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Résumé

Le mauvais pronostic du cancer du pancréas (CP) peut s’expliquer par un diagnostic tardif et le
manque de traitements efficaces. Une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires qui
régissent I’initiation, la progression et la résistance aux chimiothérapies est indispensable pour améliorer
la prise en charge des patients.

TRIP12 (Thyroid hormone Receptor Interacting Protein 12) est une E3 ubiquitine ligase de la
famille HECT (Homologous to the E6-AP Carboxyl Terminus). TRIP12 régule le cycle cellulaire et la
stabilité chromosomique, elle intervient dans le remodelage de la chromatine, dans la réponse aux
dommages a I’ADN et dans I’activation de la voie P53. L’ARNm de TRIP12 est surexprimé dans le CP.
De plus, TRIP12 est impliquée dans la dégradation de PTF1a (Pancreas Transcription Factor 1a), facteur
de transcription essentiel du développement et de 1’homéostasie des cellules acinaires du pancréas,
suppresseur de tumeur dont 1’expression est perdue au cours de la carcinogénése pancréatique. Ces
données suggérent un réle de TRIP12 dans le CP.

Mon premier objectif de these était de déterminer pourquoi 1’expression de TRIP12 augmente dans
le CP et quelles en sont les conséquences. J’ai également émis I’hypothése que TRIP12 joue un role dés
I’initiation du CP. Mon second objectif de thése était de déterminer si et comment TRIP12 contribue a
la reprogrammation des cellules acinaires en cellules canalaires, premiére étape de la formation de
Iésions prénéoplasiques.

J’ai découvert que TRIP12 est nécessaire a la croissance des tumeurs pancréatiques et que son
expression est variable dans les tumeurs et les lignées cellulaires dérivées de CP. J’ai démontré que
I’hétérogénéité d’expression de TRIP12 dans ces lignées cellulaires s’explique 1)- par des niveaux
d’ARNm différents liés a I’activité du promoteur du géne Trip12 et 2)- par une régulation différente de
la protéine TRIP12 au cours du cycle cellulaire mettant en jeu la déubiquitinase USP7 et un défaut de
I’export nucléaire de TRIP12. Les lignées pancréatiques ayant un taux élevé de TRIP12 répondent mieux
aux agents anticancéreux mettant en évidence le réle de TRIP12 dans la chimiosensibilité des cellules
cancéreuses pancréatiques.

Par ailleurs, les résultats obtenus a partir d’un nouveau modele murin montrent que 1’invalidation
conditionnelle de TRIP12 dans le pancréas au cours de I’embryogenése n’altére pas le développement
et la fonction du pancréas a 1’age adulte. Cependant, TRIP12 est capitale pour I’initiation du CP. En
effet, la perte de TRIP12 dans les cellules acinaires empéche la métaplasie acino-canalaire. TRIP12 est
aussi importante pour la progression du CP car son absence ralentit le développement des tumeurs
engendrées par la mutation du géne Kras et la perte du géne P53.

L’ensemble de mes travaux de thése montre que TRIP12 est un acteur décisif du CP et explique
I’hétérogénéité d’expression de TRIP12 observée dans les tumeurs pancréatiques. Ces nouvelles
connaissances pourraient offrir de nouvelles options thérapeutiques pour le CP ou le besoin est énorme.
TRIP12 est une protéine candidate de haute importance qui peut contribuer aux stratégies de thérapie

par des médicaments innovants.






Abstract

The poor prognosis of pancreatic cancer (PC) is explained by a late diagnosis and lack of
efficient treatments. A better understanding of the molecular mechanisms that govern its initiation,

progression and resistance to most chemotherapies is essential to improve the patient care.

TRIP12 (Thyroid hormone Receptor Interacting Protein 12) is an HECT (Homologous to the E6-AP
Carboxyl Terminus) type E3 ubiquitin ligase. TRIP12 regulates cell cycle and chromosome stability, it
is involved in chromatin remodeling, DNA damage response and activation of P53 pathway. TRIP12
MRNA is overexpressed in pancreatic cancer. Furthermore, TRIP12 is involved in PTFla (Pancreas
Transcription Factor 1a) degradation, a transcription factor essential for the development and
homeostasis of the pancreatic acinar cells. PTF1a is a tumor suppressor that is lost during pancreatic

carcinogenesis suggesting a role of TRIP12 in PC.

My first thesis goal was to determine why TRIP12 expression increases during PC and what are
the consequences of its increased expression. | also hypothesized that TRIP12 plays a role in the PC
initiation. My second thesis goal was to determine how TRIP12 contributes to the acinar cells

reprogramming into ductal cells, the first step in the preneoplastic lesions formation.

I demonstrated that TRIP12 expression is necessary for pancreatic tumor growth and its
expression is variable within tumors and patients derived-cell lines. | showed that TRIP12 expression is
heterogeneous in these cell lines and is explained 1) — by different mMRNA levels linked to the activity
of the TRIP12 promoter and 2) - by a different TRIP12 protein regulation during the cell cycle involving
the deubiquitinase USP7 and a defect in TRIP12 protein nuclear export. Pancreatic cell lines with a high
level of TRIP12 had a better response to anticancerous agents highlighting the role of TRIP12 in

chemosensitivity.

Moreover, results obtained from a novel mouse model showed that TRIP12 conditional
invalidation in the pancreas during embryogenesis does not alter the pancreas development and function
in adulthood. However, TRIP12 is essential for PC initiation. Indeed, TRIP12 loss in acinar cells
prevents acino-ductal metaplasia. TRIP12 is also important for cancer progression since its absence

reduces tumor development mediated by Kras mutation and loss of P53.

My thesis researches demonstrated that TRIP12 is a decisive player in PC and explained the
TRIP12 heterogeneity of expression observed in pancreatic tumors. This new knowledge could offer
new treatment opportunities for PC where the need is huge. TRIP12 is a candidate protein of high

importance which may contribute to innovative therapeutic strategies.
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Chapitre 1 : Introduction






PARTIE 1 : L’E3 ubiquitine ligase TRIP12

I. Pourquoi TRIP12?

A. TRIP12 est une E3 ubiquitine ligase

Quinze protéines de séquences non apparentées, appelées TRIP (Thyroid Hormone Receptor
Interacting Protein) ont été caractérisées en 1995, comme interagissant avec le domaine de liaison des
ligands du récepteur aux hormones thyroidiennes TR-B1 (Thyroid Receptor-p1) de rat.? Les protéines
TRIP1 a TRIP11 lient le récepteur uniquement lorsque I'normone thyroidienne T3 est présente, les
TRIP12 a TRIP15 uniquement lorsque 1’hormone est absente. Cette étude montre que les TRIP
présentent pour certaines, des similitudes de séquences avec des protéines connues. En particulier, la
séquence de TRIP12 posséde 55% d'homologie avec la partie C terminale de la protéine associée a
I’oncoprotéine E6 (E6-AP).® La fonction de la plupart des TRIP a depuis été établie.*

L’ADNCc de TRIP12 a été cloné antéricurement, en 1994, a partir de la lignée cellulaire myéloide
humaine KG-1. Cette séquence codante présentait une homologie partielle avec celle de la protéine
UFD4 (Ubiquitin Fusion Degradation 4) de S. cerevisiae mais, n’étant pas identifiée dans la base de
données GenBank, elle a été nommée KIAAQ045° et la protéine n’a été caractérisée que dans un second
temps. Une autre étude avait également identifié la similarité de séquence de la protéine avec le domaine
Homologue a [I'Extrémité Carboxy-Terminale (domaine HECT) de I’ubiquitine ligase EG6-AP,

définissant ainsi de maniére structurelle TRIP12 comme une E3 ubiquitine ligase.®

Il a fallu attendre plus d’une décennie aprés son identification et sa caractérisation pour voir
apparaitre les premieres publications relatant les études fonctionnelles et biologiques de TRIP12.
L’étude fonctionnelle de TRIP12 en 2008 a prouvé qu’il s’agissait de 1’unique membre de la famille des
TRIP doté d’une activité E3 ubiquitine ligase.” Enfin, en 2011, Kajiro et al. démontrent I’importance
biologique de TRIP12 en publiant que son activité E3 ubiquitine ligase est essentielle pour

I’embryogenése de la souris.®

B. TRIP12, régulateur de 'homéostasie des cellules acineuses

Le r6le de TRIP12 dans I’homéostasie des cellules acineuses du pancréas a été envisagé apres
sa découverte dans I’interactome de PTFla (Pancreas Transcription Factor 1a) par le Dr Dufresne.®
PTF1a est un facteur de transcription impliqué dans le développement du pancréas et dans I’homéostasie
du pancréas adulte par son rdle dans le maintien du phénotype acinaire (Cf : Partie 11).2%!! L hypothése
qui a motivé la recherche de I’interactome de PTF1a est que la perte d’expression et de fonction de
PTF1a observee lors de la métaplasie acino-canalaire leve un frein de transformation maligne et permet

I’émergence du cancer a partir des cellules acineuses.'? Alors qu’aucune régulation post-traductionnelle



de PTFla n’était connue, les travaux réalisés dans mon équipe d’accueil ont ensuite démontré que
TRIP12 polyubiquitine et controle la stabilité de PTF1a.°

Depuis, des études ont confirmé que PTF1a est un gene suppresseur de tumeur dont I’expression
disparait durant les étapes initiatrices de la carcinogénése pancréatique.*® Par ailleurs, Chen et al. illustre
que I’ARN messager de TRIP12 est surexprimé dans le cancer du pancréas.'* L’ensemble de ces données
m’a conduite a étudier le role de TRIP12 dans le cancer du pancréas (CP) y compris dés les étapes
d’initiation.

La régulation, la structure et les fonctions physio-pathologiques de TRIP12 sont détaillées dans
notre revue,* mais certains points sont repris dans cette premiere partie d’introduction afin de

repositionner mon sujet de these.

II. Expression de TRIP12: de ’ARNm a la protéine

A. Organisation du gene

Dans le génome humain, le géne codant pour 'ARNm de TRIP12 est situé sur le bras long du
chromosome 2 au locus q36.3 (Figure 1). Son geéne est trés conservé au cours de 1’évolution a travers
les especes. L'expression de 'ARNm de TRIP12 est régie par un promoteur bidirectionnel qui initie
également la transcription de 'ARNm de FBXO36 (F-Box Only protein 36) dans une direction opposée.
Ce promoteur bidirectionnel de 555 pb est intégré dans une région riche en CG également appelée Tlot
CpG (Cytosine-phosphate-Guanosine). Aucune étude sur les régions régulatrices et le niveau de
méthylation du promoteur de TRIP12/FBXO036 n’a été réalisée.

Les promoteurs bidirectionnels sont certes peu fréquents (10%) mais la conservation de ces
structures au cours de I’évolution montre leur importance.*® En effet, dans la majorité des cas, ce systeme
permet de contrdler des genes partageant la méme régulation ou codant pour des protéines intervenant
dans des processus biologiques similaires.'® Le géne FbxO36 code pour une protéine faisant partie du
complexe d'ubiquitine ligase multiprotéique SCF (SKP1, Cullin, F-box protein). Dans ce complexe, la
protéine F-Box permet la liaison des substrats a ubiquitiner.t”*® Jusqu'a présent, les fonctions de
FBXO36 sont inconnues.

Figure 1 : Schéma représentant la position du promoteur bidirectionnel du géne Trip12 sur le chromosome 2.



B. Structure et expression de 'ARNm de TRIP12

D’un point de vue structurel, il a été séquencé 26 variants d'épissage de ’ARNm de TRIP12 qui
possedent des similarités de composition.* Leur longueur varie de 9065 (variant 4) a 10492 nucléotides
(variant 20) avec 41 a 43 exons. Alors que la région 5'-non traduite (5'-UTR) est formée d’environ 180
nt, larégion 3'-non traduite (3'-UTR) représente environ un tiers de la longueur totale de I'ARNm (<3700

nt), traduisant probablement une fonction de régulation de cette région (Figure 2).

Figure 2 : Schéma représentant la structure de FARNm de TRIP12.

En fait, il existe une forme courte (340 nt) et une forme longue du 3'-UTR (3717 nt) de ’ARNm de
TRIP12 en raison de la présence de deux signaux consensus de polyadénylation (PAS) induisant une
terminaison de la transcription sur des régions différentes (Figure 2).2° Ces deux variants présentent une
efficacité de traduction différente, la forme courte étant traduite plus efficacement que la forme longue
en réponse a une activation de la voie de signalisation mTORC (mammalian Target Of Rapamycin

Complex 1).1°

Enfin, I’expression de 'ARNm de TRIP12 est ubiquitaire d’apres les données disponibles sur
« Human Protein Atlas » mais le niveau dARNm varie d'un tissu a l'autre (Figure 3). Par exemple,
I’ARNm de TRIP12 est fortement exprimé dans les testicules et les muscles mais faiblement exprimé

dans le tissu pancréatique.?
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Figure 3 : Histogramme du niveau d’expression de '’ARNm de TRIP12 dans les tissus humains (adapté de The Human Protein
Atlas).

Expression normalisée (NX) du niveau de TRIP12 référencé dans 16 types tissulaires (chaque couleur indique un type) issue
des données d’analyses transcriptomiques (HPA, GTEx et FANTOMS).



C. Structure et expression de la protéine TRIP12

Les différents variants d'épissage de ’ARNmM de TRIP12 permettent la génération de 14
isoformes de la protéine. Les formes longues présentent une taille comprise entre 1722 acides aminés
(aa) et 2068 aa donnant naissance a une grosse protéine de poids moléculaire compris entre 189 et 227
kDa. Les isoformes de 1992 aa et 2040 aa sont les plus étudiées. Peu de formes courtes ont été
caractérisées (2 protéines sur 14), leur taille est de 411 aa et de 440 aa. Mes travaux de these se focalisent
exclusivement sur l'isoforme de TRIP12 de 1992 aa (référencée NP_004229.1), retrouvée dans

I’interactome de PTF1a.°

e Structure protéique :

La protéine TRIP12 est structurée en plusieurs domaines caractérisés : en N-terminal, une région
intrinseéquement désordonnée (IDR) identifiée dans nos travaux publiés récemment 2!, puis deux
domaines d'interaction protéine/protéine ARM 22 (Armadillo repeats) et WWE # (Tryptophane-
Tryptophane-Glutamate) et le domaine catalytique HECT a Dextrémité C-terminale 2* (Figure 4).

Chaque domaine joue un role dans la fonctionnalité de TRIP12.4

CDK1 CHK1 ATR/ATM
S424 S1078 S1577
Protéine r
TRIP12 NLS C1959
NP_004299 .1 m
1 440 715749836 16562 1992
Interactionavec - APPBP1
la chromatine P - P14/ARF
(1-440aa) - BAF57
USP7 - FBW7Y
PARP1
PTFla
SOX6
UsP7

Figure 4: Localisation des différents domaines de TRIP12 et des modifications post-traductionnelles connues dans la
séquence protéique de TRIP12.

Les substrats/partenaires de TRIP12 sont indiqués sous les domaines de TRIP12 nécessaires a leur interaction. Les nombres
indiquent la position des acides aminés délimitant ces domaines. La mutation de la cystéine 1959 inactivatrice de ’activité
catalytique est indiquée par 1’étoile jaune.

Le domaine IDR de TRIP12 est une séquence riche en acides aminés basiques située des acides
aminés 1 a 440. Les IDR sont principalement impliqués dans la liaison/interaction entre les protéines,
I'ARN et I'ADN %% et leur présence en N-terminal favorise plus spécifiquement une interaction avec
I'ADN.?" En effet, nos travaux montrent que la déplétion du domaine de I’IDR de TRIP12 est

responsable de la perte de I’interaction avec la chromatine.?! L’IDR de TRIP12 est également nécessaire



pour son interaction avec la déubiquitinase USP7 (ubiquitin specific protease 7), mais pas suffisante car

elle requiert aussi la présence du domaine ARM.?®

Le domaine ARM, situé entre les acides aminés 437 et 715, participe aux interactions
protéines/protéines. Il est connu que ces séquences jouent un réle dans différents processus biologiques
tels que I’adhésion cellule/cellule, la signalisation cellulaire, I’organisation du cytosquelette, le trafic
nucléaire et I’'ubiquitination.? Il intervient dans la reconnaissance du signal de dégradation des substrats
par fusion de l'ubiquitine (UFD) chez I’homologue de TRIP12 appelée UFD4 chez la levure
Saccharomyces cerevisiae.?? Par son domaine ARM, TRIP12 interagit avec les protéines USP7 et
PTFla.

Le domaine WWE, situé entre les acides aminés 749 et 836 *, est lui aussi essentiel aux
interactions protéines/protéines. En général, les domaines WWE sont retrouvés dans la séquence des E3
ubiquitine ligases de type HECT ou RING participant ainsi au processus de dégradation des protéines
par ubiquitination. Le domaine WWE de TRIP12 interagit avec APP-BP1 (Amyloid Protein-Binding
Protein 1)” et PARP1 (Poly-(ADP ribose) polymérase 1) parylée.®® La présence du domaine WWE est
aussi indispensable pour interagir avec PTFla et entrainer sa polyubiquitination (résidu K312) pour

’adressage au protéasome.®

Enfin le domaine HECT est situé dans la partie C-terminale de la protéine, des résidus 1552 a
1992. Ce domaine a permis de caractériser TRIP12 comme une E3 ubiquitine ligase de type HECT
possédant une activité catalytique permettant I’ubiquitination des protéines (Cf Partie I - 111).243 Le
remplacement de la cystéine en position 1959 par un résidu alanine conduit a la perte de I’activité

catalytique de ce domaine.®

e Expression protéique :

TRIP12 est ubiquitaire dans les cellules d’aprées les données disponibles dans les tissus humains
(Human Protein Atlas). TRIP12 est exprimée a un niveau similaire dans la plupart des tissus avec un

taux plus faible dans le pancréas et dans certaines glandes endocrines (surrénales, parathyroide, thyroide,

hypophyse).

Nos travaux et les observations réalisées dans plusieurs lignées cellulaires?32 et tissus humains
(Human Protein Atlas) décrivent la localisation de la protéine TRIP12 dans le noyau des cellules. Cette
localisation nucléaire est vraisemblablement liée a la présence de deux séquences prédites de localisation
nucléaire (NLS).* Nous avons aussi publié que la présence de TRIP12 dans le noyau dépend de la phase
du cycle cellulaire : TRIP12 apparait dans le noyau a la fin de la phase S, perdure pendant la phase G

et en mitose, pour disparaitre en début de phase G, (Cf Partie I- 11I. C) %



TRIP12 peut étre phosphorylée mais les conséquences de ces modifications post-
traductionnelles restent, a ce jour, inconnues. En dehors des prédictions de sites de phosphorylation par
analyse bio-informatique, seulement trois résidus sérine S424, S1078 et S1577 sont respectivement
phosphorylés par les kinases CDK1 (Cyclin Dependent Kinase 1), CHK1 (Checkpoint Kinase 1) et
ATM/ATR (Ataxia-Telangiectasia-Mutated/Ataxia Telangiectasia and Rad3-related) 3-*° (Figure 4).

Seules, deux études ont montré que TRIP12 peut étre ubiquitinée®*®*’, processus qui est
également une modification post-traductionnelle participant a la régulation de I’expression des
protéines. A ce jour, I’E3 ubiquitine ligase responsable de l'ubiquitination de TRIP12 est inconnue.
Cependant, il est possible que TRIP12 puisse s’auto-ubiquitiner. TRIP12 est stabilisée par la
déubiquitinase USP7 (ubiquitine-specific protease-7).%¢ Une boucle de rétrocontrole est aussi observée
car TRIP12 interagit avec USP7 entrainant sa polyubiquitination pour sa dégradation par le

protéasome.?
III. Fonctions de TRIP12

TRIP12 posséde de nombreuses fonctions, aussi bien dans des processus physiologiques que
pathologiques, détaillées de maniéere exhaustive dans la revue que nous avons publiée (§ Annexe I1).4
Seules les fonctions nécessaires a la compréhension de mes résultats de thése seront abordées dans cette

partie de I’introduction.

