évidence dans des modeles de lignées cellulaires de cancer de vessie, et 1’effet de
I’extinction de I’expression de PPARY sur la viabilité cellulaire diminue avec I’expression de
PPARYy. Les genes candidats devraient donc présenter une expression plus importante dans
des lignées de tumeurs luminales de vessie avec une forte expression de PPARY, que dans les
tumeurs basales présentant une faible expression de PPARY et une faible dépendance a son
expression, ou inversement (FIGURE 13.A, PAGE 106). J’ai donc sélectionné trois lignées
cellulaires dans lesquelles PPARY tient un réle protumorigénique prépondérant, les lignées
SD48, UMUCY et RT4 qui présentent respectivement un gain, une amplification et une
mutation activatrice de PPARY, et trois lignées cellulaires dans lesquelles PPARy présente une
expression et une signature d’activation faible, les lignées UMUC3, VMCUBI et UMUCS6,
afin de comparer 1’expression des 86 genes cibles de PPARy/RXRa dans de ces lignées.

De plus, si ces génes présentent un intérét conséquent pour la cellule tumorale, il est possible
qu’ils soient sur-activés par un autre biais que les altérations de PPARy et RXRa. J’ai donc
calculé, dans les tumeurs du TCGA appartenant a un des trois sous-groupes luminaux, les
pourcentages de mutations non silencieuses et d’amplification de chacun de ces 86 genes,
permettant ainsi de préférer certains candidats présentant des taux d’altérations intéressants.

Ces criteres m’ont ainsi permis de sélectionner manuellement 25 génes candidats
(FIGURE 13.B, PAGE 106) présentant un profil d’expression dans les lignées cellulaires ou
d’altérations dans les tumeurs luminales intéressants (FIGURE 13.C, PAGE 106).

J’ai également sélectionné quatre genes cibles de PPARY non régulés par les siRNA dirigés
contre RXRa. Les trois premiers, PDK4, PLIN2 et ACOX1 sont des genes cible bien connus
de PPARYy, et sont impliqués dans le métabolisme lipidique qu’ils régulent. Ils font également
partie des genes dont I’écart d’expression apres extinction de I’expression de PPARY est non
seulement significatif, mais également parmi les plus conséquents. Le quatrieme gene,
VGLLI, présente un intérét pour ce projet mais également pour le laboratoire, car des
analyses de réseaux réalisées par notre équipe et nos collaborateurs ont suggéré un role central
de ce geéne dans la régulation du profil d’expression transcriptomique des tumeurs luminales,

et il pourrait étre reli¢ a PPARY par des génes cibles communs (données non publiées).
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Figure 13 : Sélection des génes cibles candidats
A. Corrélation de I'activité de PPARYy selon le Score d'activation de PPARy (Rochel et al.
2019) et de I'expression de PPARy dans les lignées cellulaires disponibles au sein de notre
laboratoire. Les lignées utilisées comme PPARyhish sont indiquées en rouges, et les lignées
utilisées comme PPARYylew en vert. B. Schéma récapitulatif du cheminement de sélection des
génes candidats. C. Heatmap des caractéristiques des génes cibles candidats sélectionnés
dans les différents jeux de données utilisés pour leur sélection.

Les genes cibles candidats sélectionnés dans cette étude seront dans les prochains mois
intégrés dans un mini-screening siRNA qui sera réalisé sur les lignées luminales SD48,
UMUCY et RT4, permettant d’évaluer I’impact de I’extinction de leur expression sur la
viabilité cellulaire, mais également sur la différenciation urothéliale et sur le stockage des
lipides des lignées cellulaires de carcinome luminal de vessie, en les comparants a une lignée

controle de carcinome basal de vessie.
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IV. Matériels et Méthodes

Les transcriptomes des tumeurs et de lignées cellulaires de notre banque ainsi que de la lignée
cellulaire transfectée par les siRNA dirigés contre PPARYy ont été analysées sur puces human
exon 1.0 st tandis que la lignée cellulaire transfectée par les siRNA dirigés contre RXRa a été
analysée sur puce Human Genome Ul33 Plus 2.0. Les résultats ont ¢té¢ normalisés par la
méthode RMA (Irizarry et al., 2012) a 1’aide des CDF personnalisés Brainarray (Dai et al.,
2005). Les données de RNA-sequencing et d’altérations génomiques issues du TCGA ont été
téléchargées depuis le répertoire HTTP du TCGA (https://tcga-
data.nci.nih.gov/tcgafiles/ftp auth/distro_ftpusers/anonymous/tumor/). Les genes
différenciellement exprimés ont été analysés par LIMMA (Smyth, 2005) et les geénes
présentant un FDR inférieur a 10% ont été considérés comme significativement régulés.
DAVID (Huang et al., 2009a, 2009b) a été utilisé pour analyser les processus biologiques
enrichis, et le clustering des annotations fonctionnelles a été réalisé avec une stringeance de

classification définie comme « low ».

La lignée SD48 a été cultivée en Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplémenté
par 10% de sérum de veau fétal (SVF) obtenu chez Gibco-BRL, a 37°C dans une atmosphere
contenant 5% de CO,. Les transfections par siRNA ont été réalisées grace a la lipofectamine
RNAimax selon les instructions du fournisseur (Invitrogen, #13778100) dans un milieu de
culture contenant 1% de SVF. Les siRNA dirigés contre PPARy (Qiagen, siPPARy2:
#00071680, siPPARy 5: #02634275, siPPARy7: #03115266) et RXRa (Dharmacon,
siRXRo4 : #J-003443-11, siRXRa5: #J-003443-12, siRXRa6 : #J-003443-13) ont été utilisés
a des concentrations de 20 et 5SnM et comparés a un siRNA dirigé contre la luciférase
(Qiagen, siCTRL : #1022070). Les ARN ont été extraits 72h aprés transfection grace au kit
RNeasy Mini (Qiagen, #74104). Les cellules ont été ensemencées en plaques 6 puits, a une
densité de 130 000 cellules par puits, et comptées sur cellule de Malassez.

Les expériences de ChIP-sequencing, réalisées en deux répliquat indépendants, ont été
réalisée grace au kit ChIP-IT High Sensitivity (Active Motif, #53040) en utilisant Sug
d’anticorps anti-IgG (Abcam, #Ab37415), anti-PPARy (Santa-Cruz, #SC-7196) ou anti-
RXRa (Santa-Cruz, #SC-553). Le séquengage et 1’analyse des résultats ont été réalisées en
collaboration avec la plateforme de séquencage de I'IGBMC de Strasbourg
(http://www.igbmc.fr/technologies/5/team/54/). Les séquences ont été alignées sur le génome
de référence Hg38 grace a Bowtie (Langmead et al., 2009), et le peak calling grace a MACS2



(Zhang et al., 2008). Les deux répliquat ont ét¢ comparés selon 1‘'IDR (/rreproducibility
Discovery Rate, https://sites.google.com/site/anshulkundaje/projects/idr) et 1’annotation des
peaks a été réalisée grace au package R « ChIPpeakAnno »
(https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/ChIPpeakAnno.html).  L’analyse de
motifs a été réalisée en utilisant la suite MEME (Bailey et al., 2009).



DISCUSSION

L’article publi¢ en 2019, dans lequel je suis co-deuxiéme auteur, a révélé 1’existence de
mutations activatrices récurrentes entrainant une sur-activation de 1’hétérodimeére
PPARY/RXRa dans les tumeurs luminales de vessie. Les résultats de 1’étude des génes cibles
de PPARy au sein de ces tumeurs m’ont permis d’identifier 86 génes cibles directs de
I’hétérodimere  PPARY/RXRa, et de sélectionner 29 genes candidats potentiellement

impliqués dans son réle protumorigénique dans les tumeurs luminales de la vessie.

Dans les mois a venir, ceci devrait permettre d’identifier, parmi ces geénes, ceux qui médient
I’effet pro-tumorigénique de PPARY, ainsi que leur éventuel impact sur la différenciation et le
métabolisme des cellules tumorales. Ces génes pourraient ainsi former des cibles
thérapeutiques intéressantes, ne présentant pas le large panel de roles physiologiques de

PPARYy, et donc d’effets secondaires sur le patient.

Les analyses transcriptomiques de genes différenciellement régulés aprés extinction de
I’expression des deux partenaires ont montré que si RXRa est impliqué dans ce role
protumorigénique de PPARY, il n’est cependant pas nécessaire pour la régulation de certains
génes cibles de ce dernier. En effet, des génes cibles direct connus de PPARY, tels que PDK4,
PLIN2 ou ACOXI1, voient leur expression diminuer fortement apres inhibition de 1’expression
de PPARYy, alors que celle de RXRa a peu ou pas d’impact sur leur expression. Ces résultats
suggerent que la régulation de I’expression de ces geénes pourrait se réaliser par un autre
mécanisme que la formation d’un hétérodimere avec RXRa. RXRp étant exprimé dans ces
cellules, il est probable qu’il agisse également en tant que partenaire de PPARY pour se fixer
sur le promoteur de ses genes cibles. Une seconde possibilité serait la formation d’un
homodimére PPARY/PPARY. Cependant, si la formation de cet homodimere est possible, ses
capacités fonctionnelles sont inconnues, il n’est donc pas établi qu’un homodimeére pourrait

réguler la transcription de ces genes.