A. Roles de TRIP12 dans I'ubiquitination des protéines

1) Généralités sur l'ubiquitination

L'ubiquitination est un processus essentiel, nécessitant de I'ATP, permettant la modification
post-traductionnelle de protéines cibles pouvant conduire a leur dégradation par le protéasome 26S.%
Elle consiste en la liaison covalente de I'ubiquitine, polypeptide de 76 aa hautement conservé (=8,5 kDa),
avec la lysine d’une protéine cible. La conjugaison canonique de l'ubiquitine implique la fixation de la
glycine 76 en position C-terminale (G76) de l'ubiquitine (Ub) au groupement amine en position latérale
d'une lysine du substrat protéique. Bien qu'elle soit surtout connue pour entrainer la dégradation des
protéines, 1’ubiquitination est aussi impliquée dans de nombreux processus cellulaires tels que le
contrdle de cascades de signalisation, I’endocytose, le changement de localisation subcellulaire, 1es
interactions protéine/protéine mais également le métabolisme, la progression du cycle cellulaire, la
réponse aux dommages a I’ADN, la réponse immunitaire, le développement et le programme de mort
cellulaire.®®

L'ubiquitination est assurée par 1’action concertée de trois enzymes en trois étapes. (Figure 5)
La premiére étape est réalisée par I’enzyme E1 qui « active » 1’ubiquitine par la formation d'une liaison
thiol-ester entre la glycine C-terminale G76 de 1I’Ub et le résidu cystéine de I’E1. L’étape suivante,

permet de transférer la molécule d'Ub de I’E1 a la cystéine de 1'enzyme de conjugaison de I’Ub (E2).



L'E2 chargeée interagit ensuite avec une E3 ligase qui reconnait et/ou catalyse le transfert de I'ubiquitine
sur le substrat en fonction de la classe de I'enzyme E3.*° Dans certains cas, la coopération d'une
ubiquitine ligase E4 est requise permettant d’améliorer la réaction d’ubiquitination des substrats. Les E3

recrutent leurs substrats en reconnaissant une séquence spécifique appelée degron.*

Les ligases E3 sont classées en trois grandes classes, les RING (Really Interesting New Gene),
les RBR (RING-between-RING) et les ligases HECT. Pour les E3 ligases RBR et HECT, le transfert de
I’Ub implique un intermédiaire thioester avec une cystéine conservée dans le site catalytique de
I’enzyme E3, correspondant respectivement au domaine Rcat ou au domaine HECT.*42 Par ce
mécanisme, l'ubiquitine activée est transférée de I'E2 a I'E3 puis sur le substrat au niveau d’un site
accepteur spécifique.**** Les E3 ligases de type RING catalysent directement le transfert de l'ubiquitine

conjuguée a I’E2 vers un substrat.*®

Protéasome 265

Figure 5 : Schéma représentant le mécanisme d’ubiquitination d’un substrat.
Mécanisme d’action nécessitant trois enzymes et I’ubiquitine (Ub). Les deux principales classes des E3 ligases (RING et

HECT) sont représentées. Le substrat est soit adressé au protéasome 26S pour la dégradation, soit déubiquiting par les
déubiquitinases (DUB). E1 : Enzyme d’activation, E2 : Enzyme de conjugaison, E3 ubiquitine ligase.

Compte tenu du réle clef des E3 ubiquitine ligases dans la reconnaissance et la dégradation de
substrats impliqués dans la régulation et I’homéostasie des cellules, le moindre dysfonctionnement des
E3 va modifier la stabilité de leurs substrats. Cela peut se traduire, par exemple, par une augmentation
de I’expression de protéines a activité oncogénique aboutissant dans certains cas a des cancers. 64

Les substrats peuvent étre soit modifiés par une seule ubiquitine sur un site unique
(monoubiquitination) ou sur plusieurs sites (multi-mono-ubiquitination), soit par des chaines de

polymeére d'ubiquitine.®® Dans ce cas, le C-terminal de la G76 d'une molécule d’Ub est lié¢ au groupe &-



NH; de l'une des sept lysines (K6, K11, K27, K29, K33, K48 ou K63) de l'ubiquitine précédente. Les
chaines poly-Ub peuvent avoir des longueurs et des topologies différentes. Il peut s’agir d’une chaine
homotypique qui comprend un seul type de liaison sur la méme lysine, ou hétérotypique qui comprend
au sein d’un polymeére des liaisons par des lysines différentes. Par exemple, la polyubiquitination liée a
la lysine K48 modifie les protéines pour la destruction protéolytique par le protéasome, tandis que les
liaisons non-K48 ciblent les protéines pour diverses fonctions et réponses cellulaires.*3*° Les mono et
multi-monoubiquitinations jouent uniquement un réle dans la signalisation cellulaire, comme par

exemple dans la réponse aux dommages a I’ADN, par ’ubiquitination des histones.*

La conjugaison de l'ubiquitine est réversible grice a I’action des déubiquitinases (DUB).>! Les
DUB sont classées en six familles en fonction de la conservation de la séquence du domaine catalytique
et comptent une centaine de protéines. La famille des USP (ubiquitine-specific proteases) est la famille
qui prédomine.5? Contrairement aux autres DUB, les USP ont la capacité de rompre toutes les liaisons

d’ubiquitine.>
2) Les substrats connus de TRIP12

TRIP12 posséde au total 77 interactants répertoriés de maniére détaillée dans notre revue.* Ces
derniers ont été identifiés par différentes approches expérimentales utilisant comme cible soit les
interactants (n = 59), soit TRIP12 (n = 7) soit les deux comme appét (n = 11). Parmi les 77 interactants,
seulement dix ont été caractérises comme substrats de TRIP12. En effet, d’aprés les données de la
littérature, TRIP12 régule la stabilité de dix substrats et promeut leur dégradation par le protéasome

régulant ainsi des fonctions cellulaires comme indiqué dans le Tableau 1.

Substrat | Dénomination Fonction Réf.
APP-BP1 | Amyloid Protein-Binding Protein 1 | Neddylation 7
P14/ARF | P14/Alternate Reading Frame Cycle cellulaire 14
ASXL1 Additional Sex Combs Like 1 Remodelage de la chromatine 54
BAF57 BRG1-Associated Factor 57 Remodelage de la chromatine 55
FBW7 F-box and WD-40 domain | Différenciation cellulaire 56
protein 7
PARP1 Poly-(ADP ribose) polymerase 1 Réponse aux dommages a I’ ADN 30
PTF1la Pancreas Transcription Factor la Différenciation cellulaire 9
RNF168 Ring Finger Protein 168 Réponse aux dommages a I’ADN 32
SOX6 SRY-Box Transcription Factor 6 Différenciation cellulaire 20
USP7 Ubiquitin-Specific Peptidase 7 Cycle cellulaire et réponse aux | 28
dommages a I’ADN

Tableau 1 : Liste des substrats connus de TRIP12 associés a leurs fonctions



B. Role de TRIP12 dans le remodelage de la chromatine

1) Via le contrdle de l'intégrité du complexe SWI/SNF

Composée d’histones et de I’ADN, la chromatine subit une compaction finement régulée dont
la dynamique participe a divers processus tels que la transcription, la réparation et la recombinaison de
I'ADN. Lorsque la chromatine est compactée, I’accessibilité des promoteurs a la machinerie
transcriptionnelle est réduite se traduisant par une transcription globalement inactive des génes.®” A
I’inverse, I’accessibilité de la chromatine peut étre modifiée par le complexe SWI/SNF (SWItch/Sucrose
Non-Fermentable) entrainant la libération des histones de I’ADN afin de moduler l'activité
transcriptionnelle.® SWI/SNF (SWItch mutants/ Sucrose Non Fermenting) est un complexe
multiprotéique d'une douzaine de sous-unités comprenant les ATPases BRG1 (hSWI/SNF Brahma-
related Gene) et BRM-1 (BRachyury Modifier 1), qui assurent 1’activité catalytique, et des protéines
BAFs (BRG-1 associated factors) qui sont nécessaires pour 1’activation compléte du complexe. La
fonctionnalité du complexe nécessite 1’ensemble des sous-unités pour remodeler le positionnement des
nucléosomes de maniére dépendante de I’ ATP. Une régulation stricte de la steechiométrie du complexe
SWI/SNF est indispensable et assurée par la dégradation par le protéasome des sous-unités libres, non
liées (Figure 6). Par exemple, la protéine BAF57 est stabilisée et protégée de la dégradation quand elle
interagit avec BAF155.%° TRIP12 est la principale E3 ubiquitine ligase qui polyubiquitine la fraction
cellulaire libre de BAF57.%° Par conséquent, TRIP12 contribue au « contréle qualité » des protéines du
complexe SWI/SNF.

Figure 6 : Schéma de la relation entre TRIP12, BAF57 et BAF155 (Adapté de Keppler et al 2010).53
Lié & BAF155 ou au complexe SWI/SNF, BAF57 est protégée de 1’ubiquitination, en opposition & la forme libre qui est
ubiquitinée par TRIP12 et adressée au protéasome 26S en vue de sa dégradation.



2) Via la maintenance de la répression de génes par le complexe Polycomb

Les modifications épigénétiques des bases d'’ADN et des histones jouent un réle important dans
la modulation de la dynamique de la chromatine. Les histones peuvent étre acétylées, méthylées,
phosphorylées, ubiquitinées et sumoylées, jouant un réle sur I’expression des genes et dans les processus

qui nécessitent un accés a I’ADN, comme la répression de la transcription.®°

En effet, chez les mammifeéres, il a été récemment démontré que la méthylation de l'atome
d'azote en position 6 d'une adénine (6mA) est associée a des marques répressives épigénétiques telles
gue la monoubiquitination sur la lysine K119 de I'histone H2A (H2AK119 Ub) et la triméthylation sur
la lysine K27 de I'histone H3 (H3K27me3).>* Ces marques répressives sont utilisées pour mettre sous
silence les promoteurs, comme par exemple, lors de la différenciation des cellules souches et lors du
développement embryonnaire. Ce sont les Complexes Répressifs Polycomb (PRC1 et PRC2) qui
ajoutent les marques répressives.5262 A I’inverse, le complexe de déubiquitinase PR-DUB (Polycomb
Repressive-Deubiquitinase complex), formé par les protéines ASXL1 (Additional Sex Combs like 1) et
BAP1 (BRAC1 Associated Protein 1),% permet le retrait de 1’ubiquitine du résidu K119 de I’histone
H2A. La protéine BAP1 porte l'activité déubiquitinase, elle est stabilisée par ASXL1.%4 Une étude
récente rapporte qu’en présence de TRIP12, ASXL1 est dégradée par polyubiquitination préservant ainsi
le niveau de H2AK119Ub et la répression de certains génes (Figure 7).>* D’autres analyses
protéomiques ont identifié TRIP12 comme pouvant s’associer avec des composants du PRC2 tels que
SUZ12 (Polycomb protein SUZ12), EZH2 (Histone-lysine N-methyltransferase)® et EED (Embryonic
Ectoderm Development protein).%® Par conséquent, TRIP12 peut ainsi contribuer a la régulation
épigénétique de I’expression du génome en participant au contréle du niveau de compaction de la

chromatine.
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Figure 7 : lllustration du mécanisme de recrutement de TRIP12 entrainant la protéolyse d’ASXL1 et la répression de
promoteurs cibles (Adaptée de Kweon et al, 2019).54

Suite & la méthylation de I'atome d'azote en position 6 d'une adénine (6mA) et I’'ubiquitination de I’histone H2AK119 par le
complexe PRC1, le complexe de déubiquitination ASXL1/BAP1 est recruté et entraine la dégradation d’ASXL1 par TRIP12.
La perte d’un régulateur du complexe PR-DUB bloque son action de déubiquitinase préservant ainsi la marque répressive,
H2AK119Ub, déposée par le complexe Polycomb sur la chromatine. Ub : Ubiquitine, PR-DUB : Déubiquitinase du complexe
répressif Polycomb.

C. Role de TRIP12 dans la progression du cycle cellulaire

Pour rappel, le cycle cellulaire est un processus finement régulé qui conduit, a partir d’une
cellule mére, a la naissance de deux cellules filles. De maniére universelle, pour tous les organismes, le
cycle cellulaire est divisé en deux grandes étapes : I’interphase et la mitose. Chez les Eucaryotes,
I’interphase correspond a I’étape la plus longue du cycle cellulaire nécessaire a la préparation de la
division des cellules. L’interphase est divisée en 3 étapes. La premiére étape appelée Gap 1 (Ga), est
nécessaire pour le contrble de la croissance cellulaire et I’intégrité du génome. S’ensuit la phase S, qui
permet I’incorporation de nucléotides pour la réplication de I’ADN. Enfin, la derniere étape de
I’interphase, correspond a la phase Gap 2 (G.), étape préparatoire de la division mitotique par
vérification de la réplication et de la fin de la croissance cellulaire. La division cellulaire est la phase
durant laquelle les chromosomes se répartissent entre les deux cellules filles, il s’agit de la mitose. Cette
phase est également trés controlée et composée d’une succession de modifications morphologiques et
biochimiques. L’entrée et la progression des cellules dans chaque phase du cycle sont régulées, en autres,
par des CDK (Cyclin Dependent Kinase) qui phosphorylent les protéines kinases sur les résidus serines
ou thréonines. L activité des kinases dépend d’autres protéines du cycle cellulaire, les cyclines, qui vont
interagir et former un complexe CDK/Cycline transitoire, spécifique pour chaque phase du cycle. En
plus des phosphorylations/déphosphorylations activatrices ou inactivatrices, 1’activité des CDK peut étre

limitée par des associations transitoires a des inhibiteurs nommés CKIs (Cyclin Dependent Kinase



Inhibitor). Ainsi, P16'NK*A qui appartient a la famille de protéines INK4 (Inhibitor of CDK4) permet la
régulation uniquement de la phase G..

La protéine TRIP12 joue un rdle clef dans la régulation du cycle cellulaire in vivo.? Kajiro et al.,
montrent que la mutation inactivatrice de l'activité ubiquitine ligase conduit a la létalité au stade
embryonnaire E11.5 des souris mutantes homozygotes (TRIP12™™), La croissance cellulaire in vitro
des cellules ES (Embryonic stem) TRIP12™/™ est nettement réduite, associée a une accumulation
anormale de cellules dans les phases G./M et sub-G; suite a I'induction anormale du CKI P16 'N<%A et a
la stabilisation de P14%RF (P14/Alternative Reading Frame).

Un autre groupe a également identifié TRIP12 comme I'E3 ubiquitine ligase responsable de la
dégradation de ARF et I'a renommé ULF pour Ubiquitin Ligase for ARF.®" La protéine P14%%F joue un
réle majeur dans la progression du cycle cellulaire car elle régule indirectement 1’activation de la voie
P53 qui induit I’arrét du cycle cellulaire (Figure 8).%% En effet, dans une cellule normale, 1’action de
I’E3 ubiquitine ligase MDM2 (Mouse Double Minute 2 homolog) régule le niveau de P53. Cependant
en interagissant avec MDM2, ARF I’empéche de cibler P53 ce qui conduit a I’augmentation du niveau
de P53 et a I’arrét du cycle cellulaire et/ou I’apoptose.®® En présence de TRIP12, le niveau d’expression

de la protéine ARF est réduit et MDM2 déstabilise alors P53, permettant la progression du cycle
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Figure 8 : Représentation schématique de la voie TRIP12, ARF et P53 (Adaptée de Brunet et al, 2021).%
TRIP12 contrdle directement la dégradation de ARF et indirectement celle de P53 via MDMZ2, contrélant ainsi la progression
du cycle cellulaire.

cellulaire.®”

Plusieurs protéines interagissent avec TRIP12 ou ARF pour moduler I’inhibition de la
dégradation de ARF transmise par TRIP12 conduisant alors a I'activation de la voie ARF/P53 et a I'arrét

du cycle cellulaire.



La participation de TRIP12 dans la progression du cycle cellulaire via I'ubiquitination de ARF
agit telle une « barriere » contre un stress oncogénique qui dépend du niveau d’expression de c-MYC
(Figure 9).° En effet, c-MYC améliore la demi-vie de ARF en déstabilisant le complexe
nucléoplasmique TRIP12/ARF."* De plus, TRIP12 se lie avec TRADD (TNF-R Associated Death
Domain Protein), un adaptateur central dans la signalisation pro-inflammatoire.”? Le transfert de
TRADD du cytoplasme vers le noyau protége ainsi ARF de la dégradation par le protéasome.”

La nucléophosmine (NPM), un composant majeur des nucléoles,” séquestre ARF dans ce
compartiment, 1’isolant de l'action d'ubiquitination de TRIP12 présente uniquement dans le
nucléoplasme.’* La liaison de la nucléostémine déstabilise le complexe TRIP12/ARF dans le
nucléoplasme et stabilise le complexe NPM/ARF dans les nucléoles.”™
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Figure 9 : Représentation schématique illustrant les régulateurs modulant la voie TRIP12, ARF et P53 (Adaptée de Brunet
et al, 2021).4

Lié a la nucléophosmine (NPM)/nucléostémine (NS) dans le nucléole, ARF est protégé de 1’action de I’E3 ligase TRIP12.
Ainsi, ARF se lie et inhibe MDM2, ce qui conduit a I'accumulation de P53 et a I'arrét du cycle cellulaire. TRIP12 interagit avec
différentes protéines (NS, TNF-R Associated Death Domain Protein (TRADD), c-MYC élevés) bloquant également son
interaction avec ARF dans le nucléoplasme.

TRIP12 régule aussi le cycle cellulaire indépendamment de son action sur ARF en inhibant
indirectement la fonction de P53. En effet, le second substrat de TRIP12 impliqué dans la régulation de
la voie ARF/P53 est la déubiquitinase USP7. USP7 stabilise directement le niveau de p53 " et celui de
MDM2.”" Ainsi, USP7 stabilise, via le méme domaine d’interaction, a la fois TRIP12, P53 et MDM2

qui peuvent entrer en compétition en fonction du contexte cellulaire.

Si I’ensemble de ces données montre clairement que TRIP12 est étroitement impliquée dans le

contréle de la progression du cycle cellulaire, aucune étude ne s’est intéressée a la régulation de son



expression dans les différentes phases du cycle cellulaire qui conditionne cependant directement sa
capacité d’interaction avec ses partenaires. Nos travaux ont révélé que TRIP12 apparait dans le noyau
des cellules a la fin de la phase S et perdure pendant la phase G, qu’elle interagit avec la chromatine
via son IDR et coordonne I'entrée et la progression de la mitose.?* Des études réalisées par spectrométrie
de masse, ont d’ailleurs confirmé que TRIP12 est spécifiquement retenue sur la chromatine mitotique.”
Bien qu'étroitement lié aux chromosomes pendant la mitose, TRIP12 voit son expression diminuer au
début de la phase Gi, pour disparaitre du noyau a la fin de la phase G; et au début de la phase S.2
Lorsque TRIP12 atteint un seuil maximal d’expression c’est-a-dire en fin de phase G, et en mitose, son

role est optimal sur ses substrats (ARF, USP7) afin de réguler la progression du cycle cellulaire.
D. Role de TRIP12 dans la réponse aux dommages a ’'ADN

Plusieurs études ont rapporté l'implication de TRIP12 dans le contrdle de la réparation des
dommages a I'ADN qui varie en fonction du contexte cellulaire, des substrats de TRIP12 et du type de

cassures.
1) Via la voie de signalisation ARF/P53

Dans une cellule en conditions normales, le cycle cellulaire est régulé par des points de contrdle
activés par exemple par des stimuli génotoxiques. En réponse a un dommage de I’ADN, I’activation en
amont des kinases ATM-CHK2 et ATR-CHK1 module la phosphorylation de P53 entrainant la
séparation des protéines MDM2 et P53. L’augmentation du niveau de P53 déclenche un double contréle
de la voie de réparation des dommages a I'ADN (DDR) et I’arrét du cycle cellulaire.®® Ces deux voies

de régulation sont interconnectées et souvent dérégulées dans les cancers.®

Dans ce contexte, les régulateurs de TRIP12 au cours du cycle cellulaire vont également étre
recrutés pour moduler I’action de I’E3 ligase en fonction du dommage, favorisant cette fois I’arrét du
cycle. En effet, la protéine c-MYC est surexprimée en réponse aux dommages a I'’ADN induits par la
doxorubicine, favorisant indirectement ’accumulation de p53 et une réponse apoptotique.’ De maniére
similaire, I’invalidation de TRIP12 dans des fibroblastes embryonnaires de souris (MEF) atténue la
dégradation de ARF favorisant I’apoptose en réponse aux dommages a I’ADN. Ainsi, la stabilité de
ARF module clairement la réponse apoptotique dépendante de la voie P53.

Le second régulateur de 1’action de TRIP12, la nucléophosmine (NPM), est également modulé
en réponse a I’activation de la DDR. En effet, la kinase ATM active la protéine phosphatase 1 (PP1),
qui, a son tour, déphosphoryle la protéine nucléolaire NPM inhibant son interaction avec ARF. De ce
fait, la kinase ATM permet la polyubiquitination de ARF par TRIP12,% et ainsi le blocage de la réponse
apoptotique aprés dommages a I’ADN. De facon intéressante, une étude a identifié la sérine S1577 de

TRIP12 comme phosphorylée par les kinases ATM/ATR, suggérant que les modifications post-



traductionnelles sont vraisemblablement nécessaires et régulatrices pour I’implication antinomique de

TRIP12 dans le mécanisme de réparation des dommages a I’ADN.%®
2) Via le contrdle de I'ubiquitination des histones

L'ubiquitination des histones joue un réle crucial dans le recrutement des protéines responsables
de la détection et de la réparation des dommages a I'ADN (voir ci-apres). TRIP12 est un régulateur direct
et indirect de la stabilité des histones qui permet d’éviter une ubiquitination excessive de la chromatine

en réponse a un dommage de I’ADN.

TRIP12 participe directement a I'ubiquitination des histones en réponse a un dommage a
I’ADN.22 En effet, UFD4 (homologue de TRIP12 chez la levure) appartient au complexe Ino80C
(INO80 Complex Subunit C), un complexe constitué de cing E3 ubiquitine ligases (Rad6, Brel, PEP5,
RSP5), qui contribue & I'épuisement des histones du noyau. La perte d’UFD4 associée a celles de Rad6
et PEP5 favorise la persistance des histones sur la chromatine ce qui compromet la décompaction de la
chromatine. En réduisant le pool d’histones, TRIP12 diminue indirectement la compaction de la

chromatine et facilite le recrutement des acteurs de la réparation de I’ADN.

TRIP12 et UBRS sont deux protéines qui régulent indirectement I’ubiquitination des histones
aprés l'induction de dommages a I'ADN par cassure double brin (DSB). 2 L'E3 ubiquitine ligase RNF8
(Ring Finger Protein 8) monoubiquitine les histones H2A et H2AX (K63) au niveau des sites
endommagés.® La réaction d'ubiquitination est ensuite amplifiée par un autre facteur clé de la DDR,
RNF168 une E3 ubiquitine ligase permettant la formation de chaines de polyubiquitination (chaines
K63).8* L’action concertée de ces protéines agit comme une plateforme permettant d’orchestrer le
recrutement de facteurs de signalisation de réparation, tels que 53BP1 (P53 Binding Protein 1) et le
complexe RAP80/BRCAL (Receptor-Associated Protein 80/Breast Cancer 1).8 TRIP12 est I'E3
ubiquitine ligase impliquée dans la stabilité de RNF168. Dans des conditions physiologiques, TRIP12
et UBR5 contrélent la quantité de RNF168 nécessaire pour restreindre l'ubiquitination des histones
autour des lésions de I'ADN. Cependant, une déplétion de TRIP12 et UBR5 provoque une accumulation
de RNF168 en quantité excessive qui amplifie I'ubiquitination des histones au-dela des sites DSB. Le
signal d’ubiquitination est essentiel car dans le cas ou RNF168 se propage au-dela de la zone
endommagée en polyubiquitinant les histones H2A et H2AX, il y a séquestration des molécules
effectrices de la réparation, 53BP1 et BRCAL. La rétention de ces effecteurs sur un site d’/ADN non
endommagé empéche leur recrutement sur des sites d’/ADN qui nécessiteraient une réparation. Un
déséquilibre dans la régulation de 1’ubiquitination des histones conduit & des lésions non réparées qui

peuvent étre delétéres pour la cellule.



3) Via la déubiquitinase USP7

Il est admis que la déubiquitinase USP7 joue un rdle majeur dans la réponse aux dommages de
I'ADN en stabilisant I'expression de protéines clés telles que P53 et RNF168.77% TRIP12 interagit avec
USP7 et le polyubiquitine pour sa dégradation par le protéasome.? Par conséquent, la dégradation
d'USP7 par TRIP12 affecte les niveaux de P53, 53BP1 et CHK1 qui sont des régulateurs importants de
la DDR. En effet, suite a une 1ésion de I’ADN, les kinases ATM et ATR phosphorylent MDM2 qui perd
son affinité pour USP7, ceci permet la déubiquitination de P53 et augmente sa stabilité. En revanche,

lorsque TRIP12 est exprimée, le niveau d’USP7 est réduit favorisant la déstabilisation de P53.

De plus, les réles opposés de TRIP12 et USP7 dans la régulation du niveau de RNF168 et le
contréle mutuel de leur expression sont importants pour induire une réparation efficace. En effet, USP7
se lie a RNF168 dans le but d’éviter sa dégradation par le protéasome® mais a I’inverse TRIP12
polyubiquitine RNF168 pour induire sa perte.®? 1l est important de rappeler que TRIP12 est également
stabilisée par USP7 via une boucle de rétrocontréle.® Ce rétrocontrole réciproque est finalement une
balance essentielle pour assurer une bonne gestion de la réparation des dommages a I'ADN via le
contréle de la quantité de RNF168.

4) Via la polyubiquitination de PARP1

Une étude publiée I’année derniére montre que TRIP12 ubiquitine PARP1 pour sa dégradation
par la protéasome.® Les protéines appelées poly(ADP-ribose) polymérases participent a la formation de
polyméres de molécules d’ ADP-ribose a la surface de protéines cibles, mécanisme appelé Poly-ADP-
Ribosylation (PARylation).®” La PARylation intervient dans la régulation de la réparation de I'ADN et
dans la dynamique de la chromatine.®®8 PARP1 est un partenaire-clé dans la reconnaissance des
cassures de I'ADN. Son activité est impliquée dans le recrutement précoce de facteurs facilitant entre
autres la réparation des DSB.*® En effet, un déficit ou I’inhibition de PARP1 entraine une activation
retardée des protéines impliquées dans la DDR telles que la phosphorylation des histones H2AX ou celle
de P53 normalement induites en réponse a I’activation d’ATM.%! De plus, des souris déficientes des
génes PARP1 et ATM présentent une létalité embryonnaire, suggérant un role essentiel de PARP1 dans
la DDR et la prolifération cellulaire. % Les travaux de Gatti et al. démontrent que I’ interaction de TRIP12
avec PARP1 via le domaine WWE favorise la polyubiquitination de PARP1 et sa dégradation par le
protéasome.®® Comme pour RNF168, TRIP12 empéche I'accumulation supra-physiologique de PARP1

au niveau du dommage.

Ces donnees de la littérature montrent que la forte implication de TRIP12 dans les mécanismes
de réparation des dommages de I’ADN. Toutefois, ces différentes études révélent que TRIP12 peut étre
a la fois une protéine activatrice ou inhibitrice de la réponse aux dommages a I’ADN en fonction du

contexte cellulaire et du substrat.



E. Role dans la différenciation cellulaire

La différenciation cellulaire est un mécanisme par lequel les cellules en division changent de
fonction et/ou de phénotype. Elle implique la régulation coordonnée des génes par une multitude de
voies de signalisation. Compte tenu du rdle de TRIP12 dans la régulation des complexes Polycomb et
SWI/SNF, la perturbation de I’expression de TRIP12 peut entrainer la dérégulation globale de
I’expression des génes nécessaires au développement et a la régénération. De plus, I’activité E3

ubiquitine ligase de TRIP12 régule des facteurs clés de I’homéostasie et de la différenciation cellulaire.

TRIP12 est essentielle au développement embryonnaire de la souris.® En effet, le mutant
homozygote inactif de TRIP12 entraine un retard de développement visible dés le stade embryonnaire
8.5 (E8.5) corrélé a la diminution du nombre de somites. Il est également observé un défaut dans la
formation des structures placentaires dans les souris mutantes. Ces malformations conduisent a une

Iétalité embryonnaire a E11.5.

Par ailleurs, TRIP12 participe a la régénération cellulaire par le recrutement de cellules souches
chez le planaire d'eau douce Schmidtea mediterranea.? En effet, ce ver est capable de remplacer la perte
des cellules en induisant le renouvellement cellulaire en conditions normales ou lors de la perte tissulaire
grace a la capacité de régénération de ses cellules souches adultes appelées néoblastes. L'orthologue de
TRIP12 appelé « smed-TRIP12 », exprimé dans les néoblastes, est essentiel pour I'établissement et le

maintien des tissus postérieurs de Schmidtea mediterranea.

Le facteur de transcription SOX6 (SRY-Box Transcription Factor 6) est une cible de TRIP12
chez les mammiferes.?’ Ce facteur est essentiel pour I’homéostasie des cellules musculaires. Exprimé
dans les somites au cours de 1’embryogenése, SOX6 coordonne la différenciation des fibres musculaires
en agissant comme un suppresseur transcriptionnel des fibres lentes de I’embryon de la souris. La
diminution de TRIP12 dans des lignées cellulaires dérivées de myotubes entraine une augmentation du
niveau de la protéine SOX6 et une dérégulation de I'homéostasie des fibres musculaires via une

modification de I’expression génique liée a I’augmentation de SOX6.

De plus, TRIP12 dégrade des substrats tels que PTF1a et FBW7 (F-box/WD repeat-containing
protein 7), régulateurs de la différenciation des cellules pancréatiques. L’étude de Hanoun et al. montre
que TRIP12 polyubiquitine et provoque la dégradation du facteur de transcription PTFla (Pancreas
Transcription Factor 1a).° Le groupe de Behrens élucide le mécanisme par lequel TRIP12 dégrade
FBW?7 appartenant au complexe d’E3 ubiquitin ligase SCF et qui permet la reconnaissance du substrat.
FBW?7 est capable de s’auto-ubiquitiner via le complexe SCF sur les résidus K404 et K412, mais la

présence de TRIP12 est nécessaire pour la polyubiquitination K11 et ’adressage au protéasome.



IV. Roles de TRIP12 dans le cancer

A. Altérations du géne et de 'TARNm de TRIP12

L’analyse de la base de données cBioPORTAL qui référencie toutes les mutations connues dans la
littérature et le nombres de copies altérées dans le génome (ou CNA pour copy number alteration)
montre que la mutation du géne de TRIP12 est retrouvée dans moins de 3% des génes mutés dans les
cancers. Par comparaison, la fréquence de mutation de TP53 est de 35,2%. Au total, le géne Trip12 est

muté dans 6 types de cancer a des fréquences variables, sur différents sites référencés dans le Tableau

2.

Cancer Mutation Exon Type de mutation | Fréquences | Réf
(%)
Adénocarcinome €.3583delT 24 Délétion, instabilité | 3,1% (1/32)
colorectal (p.S1195LfsX24) micro satellitaire 03
Adénocarcinome c.273InsA 3 Insertion, instabilité | 3,7% (1/27)
gastrigue (p.P92TfsX8) micro satellitaire
Adénocarcinome 0.230670518 G>C | 16 Faux sens 75% (9/12) o
pulmonaire
Cancer du sein 0.230467943 C>A | Intron (entre | Substitution 95
exon 1 et 2)
€.592C>T 3 Faux sens
(p-S197F)
Carcinome anal c.4783C>T 33 Non-Sens 15% (3/20) | %
(p.R1595X)
c.5462_5469del 37 Délétion
Leucémie myéloide | TRIP12-NPM1 20 Fusion 1,44% o7
aigué pédiatrique (2/139)

Tableau 2 : Caractérisation des mutations du géne Trip12 retrouvées dans certains cancers.

Cependant, ces données obtenues a partir de petites cohortes ne permettent pas d’établir une
relation de causalité entre la présence de ces mutations et les cancers évoqués ci-dessus. De plus, les

analyses restent descriptives sans recherche des conséquences fonctionnelles de ces mutations.

Le constat est le méme pour le niveau d’ARNm de Trip12 dans les cancers avec peu d’analyses
de ce niveau de régulation. En 2010, Chen et al. ont montré que le niveau d’ARNm de Tripl2 est
significativement augmenté dans le cancer du sein a partir d’une cohorte de 53 tissus tumoraux
comparativement a 6 tissus sains.'* Les bases de données telles que GEPIA (Gene Expression Profiling
Interactive Analysis) répertorient le niveau d’ ARNm de génes de chaque cancer et les comparent a ceux
des tissus normaux correspondants dans des cohortes plus conséquentes. Cette base de données montre
une variabilité du niveau de Trip12 selon le type de cancer. L'ARNmM de Trip12 est significativement
surexprimé dans seulement le lymphome diffus a grandes cellules B, le cholangiocarcinome, le cancer
du thymus et I'adénocarcinome pancréatique. A I’inverse, le niveau de Tripl2 est significativement

diminué dans les tumeurs des cellules germinales testiculaires (Figure 10). L’analyse d’une grande



cohorte (1085 tissus tumoraux pour 112 tissus sains) ne montre pas de différence de niveau de I’ARNm

de Trip12 dans le cancer du sein remettant en cause les résultats de Chen et al.

Figure 10 : Niveaux d'expression de I'ARNm de TRIP12 dans 5 types de cancer.

Le niveau d’ARNm de Trip12 est obtenu par RNAseq a partir des données disponibles dans la base de données GEPIA. Chaque
point représente un échantillon, la barre noire horizontale représente la moyenne. Les différences statistiquement significatives
entre les échantillons normaux (en bleu) et tumoraux (en rose) sont représentées par un astérisque rouge (test ANOVA avec
une valeur q < 0,01).

Les mécanismes responsables de l'altération du niveau de I'ARNm de Tripl2 dans les
échantillons tumoraux restent largement inconnus. Une seule étude s’est intéressée a 1’épissage alternatif
de TRIP12 dans les cas de leucémie myéloide aigué (LAM).%® En effet, I’analyse par RNA-seq de
cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) a montré 1’augmentation de 1’isoforme de Trip12
ayant subi un épissage de I’exon 3 chez une patiente atteinte de LAM apreés traitement et rémission
compléte. Compte tenu du réle essentiel de TRIP12 en tant que régulateur de la voie de signalisation
ARF/P53, les auteurs suggérent (sans mécanisme explicatif) que I'épissage alternatif de son ARNm
pourrait de maniére indirecte induire 1’activation de la voie P53 et I'apoptose des cellules a croissance

aberrante contribuant a la rémission.

B. Altération de I'expression protéique de TRIP12

Les données disponibles sur I'expression de la protéine TRIP12 dans le cancer sont encore moins
abondantes que celles décrites pour le niveau d'’ARNm. Le niveau protéique dans les tissus humains,
référencé dans le « Human Protein Atlas », indique un niveau d’expression variable de TRIP12 selon le
type de cancer. TRIP12 est retrouvée avec une fréquence élevée dans les cancers ORL, le cancer des

testicules, et chez les patients atteints de gliome (Figure 11).
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Figure 11 : Expression protéique de TRIP12 en pourcentage dans les cancers référencés dans la base de données GEPIA.
Le niveau protéique de TRIP12 est déterminé par analyse immunohistochimique de tissue microarray (TMA) d’apreés les
données disponibles dans la base de données « The Human Protein Atlas ». L’expression en pourcentage est définie en
normalisant I’expression dans 20 tissus cancéreux différents comparés a celle de 44 tissus normaux.

Derniérement, il a été montré qu’un fort niveau de TRIP12 dans les tumeurs du sein améliore la
survie sans métastases des patientes.* Le séquencage de I’ARN révéle que les cellules appauvries en
TRIP12 ont acquis des traits mésenchymateux tels que la perte de polarité cellulaire et une motilité
cellulaire accrue. L'expression ectopique de TRIP12 dans ces cellules les sensibilise a I’anoikis, une
mort cellulaire par perte de contact cellulaire. Dans cette étude, TRIP12 blogue I'EMT en inhibant
I'expression du géne ZEB1/2, par un mécanisme qui reste encore a démontrer, et serait un suppresseur

potentiel de la progression dans le cancer du sein.

Les événements moléculaires conduisant a 1’altération de l'expression de la protéine TRIP12
sont peu étudiés. La déubiquitinase USP7 est surexprimée dans le carcinome hépatocellulaire (CHC) et
requise pour la prolifération des lignées cellulaires dérivées du CHC.*® D’un point de vue mécanistique,
en réponse a la surexpression d'USP7, la protéine TRIP12 est stabilisée et ubiquitine ARF pour sa
dégradation afin de promouvoir la prolifération des cellules dérivées du CHC. Fait intéressant, les
auteurs établissent que TRIP12 et USP7, lorsqu’ils sont surexprimés, sont des marqueurs indépendants
de mauvais pronostic du CHC. L’interaction entre ces deux partenaires, I’importance de USP7 dans la
stabilité de TRIP12 et I’impact sur la voie P53 sont également retrouvés dans trois lignées de carcinome
gastrique (AGS, CNE2Z, HCT-116).*’

TRIP12 est surexprimée uniquement dans les cancers gastriques infectés par la bactérie
Helicobacter pylori (H. pylori).’® Cette bactérie est un des agents pathogénes humains courants et est
reconnue comme un facteur de malignité gastrique.’®® L'infection par H. Pylori des lignées cellulaires
dérivées de cancer gastrique induit l'expression de la protéine TRIP12 en impliquant le facteur de
virulence CagA (Cytotoxin-Associated Gene A).1% La surexpression de TRIP12 a pour conséquence la
dégradation de la protéine ARF par polyubiquitination qui conduit a une inhibition de l'autophagie dans

les cellules gastriques.



Enfin, le niveau de TRIP12 est le reflet du taux de réponse aux traitements pour certains cancers.
En effet, les patients atteints de carcinomes ORL infectés par le virus du papillomavirus humain (HPV-
positif) répondent mieux a la radiothérapie avec une survie globale plus élevée que ceux ayant un
carcinome sans infection virale (HPV-négatif).1%? Suite a I’infection au HPV, la surexpression de P16
provoque la déstabilisation de TRIP12. Le mécanisme a I’origine de la perte de TRIP12 n’est pas encore
connu. Cependant, compte tenu de la fonction inhibitrice de TRIP12 dans la DDR, la diminution de
TRIP12 entraine la surexpression de RNF168, qui augmente a son tour I’ubiquitination incontrolée des
histones. La taille des foyers de réparation des dommages reconnus par 53BP1 est amplifiée et persiste
24h apres I’irradiation, reflétant une réparation des cassures de ’ADN déficiente. La régulation a la
baisse de TRIP12 sensibilise ainsi les cellules HPV positives a la radiothérapie. Inversement, chez 18
patients positifs pour le HPV, la surexpression de TRIP12 est associée a un faible taux de survie aprés
radiothérapie. Ainsi, dans le cas de réponse a la radiothérapie, TRIP12 pourrait étre un marqueur de

prédiction de réponse aux traitements.

Le niveau de la protéine TRIP12 pourrait aussi fournir un marqueur utile pour la sensibilité aux
inhibiteurs de PARP (PARPi).%° En effet, les réponses a cette thérapie sont prometteuses, mais les
prédictions de réponse aux traitements basées sur l'abondance sur la chromatine et/ou I'expression de
PARP1 dans la cellule ne sont pas assez précises. De maniere remarquable, le niveau de la protéine
TRIP12 est négativement corrélé avec I'abondance de la protéine PARP1 dans deux cohortes de patientes
atteintes d'un cancer du sein ou de I'ovaire.*® En effet, TRIP12 cible et réduit la présence de PARP1 au

niveau de la chromatine en la polyubiquitinant et ainsi limite le « piégeage » de PARP1 par PARPI.



PARTIE 2 : Le pancréas

I. Structure et fonction du pancréas

A. Notions générales d’anatomie

Le pancréas est un organe qui pése en moyenne 80g chez I’homme adulte. Il se situe dans la cavité
abdominale avec une localisation rétropéritonéale. Le pancréas s'étend de la courbe en forme de C du
duodénum (téte), passe derriere I'estomac (corps) et se termine au hile de la rate (queue) (Figure 12).