En revanche, les expériences de ChIP-sequencing ont bien mis en évidence un site de liaison
de RXRa commun avec les sites de liaison PPARy dans la zone promotrice de ces genes.
Malgré la possibilit¢ d’un défaut de spécificité de 1’anticorps utilis€ lors de
I’immunoprécipitation de RXRa, il semble donc qu’il y a une redondance entre RXRa et ce
potentiel second partenaire (qu’il soit PPARy lui-méme, RXRP ou un autre), et que PPARy
soit capable de s’associer aussi bien a I’un qu’a I’autre pour réguler un certain panel de ses

genes cibles.



Les expériences de ChIP-sequencing ont €galement soulevé une autre question sur les
mécanismes de régulations des genes cibles de PPARYy dans les tumeurs de la vessie : certains
sites de liaison ne présentent pas de motif PPRE, malgré parfois la présence a proximité d’un
gene régulé par 1’hétérodimere. Il est donc possible que PPARy régule ces génes par un

mécanisme ne correspondant pas au mode d’action classique de ce récepteur nucléaire.

Des mécanismes de trans-activation et de trans-répression de certains génes cibles ont été mis
en évidence dans d’autres modeéles de cellules, impliquant le recrutement de PPARy sur
I’ADN par le biais d’un autre facteur de transcription (Ricote & Glass, 2007). Il est possible
que la liaison de PPARY sur ces sites sans motif PPRE s’opére par ce mécanisme, en
particulier par le biais d’un des motifs identifiés tels que FOS/JUN, GRHL1 ou GATA3.

Ceci souléve la nécessité de mieux comprendre la voie PPARy dans son ensemble dans le
contexte des tumeurs de la vessie, en commencant par ses partenaires et co-régulateurs. En
effet, certains co-régulateurs connus de PPARY sont fréquemment altérés dans les tumeurs de
vessie, comme EP300, CBP ou encore des membres du complexe SWI/SNF. Nous avons
cherché a identifier les co-régulateurs de PPARy dans les tumeurs de la vessie grace a des
expériences de Rapid immunoprecipitation mass spectrometry of endogenous proteins
(RIME), mais nos efforts sont restés sans succes jusqu’a présent. Le role des altérations de ces
co-régulateurs et leur éventuel impact sur la voie PPARy n’a pas encore été décrit. Il est
possible que ces altérations soient un autre moyen de sur-activer cette voie, ce qui pourrait
élargir le nombre de tumeurs qui pourraient bénéficier d’un traitement ciblant la voie PPARY,

et aider a la compréhension de cette voie au sein de ces tumeurs.

Un autre moyen de sur-activer la voie PPARY est la régulation de 1’expression de PPARY lui-
méme. Les amplifications aboutissent a une expression plus forte, mais d’autres mécanismes
peuvent entrainer un résultat similaire, notamment la sur-activation de protéines réglant son
expression, aussi bien au niveau transcriptionnel que protéique, ou son activité par des
modifications post-traductionnelles. Identifier les genes situés en amont de la voie PPARYy

pourrait donc présenter un intérét aussi bien fondamental que clinique.

Bien entendu, I’identification des genes cibles directs de I’hétérodimere, et en particulier ceux
impliqués dans son rdle protumorigénique, va permettre une meilleure compréhension de
cette voie. Les mutations récurrentes situées dans DBD ne présentent pas d’augmentation de
I’activité transcriptionnelle, mais leur localisation pourrait entrainer un profil de fixation sur
I’ADN et de régulation des génes cibles différents de la protéine sauvage, et I’identification
des genes cibles essentiels au role protumorigénique de PPARY pourraient permettre de mettre
en évidence ce type de gain de fonction. En suivant la logique inverse, identifier les sites de

liaison de ces formes mutées de PPARY pourrait guider 1’identification des génes cibles



importants. De manieére plus générale, ceci facilitera [’identification des altérations
aboutissant a la sur-activation de la voie PPARY, qu’elles concernent les co-régulateurs ou les

genes situés en amont de celui-ci, en mesurant directement leur effet sur les génes concernés.

Mais le principal intérét dans la mise en évidence des ces genes cibles tient dans
I’identification des voies et mécanismes impliqués dans cet effet protumorigénique. Pour le
moment, les mécanismes par lesquels PPARy favorise la viabilité cellulaire sont encore
inconnus. La diminution du nombre de cellules par puits entre 72 et 96h apreés extinction de
son expression par siRNA suggere une mort cellulaire, mais la nature de celle-ci ainsi que
I’existence d’une éventuelle diminution de la prolifération est encore flou, de méme que sa

cause.

Une des voies régulées par PPARy présente un intérét majeur dans ce contexte: le
métabolisme lipidique. De nombreuses études ont montré I’importance du métabolisme dans
le développement des cellules tumorales, et des études citées précédemment ont montré que
PPARy joue un rdle important dans le métabolisme de certaines cellules cancéreuses. Une
altération du métabolisme des cellules tumorales et donc de I’énergie disponible pourrait
expliquer la diminution de la viabilité cellulaire observée aprés diminution de I’expression de
PPARYy. Le mini-screening permettra de répondre en partie a cette question, en identifiant les
genes et les voies importantes dans ce phénomene, mais la méconnaissance du métabolisme
des tumeurs de vessie complexifie la prévision du réle de ces genes dans la viabilité de ces

cellules.

La régulation de I’inflammation et de I'immunité a également été soulignée par cette étude.
Ces résultats se recoupent avec ceux obtenus par Korpal et al. (Korpal et al., 2017), qui ont
mis en ¢évidence le réle de PPARy dans I’évasion de I’'immunosurveillance, doublant ainsi

I’intérét de la sur-activation de PPARY pour la cellule tumorale.

De nombreux genes pouvant interagir avec la voie PPARy sont activées dans les tumeurs
luminales de la vessie, tels que FOXA1 ou GATA3, mais pour le moment, la nature et le
fonctionnement de ces interactions sont encore inconnus. De méme, les altérations de FGFR3
sont également enrichies dans les tumeurs luminales, et en particulier les tumeurs luminales
papillaires, mais nous ignorons pour le moment s’il existe un lien entre ces deux voies. La
compréhension du dialogue pouvant exister entre ces voies nécessite une meilleure
compréhension de chacun des réseaux de signalisation, ainsi qu’une meilleure vue d’ensemble

des altérations de ces réseaux dans les tumeurs luminales.



De plus, si PPARa n’est pas exprimé dans les cellules de carcinomes luminaux de la vessie,
I’expression de PPAROS pourrait impacter la voie PPARY. Pour le moment, le réle de PPARS
dans les tumeurs luminales de la vessie est encore inconnu, mais les nombreux génes cibles

qu’il partage avec PPARY pourraient faire de ce géne un axe de recherche intéressant.

PPARYy est actif dans les tumeurs luminales de la vessie, mais également dans les cellules
normales de l'urothélium, dont il régule la différenciation. De manicre générale, la
différenciation est associée a un arrét du cycle cellulaire, et les cellules de I'urothélium ne
font pas exception, or, le fait qu’un géne dont la voie peut aboutir a un arrét du cycle présente
un effet pro-tumorigénique peut paraitre contre-productif. Cependant, d’autres récepteurs ont
montré un role similaire, tels que les récepteurs aux estrogénes et aux androgenes,
respectivement dans les cancers du sein et de la prostate, qui tiennent également un role

essentiel dans la différenciation des tissus normaux.

La pleine compréhension du réle protumorigénique de PPARY, et de la maniére dont il va
promouvoir la viabilité des tumeurs sans altérer leur développement, nécessite donc une
meilleure compréhension de la voie PPARy dans les cellules normales de 1’urothélium,
pouvant potentiellement aboutir a I’identification de différences entre la voie activée dans

[’urothélium normal et celle activée dans les tumeurs luminales de la vessie.
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Mise en évidence du role suppresseur de tumeurs
de PPARY dans les tumeurs basales
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DELETIONS ET MUTATIONS PERTE DE FONCTIONS
DE PPARY ASSOCIEES A UN ROLE SUPPRESSEUR DE

TUMEURS DANS LES TUMEURS BASALES DE VESSIE

I. Résumeé

L’activation de PPARy s’avere étre un évenement clé dans la tumorigenese des tumeurs
luminales de la vessie, favorisant a la fois la croissance cellulaire et le remodelage du micro-
environnement tumoral en faveur d’une évasion de I’immunosurveillance. A 1’inverse, la
diminution de I’activit¢é de PPARY dans les tumeurs basales de la vessie suggére un effet
suppresseur de tumeurs dans ce sous-groupe. Dans cette étude, nous avons apporté des
¢vidences génétiques et fonctionnelles soutenant le role suppresseur de tumeurs de PPARy

dans les tumeurs basales de la vessie.