Compte tenu de sa localisation, I’exploration médicale de cet organe est difficile.

Figure 12 : Schéma représentant la localisation du pancréas et la forme de la glande.
Adapté de « Le cancer du pancréas en question » Paris, fondation ARCAD de T Andre et P Hammel, 2014 www.fondation
arcad.org et de « the Hirshberg Foundation for Pancreatic Cancer Research » site : www.pancreatic.org.

B. Physiologie du pancréas

Le pancréas est un organe amphicrine c’est-a-dire qu’il posséde deux fonctions : une fonction
exocrine (tissu acineux et canalaire) et une fonction endocrine (flots de Langerhans) (Figure 13). Ces
deux compartiments fonctionnels jouent un réle essentiel et complémentaire dans le métabolisme des

nutriments facilitant la digestion des nutriments et participant a 'noméostasie de la glycémie.



Partie exocrine Partie endocrine
Tissu acineux et canalaire llot de Langerhans

Figure 13 : Représentation histologique du pancréas exocrine et endocrine.
Schéma (en haut) montrant les 2 composantes du pancréas, le pancréas exocrine constitué d’acini et de canaux et la partie

endocrine comprenant les ilots de Langerhans (Adapté de Pandol, 2011).1% En bas, figure une coupe de pancréas de souris
(coloration en H/E) repositionnant les structures histologiques du pancréas.

1) Compartiment endocrine

Dispersé dans le tissu acineux, le compartiment endocrine du pancréas est organisé en Tlots de
Langerhans hautement vascularisés et innerves, constituant environ 1 & 2 % du pancréas. Ces structures
sont composees de cing types cellulaires distincts produisant différentes hormones peptidiques. Les
cellules a produisent le glucagon, une hormone hyperglycémiante. Les cellules B sont responsables de
la synthése et de la sécrétion de I’insuline, hormone hypoglycémiante. Les cellules & sécretent la
somatostatine, qui inhibe la sécrétion d’insuline et de glucagon. Les cellules € produisent la ghréline,
hormone qui déclenche la sensation d’appétit et les cellules PP sécrétent le polypeptide pancréatique
(PP) qui limite les sécrétions biliaires et pancréatiques. Ces hormones jouent un réle unique et essentiel
en régulant le métabolisme des nutriments impliqués dans la glycémie, la coordination de la digestion

et l'appétit.



2) Compartiment exocrine

Le pancréas exocrine est constitué d’un réseau de cellules canalaires élaboré qui se termine par
les cellules acineuses. Ce réseau représente 95% de la masse du pancréas. Les acini sont constitués de
plusieurs cellules acineuses polarisées et compartimentées permettant une organisation autour d’une
lumiere centroacineuse.'® Sur la membrane basolatérale se trouvent les récepteurs d’hormones et de
neurotransmetteurs qui stimulent la sécrétion des enzymes.’® Au pdle basal de la cellule, se localisent
le noyau ainsi qu'un réticulum endoplasmique (RE) rugueux abondant pour la synthese des protéines
(Figure 14). La région apicale de la cellule contient des granules de zymogéne, lieu de stockage des
enzymes digestives. La surface apicale de la cellule acineuse possede également de nombreuses
microvillosités dans la lumiére centroacineuse. Au niveau des microvillosités et dans le cytoplasme
sous-jacent a la membrane plasmique apicale est présent un réseau d'actine filamenteuse impliquée dans
I'exocytose du contenu des granules de zymogéne. 196197 |_a sécrétion se fait dans la lumiére de I'acinus
connectée au systeme canalaire. Les jonctions serrées entre les cellules acineuses assurent la cohésion
des cellules entres elles et séparent le compartiment basolatéral du compartiment luminal. Les

complexes jonctionnels assurent également le passage paracellulaire de I'eau et des ions.

L’¢épithélium canalaire est constitué de cellules cubiques ou pyramidales en fonction de leur
localisation dans I’architecture du réseau canalaire. Ces cellules sont pourvues d’abondantes
mitochondries qui produisent 1’énergie nécessaire au transport des ions (Figure 14).1% Au niveau du
pole apical des cellules se trouvent les transporteurs et canaux ioniques impliqués dans la sécrétion des
ions chlore et bicarbonate.’® Les cellules canalaires expriment spécifiquement de la cytokératine 19
(CK19), de I’anhydrase carbonique II et des mucines MUCI1 et MUC6.

A la jonction entre I’acinus et le systéme canalaire se trouvent les cellules centroacineuses
présentant une morphologie cellulaire et des profils transcriptionnels distincts et spécifiques. Les
cellules centroacineuses sont plus petites que les cellules acineuses, de forme cuboide (=10 pm de
diametre), avec un rapport nucléocytoplasmique élevé et de longs prolongements cytoplasmiques qui
permettent le contact avec d'autres cellules.* Elles possedent des caractéristiques a la fois de cellules
acineuses et canalaires. Le role des cellules centroacineuses reste a I'étude, mais certains auteurs
suggerent que celles-ci pourraient représenter des cellules pancréatiques multipotentes progénitrices

potentiellement impliquées dans la régénération du tissu exocrine.



Figure 14 : Schéma des cellules constituant le compartiment exocrine.

Schéma de la cellule acineuse (en haut & gauche) et de la cellule canalaire (en haut a droite) avec les voies de signalisation
spécifiques de ’exocytose et du transport des enzymes vers la lumiére du canal excréteur (Adapté de Pandol, 2011).1% En bas,
images de microscopie électronique de la cellule acineuse (a gauche) et de la cellule canalaire (a droite).

Les cellules acineuses synthétisent et sécretent des proenzymes protéolytiques (trypsine,
chymotrypsine, carboxypeptidase, élastase), des désoxyribonucléases et des ribonucléases (DNAse et
RNAse), de I’amylase et de la lipase.!™® La majorité de ces enzymes digestives est synthétisée dans un
état inactif, appelé proenzyme, et conservée a pH acide dans les granules de zymogene protégeant ainsi
les cellules acineuses de ’autodigestion. Le transport et le relargage des granules de zymogéne sont
régulés par un mécanisme d’exocytose dépendant de [’action d’hormones peptidiques et de
neurotransmetteurs. Les cellules acineuses possédent des récepteurs spécifiques de chaque sécrétagogue
(cholécystokinine, acétylcholine, sécrétine, VIP (Vasoactive Intestinal Peptide)) localisés en position
basolatérale. Leur activation entraine une cascade de signalisation intracellulaire, soit par la libération
de calcium par le RE (CCK et Ach) ou par ’augmentation de I’AMPc (sécrétine et VVIP), qui provoque

I’exocytose.

Le contenu sécrétoire acineux riche en proenzymes, catalyse la dégradation des glucides, des
protéines et des lipides aprés sécrétion et activation par les sucs gastriques dans le duodénum. Pour cela,
les proenzymes sécrétées par les cellules acineuses dans le réseau canalaire au niveau des cellules
centroacineuses sont transportées via le réseau hautement ramifié de petits canaux intralobulaires

convergeant vers des canaux interlobulaires plus gros qui se déversent dans le canal pancréatique



principal de Wirsung et le canal accessoire de Santorini débouchant dans le duodénum. Les cellules

canalaires sécrétent également des molécules inorganiques (bicarbonate, sodium, potassium et chlore).

C. Organogenése du pancréas
Les outils génétiques tels que les modeles murins génétiquement modifiés ont permis
d’identifier les étapes majeures et les principaux facteurs qui gouvernent I’organogenése du pancréas.
Le développement embryonnaire du pancréas murin possede des similitudes avec celui du pancréas

humain.

1) Mise en place des bourgeons pancréatiques

Le pancréas dérive du feuillet endodermique et se forme a partir de deux bourgeons, ventral et
dorsal qui deviendront les régions pré-pancréatiques.’** La partie ventrale du pancréas est située au
niveau de I'endoderme antérieur pres des futurs progéniteurs hépatiques, alors que le pancréas dorsal se
forme a partir de cellules endodermiques postérieures (Figure 15-A).

A partir de 8,5 jours de développement embryonnaire (E8.5) chez la souris, avant méme
I’apparition des bourgeons pancréatiques, se met en place une cascade de voies de signalisation qui
dépend des tissus environnants. Cette signalisation permettra d’orienter la mise en place du bourgeon
ventral et du bourgeon dorsal le long de ’axe antéro-postérieur. En effet, la voie Sonic Hedgehog (SHH)
est inhibée de maniere régionalisée par la présence de la notochorde au niveau du bourgeon dorsal,
sécrétant I’activine et le Fibroblast Growth Factor 2 (FGF2). Suite a la mise en place de I’aorte dorsale
et des veines vitellines, le bourgeon pancréatique dorsal émerge du duodénum a E9.1* Le bourgeon
pancréatique ventral est induit par des signaux du mésoderme qui répriment la signalisation FGF. Les
signaux de régionalisation sont ainsi différents pour le bourgeon dorsal et le bourgeon ventral qui
émergent respectivement a E9 et a E9.5. A E8.5, le géne homéotique Pancreatic and Duodenal
Homeobox 1 (PDX1), essentiel a la différenciation de tous les types cellulaires pancréatiques,*® est
exprimé dans les cellules progénitrices pancréatiques multipotentes (MPC) des deux bourgeons

pancréatiques (Figure 15-B).



Figure 15 : Mise en place des ébauches embryonnaires endodermiques pré-pancréatiques dorsale et ventrale
A- Modélisation de I’influence de la signalisation dérivant du mésoderme dans la mise en place des domaines pancréatiques.
B- Coupe sagittale des ébauches embryonnaires endodermiques pré-pancréatiques dorsale et ventrale a E8,5 exprimant PDX1,

régulateurs transcriptionnels (en bleu) et signalisation moléculaire (en rouge). Schéma adapté de la revue Pan et Wright, 2011.
116

Le niveau d’expression du géne PDX1 est fortement régulé pour maintenir [l'identité
pancréatique. D’une part, la perte de fonction homozygote de PDX1 provogque une agénésie
pancréatique compléte malgré la formation initiale de bourgeons épithéliaux.'!’ D’autre part, le maintien
de I’expression de PDX1 dans des souris transgéniques, conduit a la formation d’un pancréas atrophié

dans lequel les cellules acineuses sont remplacées par des structures canalaires.!8

La voie Notch est importante dans la mise en place des MPC car elle permet de coordonner et
de réguler la différenciation des MPC qui vont ensuite donner naissance aux cellules acineuses,
canalaires et endocrines. Les MPC expriment plusieurs facteurs de transcription dont les principaux sont
PDX1, PTFla, SOX9 (Sex-determining region Y-box 9) et HNF1b (Hepatocyte nuclear factor 1
homeobox B). L’inactivation de HES1 (Hairy and enhancer of split 1) ou de SOX9 provoque une
hypoplasie pancréatique.’®?° L’invalidation génétique (knock-out) homozygote de PTF1a provoque
une agénésie pancréatique ventrale compléte et une structure rudimentaire en forme de canal en position
dorsale chez la souris.*?* Les embryons de souris déficients en HNF1b présentent une agénésie du
pancréas, avec un bourgeon dorsal transitoire exprimant PDX1 mais pas PTF1a, montrant que HNF1b
est nécessaire pour la spécification du pancréas.?? L >expression spatio-temporelle de ces facteurs est

finement régulée car ils vont jouer plusieurs réles aux différentes étapes du développement du pancréas.

2) Spécification des lignages cellulaires pancréatiques

La spécification des différents lignages pancréatiques est marquée par deux grandes étapes. Tout
d’abord, la transition primaire, qui se déroule entre E9.5 et 12.5, vise a induire la spécification des

progéniteurs endodermiques pancréatiques en précurseurs multipotents (MPC) proliférants. Puis, la



transition secondaire entre E12.5 et 15.5, qui est marquée par un changement morphogénétique

drastique, permet 1’¢laboration de 1'épithélium pancréatique différencié.

a. Transition primaire (E9.5 — 12.5)

Les principaux événements de cette transition comprennent des modifications morphologiques
structurelles. En premier lieu, la prolifération active des cellules progénitrices du bourgeon pancréatique
pour générer un épithélium pseudo-stratifié formé d’un nombre déterminé de précurseurs multipotents.
Puis, la formation de plusieurs lumiéres appelées microlumiéres et d’un réseau canalaire ramifié dans
chaque bourgeon & E10.5. Suite a la rotation du duodénum (& E11.5), il y a rapprochement des deux
ébauches prépancréatiques qui fusionnent en un seul organe formant un réseau tridimensionnel.*?® Un
changement morphologique est ensuite visible et finalisé a E12.5, correspondant a 1’étape nommée

ségrégation des domaines. Il s’agit de I’étape initiatrice de la différenciation cellulaire.

Une expression différentielle a la fois spatiale et temporelle des génes est nécessaire a la mise
en place des domaines « Tip » (E9.5) et « Trunk » (E10.5). En effet, les extrémités des bourgeons
pancréatiques deviendront les domaines « Tip », associés a I’expression de PDX1, PTF1a, c-Myc et Cpa
(Carboxypeptidase).’?1% Les structures internes appelées domaines « Trunk » sont associées a
I’expression de Nkx6 (NK6 Homeobox 1), SOX9, HES1, HNF6. Les modeles transgéniques de lignage
ont prouvé que les cellules acineuses sont issues des cellules « Tip » alors que les cellules endocrines et
canalaires sont issues des cellules « Trunk ».126127 |_a voie Notch est primordiale pour induire la mise
en place des domaines « Tip » et « Trunk ». En effet, Murtaugh et al. ont montré qu’en réponse a une
activation élevée de la voie Notch, le niveau du facteur de transcription Nkx6 est augmenté inhibant
directement la transcription du facteur PTF1a. L’absence de 1’expression de PTF1a favorise alors une
différenciation en précurseur de type « Trunk ».22 Ainsi, les facteurs PTF1a et Nkx6 sont responsables
de la spécification des lignages cellulaires pancréatiques grace a leur capacité transcriptionnelle

corépressive (Figure 16).12°

b. Transition secondaire

Cette étape marquée par une importante expansion de 1’épithélium commence a E13. Elle est
caractérisée, dans un premier temps, par la différenciation des précurseurs « Tip » et « Trunk » en
cellules pancréatiques matures (cellules acineuses, cellules canalaires, et cellules endocrines). Dans un
second temps, le pancréas acquiert sa structure arborescente.

Le complexe trimérique PTF1 joue un réle clé dans les cellules de la partie « Tip ». PTF1 est
formé de la protéine bHLH PTF1a, d’une autre protéine bHLH ubiquitaire (protéine E) et de la protéine
RBP-J ou de son paralogue RBP-JL. PTF1RB™ est essentiel pour la formation des MPC a 1’origine de

tous les types cellulaires du pancréas. PTF1REM active I’expression de RBP-JL et facilite la formation



du complexe transcriptionnel PTF1REPL appelé PTF1a-L. Le programme transcriptionnel permettant la
maturation des progéniteurs acineux en cellules exocrines matures sera alors activé par PTFla-L a
E15.5.1%0 PTF1a-L est ainsi le facteur majeur synchronisant le programme transcriptionnel acineux.
Cependant, il n’est pas suffisant pour induire cette différenciation puisque 1I’expression ectopique de
PTF1A-L dans les cellules PDX1+ ne permet pas une différenciation prématurée du compartiment
acineux, mais bloque le développement des précurseurs « Trunk ».13! Ces cellules acineuses expriment
également des facteurs de transcription spécifiques tels que NR5A2 (Nuclear receptor subfamily 5 group
A member 2) et MIST1. En effet, NR5A2, une cible transcriptionnelle de PTF1a, coopére avec PTFla-
L dans I’activation des génes nécessaires a la mise en place du phénotype acinaire.'*>**® || a aussi été
prouvé que I’expression de MIST1 permet la différenciation terminale de la lignée acinaire en mettant
en place I’exocytose des granules de zymogene. Son absence entraine le développement de cellules
acineuses peu différenciées, avec un défaut de polarité et I’incapacité de faire I’exocytose des granules

de zymogenes.'**

A la différence du domaine « Tip » donnant naissance a un seul type cellulaire, la partie
« Trunk » est bipotente et conduit a la différenciation de la lignée canalaire et de la lignée endocrine. En
réponse a un faible niveau de signalisation de la voie Notch, I’expression de Neurog3 (Neurogénine 3)
est induite dans une sous-partie du domaine « Trunk » qui amorcera la différenciation des cellules
endocrines™. En revanche, en réponse a I’activation de la voie Notch, les progéniteurs du domaine
« Trunk » qui n’expriment pas de Neurog3, se différencient par défaut en cellules canalaires.* La voie
Notch favorise également I’activation de HES1 et de SOX9 régulant ainsi le niveau de Neurog3.®’ Les
facteurs de transcription tels que SOX9, HES1, HNF1b exprimés dans les progéniteurs « Trunk » sont

conservés au sein des cellules canalaires, ils sont exclus des progéniteurs de la lignée endocrine (Figure
16).116,125,138—140



Figure 16 : Modele simplifié de la spécification du devenir des cellules issues des bourgeons pancréatiques.
Différenciation des progéniteurs pancréatiques multipotents (MPC) situés dans les bougeons pré-pancréatiques ventraux et
dorsaux. Au début de la transition secondaire, la ségrégation des cellules des extrémités appelées « Tip » et les cellules du tronc
« Trunk » dépend de la voie de signalisation Notch. La spécification des lignées cellulaires acineuses, canalaires et endocrines
est régie par I’expression de facteurs de transcriptions spécifiques des types cellulaires décrite dans le texte. (Adapté de Shih et
al, 2013'?5)

En paralléle de la différenciation cellulaire, se met également en place la tubulogenése
pancréatique a partir de la transition secondaire jusqu’a la naissance. Cette étape est controlée par la
division des progéniteurs acineux « Tip » qui subissent d’importants phénomeénes de remodelage
induisant I’extension, la croissance et la hiérarchisation de I’arbre canalaire.!** Cette organisation
topologique est visible a partir de E15.5 avec des amas cellulaire acineux fusionnés autour des extrémités

du réseau canalaire (Figure 17).



Figure 17 : Représentation de la tubulogenése du pancréas au stade embryonnaireE15.5

Hiérarchisation de I’arbre canalaire se remodelant progressivement en un épithélium monocouche constitué de canaux primitifs
tres ramifiés et de cellules acineuses nouvellement différenciées. Les précurseurs endocrines exprimant Neurog3 (cellules en
orange dans I’encart) migrent pour former des amas de cellules endocrines. Les vaisseaux sanguins sont intercalés entre les
branches naissantes de I'arbre canalaire pancréatique. (Adapté de Shih et al, 2013%)

La différenciation et la maturation du tissu exocrine se poursuivent pendant les premiéres
semaines de la période post-natale. Les Tlots de Langerhans adoptent leur forme caractéristique juste

aprés la naissance et leur nombre augmente considérablement pendant les deux premiers mois.

II. Lamétaplasie acino-canalaire

Les cellules acineuses sont des usines a production d’enzymes digestives, la quantité de
protéines produite n’est égalée par aucun autre type cellulaire dans 1’organisme. Cette production intense
engendre un haut niveau de stress physiologique qui peut étre accentué par différents stimuli anormaux
(comme I’alcool ou le tabac).'> Malgré toutes ces perturbations (endogénes et exogénes), le maintien
de I’homéostasie de cet organe est possible grace a la grande plasticité des cellules pancréatiques
permettant de résister a un stress soutenu et d’éviter la mort cellulaire. Ce paragraphe vise a expliquer
de maniére détaillée la découverte du mécanisme a ’origine de cette plasticité ainsi que les voies a

’origine de la régulation.

A. Plasticité des cellules exocrines du pancréas

Depuis 30 ans, différentes études ont prouvé que les cellules acineuses pancréatiques sont
plastiques aussi bien chez I’homme que chez la souris. Leur changement phénotypique a tout d’abord
été observé en 1990 apres mise en culture d’acini obtenus aprés digestion enzymatique de pancréas de

souris'*®, puis en 1992 a partir de cultures d’acini de pancréas humain réséqué par chirurgie.'** Ces



expériences montrent la perte rapide en deux jours des marqueurs des cellules acineuses associée avec
l’augmentation réciproque des marqueurs canalaires en absence d’apoptose.'** Ces premiéres
observations ont ensuite été confirmées chez le rongeur (rat, souris).4"148

Le phénotype des cellules acineuses mises en culture n'est pas stable et le changement
d’environnement est pergu comme un stress favorisant la métaplasie acino-canalaire (MAC), ¢’est-a-
dire la transformation des cellules acinaires en cellules canalaires. La MAC se fait par
transdifférenciation. D’un point de vue étymologique, la transdifférenciation est un processus dans
lequel un type cellulaire différencié qui a des fonctions précises se convertit en un autre type cellulaire
complétement différent ayant d’autres fonctions.*® La MAC ne se fait pas par transdifférenciation
directe. En effet, dans un premier temps, les cellules métaplasiques acineuses se dédifférencient en
cellules cuboides intermédiaires avant d’adopter un phénotype canalaire (Figure 18). Dans ces cellules
intermédiaires, I’expression des marqueurs acineux diminue mais perdure, celle des marqueurs de
différenciation et des marqueurs canalaires augmente (Figure 19). Par ailleurs, la MAC est transitoire
et s’accompagne d’une phase de redifférenciation, c’est-a-dire d’une réversion phénotypique en cellules
acineuses. Dans mon manuscrit de thése les termes MAC et transdifférenciation seront utilisés comme
synonymes. En absence d’oncogéne, ce mécanisme est réversible, il peut étre inhibé par I’utilisation du

nicotinamide par exemple.#®

Figure 18 : Métaplasie acino-canalaire de cellules acineuses pancréatiques murines.
Images de cellules acineuses directement apres ensemencement (JO, image A), subissant la métaplasie acino-canalaire cing
jours aprés mise en culture (image B). (Adaptée de Means et al,.*0)

La plasticité des cellules acineuses a aussi été envisagée pour régénérer les cellules B du
pancréas chez les patients diabétiques en alternative a la transplantation d’ilots de Langerhans. Ainsi, il
a été mis en évidence que les cellules acineuses ont la capacité de se transdifférencier en nouvelles
cellules B, sécrétrices d'insuline.’>152 De méme, les acini peuvent se trandifférencier en hépatocytes.*®

Les preuves du changement phénotypique des cellules acinaires pancréatiques ont été fournies
grace au développement de lignées de souris génétiquement modifiées permettant de suivre le devenir

des cellules acineuses en culture par lignage cellulaire. L’étude réalisée par Means et al. utilise la



recombinaison d’un alléle rapporteur lacZ par une recombinase Cre active dans les acini pour suivre le
devenir de ces cellules. L’expression de B-galactosidase démontre ainsi qu’aprés mise en culture et
stimulation de la voie des récepteurs de I’EGF (EGFR), les cellules acineuses murines se
transdifférencient en cellules canalaires.’® Lors de leur mise en culture, les cellules exprimant la B-
galactosidase sont positives pour I’amylase et négatives pour les cytokératines. Apres cing jours, le
marquage [-galactosidase persiste dans les cellules de type canalaire qui n’expriment alors plus

d’amylase et présentent un marquage cytokératine, reflet de la transdifférenciation cellulaire.

Le changement phénotypique des cellules acineuses humaines en cellules qui expriment des
marqueurs canalaires spécifiques, tels que CK19, SOX9 et I'anhydrase carbonique Il a également été
démontré expérimentalement par le lignage cellulaire.*® La co-transduction des cellules exocrines
humaines a 1’aide de deux vecteurs adénoviraux (Ad-CMV-LSL-EGFP et Ad-Amy-Cre) a permis
I’expression de GFP spécifiquement dans les cellules acineuses sous la dépendance du promoteur
amylase. Ces cellules se transforment en cellules acinaires exprimant la GFP et deviennent positives

pour le marquage cytokératine 19 aprés 7 jours de mise en culture.

Ainsi dans le pancréas, la transformation du tissu acineux différencié en tissu canalaire
différencié, de morphologie, de fonction et de physiologie différentes est appelée métaplasie acino-

canalaire. 155149

B. Pourquoila métaplasie joue-t-elle un réle clef dans 'homéostasie pancréatique ?

La plasticité des cellules exocrines du pancréas est notamment observée lors de la pancréatite,
atteinte inflammatoire du pancréas exocrine qui survient a la fois dans des formes aigués et chroniques.
La pancréatite aigué se distingue des autres maladies gastrointestinales par la détection des enzymes

pancréatiques telles que I'amylase et la lipase dans la circulation sanguine.®

Cependant, I’étude de la régénération du tissu exocrine chez ’homme est limitée car seule une
minorité de patients peuvent étre opérés par résection chirurgicale. A partir de ces tissus nécrotiques, il
a été caractérisé la présence de fibrose, d’un infiltrat immunitaire et de structures de type canalaire.>**%
Les expériences de lignage cellulaire réalisées dans des modéles murins de pancréatite expérimentale

ont largement prouvé que les cellules acineuses contribuent a ce changement morphologique.®

La majorité des formes de pancréatite sont bénignes et se résolvent sans incident en quelques
jours ou quelques semaines traduisant ainsi I’importance de la plasticité des cellules acineuses. A
I’inverse, un défaut de plasticité entraine des formes nécrosantes, plus graves, pouvant conduire a la
mort. La pancréatite chronique se caractérise par I'absence d'enzymes circulantes reflétant I’atrophie des
cellules acineuses pancréatiques.’> Ces deux pathologies sont finalement liées car une pancréatite aigiie

dont I’inflammation persiste et qui ne peut se résorber évolue vers une maladie chronique.*®



L’utilisation de modéles murins a permis de caractériser la cinétique de la pancréatite. En
réponse a un stress exogene (comme 1’alcool), les enzymes digestives sont sécrétées en quantité trop
abondante sur une longue période, entrainant une autodigestion de 1’organe qui s’accompagne de
nécrose et d’inflammation (phase aigiie). Le mécanisme de dédifférenciation des cellules acineuses a
été observé en réponse a différents modeles de Iésion pancréatique in vivo (traitement chimique tel que
la caeruléine ou traitement chirurgical tel que la ligature du canal pancréatique).'®® Majoritairement
utilisée, I’injection de caeruléine, un analogue de la cholécystokinine, est 1’'une des techniques les plus
simples. Les premieres études réalisées sur des préparations d’acini in vitro, par Williams et al. en 1978,
démontrent que 1’administration de caeruléine a faible dose induit la sécrétion d’amylase.®! En
revanche, cette sécrétion est complétement aberrante en réponse a des doses supramaximalest®!
entrainant tout d’abord 1’apoptose de certaines cellules acineuses et une cascade de signalisation pro-
inflammatoire (cytokines telles que TNF-a, IL-6) favorisant le recrutement de macrophages et de
neutrophiles.'®? Des études in vivo ont ensuite permis de renforcer ces résultats et de nommer cette étape
la phase d’initiation.'®® Durant cette phase, une hyperamylasémie dans le sérum est observée une heure
aprés la derniere injection de caeruléine en raison de la fuite paracellulaire des enzymes digestives par
les acini endommagés dans la circulation sanguine.'®* 11 s’ensuit une phase de dédifférenciation des
cellules acineuses résiduelles, induite par la diminution de I’expression des enzymes digestives et des
marqueurs acineux que sont I’amylase, 1’¢lastase, MIST1, NR5A2 et PTF1a, de la réexpression des
protéines canalaires telles que CK19, MUC1, SOX9, HNF1b et de I’expression des marqueurs
progéniteurs comme PDX1 et HES1 (Figure 19).1%5%7 Enfin, une phase de régénération tissulaire
permettant la restauration compléte du compartiment acinaire est visible une a deux semaines aprés une

pancréatite aigué chez la souris induite par caéruléine."18
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Figure 19 : Mécanismes moléculaires et structuraux de dédifférenciation des cellules acineuses en cellules canalaires.
Schéma représentant le processus de métaplasie (en haut) durant lequel les cellulaires acineuses acquiérent un phénotype de
cellules canalaires, caractérisé morphologiquement par des cellules cuboides et une lumiére élargie. Au niveau moléculaire, ce
changement phénotypique s’accompagne d’une perte de ’expression des génes acineuX et des enzymes digestives au profit de
I’expression des génes canalaires et de la réexpression de génes des progéniteurs pancréatiques (notés par un *).

Donc les cellules les plus abondantes du pancréas, les acini, que 1’on croyait différenciées de
facon irréversible, ont une plasticité la plus élevée parmi les cellules qui constituent le compartiment
exocrine!®®1% afin de préserver I’intégrité du pancréas exocrine. Les cellules acineuses par leur fonction

de cellules progénitrices facultatives préservent I’homéostasie exocrine du pancréas.

C. Voies qui régissent la métaplasie acino-canalaire

Toutes les lignées épithéliales du pancréas adulte proviennent de précurseurs communs initiés
au cours du développement (Cf Partie 2 — I. C). Au cours de la MAC, les cellules acineuses réactivent
des programmes induits pendant le développement pour se dédifférencier en cellules de type
progénitrices facultatives, pouvant ensuite se spécifier en cellules canalaires permettant la régénération
du tissu. Ce mécanisme nécessite une combinaison de régulation sur trois niveaux : la réexpression de

genes clés ou masters genes, la régulation de voies de signalisation et des modifications épigénétiques.'®°



1) Les masters génes

a. Les facteurs de transcription acineux

Plusieurs facteurs de transcription tels que PTF1a, MIST1 et NR5A2 contribuent a préserver
I'identité et 1’état différencié des cellules acineuses. En revanche, leur délétion génétique dans des

modeles murins conduit a la dédifférenciation et a la MAC.

Par exemple, le complexe PTF1 joue un role central non seulement dans le maintien de la
différenciation des cellules acineuses, mais aussi dans leur fonction en régulant la production d’enzymes
digestives.}’® Dans le pancréas adulte, le complexe PTF1 est un facteur de transcription trimérique formé
par PTF1la, RBPJ-L et une protéine E. Sous cette conformation, le recrutement de p300/CREB (une
histone acétyltransférase) est alors possible, acétylant PTFla pour améliorer son activité
transcriptionnelle.’®™* Dans le pancréas adulte, PTF1a, contréle son expression et celle des autres

composants constituant le complexe PTF1 par une boucle d'autorégulation positive.1®

Le niveau de PTFla dans la cellule acineuse est finement contrdlé. En effet, aprés une
pancréatite aigué induite par injection de caeruléine, la perte de PTF1a est observée 6h post-injections.!’
Sa réexpression est ensuite nécessaire afin de régénérer le compartiment acinaire. Ces données sont
¢galement corroborées par le fait que ’invalidation de PTF1a a 1’age adulte est suffisante pour induire
la MAC.® De plus, I’homéostasie du niveau de PTF1a est modulée par une régulation épigénétique

favorisant sa mise en silence pendant la MAC chez la souris.'”® (Cf Partie 2 ; 11-C.2.c)

NR5A2 en coopérant avec le complexe PTF1, maintient également l'identité des cellules
acineuses adultes. En effet, il interagit avec des motifs de liaison en amont de certains genes spécifiques
de la différenciation acineuse, tels que celui de la carboxypeptidase A2 (Cpa2) et de I’élastase 1 (Elas).*
NR5A2 controle également 1’expression de NrOb2, répresseur transcriptionnel du promoteur de c-jun
exprimé dans les acini. De maniére similaire a PTF1a, la délétion du géne du récepteur nucléaire NR5A2,
accélére la transdifférenciation des acini en canal apres inclusion en matrigel™ et exacerbe la formation
de MAC aprés induction de pancréatite.t’*"> L’ analyse transcriptomique de cellules acineuses
hétérozygotes pour NR5A2 révéle un réarrangement de la transcription des génes suite a la diminution
d’expression de NR5A2 qui non seulement conduit a une diminution de I’expression des genes
spécifiques de la différenciation acinaire mais favorise aussi la mise en place d’un programme pro-
inflammatoire.1’ En fait, le repositionnement a I'échelle du génome de NR5AZ2 et du co-activateur AP-
1 formé de c-jun et de Fos stimule I’expression de génes inflammatoires.'’ La capacité régénératrice du
pancréas, perdue suite a la perte de NR5A2, est restaurée aprés la déplétion uniquement du gene Jun,

montrant un lien entre ces voies.1™



Enfin, MIST1 est également un acteur dans le maintien de I'identité et de l'organisation des
cellules acineuses adultes.'® MIST1 est un facteur bHLH qui fonctionne sous forme homodimérique.
Dans les cellules acineuses, MIST1 régule la polarité apico-basale, la formation des jonctions
communicantes et le bon positionnement des granules de zymogéne et I’exocytose.r’” Lorsque
I'hnomodimérisation de MIST1 est bloquée dans les cellules acineuses, une prédisposition pour une
conversion en un phénotype canalaire®* associée a une expression accrue de SOX9''8 et a I’activation
des voies de signalisation EGFR et Notch.}”® Enfin, la perte de MIST1 entraine la diminution de
I'expression du géne p21 augmentant ainsi le potentiel prolifératif des cellules.*®8! De ce fait, la perte
de fonction de MIST1 conduit & I'épuisement des jonctions communicantes, a la perte de polarité, a la
dédifférenciation des acini ainsi qu’a la MAC.34178

b. Les facteurs de transcription canalaires

Fait intéressant, I'activation ectopique de facteurs de transcription canalaires peut étre également
a l'origine du processus métaplasique. En effet, en conditions inflammatoires, la réexpression des
facteurs SOX9 et HNF6 est induite spécifiquement dans les cellules acineuses subissant la métaplasie.'®?
La surexpression de SOX9 dans les cellules progénitrices pancréatiques entraine une aggravation de la

MAC chez les souris adultes.'®

Le facteur de transcription nucléaire hépatocytaire 1b (HNF1b), posséde aussi une fonction
cruciale dans la différenciation des cellules canalaires épithéliales participant au processus
métaplasique.’®* La perte de HNF1b dans les cellules canalaires entraine une pancréatite chronique et
une néoplasie tissulaire.'® Ainsi, a I’Age adulte, sa fonction est nécessaire dans le maintien du phénotype
canalaire pour I'homéostasie du compartiment exocrine en cohérence avec son réle pendant le

développement du pancréas.

Enfin, le facteur de transcription embryonnaire PDX1 est également ré-exprimé pendant la
MAC.16818 Une augmentation du niveau de PDX1 est nécessaire au cours de la métaplasie durant la
phase de régénération cellulaire pour rétablir 1’état différencié en cellules acineuses.®®18 D’ailleurs,
I’expression prolongée de PDX1 dans les cellules acineuses dés les stades embryonnaires provoque une
MAC qui nécessite 1’activation de la voie STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3),

voie impliquée dans la réponse inflammatoire. 8

Ces données soutiennent le paradigme selon lequel I'identité des cellules pancréatiques est
orchestrée par plusieurs réseaux transcriptionnels dominants finement contrdlés. Divers acteurs sont

ainsi impliqués pour moduler la plasticité des cellules acineuses.



2) Les voies de signalisation qui régissent la métaplasie acino-canalaire

Des voies de signalisation sont modulées au cours de la MAC telles que les voies MAPK, PI3K

et des voies de I’embryogenése pancréatique sont réactivées dans ce contexte.

a. Lavoie MAPK

La cascade de signalisation, appelée protéine kinase activée par les mitogénes (MAPK) (appelée
également voie ERK), est une voie effectrice importante qui intervient notamment dans la régulation de

la prolifération cellulaire.®®

La voie MAPK est soumise a des phosphorylations séquentielles de protéines qui sont initiées
par la protéine RAS. Il a été démontré que cette voie est requise pour la dédifférenciation des cellules
acineuses.'®” En effet, elle est activable par le récepteur aux facteur de croissance épidermique (EGFR)
liant les facteurs de croissance TGFa et EGF reconnus comme molécules initiatrices de la MAC.1%
L’activation de la voie MAPK induit une métaplasie a la fois ex vivo (acini humains®>* et murins°) et
in vivo dans de multiples modéles transgéniques murins.’®®% Durant la transdifférenciation, la voie
MAPK activée, entraine la régulation de 1’expression génique de SOX9 par le complexe c-Jun/
NFATc1/4 (Nuclear factor of activated T-cells). Il a été prouvé que le traitement avec des inhibiteurs de
kinase de I'EGFR tel que I’Erlotinib, bloque la métaplasie acino-canalaire dans les cellules acineuses
exprimant 1’oncogéne Kras®?P ex vivo.?! Enfin, des études montrent que le ciblage pharmacologique
des kinases de la voie telle que MEK ou la perte de son expression, inhibent également la
transdifférenciation des acini.’®>1% En effet, I'inhibition par voie systémique de la MEK par le
Trametinib, entraine la perte de la capacité de prolifération du pancréas et perturbe la restauration du

compartiment exocrine.

Ces données mettent clairement en évidence le réle de la voie de signalisation MAPK dans

I'induction et le maintien de la métaplasie des cellules acineuses en canaux.

b. Lavoie PI3K/AKT

La voie PIBK/AKT est un nceud de signalisation majeur qui participe a la régulation des
fonctions cellulaires.?® La plasticité des cellules acineuses au cours de la métaplasie est régie par la
protéine p110, sous unité catalytique de la kinase PI3K. En effet, la signalisation p110a est nécessaire
pour la reprogrammation des cellules acineuses en régulant la morphologie cellulaire in vivo et in vitro
via la petite GTPase Rho et le contréle du cytosquelette d'actine.’® La perte de cette sous-unité par
inhibition pharmacologique ou par invalidation génétique bloque la MAC.**® Inversement, I’expression
transgénique d'une forme constitutivement active de p110a favorise le développement de la MAC.1* La

transdifférenciation des cellules acineuses induite par la voie PI3K régule également la voie de



signalisation ERK1/2. Par ailleurs, la seule perte de PTEN, régulateur négatif de la signalisation PI3K,
dans le pancréas augmente la métaplasie et le nombre de structures canalaires.’®” Enfin, l'expression

d’un allele constitutivement actif de Aktl conduit également a la MAC.1%

Ainsi, la voie PI3K est essentielle dans le processus de MAC. L’homéostasie de cette
signalisation est cruciale car elle peut contribuer a une métaplasie irréversible. Cependant, les patients
atteints d'un CP porteur d’une mutation du géne PIK3 représentent un faible pourcentage (2 a 3 %). Cela
suggere que l'augmentation de l'activité PI3K pourrait étre principalement obtenue par la voie de

signalisation MAPK pouvant étre régulée de maniere constitutivement active par I’oncogene Kras®'?°,

c. Les voies de signalisation de I’embryogénése

Des études ont prouvé que la réactivation des voies de signalisation embryonnaire telles que
Notch et Wnt, sont réactivées au cours de la MAC. Au cours du développement des organes, notamment
du pancréas, le récepteur Notch est activé suite a I’interaction du récepteur avec son ligand (Jagged-1),
entrainant l'activation d'une protéase (y-sécrétase) qui clive la partie intracellulaire du récepteur appelé
NICD. Celui-ci ainsi libéré est transféré vers le noyau, modulant ’expression de génes cibles tels que
HES1, PTFla et MIST1.1%°

Les travaux de Esni et al. ont montré que I’activation ectopique de Notch dans les acini en
culture inhibe la différenciation acinaire en bloquant 1’activité du complexe PTF1.2%° Par ailleurs,
I’altération de la voie Notch (soit par invalidation conditionnelle du récepteur Notch, soit par I’inhibition
de la y-sécrétase) est associée a une régénération du pancréas exocrine déficiente aprés induction d’une
pancréatite aigué par traitement a la caéruléine.?* Enfin, la voie Notch est également modulée par un
régulateur négatif, NUMB. La perte de ce dernier entraine une dédifférenciation des cellules acineuses

et un défaut de régénération en réponse a une pancréatite aigtie.?*

De maniére similaire a la voie Notch, la voie Wnt/B-Cat contribue au développement du
compartiment acinaire?®® et est réactivée durant la MAC. La protéine B-caténine est requise pour
régénérer ce compartiment et favorise la dédifférenciation des cellules acineuses.?** La déficience en B-

caténine blogue la MAC des acini de souris isolés ex vivo.?%®

Dans les cellules acineuses normales, la transdifférenciation en cellules canalaires est donc
controlée par des mécanismes réversibles impliquant I'activation synergique des voies de signalisation

MAPK, PI3K/Akt, Wnt et Notch (Figure 20) régulant a leur tour I’expression de génes cibles.
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Figure 20 : Les signalisations MAPK, Wnt, Notch et PI3K/Akt sont impliquées dans la MAC.