Nous avons montré que le sous-groupe basal est associé a une diminution de 1’expression et
de I’activité¢ de PPARY, et nous avons mis en évidence des délétions hétérozygotes de ce geéne
enrichies dans le sous-groupe basal, entrainant une diminution de son expression. Nous avons
¢galement identifi¢ des mutations pertes de fonctions de PPARy associées au sous-groupe

basal, au sein de tumeurs présentant une expression et une activité faible de ce gene.

L’¢étude de I'impact de ces mutations sur le fonctionnement de la protéine a montré que deux
de ces formes mutées (F310S et H494Y) présentent un défaut de libération des co-represseurs,
ainsi qu’une altération du recrutement des co-activateurs. Les expériences de cristallographie
montrent que ces mutants favorisent une conformation inactive de la protéine, altérant ainsi

son activité transcriptionnelle, et donc 1’activité de PPARYy dans les tumeurs mutées.

Nous avons enfin montré que la ré-expression de PPARYy dans les cellules tumorales conduit a
une activation de la transcription de ses geénes cibles, et a une réduction de la croissance

cellulaire, mettant en évidence son role suppresseur de tumeurs.

L’identification de ce role dual de PPARY dans les tumeurs de vessie selon le sous-type
tumoral renforce le role clé de PPARy dans les tumeurs de vessies, et souligne I’importance
de prendre en compte le sous-type tumoral aussi bien dans le cadre de la recherche que pour le

développement d’une médecine personnalisée.



CHAPITRE II

116



ll. Deletions and loss-of-function mutations
highlight a tumor suppressive role of
PPARy in basal bladder tumors.

(Coutos-Thevenot et al., en cours de rédaction)
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Deletions and loss-of-function mutations highlight
a tumor suppressive role of PPARy in basal
bladder tumors.

Laure Coutos-Thévenot'?, Syrine Beji®, Quentin Pippo®, Héléne Neyret-Kahn'? Clémentine
Krucker'?, Judit Osz®, Florent Dufour'?, Jacqueline Fontugne'?, Elodie Chapeaublanc'? Aurélie
Kamoun®, Aurélien de Reynies*, Frangois Radvanyi'?, Natacha Rochel** and Isabelle Bernard-
Pierrot™? *.

"Institut Curie, PSL Research University, CNRS, UMR144, Equipe Labellisée Ligue contre le Cancer, 75005 Paris,
France

%Sorbonne Universités, UPMC Université Paris 06, CNRS, UMR144, 75005 Paris, France

®Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire (IGBMC), Institut National de La Santé et de La Recherche
Médicale (INSERM), U1158/Centre National de Recherche Scientifique (CNRS), UMR7104/Université de Strasbourg,
llikirch, France

4Ligue Nationale Contre le Cancer, Programme Cartes d'ldentité des Tumeurs (CIT), Paris, France

* To whom correspondence should be addressed.

E-mail: isabelle.bernard-pierrot@curie.fr

E-mail: rochel@igbmc.fr

PPARYy activation appears to be a critical event in luminal bladder cancer tumorigenesis,
favoring both tumor cell growth and microenvironment modulation toward tumor immune escape.
Conversely, the down-regulation of PPARy activity in basal bladder cancer suggests tumor
suppressive effects in this subgroup. Here, we report genetic and functional evidences to support
the tumor suppressor role of PPARy in basal bladder tumors. We identified both heterozygous
deletions and loss-of-function mutations of PPARyin basal bladder tumors, associated with
PPARy under-expression. Re-expression of PPARy in basal tumor cells resulted in an activation
of PPARYy -dependent transcription and reduced cell growth. Structure-function studies of two
PPARy mutant proteins allowed the identification of structural elements that underpin their loss-of-
function and should help develop potent molecules to transactivate PPARy as therapeutic
strategies. The identification of this subtype-dependent dual role of PPARy in bladder cancer
strengthens the critical role of PPARy in bladder tumorigenesis and reinforces the interest in
stratified medicine based on tumor molecular subtyping.
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PPARy (peroxisome proliferator-activated
receptor gamma) is a member of the nuclear
receptor transcription family that functions as a
permissive heterodimer with retinoid X receptor
(RXRa) and recognizes specific sequence motifs,
defined as PPRE (peroxisome proliferative
response element) in the regulatory regions of
target genes. In the absence of ligand, PPARY is
complexed with corepressor proteins such as
NCoR1 (Nuclear receptor corepressor 1) or
SMRT (silencing mediator of retinoic acid
receptor) recruiting HDACs (histone deacetylase)
and PPARYy suppresses transcription. Upon ligand
binding, a conformational change allows the
release of corepressors and recruitment of
coactivators such as MED1 (Mediator complex
subunit 1) or PGC1a (PPARGC1A, PPARG
coactivator 1 alpha) and PPARy acts as a
transcriptional activator. A variety of natural
ligands, such as polyunsaturated fatty acid or
prostaglandin J2 derivatives, and synthetic
ligands, such as thiazolinediones, can activate
PPARy. PPARYy is involved in regulating glucose
homeostasis and adipogenesis'? but also in
differentiation in several tissues including the
urothelium®. Its role in cancer is less clear and
seems to be dual, tumor suppressive (as in colon,
lung cancers and neuroblastoma) or pro-
tumorigenic (as in pancreatic or bladder cancers)
depending on the cell context*™®.

In bladder cancer, the 4" most frequent
cancer in men in industrialized countries, luminal
muscle-invasive bladder carcinomas (MIBCs), a
subtype of bladder tumors accounting for 60% of
MIBCs®"°, have been shown to display a PPARy
activation signature”'’. This activation is due to
genetic alterations - DNA gain and amplification
(30%), recurrent activating mutations of RXRa
(5%) and PPARy (4%) - associated with luminal
91215 PPARy activation renders bladder
tumor cell growth PPARy-dependent™' and
promotes immune evasion in MIBCs'® highlighting
a crucial pro-tumorigenic role of the PPARy/RXRa
pathway in luminal bladder tumors.

tumors

Interestingly, PPARy activation signature or
regulon activity is dramatically decreased in basal
bladder tumors, a subtype accounting for 30% of
MIBCs and presenting a poor prognosis,
suggesting that PPARy could display an opposite
role in these tumors®™'"". The loss of PPARy
activity could be essential for the tumorigenesis of
these basal tumors. In this work, we searched for
genetic alterations that could drive PPARYy
inactivation in basal bladder tumors and could
support a tumor suppressor role of PPARy. We
identified heterozygous deletions of PPARy
associated with PPARy loss of expression
enriched in basal tumors. Among the non-
recurrent mutations of PPARy that we previously
identified by sequencing PPARy in 359 tumors
and studying publicly available data for 455
MIBCs'®, we identified four mutations associated
with basal tumors. Functional analysis revealed
that these four mutations reduce the
transcriptional activity of PPARy. Biochemical
analysis of two mutations affecting the ligand-
binding domain of PPARy revealed that they
inhibit the release of corepressors and the
recruitment of coactivators by PPARYy. A structure-
function analysis of these two mutations revealed
that they favor the adoption of PPARYy inactive
state due to the destabilization of helix H12
accounting for the impaired release of
corepressor and recruitment of coactivators. We
finally showed that PPARy displays tumor
suppressive activity in basal tumors since PPARYy
expression in basal bladder cancer cell lines
activates PPARy -dependent transcription and
decreases cell viability whereas it displays no
effect on cell viability of luminal cells. Our study
provides genetic and functional evidences for a
tumor suppressive role of PPARY in basal bladder
cancer and therefore support the use of PPARYy
synthetic agonists as a therapeutic option for
these tumors. It reinforces the critical central role
of PPARy in bladder tumorigenesis that appears
to be context dependent: pro-tumorigenic in
differentiated luminal tumors and tumor
suppressive in basal tumors.



Heterezygous deletions and loss of expression
of PPARG associated with basal MIBC

We studied PPARy expression in 197
bladder tumors (101 of which were NMIBCs) in
our CIT series of tumors (carte d'identité des
tumeurs) using U133 plus 2.0 Affymetrix
transcriptomic data”'” and in 405 MIBC samples
using publicly available RNAseq data from The
Cancer Genome Atlas®'? genomic database
(http://cancergenome.nih.gov) (Fig. 1A). Tumors
were grouped in six molecular classes according
to a molecular consensus classification derived
from six independent classification systems
previously described for MIBC™® (Supplementary
Table 1). In good agreement with the loss of
activity of PPARG observed in basal tumors®"",
we observed a significantly lower expression of
PPARy in Basal/Squamous tumors but also in
Neuroendocrine-like and Stroma-rich tumors
compared to luminal tumors, encompassing
Luminal Papillary, Luminal Non-Specified and
Luminal Unstable tumors (Fig.1A). Using available
copy number data for 385 MIBCs from the TCGA,
we observed heterozygous deletions of PPARy
that were significantly associated with a low
expression (Fig.1B left panel) and activity (Fig.1B
right panel) of PPARy. Conversely, gains and
amplifications were associated with
overexpression and hyper-activity of PPARy as
previously described”®'>'®. We further noticed
that these heterozygous deletions were
significantly enriched in basal/squamous tumors
and could therefore account for part of the losses
of expression of PPARy in these tumors (Fig. 1C).
These genomic deletions of PPARy in basal
tumors were a first genomic evidence supporting
a tumor suppressor role of PPARG in these
tumors. It has been proposed that broad
H3K4me3 peaks (above 4kb) in promotor regions
could be a feature of tumor suppressor genes"’.
We took advantage of our ChlP-seq data for
H3K4me3, H3K27ac and H3K9me3 in two
bladder cell lines (RT112 and L1207 that are
respectively luminal papillary and basal/squamous
models) to study the epigenetic marks in PPARy
regulatory regions (Supplementary Fig. 1). In
good agreement with its protumorigenic role in
luminal tumors, PPARy was associated with a

super-enhancer in RT112 luminal cells but not in
L1207. On the contrary, PPARy displayed
increased H3K9me3 repression marks in L1207
basal cell line. In both cell lines, a broad peak of
H3K4me3 was observed in the promoter region of
PPARy, reinforcing the possibility that PPARy
could display a tumor suppressive role in bladder
cancers.

Loss-of-function mutations of PPARG in basal
tumors

Loss-of-function mutations are also a
hallmark of tumor suppressor genes. We
therefore searched for such alterations of PPARy
in basal bladder tumors. We recently sequenced
PPARyin 359 bladder tumors and studied publicly
available data for 455 MIBCs, which allowed us to
identify recurrent activating mutations of PPARy in
4% of bladder tumors. These mutations were
enriched in tumors presenting a high PPARy
activation score, which were mostly [uminal
tumors, supporting a protumorigenic role of
PPARy in this subgroup'™. We also identified
eleven non recurrent PPARy mutations that we
did not further study previously' (Fig.2A). We
numbered all mutations relative to PPARy2
isoform (NM_015869), which is 28 amino acids
longer than the PPARy1 isoform (NM_138712) at
the N-terminal end (Fig.2A). Four of these non-
recurrent mutations, S74C, F310S, E455Q and
H494Y, were associated with basal tumors which
presented a low PPARYy activation score (Fig.2B).
We therefore assumed that these four mutations
could be loss-of-function mutations and
investigated their functional impact on the
transcriptional activity of PPARy (Fig.2C and 2D).
We used, in HEK293FT cells, a luciferase reporter
gene containing three copies of the DR1
sequence of PPARy DNA response element
(PPRE) arranged in tandem and linked to the
thymidine kinase promoter (PPRE-3X-TK)". The
four PPARy mutant proteins had significantly
lower levels of transcriptional activity than the wild
type even in the presence of 1uM of rosiglitazone,
a synthetic PPARy ligand (activity reduced by
25% to 90%) (Fig. 2C). We further focused on the
two most inactive mutants that affect the ligand
binding domain (LBD) of PPARy, F310S and
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H494Y. We showed that their overexpression in
bladder 5637 cells induced a significantly lower
expression of several known PPARYy target genes
(FABP4 and ACSL5) compared to the wild-type
protein as shown by RT-gPCR (Fig.2D). The
effects of the mutants were comparable to that of
the empty plasmid, suggesting an absence of
transcriptional activity of the proteins in this
system. The results of these two different
approaches to measure PPARy transcriptional
activity clearly showed that PPARy mutations
F310S and Y494Y are loss-of-function mutations
affecting basal tumors.

Loss-of-function mutations impair the release
of corepressor and recruitment  of
coactivators by PPARy in presence of ligand.
We then used biochemical and biophysical
analyses to understand how these two mutations
impair PPARy activity. The H494Y mutation
involves a residue at the N-terminal boundary of
helix 12 whereas F310S is located in the N-ter of
helix 3 facing the loop between helices 11 and 12
(Fig. 3A). We previously showed by native
electrospray mass spectrometry that the LBD
wild-type and mutants produced in bacteria were
not bound to Iigand15. We used nano differential
scanning fluorimetry to compare the thermal
stability of the purified PPARy WT and mutants
(Supplementary Fig.2) alone and upon binding to
the agonist ligand, GW1929 (Supplementary Fig.
2C). The two mutants in their apo form exhibit a
smaller melting temperature (Tm) than the WT
(Sup) with a ATm of 1°C and 2°C for F310S and
H494Y, respectively. Of note, GW1929 induced a
strong stabilization of the WT, as well as of the 2
mutants, suggesting that the 2 mutations do not
significantly affect the binding of the ligands. Both
mutants efficiently form heterodimer with RXRa
similarly to PPARy wild-type (Supplementary Fig.
2B). We therefore focused on the ability of
mutations to modulate PPARy binding to
corepressors and coactivators, which involves
recognition of motifs on coregulators by the LBD,
and ultimately regulates the transcriptional output
of target genes. Mammalian two-hybrid assay in
HEK293FT cells using VP16-fused PPARy (wild-
type, F310S and H494Y), GAL4-DNA-binding-
domain-fused co-repressor (NCoR1 or SMRT) or

co-activator MED1 and pG5-LUC reporter showed
that in the context of full protein and in presence
of 1uM exogenous ligand (rosiglitazone), the two
mutations significantly favor the binding of the two
co-repressor peptides and inhibit the recruitment
of MED1 coactivator peptide compared to PPARy
wild-type (Fig. 3B). The lower recruitment of the
coactivator by the two mutants was confirmed by
monitoring coactivator recruitment by the different
LBDs. We measured the interaction between
monomeric wild-type or mutant forms of PPARy
and a fluorescently labeled coactivator peptide of
PGC1a (PPARGC1A), by MicroScale
Thermophoresis. In the absence of ligand, the WT
recruits the coactivator peptide with higher affinity
than the two mutants (Fig. 3C). Together, these
data suggest that the two considered mutations,
F310S and H494Y, impair the adoption of an
agonist conformation by PPARYy in the absence of
ligand, thereby enhancing corepressor
interactions and inhibiting coactivator interaction.

PPARy LBD mutations F310S and H494Y favor
an inactive conformation

To elucidate the structural basis for the
deleterious functional effects of the mutations, we
analyzed the crystal structures of PPARy LBD
F310S and H494Y (Supplementary Table 2).
PPARy F310 LBD mutant was crystallized in
complex with GW1929 and PPARy H494Y LBD in
complex with GW1929 and the
PGC1a coactivator peptide. Although the two
mutants are less active than the wild-type protein,
the ligand and coactivator peptide concentration
used for crystallization allowed the proteins
complexes to be crystallized in an active
conformation. The GW1929 agonist ligand in the
two mutant complexes maintains the same
position as the WT complex forming similar
interactions™ with the exception, in the F310S
mutant, of the presence of two water molecules
due to a larger binding pocket (and ligand
interactions with S310 instead of F310)
(Supplementary Fig.3).

In the WT complex, His494 in helix 12 packs
on top of Val318 (H3) and forms intra-helical
interactions with Pro495 and Leu496 that both
contribute to a hydrophobic surface on which the
coactivator packs (Fig. 4A). In the H494Y mutant,
the side chain pointed toward loop 2-3 and the



side interactions with Pro495 and Leud496 were
lost suggesting a destabilization of helix 12. Due
to the Tyr4d94 side chain re-orientation, Tyr494
forms new interactions with residues Phe315 (H3)
and Phe292 and His294 (loop 2-3) of the mutant.

In the other mutant of interest, the bulky
Phe310 side chain faces the loop 11-12 and is
involved in van der Waals interactions with
Phe388 (H7), lle484 (H11) and Met491 (loop 11-
12). Because of the smaller size of the Ser310
side chain, these interactions are lost (Fig. 4B)
and induce a different conformation of the loop
11-12. Instead Ser310 hydroxyl group interacts
with the carbonyl moiety of GIn311 and a water
molecule. These variations in helix 11 and loop11-
12 interactions will result in H12 destabilization
and less efficient recruitment of coactivator.
Overall, these data suggest that the two studied
mutations, F310S and H494Y, are important
residues for proper stabilization of helix 12 of
PPARy, preventing proper corepressor release
and coactivator interaction.