3) Remodelage de la chromatine

Comme décrit précédemment, la MAC est un mécanisme qui nécessite 1’arrét de I'expression
des génes impliqués dans la différenciation des cellules acineuses et 1’activation de 1’expression des
genes des canaux et des progéniteurs.® Depuis quelques années, plusieurs études ont prouvé que les
modifications épigénétiques telles que l'acétylation et la méthylation des histones, ainsi que le
recrutement du complexe de remodelage SWI/SNF participent a la régulation de 1’expression génique

observée durant ce processus (Figure 21).20

a. Le complexe SWI/SNF

L’invalidation du géne codant pour la protéine BRG1, sous unité catalytique du complexe de
remodelage SWI/SNF (8 Partie 1; Il11- B.1), dans des cellules acineuses a 1’age adulte atténue la
MAC.?7 Ainsi, BRG1 est essentiel a I’induction de la transdifférenciation en activant ’expression de
SOXQ. En effet, I'immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) d'acini isolés a révélé que BRGL1 se lie
aux régions promotrices de SOX9, permettant le recrutement de PDX1 au niveau de cette région pour
induire I’expression de SOX9 dans les acini au cours de la MAC. Dans les modéles murins invalidés du
géne Brgl, la MAC est réduite par ’absence de fonctionnalité du complexe SWI/SNF sur I’expression
des genes canalaires. Cependant, 1’effet de la perte de BRG1 est spécifique du type cellulaire. En effet,

si son expression est nécessaire pour la formation de lésions a partir de cellules acineuses adultes, la



perte de BRG1 est requise pour la formation de Iésions a partir de cellules canalaires pancréatiques

adultes.2%8

De plus, des modifications épigénétiques spécifiques régulant 1I’expression de geénes pro-
inflammatoires tel que 1’1L6 ont été identifiées en réponse a la déplétion du gene Brgl dans un contexte
de pancréatite aigué chez le rat. Apreés injection d’un acide biliaire conduisant a une pancréatite aigué,
une augmentation rapide et transitoire de 1’acétylation des histones H3K 14, H3K27 et H4KS5 est visible
une heure post injection, régulée par le recrutement de BRG-1 activant I’expression de génes cibles.?®
Puis, I’augmentation de la méthylation des histones est observée 6h aprés la fin des injections en
particulier celle de I’histone 3 sur le résidu K4 permettant un remodelage de la chromatine réprimant
I’expression de genes pro-inflammatoires tels que I’IL6. Ainsi BRG1, régulateur du complexe
SWI/SNF, engendre des modifications épigénétiques essentielles pour activer différemment

I’expression de génes inflammatoires nécessaires au cours de la métaplasie.

Parmi les composants protéiques variables du complexe SWI/SNF, les protéines ARID
(ARID1A, ARID1B, ARID?) participent aussi, en tant que sous unités du complexe de remodelage.?*
ARID1A participe a la structure de la chromatine et a son accessibilité en contrélant la position du
nucléosome et la modification des histones.?!* ARID1A est nécessaire au maintien de I’identité et a
Dactivité des cellules acineuses en réponse a une Iésion.?'2 En effet, I’arrét de la production d'’ARID1A
dans ces cellules blogue la production des enzymes digestives et entraine un changement phénotypique.
La réduction d’ARID1A diminue également I’accessibilité de la chromatine au niveau des promoteurs
spécifiques des génes acineux (PTFla, NR5A2),?: limitant ’expression des facteurs de transcription
acineux et redirigeant le destin des cellules acineuses en cellules canalaires par I’enrichissement des
motifs de PDX1. Une étude récemment publiée confirme le réle d’ARID1A dans la MAC en tant que
régulateur de la plasticité acinaire afin de résister aux lésions du pancréas induites par la caéruléine.?*
La perte d’ARID1A est également associée a une augmentation de I’expression de I’interleukine-6 (1L6)
transmise par régulation épigénétique dans les cellules acineuses murines qui présentent un
enrichissement de I’acétylation de H3K27 dans les régions promotrices distales du promoteur de
I’IL6.214



Figure 21 : Exemples de régulations épigénétiques de la MAC.

b. Le complexe Polycomb

Le complexe Polycomb (8§ Partie 1 ; 111- B.2), composé des deux sous unités PRC1 et PRC2,2%
est un autre systéme capable de réguler I’expression des genes durant la MAC. Au cours de ce
meécanisme, les marques répressives des histones H3K27me3 et H2AK119ub sont augmentées au niveau
des promoteurs des génes codant pour les facteurs exprimés dans les cellules acineuses (PTF1a et RBPJ-
L).216217 Benitz et al., se sont particuliérement intéressés au role du complexe PRC1, spécifiquement par
I’étude de RING1B, dans la régulation épigénétique des facteurs de transcription des cellules acineuses.
Au cours de la MAC, les marques répressives telles que H2AK119ub sont enrichies au niveau des
promoteurs de PTFla et RBPJ-L entrainant la perte d’expression des genes impliqués dans la
différenciation acinaire.?!” A I’inverse, dans les souris invalidées du géne RING1B, ces modifications
épigénétiques répressives sont nettement réduites favorisant 1’expression des génes impliqués dans la

différenciation acinaire réduisant ainsi la MAC.

De plus, le complexe PRC2 est aussi nécessaire a la régénération du compartiment exocrine via

la surexpression d’EZH2.%*8 La perte de fonction d'EZH2 altére les capacités régénératrices des cellules



qui subissent une MAC en modifiant leurs capacités de prolifération. Des analyses par
immunoprécipitation de chromatine montrent que EZH2 réprime le gene p16'™# (inhibiteur de CDK).
La perte de fonction d'EZH2, favorise I’expression soutenue de p16'™“ dans les cellules métaplasiques
bloquant leur prolifération et leur redifférenciation en acini. Ce défaut de régénération, induit par la perte
d’EZH2, est entiérement restauré par la délétion de p16'™# dans le pancréas.?'® Une étude a également
prouvé que EZH2 régule de maniére épigénétique 1’expression de NFATc1, régulant lui-méme en retour
I’expression de p16'™* pendant la régénération pancréatique.?*® La perturbation de ce mécanisme par
perte génétique d'EZH2 ou par I'expression ectopique de NFATc1 empéche la bonne régénération du

pancréas.

Les exemples cités (RING1B et EZH2) illustrent I’importance du complexe Polycomb au cours
de la métaplasie, cependant d’autres régulateurs épigénétiques possédent également des fonctions dans
ce processus tels que KDMG6A, Setd2 et Setdb.?2°?22 Ces données soutiennent l'idée que la
reprogrammation épigénétique a grande échelle est nécessaire en désactivant sélectivement et

collectivement les genes acinaires permettant la transition vers des cellules canalaires.

4) Conclusion sur les voies impliquées dans le mécanisme de MAC

Au cours de la MAC, les modifications épigénétiques participent au contréle fin de 1’expression
des génes, eux méme sous la dépendance de voies de signalisation intracellulaire. Ces processus agissent

en synergie, le moindre dysfonctionnement peut conduire a une MAC anormale.

Il est important de préciser que toutes les cellules acineuses ne sont pas équivalentes mais qu’il
existe une hétérogénéité au sein de cette population prouvée par RNA-Seq de cellules individuelles.?2*-
225 Les populations d’acini qui proliférent sont différentes selon le stress induit. En réponse a la
caeruléine, une sous-population positive pour BMI1 double en 5 jours, tandis que les cellules acineuses
positives pour la stathmine 1 augmentent jusqu’a 30% la population acineuse.?2%® Aprés une
pancréatectomie, les cellules acineuses positives pour Dclkl, représentant 0,1 a 0,5% de la population
acinaire au repos, peuvent repeupler I'ensemble des lobes pancréatiques nouvellement formés.??” Ces
résultats montrent que le degré de contribution des cellules acineuses pour repeupler 1’épithélium
pancréatique apres une lésion est variable et que ces cellules se comportent comme des populations de

progéniteurs facultatifs distinctes.?2%226.227

Ainsi, longtemps représenté comme un lot de cellules trés peu variable, 1’hétérogénéité
intercellulaire des acini est & prendre en compte au cours de la métaplasie en plus des voies qui régissent

ce mécanisme.



D. Role de la MAC dans I'initiation du CP

Le suivi de la transformation cellulaire chez I’humain étant impossible, seules les observations
histologiques faites sur les tissus réséqués de patients atteints de cancer sont disponibles. Les études
montraient historiquement une morphologie et lI'expression de marqueurs de cellules canalaires en
faveur d’une origine du cancer a partir du compartiment canalaire. En moins de deux décennies, les
modeéles murins génétiqguement modifiés ont accéléré les découvertes et bousculé les certitudes sur les
étapes initiatrices du CP.

L’expression d'une forme mutée du géne Kras (Kras®?®) dans les cellules progénitrices
embryonnaires pancréatiqgues mime la pathologie humaine en induisant la MAC et des lésions
prénéoplasiques pancréatiques de type PanIN (Pancreatic Intraepithelial Neoplasia).?28-2%

De nombreuses études, répertoriées dans le Tableau 3, ont prouvé que I’expression du mutant
Kras®2P spécifiquement dans les cellules acinaires, sous le contrdle de différents promoteurs tels que
ceux de 1’¢lastase ou de MISTL, est suffisante pour induire successivement la MAC et 1’apparition de

PanIN chez la souris.?3

GEM model Tumorinitiation ~ Targeted cellype  Lesions (incidence %) Observations References

PanIN FDAC MET

Elastaze-TGF-u Prenatal Acinar 100 10 MWe KrasGlID accelerstes progression of mPanIl lesions to PDAC Wagner et al, 2001
Pdxl-Cre; K-Fa=—-LELGIID Prenatal Acinar, CAC, ductal, 100 100 Ve:  Impessibility to asses cell of origin Hingorani ot al., 2003
endocrine
Ptfla-Cre; K-Ras+~LELGIID Prenatal Acinar, CAC, ductal, 100 100 Ve:  Impessibility to asses cell of origin Hingorani ot al., 2003
endocrine
Elastaze+TA: Tet-0-Cre; K-Ra=—LELG11Vzeo Prenatal Acinar 20 10 We  Pancreatitis zecelerates Panll development. Guerrz 2t 2l., 2007
Mestin-Cre; K-Fas~L3LG1ID Prenatal Acinar, acinar precursors 100 Mo Mo  Short survival due to CHS complications. PDAC in the context of Carriers et al, 2007
pancrastitis.
Elastaza+TA: Tet-0-Cre; K-Ra:—LELG12Vzeo Postnatal (3 Acinar 100 0 We  PanIM davelopment requires pancraatitis. Guerra &t al., 2007
plus caerlein waeks)
Elastaze-CreER; K-Ras+L5SLGI2D Postnatal (6 Acinar & A Mo  Leaky svstem. Short term study. DeLlaOetal, 2008
waeks)
Elastaze-CreERT; K-Ra:+LELG1ID Postnatal (6 Acinar 63 He Ne  PanlN davelopment doas not raquire pancreatitis. Habbe etal, 2008
waeks)
WHst]-CreERT2; K-Fas+LELG1ID Postnatal (6 Acinar 30 He Ne  PanlN davelopment doas not raquire pancreatitis. Habbe etal, 2008
waeks)
Pdx]-CreER; K-Ra:+LELGLID Postnatzl (3 Endocrine Fare Mo The system may target acinar and precurser calls. Gidekel-Friedlander et al.,

waeks) 2009

proCPAICrERTY; K-Ras+LELG1ID Postatal (3 Apcinar 10 Mo We  PanlM development raquire pancreatitis in older mice (3-8 weeks):  Gidekel-Friadlander at 3l
waeks) PanIN i 33% mice. 2009

RipCreER; K-Ra:~LSLGIID Postnatal (2-8 Inzulin expreszing cell: ] Mo Mo Cooperation with pancreatitis Gidekal-Friedlander et al..
waeks) 2009

MET {metastasis); NA: not analyzed.

Tableau 3 : Tableau synthétique des modéles murins génétiquement modifiés exprimant une forme constitutivement
active de la protéine Kras.
Adapté de la revue Guerra et al, 2013.231

Actuellement, il est admis et démontré dans les modéles murins que le CP peut étre initié dans
plusieurs types cellulaires. Cependant, les travaux de Kopp et al. démontrent que les cellules acineuses
sont environ 100 fois plus sensibles a la transformation par 1’oncogéne Kras®'?® que ne le sont les
cellules canalaires.’? Le lignage cellulaire prouve qu’en conditions de stress lié a I’oncogéne Kras®'?®,
ces cellules hautement plastiques vont changer d’apparence et former, via la MAC, des canaux évoluant

en PanIN de grade de plus en plus élevé jusqu’au stade de tumeur (Figure 22).%2



Figure 22 : Modéle linéaire de la progression des acini en PanIN aboutissant au cancer pancréatique.
Au cours de la pancréatite, la MAC est un processus réversible qui devient irréversible en présence de la mutation oncogénique

G12D

de Kras , conduisant a I’apparition de lésions précancéreuses appelées PanIN. Ces PanIN sont répertoriées en trois grades

PanIN-1 a 3 comme illustré. L’activation oncogénique de Kras®*2P entraine une activation de la voie EGFR, aboutissant 2 la

formation de lésions de type PanIN-1. Ces lésions de bas grade constituent un épithélium monostratifié¢ formé de cellules
cylindriques avec un cytoplasme riche en mucus et un noyau rond localisé au pble basal. L’inactivation de I’inhibiteur de
CDKN2A (appelé P16INK4) induit une perte de la sénescence cellulaire permettant la progression vers des lésions de haut
grade. L’acquisition de mutations génétiques supplémentaires est nécessaire pour induire 1’apparition de PanIN-2 et 3 et le
développement d’un adénocarcinome pancréatique. Les PanIN-2 se caractérisent par ’apparition d’un épithélium pseudo-
stratifié en cours de formation et des noyaux de forme irréguliére qui ne sont plus localisés au pdle basal. Enfin, les PanIN-3,
sont caractérisées par des cellules de forme irréguliere formant un épithélium pseudo-stratifié cribriforme avec des
bourgeonnements cellulaires vers la lumiere. Adapté de la revue Storz, 201722 et lacobuzio- Donahue, 2012%%,

Ainsi, en présence de I’oncogéne Kras®'?®, le mécanisme physiologique réversible de la
métaplasie, essentiel pour la réparation du tissu pancreatique, peut-étre 1’événement initiateur de la
tumorigénése pancréatique.’®>?** La MAC est dans ce cas irréversible. Tout facteur ou situation
déstabilisant le phénotype acinaire, augmentant la plasticité des acini et favorisant la MAC, est
potentiellement considéré comme promoteur de la formation de PanIN en association avec la mutation
Kras®?P .22 [ ’inactivation du géne PTFla rend ainsi les cellules acineuses intrinsequement plus
sensibles a la transformation en cellules canalaires.™® A I’inverse, la réintroduction de facteurs préservant
le phénotype acinaire (MIST1, PTF1a) peut outrepasser I’effet de la mutation Kras®!?® en inhibant la

MAC et la formation de PanIN.**? De plus la réintroduction de PTF1a au stade de PanIN raméne les



cellules vers un état différencié de cellules acineuses, bloquant ainsi Iinitiation de la tumorigénése.?®
Au contraire, tout facteur favorisant I’expression de génes canalaires entraine la MAC. Des les stades
préneoplasiques, I’expression de SOX9 est élevée et corrélée avec une activation accrue de la voie
EGFR. De méme, I'absence de ce régulateur réduit la signalisation de I'EGFR et la mise en place des

Iésions pancréatiques chez la souris.?%®

La mutation Kras®!?P a elle seule est insuffisante pour conduire au développement du CP.%’
L’induction d’une pancréatite dans les modéles murins exprimant une forme mutée de Kras®?P des
I’embryogenése ou dans les acini a I’age adulte amplifie la formation des Iésions précancéreuses et
accélére la carcinogenése.'®2% La pancréatite est d’ailleurs un facteur de risque reconnu pour le
développement du CP chez I’homme.?%?*° En revanche, cette synergie n’existe pas si la mutation du
géne Kras se fait dans le compartiment canalaire. Il est important de préciser que la MAC induite en
réponse a une pancréatite aigiic ou chronique n’est pas suffisante a elle seule pour initier des lésions
précancéreuses de types PanIN.?*! En absence de pancréatite, la perte de fonction d’un suppresseur de
tumeurs est souvent nécessaire pour que les lésions prénéoplasiques progressent jusqu’au stade tumoral.
Néanmoins, a ce jour il n’existe pas encore de preuve formelle d’une évolution séquentielle linéaire des

PanIN jusqu’au stade tumoral.?*?

III. Caractéristiques de I'adénocarcinome du pancréas humain
A. Notions générales

1) Epidémiologie

Au niveau mondial, en 2020 le nombre de cancer du pancréas est estimé a environ 495 000 cas,
tout 4ge et sexe confondus, avec un nombre de décés d’environ 466 000 par an.?*® Le CP est classé au
12¢™ rang des cancers les plus fréquents et au 7™ rang des causes de mortalité par cancer dans le monde.
En revanche, au sein de I’Union Européenne, il est estimé que le CP deviendra bientot la troisiéme cause
de déces par cancer et dépassera a ce titre le cancer du sein.?** Malgré I’amélioration de la survie globale
a5 ans, qui est passée de 5 % dans les années 1990 & 9% en 2021 aux Etats-Unis et en Europe, le taux
de survie pour le CP reste faible. 245246 a plupart des patients sont diagnostiqués tardivement a un age
médian de 71 ans et seulement 20 % des diagnostics surviennent avant 60 ans.?*"?%® Enfin, a I'‘échelle
mondiale, le taux d'incidence du CP a tendance a étre un peu plus élevé chez les hommes que chez les

femmes, en particulier chez les personnes de moins de 75 ans.?*

Le faible taux de survie est d( au stade avancé de la maladie au moment du diagnostic rendant
impossible 1’exérése de la tumeur. Mais, parmi les patients diagnostiqués précocement et pouvant

bénéficier d’une résection chirurgicale, le taux de survie a 5 ans reste malgré tout faible (15 a 25 %).2%°



Dans 90 % des cas, le CP est un adénocarcinome canalaire pancréatique.?! L apparition de ce

cancer est influencée par divers facteurs de risques.

2) Facteurs de risques

Les facteurs de risque connus comprennent des facteurs « modifiables » comme le tabac,
1’alcool, I'obésité ou encore la pancréatite non héréditaire et des facteurs « non modifiables » comme le

terrain héréditaire (Tableau 4).252

Facteurs de risques Risque associé Réf.

Cigarette | ~ 1.7 fois plus de risque par rapport aux personnes n'ayant jamais fumé | 2

~ 1,6 fois plus de risque chez les personnes obéses par rapport a celles | 2%

Obésité .
de poids normal
Modifiables Risque 1,6 fois plus élevé chez les personnes qui consomment > 6 | 2%
Alcool verres par jour par rapport a celles qui consomment moins d’un verre

par jour

Risque accru de 2 a 3 fois chez les personnes atteintes de pancréatite | 24

Pancreatite chronique de longue date

Risque variable en fonction du nombre de parents au premier degré | 256257
atteints. Risque augmentant jusqu'a 32 fois plus si trois parents au
premier degré ou plus ont déja été diagnostiques.