PPARG displays an inhibitory effect on basal
bladder cancer cells growth

The down-regulation of PPARG in basal
tumors suggested a potential tumor suppressive
activity of PPARy in these tumors. Association of
PPARy downregulation with genomic deletions
and of loss-of-function mutations, althoughrare
events in basal tumors (observed in 4 out of 188
basal tumors, Fig. 2B), strongly reinforced this
hypothesis. Activation of PPARy by synthetic
agonists has been a matter of debate regarding
the PPARy independant-effects of such
molecules®. Therefore to study the ability of

Previous studies have already suggested a
tumor suppressive role of PPARy in bladder
tumors based on its down-regulation and the
inhibitory effects of PPARy agonist on bladder
cancer cell lines?™*.  Simvastatin-induced
inhibition of bladder cancer cell growth was also
attributed to the decrease of the PPARy pathway
suggesting its tumor suppressive role in bladder
tumors®. In this study, we provided strong genetic
evidences supporting this tumor suppressive role
and we associated this role to a particular

PPARy activation to inhibit basal bladder cancer
cell proliferation, we transiently expressed
PPARyin three cell lines presenting a low PPARYy
activation score and a low PPARy expression
level (UMUC-3, unclassified; UMUC-6 and
VMCUB-1, Basal/Squamous cell lines), as well as
in one luminal papillary cell line, SD48, which
diplays ,a high expression level of PPARg, a high
PPARg activation score and relies on PPARG
expression for its growth ' (Fig. 5A and 5B).
PPARG overexpression, observed by western-
blotting (Fig. 5B, upper panel) or RT-gPCR
analysis (Supplementary Figure 4A), activated a
PPARy-dependent transcription program
(Suppementary Figure 4A) in the four cell lines.
PPARG overexpression induced a significant
decrease in cell viability in the three cell lines
expressing low levels of endogenous PPARG, but
did not affect the growth of SD48 cells (Figure 5B,
lower panel). Using UMUC-6 cells, we confirmed
that the observed effects with the wild-type
receptor or the activating mutation T475M were
dependent on PPARG activity since the
overexpression of the inactive mutant of PPARG,
H494Y, had no effect neither on cell viability nor
on PPARy target gene expression (Fig. 5C and
supplementary Figure 4B). The tumor supressive
role of PPARy in basal tumors was further
supported by our attempt to establish stable
clones of UMUC-6 cells. We were only able to
obtain a few clones with the wild-type or T475M
PPARG constructs, which turned out not to
express PPARG, whereas we obtained PPARG-
expressing clones using H494Y PPARG construct
(Supplementary Figure 4C).

subgroup of tumors, the basal tumors. We
overexpressed PPARy to demonstrate its tumor
suppressive properties and we observed, in
UMUC-3 cells, comparable results to those
oberved using agonists?®’, suggesting that the
oberved effects using these molecules were
indeed PPARy-dependent and  supporting
therefore the use of PPARYy synthetic agonists as
a therapeutic option for these basal tumors. A
better understanding of the molecular basis of this
tumor suppressive activity of PPARy in basal



bladder tumors might also make it possible to
propose alternative therapeutic options for
targeting this pathway without directly activating
PPARy, the available synthetic agonist displaying
various side effects?®?’. The better knowledge of
the structure/function effects of the loss-of-
function mutation of PPARy could also guide the
design of new potent agonists.

Together with our previous studies that
pointed out a pro-tumorigenic role of
PPARy associated with DNA amplification and
gain-of-function mutations”"® in luminal tumors,
this study highlights a dual role of PPARy in
bladder cancers. The therapeutic strategies

Materials and chemicals. Rosiglitazone and
GW1929 were purchased from Tocris Bioscience.
The  fluorescent PGC1a  peptide (137-
EAEEPSLLKKLLLAPA-152) was purchased from
Thermo-Fisher. The PGC1a peptide (139-
EEPSLLKKLLLAPA-152) was synthesized by
Pascal Eberling (IGBMC peptide synthesis
common facility).

Transcriptomic and genomic data. We
used transcriptomic data available for our CIT
series of tumors”"” and for 405 MIBC from TCGA
(http://cancergenome.nih.gov). We used our
affymetrix exon st.0 transcriptomic data available
for RT112, L1207, VMCUB-1, UMUC-3, UMUC-6
cell lines. Tumors and cell lines were classified
using a molecular consensus classification
system10 and PPARG activation score were
calculated as previously described taking into
consideration the expression levels of 77 PPARG
target genes’”. We used copy number data
available for 402 MIBC from TCGA
(http://cancergenome.nih.gov).

Plasmid constructs. The pcDNA3-PPARy2
and PPRE X3-TK-luc were generously provided
by Pr. Chatterjee (Institute of Metabolic Science,
IMS, Cambridge) and Bruce Spiegelman
(Addgene plasmid #1015), respectively. We used
pcDNA3.1-PPARy2 and the QuikChange Il Site-
Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies)
according to the manufacturer's protocol, to

targeting PPARy should therefore depend of the
subtype of the tumors strengthening the interest
for molecular classification in clinics. This dual
role of PPARy can also revive the debate about
the risk of bladder cancer associated with the use
of pioglitazonez&zg. This cell context dependent
effect of PPARYy has already been shown in breast
and colon cancer®®?. A better understanding of
the signaling pathways activated by the receptor
to mediate both its pro-tumorigenic and tumor
suppressive effects should help understanding the
relation between cell context, in particular cell
differentiation, and PPARy activity in bladder
cancer but also in other tumor types.

generate all the mutations. Mutations were
confirmed by DNA sequencing. The GAL4 DNA-
binding domain cloning vector pM and the
activation-domain cloning vector pVP16 are part
of the Mammalian Matchmaker Two-Hybrid Assay
kit (BD Biosciences Clontech). The construct pM-
MED1 (510-787) expressing the Gal4 DBD-MED1
nuclear receptor interacting domain was provided
by Lieve Verlinden (KU Leuven, Belgium). The
pCMX-GAL4N-SMRT was a gift of Makoto
Makishima (Nihon University School of Medicine).
The Gal4 DBD-NCoR1 NRID was kindly provided
by Wiliam Bourget (Centre de Biochimie
Structurale, Montpellier, France).

Cell culture and transfection. The
HEK293FT human cell line and the UMUC-6,
UMUC-3, VMCUB-1, RT112 and 5637 human
bladder tumor-derived cell lines were obtained
from DSMZ (Heidelberg, Germany). HEK293FT,
UMUC-6, UMUC-3, VMCUB-1, L1207 cells were
cultured in DMEM, whereas 5637 and RT112
cells were cultured in RPMI. Media were
supplemented with 10% fetal calf serum (FCS).
Cells were incubated at 37°C, under an
atmosphere containing 5% CO,. The identity of
the cell lines used was checked by analyzing
genomic alterations with comparative genomic
hybridization arrays (CGH array), and FGFR3 and
TP53 mutations were checked with the SNaPshot
technique (for FGFR3) or by classical sequencing
(for TP53). The results obtained were compared
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with the initial description of the cells. We
routinely checked for mycoplasma contamination.

For reporter gene assays, HEK293FT cells
were plated in 96-well plates (30,000 cells/well)
and transfected with 30 ng pcDNA3-PPARy2
(wild-type or mutated), 50 ng PPRE X3-TK-luc
and 6 ng pRL-SV40 (Promega), in the presence
of the Fugene HD transfection reagent
(Promega), in accordance with the manufacturer’s
protocol.24 hours later, cells were stimulated by
1uM rosiglitazone. Luciferase activity was
determined 24 hours later, with the Dual-Glo®
Luciferase Assay System (Promega), according to
the manufacturer’s instructions, and the results
obtained were normalized with the Renilla
luciferase signal obtained with the pRL-SV40
plasmid.

For PPARYy2 transient overexpression in the
5637 cell line, we used six-well plates, 250,000
cells seeded per well. These cells were
transfected 24 h later with 2.5 ug of pcDNAS3-
PPARy2 (wild-type or mutated) in the presence of
the Fugene HD transfection reagent (Promega).
PPARy2 transient overexpression in the UMUC3,
UMUC6, VMCUB1 and SD48 cell lines were
performed in six-well plates, 500,000 cells were
seeded per well for the UMUC3 cell line, and
250,000 cells for the three other cell lines. 24 h
later, cells were transfected with 2.5 ug of pRP-
PPARG2 wild-type or mutated vector (Vector
Builder) in the presence of Fugene HD transection
reagent according to manufacturer’'s instructions
(Promega). The cells were selected 24h after
transfection with 4ug/mL of puromycin for 24h,
and then seeded at respectively 7,000, 3,000,
3,000 and 2,500 cells per wells in ninety-six-well
plates. Cell viability was assessed by CellTiter-
Glo® Luminescent Cell Viability Assay (Promega)
72h later and normalized by the signal obtained
just after plating.

RNAs were extracted with the RNA easy mini
kit (Qiagen) and proteins were extracted by cell
lysis in Laemmli buffer (50 mM Tris-HCI (pH 7.5),
250 mM NaCl, 1% SDS) supplemented with
protease inhibitors and phosphatase inhibitors
(Roche) 48 h after transfection.