Non Hérédité
modifiables familiale

Tableau 4 : Facteurs de risques connus du CP
Tableau adapté de la revue “Pancreatic cancer epidemiology: understanding the role of lifestyle and inherited risk factors” de
Alison P. Klein.?2

Une seule étude a ce jour a montré par une enquéte prospective européenne le lien entre le mode
de vie et I'incidence du CP.®8 Le score définissant le mode de vie comprend 5 critéres dont le tabagisme,
I’alcool, I’activité physique, 1’adiposité et 1’alimentation. L'adhésion a un mode de vie sain est
inversement associée au risque de développer un CP. En effet, les estimations suggérent que les fumeurs
sont environ deux fois plus susceptibles de développer un CP par rapport aux non-fumeurs. Cependant,
il n’a pas été identifié de signature génétique unique pour le CP liée au tabagisme contrairement a
d'autres tumeurs malignes.?®® De plus, les données de la cohorte du National Institutes of Health
montrent que les patients en surpoids ou obéses (indice de masse corporelle [IMC] >30 kg/m?) ont une
probabilité accrue de développer ce cancer par rapport aux patients ayant un IMC normal.®* La
pancréatite chronique liée a une alimentation trop riche ou un excés d’alcool, (Cf Partie 2 : 11-B) est

également a I’origine d’un dysfonctionnement du pancréas et favorise 1’apparition du CP.?%

Enfin, des facteurs non modifiables sont aussi répertoriés, tel que le diabéte de type 2, dont
I'apparition aprés 50 ans pourrait étre un signe avant-coureur du CP.%*° Par ailleurs, les formes de CP
héréditaires représentent 5 a 10 % des nouveaux cas.?® Les patients présentant des facteurs de risque
familiaux ont un risque 9 fois plus élevé de développer un CP que ceux sans antécédent. Ce risque est
32 fois plus élevé si trois parents au premier degré ou plus ont déja été diagnostiqués.?®’ Dans les formes

héréditaires, des syndromes spécifiques et des mutations germinales (BRCA, CDKN2A...) sont



également associés a un risque accru de développer un CP par rapport a la population générale 5026

Ceux-ci sont résumés dans le Tableau 5.

Risque relatif par rapport a la population
Syndrome Génes générale
Chen et al 2% Del Chiaro et al 2%
g . s BRCA1 1.6-4.7
Cancer héréditaire du sein et de l'ovaire BRCAD 5959
Syndrome de Peutz-Jeghers STK11 76.2-139.0 132.0
Pancréatite héréditaire PRSS1 53-87 50-70
Mélanome familial atypique multiple CDKN2A | 14.8-80.0 34-39
Cancer colorectal héréditaire sans polypose | MMR 0.0-10.7 4.7

Tableau 5 : Risque relatif de développer un CP associé a des syndromes spécifiques

B. Le diagnostic

Dans la majorité des cas, les patients présentent peu de symptomes caractéristiques de la
pathologie. En effet, les patients ont des douleurs épigastriques ou dorsales, des nausées, des
ballonnements, une sensation de plénitude abdominale ou une modification de la consistance des selles
qui peuvent étre interprétés comme des pathologies bénignes, retardant le diagnostic a des stades

avancés de la maladie.?®>?% Ceci explique la minorité de patients ayant recours a une chirurgie.

L’apparition des symptdmes dépend également de la localisation de la tumeur dans le pancréas.
Environ 60 a 70 % des tumeurs pancréatiques sont localisées dans la téte du pancréas et sont plus
susceptibles de causer une obstruction biliaire, conduisant a un ictére indolore (jaunisse). A I’inverse,
les tumeurs de la queue du pancréas peuvent souvent se développer sans entrave en raison de peu de

contact anatomique, retardant souvent le diagnostic.

11 n’existe pas de biomarqueur circulant spécifique du PDAC. La détection d’une tumeur, basée
sur le diagnostic par imagerie, permet une premiére stratification des tumeurs et une meilleure prise en
charge du patient. En effet, I’imagerie est une étape nécessaire dans le diagnostic pouvant s’effectuer
par échographie abdominale, imagerie par résonance magnétique (IRM), tomodensitométrie thoraco-

abdomino-pelvienne (TDM TAP), échoendoscopie, tomographie par émission de positons (TEP).

Cette premiere étape est utile pour valider la présence de la tumeur, cependant elle n’est pas
suffisante pour identifier et caractériser 1’agressivité tumorale. Cela nécessite la réalisation d’une biopsie
et le diagnostic par un(e) anatomopathologiste (Tableau 6).2* Les CP sont tres variables entres les
individus, ils sont classés en plusieurs stades et en fonction de trois critéres cliniques définis (Taille de

la tumeurs (T), I’invasion ganglionnaire (N) , diffusion de métastases (M))?*°.



Tableau 6 : Synthése des différents stades de CP en fonction de la classification morphologique.

Adapté de la revue générale « Cancer du pancréas », Neuzillet et al, 2021. %

T= Taille de la tumeur, mesurée dans sa plus grande dimension avec T1=Tumeur <2 cm, T2=Tumeur > 2 et <4 cm, T3= Tumeur > 4 cm, T4=
Tumeur envahissant I’axe ceeliaque I’artére mésentérique supérieure et/ou 1’artére hépatique commune. N= Adénopathies régionales, invasion
ganglionnaire avec des sous classes : NO= Pas de métastase ganglionnaire régionale, N1= 1 a 3 ganglions régionaux métastatiques, N=2 > 4
ganglions régionaux métastatiques. M= statut métastatique avec 2 sous types : M0= Pas de métastase a distance, M1 Présence de métastase(s)
a distance.

C. Traitements actuels

A ce jour, le traitement ayant une efficacité la plus élevée reste la chirurgie combinée a un
traitement de chimiothérapie (Folfirinox ou Gemcitabine).?% Cependant, il est important de rappeler que

seulement 20% des patients peuvent avoir recours a cette chirurgie.

Pour la majorité restante, il existe différents protocoles de traitements en fonction des
caractéristiques tumorales qui sont a visée palliative (réduire la douleur) et tendent a prolonger la survie

des patients.
Actuellement, quatre protocoles de traitements sont disponibles :

- Pour les patients ayant une tumeur résécable, afin d’éviter une rechute, une chimiothérapie
adjuvante (Folfirinox, cocktail de quatre composés: 1’acide folinique, 5-fluorouracile,
irinotécan, oxaliplatine) est préconisée pendant 6 mois post chirurgie.

- Pour les patients ayant une tumeur résécable dite «limite », une premiére ligne de
chimiothérapie ou de radiothérapie, dite thérapie néo-adjuvante, est mise en place dans le but
de diminuer la taille de la tumeur avant une éventuelle intervention chirurgicale. Les principales
chimiothérapies dans ce cas sont également des combinaisons telles que la gemcitabine (le
traitement standard de référence) en association avec le Folfirinox ou le cisplatine ou le Nab-
Placlitaxel.

- Les patients présentant des tumeurs localement avancées, sans métastases ne peuvent pas étre
opérés chirurgicalement. Cependant, un cycle de chimiothérapie associé a la radiothérapie est
envisageable. Dans les cas ou le patient est en bon état général, il peut bénéficier d’une

monothérapie, le Folfirinox ou des traitements combinant Gemcitabine et Nab-Placlitaxel par



exemple. Pour les patients en mauvais état général, seules les monothérapies sont administrées
tels que la Gemcitabine ou le 5-FU.

- Enfin dans le cas ou les tumeurs sont a un stade métastatiques, les seuls traitements envisagés
dans le but de soulager les douleurs et les symptomes, sont I’administration de la Gemcitabine
en premiére intention ou le Folfirinox améliorant significativement la survie mais sont associés

a de nombreux effets secondaires.

Divers essais cliniques sont en cours visant a cibler des mécanismes plus larges souvent
dérégulés dans ce cancer tels que le ciblage des mécanismes de détection des dommages a I’ ADN (ex :
inhibiteur de PARP), le microenvironnement (ex : inhibiteurs des checkpoint immunitaires), ou encore
par ciblage du stroma afin d’augmenter la distribution de la thérapie (ex : Losartan). L’idée d’un
traitement adapté spécifiquement en fonction des patients est une option thérapeutique envisagée

actuellement au vu de I’hétérogénéité des tumeurs pancreatiques.

D. Que sait-on réellement surle CP ?

Les tumeurs pancréatiques sont histologiqguement trés différentes. La plupart des
adénocarcinomes canalaires pancréatiques proviennent de PanIN évoluant par I'acquisition d'altérations
génétiques en un adénocarcinome canalaire pancréatique. Une minorité d'adénocarcinome canalaire
pancréatique provient de lésions kystiques tels que les néoplasmes mucineux papillaires intracanalaires
(IPMN) ou les cystadénomes mucineux (MCN).%’ Ces différences sont le reflet de 1’hétérogénéité de
I’origine cellulaire qui va subir une transformation cellulaire conduisant au développement de tumeurs

pancréatiques différentes.

Le développement des tumeurs issues des PanIN nécessite des mutations génétiques
supplémentaires a la mutation du géne Kras. Les mutations fréquemment retrouvées en plus de
’activation de la protéine Kras conduisent a I’inactivation de suppresseur de tumeurs tels que p16'NK4A,
p53 et SMADA4 favorisant une prolifération cellulaire incontrélée. Ces mutations et leurs incidences sont

référencées dans le Tableau 7.

Gene Fonction Altération génique Incidence | Réf.
Kras GTPase liée a la membrane Substitution principalement dans le codon | 95 % 268
12 (G12D, G12V et G12R)
P16/CD | Suppresseur de tumeur / Délétion homozygotes. 98% 269
KN2A Régulateur du cycle cellulaire | Mutation intragénique.
Méthylation épigénétique du promoteur.
TP53 Suppresseur de tumeur /| Mutation non-sens 50-70% 210
Régulateur « Check point »
SMAD4 | Suppresseur de tumeur / | Délétion homozygote 55% 2n
Régulateur de la voie TGFp Mutation non-sens

Tableau 7 : Synthése des altérations génétiques les plus fréquemment retrouvées dans le CP.



Une liste plus détaillée des mutations retrouvées dans le CP a ensuite été répertoriée par
’analyse d’une cohorte comprenant 24 échantillons de tumeurs de patients par séquencgage.?’? Cette
étude démontre que ces mutations ciblent spécifiquement 12 voies moléculaires essentielles pour
I’homéostasie cellulaire (Figure 23). La signature génétique est donc spécifique a chaque tumeur, reflet
d’une forte hétérogénéité entres les patients.

Figure 23 : Mutations associées aux 12 voies moléculaires altérées dans le cancer du pancréas.
Représentation graphique de I’hétérogénéité des mutations et des 12 voies moléculaires identifiées a partir d’une cohorte de 24 patients atteints
de cancer du pancréas. Adapté de Jones et al., 2008.272

Fait intéressant, les effets pro-oncogéniques de la mutation Kras associée a celle de P53 (par
exemple) sont variables en fonction du compartiment ciblé (acinaire ou canalaire).?”® Dans les canaux,
la mutation Kras est sans effet. Néanmoins, associée a la mutation P53, elle entraine le développement
d’un CP. Dans ce contexte, les tumeurs ne semblent pas passer par un stade transitoire de PanIN
contrairement aux tumeurs issues des cellules acinaires. Ainsi, le schéma de progression néoplasique
differe, en fonction du type cellulaire dans lequel les mutations sont exprimées, source d’hétérogénéité
entres les individus.

Les variations inter-tumorales observées au niveau de I'ADN sont également présentes au niveau
de I'ARN. La stratification des cancers a I'aide de la signature « ARN », déja disponible en routine pour
le cancer du sein par exemple, pourrait étre une opportunité pour adapter les traitements des patients sur

des thérapies ciblées.

Plusieurs études ont tenté de stratifier les cas de CP sur la base des données d'expression de
I'ARNm. Notamment, Collisson et al. ont défini un systéme de classification, comprenant trois sous-

types : classique, quasi-mésenchymateux et de type exocrine.?”* Dans une autre étude, Moffitt et al. ont



proposé une méthode de stratification alternative qui catégorise les PDAC en cellules tumorales
(classiques et basales) et un sous-types spécifique stromal (normaux et activés).?”> En 2016, Bailey et
al. et I'International Cancer Genome Consortium (ICGC) ont identifié quatre sous-types : progéniteur
pancréatique, squameux, ADEX (Aberrantly Differentiated Endocrine Exocrine) et immunogéne.?’®
Enfin, Puleo et ses collegues ont proposé un autre systéme, composé de sous-types classiques purs,
classiques immunitaires, desmoplastiques, activés par le stroma et de type basal pur, en utilisant un plus
grand nombre d'échantillons provenant de plusieurs cohortes. Les sous-types tumoraux ont également
été examinés par des analyses protéomiques et métabolomiques. Bien qu'elles ne soient pas aussi
approfondies que les études transcriptomiques, ces études mettent également en évidence des sous types

similaires a ceux retrouvées par analyse transcriptomique (Figure 24).274-277
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Figure 24 : Différents sous types de CP en fonction de leurs signatures transcriptomiques.

Les sous-types moléculaires de PDAC proposés par diverses études, basées sur des analyses transcriptomiques, sont classés chronologiquement
de haut en bas. Les couleurs assorties représentent des signatures similaires. La survie des patients s'aggrave de gauche a droite. Adapté de la
revue « Molecular Subtypes of Pancreatic Cancer: A Proteomics Approach », Thakur et al, 2021.28

Chaque sous-type moléculaire est corrélé avec un pronostic plus ou moins bon. En effet, le sous-
type avec un meilleur pronostic correspond a un sous type qualifié de « classique »?#?™ ou

« d’immunogéne »?’® ou encore immunitaire classique et desmoplastique?’” en fonction des études.

Enfin, il a également été mis en évidence une instabilité génétique entres les cellules issues du
la tumeur primaire et celles issues des métastases, cela définit I’hétérogénéité intra-tumorale.?” Cette
variabilité semble étre initiée aux stades précoces de la carcinogenése, associée a une évolution clonale
qui va également étre visible au stade métastatique. La masse tumorale n’est pas une structure homogéne
mais un ensemble de sous populations cellulaires pressentant des mutations différentes.?®® Ainsi, la
variabilité de colonisation des métastases s’accompagne d’une variabilité génétique liée non seulement
aux clones cellulaires dont elles sont issues mais aussi de leur adaptation & la pression environnementale

de I’organe colonisé.



Le sous-typage moléculaire du CP n'en est qu'a ses balbutiements car I’importance de la
stratification moléculaire réside dans 1’optique d’améliorer la prise en charge des patients.
L’identification des voies altérées permettrait d’orienter les recherches et futurs essais thérapeutiques
afin de découvrir des traitements adaptés pour chaque signature moléculaire en tenant compte de
I’hétérogénéité inter et intratumorale des tumeurs pancréatiques. L’idéal serait d’avoir pour chaque
patient un traitement spécifique dépendant de la « carte d’identité » de la tumeur. Cependant, les
applications cliniques sont restées stagnantes en raison de plusieurs obstacles. En effet, les
méthodologies de classification sont basées sur des analyses de regroupement, ainsi il est difficile de
prédire le risque individuel d’un patient avec une « carte d’identité tumorale » spécifique. En outre, les
méthodologies utilisées dans ces précédentes études (puces a ADN, le séquencage d'/ARN (RNA-seq)...)
devraient étre utilisées pour une caractérisation du sous type mais elles sont cliniqguement inappropriées

en raison de la complexité de leur mise en ceuvre, de leur co(t élevé et de leur longue durée d'exécution.






Chapitre 2 : Résultats expérimentaux






PARTIE 1 : Objectifs des travaux de these

J’ai réalisé ma thése dans une équipe qui axe ses recherches depuis plusieurs années vers le
développement de nouvelles approches thérapeutiques pour le CP.

L’objectif de ma thése était d’identifier comment la surexpression de TRIP12 peut participer a
I’initiation et la progression de la carcinogenése pancréatique. Pour cela mes travaux de thése se sont
articulés en 2 parties et les résultats expérimentaux que j’ai obtenus ont permis la rédaction de deux
publications présentées dans ce chapitre (811).

Les données scientifiques ayant motivé 1’é¢tude de TRIP12, les hypothéses sur son réle dans la

carcinogeneése pancréatique cancer et le lien entre les 2 articles sont détaillés ci-dessous.

TRIP12 est une E3 ligase exprimée de maniére ubiquitaire dans 1’organisme. Les données de la
littérature démontrent son implication dans plusieurs processus biologiques essentiels altérés dans le
cancer. Elles indiquent aussi que la dérégulation de I’expression de TRIP12 peut avoir des conséquences

sur le pronostic et la réponse aux thérapies de cette pathologie (§ Chapitre 1 - Partie 1).

I. Role de TRIP12 dans la carcinoégénese pancréatique

Les tumeurs pancréatiques se caractérisent par une grande hétérogénéité phénotypique et
moléculaire inter-patients.24?"" Les bases de données indiquent que le niveau de ’ARNm de TRIP12
est augmenté dans le PDAC. De plus, le TRIP12 est muté dans certains clones résistants chez des patients
atteints de CP en récidive. En effet, des mutations somatiques de TRIP12 ont été localisées au niveau
des sites d'épissage chez deux patients qui ont récidiveé alors que la tumeur primitive ne présentait aucune

mutation.?8?

Nous avons démontré que la protéine TRIP12 est régulée au cours du cycle cellulaire et
impliquée dans la progression des cellules en mitose.?* Au vu des différentes fonctions connues de
TRIP12, il était logique de s’interroger sur la régulation de TRIP12 au cours de la carcinogenése

pancréatique car aucune étude n’avait été réalisée dans ce contexte.

Le premier objectif de ma thése a été de déterminer pourquoi I’expression de TRIP12 augmente
dans le cancer du pancréas et quelles en sont les conséquences sur la chimio-sensibilité des cellules
cancéreuses.

Ces travaux constituent la partie principale de ma thése et font 1’objet de la rédaction d’un article
en cours de finalisation intitulé : « Altered cell cycle regulation of the E3 ubiquitin ligase TRIP12 leads

to its over-expression and chemosensitivity of pancreatic cancer cells », § Chapitre 2 ; 11- A.



II. Role de TRIP12 dans l'initiation et la progression du PDAC

Il est important de préserver la stabilité du programme de différenciation des cellules acineuses
car il constitue une barriére protectrice contre le CP. En effet, ce programme qui, lorsqu’il est maintenu,
bloque les effets de la mutation Kras®?®, a des fonctions de suppresseur de tumeur.31’® De nombreuses
preuves expérimentales issues de la littérature suggerent un réle de TRIP12 dans les voies de régulation

de la métaplasie acino-canalaire (Figure 25).

TRIP12 polyubiquitine des substrats qui sont des facteurs de transcription essentiels pour le
maintien du phénotype des cellules exocrines du pancréas tels que PTFla et FBW7 (§ Partie 1 ; Il1-
E).13% La perte de PTF1a favorise la dédifférenciation cellulaire, la MAC et le développement des
tumeurs pancréatiques en présence de 1’oncogéne Kras®?P. 13282 TRIP12 pourrait ainsi participer a la

perte du programme de différenciation cellulaire par des régulations post traductionnelles de facteurs.

Par ailleurs, TRIP12 participe au remodelage de la chromatine, comme décrit dans le § Partie
1; Ill- B. TRIP12 cible BAF57 et ASXL1 des régulateurs clefs appartenant respectivement aux
complexes SWI/SNF et Polycomb. De plus, EZH2 et SUZ12, deux régulateurs du complexe Polycomb
PRC1 figurent parmi les interactants identifiés de TRIP12.* Ces complexes de remodelage sont
essentiels au cours de la métaplasie acino-canalaire pour la reprogrammation qui nécessite la répression
du programme de différenciation acinaire et 1’activation de I’expression de facteurs des cellules
canalaires.?”28® TRIP12 influence la dynamique de la chromatine par son action sur le PR-DUB
(Polycomb Repressive-Deubiquitinase complex), il est donc logique de s’interroger sur le réle potentiel
de TRIP12 dans la reprogrammation cellulaire se produisant au cours de la MAC. En ciblant ASXL1,
TRIP12 déstabilise le complexe PR-DUB et empéche le retrait des marques répressives K119 Ub-
H2A.%* TRIP12 pourrait ainsi intervenir dans la régulation épigénétique de la MAC et contribuer a

réprimer le programme de différenciation des acini.