For mammalian two-hybrid assay, HEK293FT
cells were plated in 96-well plate (30 000 cells/
well) and transfected with 20 ng pV16-PPARy2
(wild-type or mutated), 20 ng pM-MED1, 50 ng

pG5-luc (Promega) reporter plasmid and 6 ng
pRL-SV40 (Promega), in the presence of the
Fugene HD transfection reagent (Promega), in
accordance with the manufacturer's protocol.
Luciferase activity was determined 48 hours later,
with the Dual-Glo® Luciferase Assay System
(Promega), according to the manufacturer's
instructions, and the results obtained were
normalized with the Renilla luciferase signal
obtained with the pRL-SV40 plasmid.

Immunoblotting. Cell lysates were clarified
by centrifugation. The protein concentration of the
supernatants was determined with the BCA
protein assay (Thermo Scientific). 10 ug of
proteins were resolved by SDS-PAGE in a 4-15%
polyacrylamide gels, electrotransferred onto
Biorad nitrocellulose membranes and analyzed by
incubation with primary antibodies against PPARy
(Abcam #ab41928, used at 1/1000) and B-actin
(Sigma Aldrich #A2228, used at 1/25,000).
Horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse
IgG (Cell Signaling Technology # 7074, used at
1/3,000) was used as the secondary antibody.
Protein loading was checked by staining the
membrane with Amido Black after electroblotting.

Real-time reverse transcription-
quantitative PCR. Reverse transcription was
performed with 1 ug of total RNA, and a high-
capacity cDNA reverse transcription kit (Applied
Biosystems). cDNAs were amplified by PCR in a
Roche real-time thermal cycler, with the Roche
Tagman master mix (Roche) and Tagman
probe/primer pairs that we previously used and
described'®. Relative gene expression was
analyzed by the delta delta Ct method, with TBP
as the reference.

Biochemistry. The sequences encoding the
ligand-binding domain of the His-hPPARy (231-
505) receptors was inserted into pET15b. Point
mutations were introduced into PPARy with the
QuikChange Il XL Site-Directed Mutagenesis kit
(Agilent), in accordance with the manufacturer’s
instructions.

The corresponding proteins were produced in
Escherichia coli BL21 DE3 by overnight
incubation at 22°C after induction with 1 mM IPTG
at an ODggg of ~0.8. Soluble proteins were purified



by Ni-NTA chromatography followed by size
exclusion chromatography on a Superdex 200
(GE) column equilibrated in 25 mM Tris-HCI, pH
8.0, 200 mM NaCl, 5% glycerol, and 1 mM TCEP.
The proteins were concentrated to 3-6 mg/ml with
an Amicon Ultra 10 kDa MWCO. Purity and
homogeneity of all proteins were assessed by
SDS and Native Page.

Crystallization, X-ray data collection and
crystal structure refinement. The crystallization
experiments were performed by sitting drop vapor
diffusion at 290 K, mixing equal volumes (200 nl)
of protein at 5 mg/ml and reservoir solution. For
all crystal structures, the data were indexed and
integrated with XDS** and scaled with
AIMLESS®**®. The structure was solved by
molecular replacement in PHASER®* and refined
with PHENIX¥ and BUSTER® with TLS
refinement, followed by iterative model building in
COOT®.

Crystals of PPARy F310S-GW1929 were
grown in 25% PEG3350, 0.2 M LiSO4, BisTris
0.1M pH 6.5, transferred to artificial mother liquor
containing 35% PEG3350 and flash-cooled in
liquid nitrogen. X-ray diffraction data were
collected at PX1 beamline of the SOLEIL
synchrotron with a wavelength of 0.979A. The
final structure was refined to Rwork and Rfree
values of 16.8 and 20.6%, respectively, with
excellent geometry (95.54% of residues in favored
region of the Ramachandran plot, 4.09% in the
allowed region, and 0.37% outliers).

Crystals of PPARy H494Y-GW1929-PGC1a
were grown in 0.2 M ammonium acetate, 0.1 M
Hepes pH 7.5, trisodium citrate 1.2M, transferred
to artificial mother liquor containing 15% glycerol
and flash-cooled in liquid nitrogen. X-ray
diffraction data were collected at the ID30A3
beamline of ESRF with a wavelength of 0.968 A.
The final structure was refined to Rwork and
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Figure 1: Heterozygous deletions associated with loss of expression of PPARy in basal
bladder tumors. A) Expression level of PPARy in 336 bladder tumors from our CIT series of tumors
(Affymetrix U133 plus2.0 signal) and in 405 MIBCs from TCGA (RNAseq signal). Tumors were classified
according to a consensus molecular classification that defines six subgroups of MIBC (Kamon et al., 2018).
PPARYy expression levels in stroma-rich, basal/squamous (Ba/Sq) and in Neuroendocrine-like (NE-like) tumors
were compared to those in luminal tumors, comprising luminal papillary (LumP), Luminal non specified
(LumNS) and Luminal unstable (LumU) tumors using Dunnett's multiple comparison test, **** p<0.0001. B)
Expression level and activity of PPARG were compared in relation to PPARy copy number alterations in 385
MIBCs from TCGA using Dunnett's multiple comparison test, **** p<0.0001.C) Frequency of genomic
heterozygous deletion of PPARy in the different consensus subgroups of MIBC. Enrichment or depletion in
genomic PPARy deletion in the different subgroups were evaluated using Fisher exact t-test, * 0.01<p<0.05; ***
0.0001<p< 0.001; **** p<0.0001.
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Figure 2: Transcriptional activity of non-recurrent PPARy mutants identified in basal tumors.
A) Lolliplot representation of non-recurrent mutations of PPARy that we previously identified in 859 bladder
tumors (Rochel et al., 2019). Sequences are numbered according to the PPARy2 isoform. A/B: N-terminal
domain; DBD: DNA-binding domain; LBD: ligand-binding domain (LBD). B) PPARy expression levels and
activation scoresin 403 and 196 tumors from TCGA and CIT series respectively, for which both PPARG
mutation data and transcriptomic data were available. C) A reporter plasmid containing the firefly luciferase
gene under the control of a PPRE-X3-TK promoter was co-expressed in HEK293FT cells with a pcDNAS3 vector
encoding wild-type (WT) or mutant associated with basal tumors (S74C, F310S, E455Q, H494Y) PPARy2.
Renilla luciferase, expressed under the control of the CMV promoter, was used to normalize the signal. The
data shown are the means + SD of one representative experiment conducted in triplicate. The results for each
mutant were compared with those for the wild-type using Dunnett's multiple comparison test, ***
0.0001<p<0.001; **** p<0.0001 B) 5637 cells were transiently transfected with a pcDNA3 vector encoding wild-
type (WT) or mutant of the LBD domain (F310S, H494Y) PPARy. The expression of all PPARy forms was
checked by western blotting, B-actin was used as loading control (lower panel). The expression of two PPARy
target genes was normalized against TBP expression and is expressed as percentage relative to the
expression induced by wild-type PPARYy (upper panel). The data are presented as the mean + SD of three
independent experiments. The results for each mutant were compared with those for the wild type using
Dunnett's multiple comparison test: ** 0.001<p<0.01;*** 0.0001<p< 0.001; **** p<0.0001.



PPARG2 WT

NCOR1 SMRT MED1
10004 - 800+ 150+
'_ ? J'—_ ? *kkk ?
& & 8004 & 600+ s
E =) i =} i 3 100
o 3 600+ = 2 "
:,I:, g G>J 400+ g ek
- = 400 - =
3 s = 3 0]
E & 200 & 2 &
Q
-
= 0- T T 0- 0- H
© S S A el
8 & & oF & & & o
Q"D st‘ Q'h ‘2& i) Q\h
PPARG2 mutants PPARG2 mutants PPARG2 mutants
Rosiglitazone 1 uM Rosiglitazone 1 yM Rosiglitazone 1 uM

1 Kd (M)
WD 14:01
+ HA94Y 4.0£0.9

F3105 4.020.1

Fraction Bound / Unbound

10! 10* 10° 10* 10°
Concentration (nM)

Figure 3: Effect of PPARy F310S and H494Y mutations on coregulator interactions. A) Position
of the residues affected by non-recurrent PPARy mutations associated with basal tumors on the full-length
PPARy-RXRa-DNA-coactivator peptide solution structure*’. The folded domains are shown in cartoon
representation and the disordered hinges and NTDs are shown as dots. The mutated residues are shown as
spheres. The mutated residues are colored in blue (A/B domain) or red (LBD). B) Mammalian two-hybrid
analysis in HEK293T cells. pG5-Firefly luciferase reporter plasmid was co-expressed with VP16-PPARG (wild-
type or mutants) and with GAL4-DNA-binding-domain-fused NCoR1 or SMRT corepressor or MED1
coactivator. Renilla luciferase, expressed under the control of the CMV promoter, was used to normalize the
signal. The data shown are the means + SD of one representative experiment conducted in quadruplicate. The
results for each mutant were compared with those for the wild-type using Dunnett's multiple comparison test, **
0.001< p<0.01, **** p<0,0001. C) The binding affinity of the PGC1a NR1 motif for the purified WT and mutant
PPARy LBDs, as determined by microscale thermophoresis. Unlabeled PPARy LBD protein was titrated into a
fixed concentration of fluorescently labeled PGC1a peptide in the absence of ligand. Isotherms were averaged
over three consecutive measurements and fitted according to the law of mass action to yield the apparent Kd.



e ) i ¥ GW1929

K L496 kv31§.fr

H494 [ (L

Figure 4: Impact of PPARy F310S and H494Y mutations on the crystal structure of the protein.
A) Close-up of the regions around the H494Y mutation, showing its interactions in the WT complex (left) and in
the mutant complex (right). PPARg WT and H494Y are in green and cyan, respectively, with the coactivator
peptide in plum. B) Close-up of the regions around the F310S mutation, showing its interactions in the WT
complex (left) and in the mutant complex (right).
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Figure 5: Effects of PPARy overexpression on basal bladder cancer cell growth. A) PPARG
expression and activation score in a panel of bladder cancer cell lines. B) Four bladder cancer cell lines were
transfected by a pRP vector encoding wild-type (WT) PPARYy. 48h later, expression of PPARy was estimated by
western-blot analysis (upper panel). The number of viable cells was quantified by CellTiter-Glo at 72h (lower
panel). C) UMUC-6 cells were transfected by a pRP vector encoding wild-type (WT), inactive mutant (H494Y)
or active mutant (T475M) PPARYy. 48h later, expression of PPARy was estimated by western-blot analysis
(upper panel). The number of viable cells was quantified by CellTiter-Glo at 72h (lower panel). B-C: results with
PPARy (WT or mutant) were compared to those obtained with an empty vector using Dunnett's multiple
comparison test, * 0.01< p<0.05, ** 0.001< p<0.01, **** p<0,0001.



Supplementary Table 1: Clinical and pathological characteristics of TCGA and CIT tumors.

TCGA CIT Cohorte
Total population 405 196
Sex
Male 299 156
Female 106 36
NA 0 4
Tumor stage
Ta 0 56
™ 2 45
T2 130 28
T3 138 44
T4 133 22
NA 2 1
Tumor classification
LumP 127 114
LumuU 53 18
LumNS 20 11
Stroma-rich 45 13
Ba/Sq 152 36
NE-like 6 4

NA 2 0
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Supplementary Table 2: crystallographic data and refinement.
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Supplementary Figure 1: Genome Browser view of ChiPseq analysis for PPARy locus in RT112
(luminal) and L1207 (Basal) cell lines. H3K4me3 ChlIPseq aligned reads and associated peaks are
represented in red. H3K4me3 broad peaks (wider than 4kb) are annotated. H3K27ac ChIPseq aligned reads
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associated peaks are represented in grey.
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Supplementary Figure 2: characterization of PPARy mutants. A) Left: Gel filtration (S75 26/60)
elution profile of apo PPARy WT and mutants that eluate as monomers. Right: coomassie stained SDS gel
corresponding to the PPARy wild-type (WT) and mutants monomeric peaks. B) Native PAGE of PPARy
WT (lane 1), F310S (lane 2), H494Y (lane 3), PPARy WT with 1 equivalent of RXRa WT (lane 4), F310S
with 1 equivalent of RXRa WT (lane 5), H494Y with 1 equivalent of RXRa WT (lane 6) and RXRa
monomeric WT (lane 7). C) Nano differential scanning fluorimetry comparing the thermal stability of the
purified PPARy WT and mutants alone and upon binding to the agonist ligand.
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Supplementary Figure 3: GW1929 modelled into the difference density of the PPARy A) F310S and

B) H494Y crystal structures. Shown is an unbiased omit Polder map contoured at 3.50, with model bias

reduction and exclusion of solvent density.
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Supplementary figure 4: Transient expression of PPARG induces a PPARg-dependent
transcription in basal bladder cancer cell lines. A) Expression of PPARy and PPARy -target genes 72 h
after transfection by a pRP vector encoding PPARy2 in 4 different bladder cancer cell lines. B) Expression of
PPARy and PPARytarget genes 72 h after transfection by a pRP vector encoding wt , gain-of-function (T475M)
or loss-of-function mutant (H494Y) PPARy2 in UMUC-6 basal bladder cancer cell lines. C) Expression of
PPARG in pooled-UMUCS cells transfected by a pRP vector encoding wt , gain-of-function (T475M) or loss-of-
function mutant (H494Y) PPARy2. A-C) results obtained after PPARg transfection were compared to those
obtained after transfection with the backbone vector using Dunnett's multiple comparison test, * 0.01< p<0.05,
**0.001< p<0.01, **** p<0,0001.



CHAPITRE II

140



DISCUSSION

Cet axe du projet a permis d’apporter des évidences génétiques, au travers de déletions
hémizygotes et de mutations inactivatrices de PPARG, ainsi que des éléments fonctionnels
démontrant que PPARY agit comme geéne suppresseur de tumeurs dans les tumeurs basales de
la vessie. Ceci met en avant le role dual de PPARy dans les tumeurs de vessie :
protumorigénique dans les tumeurs luminales et suppresseur de tumeurs dans les tumeurs
basales. L’article présentant ce travail, ou je serai premier auteur et qui est en cours de

finalisation, sera soumis dans quelques mois.

Il reste cependant des points que nous souhaiterions éclairer avant la soumission. Nous avons
pu mettre en évidence un rdle suppresseur de tumeurs, déja proposé précédemment par
d’autres équipes grace a I’utilisant de ligands agonistes de PPARy. Cependant, les effets
obtenus par un traitement par les ligands de PPARY peuvent étre dus a un effet PPARy-
indépendant de ces ligands. Nos résultats apportent donc une preuve de la spécificité de ce
réle suppresseur de tumeurs, notamment grace a ’utilisation du mutant inactivateur en tant
que contrdle. En revanche, les mécanismes impliqués dans ce rdle sont encore peu connus.
Afin de mieux comprendre comment PPARy joue son rdle tumeur suppresseur dans les
tumeurs basales de la vessie, mais aussi ce qui différencie ce role tumeur suppresseur du role
protumorigénique dans les tumeurs luminales, nous avons commencé une analyse du
transcriptome de la lignée cellulaire UMUC6 sur-exprimant ou non la forme sauvage de
PPARy2.

Les analyses transcriptomiques réalisées dans le CHAPITRE | montrent que PPARy régule
négativement la voie PI3K-AKT, ce qui confirme la capacité de PPARY a inhiber cette voie
dans les tumeurs de vessie comme montré par Lv et al. (Lv et al., 2019). Si le mod¢éle de
lignée cellulaire, qui est ici une lignée luminale, n’est pas adapté a I’étude du rdle suppresseur
de tumeurs dans les tumeurs basales, nous espérons en revanche obtenir le méme type de
résultats pour la lignée basale UMUCS6. Ceci découlera éventuellement sur la validation de
candidats intéressants, tels que la régulation de la voie PI3K-AKT par PTEN, permettant de
valider cette hypothése.

Lors des expériences de sur-expression de PPARy dans les lignées présentées ici, j’ai vérifié
I’activité de PPARy en mesurant I’expression de certains genes cibles. Si les génes présentés
ici montrent bien une variation apres sur-expression du géne qui les régule, 1’expression
d’autres geénes cibles connus, tels que PDK4 (résultats non présentés) n’est en revanche pas
modifiée, alors que I’extinction de 1’expression de PPARy dans les SD48 entraine bien une

régulation de leur expression.



Ceci montre que les genes régulés par PPARy dans le contexte d’une tumeur luminale et
d’une tumeur basale peuvent étre différents, ce qui pourrait expliquer ce réle dual. La
comparaison avec les analyses transcriptomiques réalisées dans le CHAPITRE [ pourrait donc
montrer la voie pour I’identification des spécificités contextuelles de chacun des roles de
PPARYy.

Tout comme pour le role protumorigénique discuté dans le CHAPITRE I, la compréhension de
la globalité¢ de la voie PPARY pourrait réellement bénéficier a la caractérisation de son role

suppresseur de tumeurs.

D’une part, les co-régulateurs de PPARy et leurs altérations pourraient également é&tre
impliqués dans cette facette de son role dans les tumeurs de vessie, et pourraient expliquer en

partie les spécificités propres a ces deux roles.

D’autre part les délétions et mutations inactivatrices de PPARY n’expliquent la diminution de
son expression et de son activité que dans une partie des tumeurs basales de la vessie. Les
marques épigénétiques identifiées dans le promoteur de PPARy dans la lignée L1207, qui ne
présente aucune de ces altérations, pourraientexpliquer cette diminution d’expression, mais
une étude plus approfondie des modifications épigénétiques et des évenements conduisant a
ces modifications semble essentielle pour comprendre cette diminution d’expression. Nous
allons notamment étudier les données de méthylations du promoteur de PPARY aussi bien
dans les tumeurs du TCGA que dans nos tumeurs du CIT. Les données sont disponibles et en

cours d’analyse.

Nous avons centré cette étude sur les mutations inactivatrices de PPARy dans les tumeurs
basales, soutenant son rdle suppresseur de tumeurs. Cependant des résultats non montré ici
ont mis en évidence des mutations non récurrentes inactivatrices présentes dans des tumeurs
luminales ayant une forte expression et activité de PPARY, les mutations Y505H et D7N. Ces
résultats semblent contradictoires, étant donné le role protumorigénique de PPARY dans ces
tumeurs, et le haut score d’activation de PPARy de ces tumeurs montre que la nature

inactivatrice de ces mutations ne suffit pas a diminuer I’activité¢ de PPARy.

Ces tumeurs faisant partie de notre banque de tumeurs, nous souhaitons séquencer leur ADN
dans le but d’identifier des éventuelles altérations qui pourraient expliquer la présence d’une
forte expression et activit¢ de PPARy. Ces résultats pourraient mettre en évidence, outre la
possible présence d’amplification ou de gain de PPARy pouvant compenser la perte de
’activité d’une copie, un mécanisme de sur-expression de PPARY dans les tumeurs luminales
par des altérations d’un gene régulant son expression, ou de sur-activation de 1’hétérodimere
par des altérations des co-régulateurs, en augmentant 1’activité des co-activateurs ou en
inhibant celle des co-répresseurs. Ceci pourrait ainsi permettre de mieux comprendre les

modalités de régulation de I’expression et de 1’activité de PPARY dans les tumeurs de vessie.
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Au cours de cette thése, j’ai mis en évidence un role dual de PPARY dans les tumeurs de
vessie : protumorigénique dans les tumeurs luminales porté par des amplifications de PPARYy
et des mutations activatrices récurrentes de PPARYy et RXRa, et suppresseur de tumeurs dans
les tumeurs basales, porté par des délétions et des mutations perte de fonction de PPARy
(FIGURE 14, PAGE 147). Dans le premier cas, la sur-activation de la voie PPARy entraine un
effet sur le micro-environnement tumoral, permettant a la tumeur d’échapper a
I’immunosurveillance, ainsi qu’un effet sur la cellule elle-méme, en favorisant sa croissance.
Elle provoque notamment une activation des genes du métabolisme lipidique, potentiellement
impliqués dans cet effet cell-autonomous de PPARy. A I’inverse, dans le deuxiéme cas, la
diminution de I’expression et de I’activit¢ de PPARYy favorise le développement de la tumeur,
potentiellement en empéchant sa probable inhibition de la voie PI3K-AKT. Les expériences
qui seront menées dans les prochains mois, que ce soit I’analyse des transcriptomes aprés sur-
expression de PPARy dans la lignée basale UMUC6 ou la réalisation du mini-screening
siRNA dans les lignées luminales, nous permettront de préciser les mécanismes en aval de la

voie impliqués dans ce role dual de PPARY.

Un des points clés, encore méconnu dans les tumeurs de la vessie, concerne les partenaires et
co-régulateurs de PPARY. Peu de choses sont connues sur 1’identité de ces co-régulateurs dans
le contexte de 1’urothélium (qu’il soit normal ou tumoral), sur leur expression ou sur I’impact
de leurs altérations dans la voie PPARY. Que ce soit pour le role suppresseur de tumeurs ou
pour le role protumorigénique, 1’identification de ces partenaires et la caractérisation du rdle
de leurs altérations est un point central qui sera certainement le sujet de projets de recherche
dans les années a venir. Ceci peut également étre étendu aux autres mécanismes de régulation
de l’activit¢ de PPARy, tels que les modifications post-traductionnelles, ou encore la
régulation de son expression qui est intimement reliée a son activité dans les tumeurs de

vessie.

Les résultats obtenus au cours de ce projet, aboutissant a la mise en évidence de ce role dual
de PPARY, permettent de remettre en perspective de nombreux résultats, parfois considérés
comme contradictoires, obtenus jusqu’a ce jour. Retrospectivement, en regardant les études
qui, depuis plus de 20 ans, ont montré un effet inhibiteur de la croissance tumoral des ligands
agonistes de PPARYy, il s’avére que les modeles de lignées cellulaires correspondaient toujours
a une lignée non luminale. Il existe de nombreux modeles de lignées cellulaires de tumeurs de
vessie, représentatifs de sous-types variés, et le choix d’un modele cellulaire adapté peut étre
un point essentiel dans le cas de certaines études, en particulier concernant PPARy. De
maniere plus générale, la prise en compte du sous-type tumoral est trés souvent mise de coté.
Au cours des dernieres années, de nombreuses €tudes ont été publiées sur le role de PPARYy
dans les tumeurs de vessie sans prendre compte ces sous-types. La mise en évidence de ce
role dual et de I'importance du contexte tumoral dans la spécificité de ce réle devrait conduire

a I’avenir a une meilleure prise en compte de ces sous-types.
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Figure 14 : Role dual de PPARy dans les tumeurs de la vessie.

A. Dans les cellules de I'urothélium normal, les deux copies de PPARy sont exprimées,
entrainant une expression de ses génes cibles, qui aboutit & la différenciation urothéliale.
B. Dans les tumeurs luminales, des amplifications de PPARy entrainent une sur-expression de
PPARyY, ou des mutations activatrices récurrentes de PPARy ou RXRa entrainent une sur-
activation de I'hétérodimére, aboutissant a une sur-expression des genes cibles de PPARYy.
Ceci conduit & une immunosuppression responsable de I'échappement &
I'immunosurveillance, ainsi qu'd un effet favorisant le développement de la cellule elle-
méme. C. Dans les tumeurs basales, des déletions et mutations inactivatrices de PPARy
entrainent une diminution de son expression ou de son activité transcriptionnelle, ce qui
aboutit & une expression réduite de ses génes cibles et favorise le développement de la
tumeur.

La capacité de la pioglitazone a induire une augmentation du risque de cancers de la vessie est
sujet a débat encore aujourd’hui. Cependant, les résultats obtenus dans ce projet poussent a
reconsidérer les études réalisées jusqu’a présent : il serait intéressant de comparer, entre les
patients traités par la pioglitazone et les patients n’ayant pas regu ce traitement, 1’incidence
des sous-types de tumeurs de vessie, puisque nos résultats suggerent un potentiel

enrichissement en tumeurs luminales chez les patients exposés a ces agonistes de PPARY.

De nombreux ligands agonistes et antagonistes de PPARy ont été développés depuis sa
découverte. Cependant, les résultats obtenus grace a ces ligands posent de nombreuses
questions. Les thiazolidinédiones sont particulicrement efficaces pour activer PPARY,
cependant, ils ont également de nombreux effets indépendants de ’activité de la protéine. De
plus, les effets secondaires PPARy-dépendant de ses différents ligands ont été¢ largement
¢tudiés dans le cadre du traitement du diabéte de type 2, et complexifient 1’utilisation

éventuelle de ces ligands dans le traitement des tumeurs de vessie.

Du c6té des antagonistes et des agonistes inverses, le probleme est ailleurs. Les résultats
obtenus avec ces derniers sur les lignées luminales de la vessie sont modestes, et
n’apparaissent qu’aprés une exposition prolongée des cellules a ce traitement. De plus,
certaines études ainsi que des tentatives de reproduire ces résultats au sein de notre laboratoire
ont montré une absence d’effet de ces molécules. Une des explications potentielles de cet
absence d’effet tient dans I’efficacité de I’inhibition de PPARY. En effet, la transfection par
siRNA dirigés contre PPARY et RXRa entraine une diminution drastique de I’expression de
ces genes, et donc par extension, de D’expression de leurs genes cibles. L’effet des
antagonistes et agonistes inverses sur I’expression des genes cibles de I’hétérodimeére est plus
modeste (résultats non présentés), pouvant expliquer cette différence d’effet entre les siRNA

et les molécules capables d’inhiber 1’activité de 1’hétérodimere.

Cibler directement PPARYy pour traiter les tumeurs de vessie semble donc difficile, surtout que
le potentiel des tumeurs a passer d’un phénotype basal a un phénotype luminal, ou

inversement, ainsi que la potentielle hétérogénéité intratumorale, qui pourrait entrainer des



réponses différentes selon les populations cellulaires, sont encore peu étudiés. C’est pourquoi
il est important d’identifier les génes et mécanismes impliqués dans les réles de PPARy dans
les tumeurs de la vessie, car ils pourraient représenter des cibles plus abordables pour le
traitement ciblé de ces tumeurs aussi bien pour freiner le développement tumoral que pour

réactiver la réponse immunitaire au sein des tumeurs luminales.

Enfin, la mise en évidence de ce role dual remet en perspective les résultats contradictoires
obtenus dans certains cancers, et pourrait révéler un role dual non seulement dans la vessie,
mais dans le cancer en général, avec un réle protumorigénique dans les sous-groupes de
tumeurs différenciées et un role suppresseur de tumeurs dans les sous-groupes de tumeurs peu

différenciées.
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