Il est légitime de s’interroger sur le role potentiel de TRIP12 dans la signalisation activée au
cours de la MAC. La signalisation MAPK est nécessaire au changement de phénotype des cellules
acineuses.'® Par ailleurs, les capacités prolifératrices des cellules métaplasiques sont requises durant la
régénération cellulaire. TRIP12 régule le cycle cellulaire par le contr6le indirect de la voie P53. (§ Partie
1; I1l- C). Kras et MAP2K3 (protéine impliquée dans la voie MAPK) sont des interactants connus de
TRIP12.% Enfin, toute perturbation de 1’expression de TRIP12 est source de défauts de ségrégation
chromosomique et d’altération de la prolifération cellulaire altérée qui pourraient bloquer la phase de
régénération de la MAC.#

Le second objectif de mes travaux de these était de déterminer si TRIP12 contribue aux étapes
d’initiation du PDAC en intervenant dans la reprogrammation des cellules acinaires en cellules
canalaires et quelles sont les conséquences sur la carcinogenése pancréatique. Ce projet a nécessité la

génération d’un nouveau modeéle murin transgénique permettant 1’invalidation conditionnelle de



TRIP12 dans le pancréas. L’étude descriptive de I’impact de I’invalidation du géne Tripl2 de
I’embryogenése a la carcinogenése a constitué la deuxieme partie des résultats expérimentaux. Ce travail
nécessitera des analyses mécanistiques essentielles a la compréhension du phénotype obtenu dans ce
modeéle. 1l fait néanmoins 1’objet de 1I’ébauche d’un second article intitulé : « Loss of the E3 ubiquitin
ligase TRIP12 inhibits Acinar to Ductal Metaplasia, Development of Pancreatic Intraepithelial
Neoplasia and Proliferation of Tumor Cells in Mice », 8 Chapitre 2 ; I1- B. La discussion de cet article
est donc surtout consacrée aux expériences complémentaires qui sont envisagées pour la finalisation de

ce travail.
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Figure 25 : Schéma illustrant les roles potentiels de TRIP12 dans le mécanisme de métaplasie acino-canalaire.

TRIP12 possede différentes fonctions pouvant étre impliquées dans la conversion des cellules acineuses (en violet) en cellules métaplasiques
(en rouge). En effet, au niveau de la chromatine, TRIP12 pourrait participer a la régulation de I’expression des génes acinaires en modulant
indirectement 1’ubiquitination des histones H2AK119, régulées par le complexe Polycomb (PRC1), et ainsi réprimer I’expression de PTFla.
Par sa fonction régulatrice du complexe SWI/SNF, il pourrait déstabiliser le complexe BRG1-BAF et ainsi réduire I’expression des genes
canalaires. Par ailleurs, par son action d’E3 ligase, TRIP12 pourrait participer a la dégradation de PTFla ou encore de FBW7, tous deux
impliqués dans la différenciation cellulaire, lesquels favorisent la MAC lorsqu’ils sont perdus. Enfin, la présence de TRIP12 modulerait
I’expression de ARF réduisant ainsi les niveaux de P53 et favoriserait la prolifération cellulaire. Etant donné ses interactants connus, TRIP12
pourrait également intervenir dans la régulation de la voie Ras, voie de signalisation qui interagit avec la voie PI3K.






PARTIE 2 : Publications

I. Article 1 : “Altered cell cycle regulation of the E3 ubiquitin ligase TRIP12
leads to its over-expression and chemosensitivity of pancreatic cancer cells”
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ABSTRACT.

Pancreatic cancer is among the worse cancers in the world with a 5 year-survival rate lower
than 8 %. This poor prognosis is explained by a lack of efficient treatment or early diagnosis but above
all by an incomplete understanding of molecular mechanisms that govern its initiation, progression
and resistance to most therapies. Among molecular processes, ubiquitination system is often altered
in cancers. The E3 ubiquitin ligase TRIP12 (Thyroid hormone receptor interacting protein) has been
involved in the regulation of p53 stability and DNA damage repair but also responsible of the
degradation of the Pancreas Transcription Factor 1A, essential for the maintenance of acinar cells.

In this study, we reveal a heterogeneity of TRIP12 protein expression in human pancreatic
tumors that is also observed in pancreatic cancer-derived cell lines. We first show that TRIP12
expression is required for PDAC-derived cell growth by controlling E2F-target genes. Second, we
demonstrate that TRIP12 heterogeneity results from a combination of different levels of regulation.
They mainly include the activity of a bi-directional promoter that controls Trip12 mRNA level and the
variation of TRIP12 expression during cell cycle. More importantly, we demonstrate that the level of
TRIP12 in PDAC-derived cell lines modifies their sensitivity to a DNA damage-inducing drug.

KEY WORDS: Pancreatic cancer, TRIP12, E3 ubiquitin ligase, cell cycle, DNA repair, chemotherapy
sensitivity.



INTRODUCTION.

The ubiquitin-mediated degradation pathway is often deregulated in cancers (Senft, Qi, and
Ronai 2018). Among the proteins involved in this pathway, the protein TRIP12 (Thyroid hormone
Receptor Interacting Protein 12) belongs to E3 ubiquitin ligase family with HECT domain (Homologous
to the E6-AP Carboxyl Terminus). It participates in the control of major biological processes such cell
proliferation, chromatin remodeling and DNA damage repair by controlling the stability of key proteins
such as ARF (Alternative Reading Frame)(Chen et al. 2013; 2010), SOX6 (An, Ganio, and Hagiwara
2013) and BAF57 (Brgl associated factor 57)(Keppler and Archer 2010), RNF168 (Ring Finger Protein
168) (Gudjonsson et al. 2012), PARP1 (Poly-ADP-ribose polymerase 1) (Gatti et al. 2020) among others
(Brunet et al. 2020). TRIP12 expression is positively correlated with a poor prognosis in cellular
hepatocellular carcinoma (Cai et al. 2015) and affects the radio-sensitivity of HPV (human papilloma
virus)-positive head and neck squamous carcinoma (Wang et al. 2017; Molkentine et al. 2020). It also
constitutes a potential marker of response to PARP inhibitors in BRCAness patients (Gatti et al. 2020).
We showed that TRIP12 expression is tightly regulated during cell cycle and is required for mitotic
processing and chromosome stability (Larrieu et al. 2020). Little is known on the regulation of TRIP12
stability with the exception that the deubiquitinase USP7 (Ubiquitin Specific Peptidase 7) protects
TRIP12 against proteasome degradation (Georges et al. 2018; Cai et al. 2015).

Pancreatic cancer is the fourth cause of death by cancer in Western countries with 5 year-
survival rate below 10% (Siegel, Miller, and Jemal 2020). This poor prognosis is explained by an
absence of early diagnosis markers and efficient therapies. Treatment with gemcitabine is often used
for palliative goals. FOLFIRINOX and Nab-Paclitaxel are frequently proposed to metastatic patients.
PARP inhibitors therapies have recently emerged for a subset of patients with deficiency in DNA
damage repair systems (Sahin et al. 2016). Despite important research efforts, a great majority of
patients do not respond to the different chemotherapies (Duconseil et al. 2015). It is therefore urgent
to better understand the mechanisms that control pancreatic cancer progression and their sensitivity
to chemotherapies.

Pancreatic tumors take their origin from different cellular types (Storz and Crawford 2020) and
are characterized by a high phenotypic and molecular heterogeneity between patients (Bailey et al.
2016). It is reported that TRIP12 controls the stability of key-proteins involved in the determining of
cellular types at the origin of pancreatic cancer. Indeed, TRIP12 targets the degradation of FBW7 (F-
box and WD-40 domain), the substrate recognition component of SCF (SKP1, CUL1 and F-box protein
complex) ubiquitin ligase (Khan et al. 2021). FBW7 is a major regulator of pancreatic ductal cell fate
and a known tumor suppressor gene in a subset of PDAC patients (Zhang et al. 2016). Moreover, we
demonstrated that TRIP12 ubiquitinates PTF1a (Pancreas specific Transcription Factor 1a) and induces
its proteasomal degradation. PTFla, a transcription factor essential for pancreas development,
functions as a tumor suppressor by its role as a gatekeeper of pancreatic acinar phenotype (Hanoun
et al. 2014). Moreover, TRIP12 is overexpressed in pancreatic cancer tissues (Chen et al. 2010).

Due to its implication in cellular functions in pancreatic cancer development and mechanisms
of chemoresistance, TRIP12 level of expression and modes of regulation in human pancreatic tumors
needed to be explored. In this study, we demonstrate that TRIP12 protein is heterogeneously
expressed in human pancreatic tumors which is also observed in PDAC-derived cell lines. We show that
TRIP12 expression is required for PDAC-derived growth in vitro and in vivo as it is necessary for E2F-
regulated genes. We show that Trip12 mRNA level is controlled by a bidirectional promoter and
explains in some extent the heterogeneous expression of TRIP12 protein in PDAC-derived cell lines.
Additionally, we demonstrate that a variation of TRIP12-cell cycle regulation greatly participates in
TRIP12 heterogeneity in PDAC-derived cell lines. More importantly, we show that TRIP12 expression
level influences the sensitivity of PDAC-derived cell lines to DNA damage inducing drug.



MATERIALS AND METHODS.

Cell culture and treatments.

hPNE cells were a gift for Dr M. Ouellette (University of Nebraska Medical center, Omaha, USA) (Lee
et al. 2003). BxPC-3 (ATCC® CRL-1687™), Capan-1 (ATCC® HTB79™), Capan-2 (ATCC® HTB80™),
MiaPACA-2 (ATCC® CRL-1420™) and PANC-1 (ATCC® CRL-1469™) cell lines were obtained for the
American Tissue and Cells Collection and cultured as previously described (Delpu et al. 2013). Gaussia
Luciferase MiaPACA-2 cell line was previously described (Delpu et al. 2013). BxPC-3 cells were treated
with lovastatin (60 uM; Sigma-Aldrich) for 24h for late G;-phase enrichment, with aphidicolin (1 uM;
Sigma-Aldrich) for 24h for early S-phase enrichment. For G,-phase enrichment, BxPC-3 cells were
subject to a 18h-treatment with thymidine (2mM; Sigma-Aldrich), released in complete medium for 5h
followed by a 3h-treatment with Ro3306 (9 uM; Tocris). MiaPACA-2 cells were seeded at 80% of
confluence and cultured in 0.1% fetal calf serum (FCS)-supplemented medium for 72h for late G;-phase
enrichment, with thymidine (2mM) for two periods of 18h spaced by a 8h-period in complete culture
medium for early S-phase enrichment. For G,-phase enrichment, MiaPACA-2 cells were treated with
Ro3306 (9 uM) for 24h.

Cell lines were treated with 5-ethynyl-2’-deoxyuridine (EdU) (10 uM, Life technologies) for 20 min.
Cells in S phase were visualized using Click-it® EdU Alexa Fluor® 647 imaging kit (Life technologies).
BxPC-3 and Capan-1 cells were treated with leptomycin B (50 ng/ml; Sigma Aldrich) for 20h.
MiaPACA-2 cells at ~50% of confluence were treated with the USP7 inhibitor P22077 (25 uM;
Selleckchem) for 20h. Doxorubicin was purchased from Sigma-Aldrich.

For USP7 depletion, three different siRNAs (#1 5'-CCCAAAUUAUUCCGCGGCAAA-3'; #2 5'-
AAGCGUCCCUUUAGCAUUAUU-3'; #3 5-GCAUAGUGAUAAACCUGUAUU-3’) at 50 nM and a control
siRNA (Ambion) were transfected using siPORT NeoFX™ reagent (Ambion) diluted into OPTI-MEM®
medium (Invitrogen). SiIRNA transfections were repeated after 24h. Subsequent analysis were
performed 48h-post-transfection.

Antibodies.
All the antibodies and dilutions used in this study are listed in Supplemental Table 1.

Immunohistochemistry on human pancreatic cancer macro-array.

A human pancreatic cancer macro-array was obtained from the department of pathology (Pr. J Selves,
Cancer University Institute of Toulouse) following ethical procedures. It contains 23 human samples
(21 pancreatic adenocarcinomas, 1 intraductal papillary mucinous neoplasm (IPMN) and 1 mucinous
carcinoma). Samples were processed using EnVision Flex kit (DakoCytomation) with a pretreatment at
pH 9 on a DAKO Autostainer link 48. TRIP12 antibody (Sigma-HPA036835) was used at a dilution of
1/200. The intensity of TRIP12 nuclear staining in pancreatic adenocarcinoma samples was graded as
weak, moderate and strong by four different observers (M.B., J.S. M.D. and J.T.)

Immunofluorescence.

Enriched and asynchronous cell populations treated or with EdU-treated grown on glass cover slips
were fixed, permeabilized with IntraStain reagent (DAKO) following supplier’s instructions and
followed by a 30 min-incubation with Protein Block reagent (DAKO). Cells were incubated overnight at
4°C with appropriate primary antibodies (Suppl Table 1) diluted in Antibody Diluent reagent (DAKO).
After PBS wash, cells were incubated with appropriate AlexaFluor®488, 555 coupled secondary
antibodies (ThermoFisher) (Suppl Table 1) for 2h at room temperature. EdU incorporation was
visualized using the Click-it® EdU Alexa Fluor® 647 Imaging kit (Life technologies) following supplier’s
instructions. Nuclei were stained with DAPI (1 uM, Euromedex). Cover slips were mounted on
microscope slide using Fluorescent Mounting™ medium (DAKO), visualized using LSM 780 confocal
microscope (Zeiss) and analyzed using ZEN 2.3 software. Nuclear TRIP12 fluorescence intensity was
determined using a FlJI macro-command. The classification of cells in the different phases of the cell
cycle was previously described (Larrieu et al. 2020).



CGH array

Genomic DNA of the different cell lines was extracted using the DNeasy QIAGEN kit. Comparative
Genomic Hybridization (CGH) array was performed using Cytoscan HD kit (Life technologies).
Microarray chips were prepared according to manufacturer's instructions and scanned using
Affymetrix Scanner (Affymetrix GeneChip Scanner 3000 7G System). Data are analyzed using Chas
software (Applied biosystem).

Trip12 promoter deletion constructs.

pGLs-MCS-Firefly Luciferase/pCMV-Renilla Luciferase plasmid was generated by inserting BamH 1/Bgl!
Il fragment of pRL-CMV plasmid (Promega) into pGLs Basic plasmid (Promega) at BamH | site. Genomic
DNA fragment corresponding Trip12/Fbx036 bi-directional promoter (GRCh38.p13 Chr2 position
229921874 to 229922496) and Cxcr4 promoter (GRCh38 Chr2 position 136118060 to 136118339) were
amplified by PCR from BxPC-3 genomic DNA using Trip12 and Cxcr4 promoter primers (Suppl Table 2)
and cloned into pGem-T plasmid (Promega). Trip12/Fbx036 and Cxcr4 promoters were subsequently
inserted into pGLs-MCS—Firefly Luciferase/pCMV-Renilla plasmid in both orientations at Kpn |/BamH |
and Kpn | restriction sites, respectively. Trip12/Fbx036 promoter successive deletion constructs were
generated by site-directed mutagenesis (Stratagene® mutagenesis kit) (Suppl Table 2) . All construct
sequences were verified by automatic sequencing.

shRNA lentiviral plasmids and lentiviral production.

The following lentivirus shRNA lentiviral plasmids were purchased from Sigma-Aldrich: pLKO1-TRC1
non mammalian shRNA control SHC002-target sequence CAACAAGATGAAGAGCACCAA, ShTRIP12#1
pLKO1-TRC1 TRCNO000022374-target sequence CCTGAGTCAAGGAAACATGTT, ShTRIP12#2 pLKO1-
TRC1 TRCNO000022375-target sequence CCGGAGTTTGAATCCACCTTT and ShTRIP12#3 pLKO1-TRC1
TRCN0000273210-target sequence CCACTACTCAGTCACCTAAAT. Lentiviral particle production using
LentiSmart reagents (Cayla, Invivogen) was previously described (Larrieu et al. 2020).

RNA extraction and RT-qPCR.

Total RNA was isolated from cell lines with Trizol® reagent (ThermoFisher) according to supplier’s
instructions. RNA concentration was measured with a NanoDrop ND-1000 spectrophotometer
(ThermoScientific). The RevertAid minus H (company) kit was used according to the manufacturer’s
recommendations with 2 ug of total RNA. cDNA samples were diluted 1 into 100. qPCR duplicates were
carried out using 2 pL of diluted cDNA in a 20 pL-reaction using Sso Fast EvaGreen® reagent (BioRad)
following supplier’s instructions on a StepOne Plus™ Real-Time PCR system (Applied BioSystems).
Relative amount of mRNA was calculated by the comparative threshold cycle (Ct) method as 24,
where ACt=Ct target mRNA — Ct geometric mean of GAPDH, 3-Actin and cyclophilin A (Suppl Table 2).
Amplification efficacy was verified for every sets of primers. A specific protocol was performed for the
guantification of short and long form of Trip12 mRNA. Primers were tested on RT reaction in absence
of Reverse Transcriptase to detec genomic DNA contamination. Trip12 mRNA total amount was
quantified using Exon 10-11 primers and the long form using 3-‘UTR primers (Suppl Table 2), the
qguantity of the short form was determined by the difference between the total amount of Trip12
mRNA and the long form.

Flow cytometry.

Cells were fixed in 70% ethanol during the exponential growth phase for asynchronous cells or after
treatments for cell-cycle enriched populations. Fixed cells were treated with RNAse A (10 pg/mL) and
propidium iodide (20 pg/mL) (Sigma-Aldrich) for 15 min at 37°C. Data were acquired using the MACS
Quant® VYB cytometer (Miltenyi Biotech) and cell cycle distribution was analyzed with MACS Quant
and ModFit software.



Chromatin Immunoprecipitation.

MiaPACA-2 and Capan-1 cells were incubated with formaldehyde (1%; Sigma-Aldrich) for 8 min.
Chromatin was immunoprecipitated by an anti-acetylated lysine 9 histone 3 antibody or non-immune
rabbit IgG (Suppl Table 1) using EpiQuik™ Chromatin Immunoprecipitation kit (Epigentek) following
manufacturer’s instructions. The recovered DNA was subjected to PCR amplification using five sets of
primers (Suppl Table 2). Semi-quantitative PCR was performed using Sso Fast EvaGreen reagent
(BioRad) following supplier’s instructions on a StepOne Plus™ Real-Time PCR system (Applied
BioSystems). Amplification efficiency was verified for each set of primers. The relative binding of K9H3
antibody to the target sequences was determined by dividing the calculated amount of precipitated
DNA by the amount of that sequence in the input DNA.

Sodium bisulfite mapping.

Using EZ DNA methylation kit (Zymo Research) for bisulfite treatment. PCR conditions: between 30-60
ng of bisulfited DNA. PCR with AmpliTaq Gold (Perkin Elmer). 95°C 5 min, 40 cycles of 95°C 30 s, 50.4°C
for 30 s, 72°C for 30 s and final extension 72°C for 8 min. with TRIP12 primers (Suppl Table 2). PCR
products (366 bp) were subsequently inserted into pCR2.1 cloning vector (Invitrogen) and sequenced
using standard M13 Forward and Reverse primers using an automatic sequencer.

Luciferase activity measurement.

Different PDAC-derived cell lines were seeded at 2.10* cells/well of a 48 well-dish and transiently
transfected 24h later with 0.5 pg of reporter plasmids using polyethyleneimine (PEl) reagent (PolyPlus)
with a ratio N/P=10. After 48h, cells were lysed with Cell Lysis Buffer (Promega). Renilla and firefly
luciferase activity was measured using Luciferase kit (Promega) and CLARIOstar luminometer (BMG
LABTECH). Firefly luciferase activity was normalized by renilla luciferase activity.

Orthotopic graft in SCID mice

All protocols including animals were approved by the ANEXPLO ethic committee (Protocol number:
10/1037/10/14). Gaussia Luciferase MiaPACA-2 shScr and shTRIP12#1 (2.10° cells/injection) were
injected into the pancreas of SCID mice. Luciferase activity was determined after injection of
colenterazine (Promega) every 4-5 days post-injection as previously described (Delpu et al. 2013).

Agilent microarray gene expression and gene sets enrichment analysis (GSEA).

Four MiaPACA-2 and PANC-1 ShScr and ShTRIP12#1 clones were isolated by serial dilution. Total RNA
was extracted using Trizol® reagent (Life technologies) (see above). Trip12 mRNA depletion in each
ShTRIP12 clones was verified by qRT-PCR as described above. Total RNA was hybridized on Agilent
SurePrint G3 Human GE V2 8x60K microarrays. Adjustment of the estimated significance level to
account for multiple hypothesis testing (Benjamini-Hochberg adjusted value). The Gene Expression
Omnibus (GEO) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) accession numbers corresponding to our data sets
are GSE147717 (PANC-1) and GSE 147549 (MiaPACA-2). Gene set enrichment analysis (GSEA) was
performed using the Broad Institute platform (version 4.0.1) with a number of permutation of 1000. P
value and a false discovery rate (FDR) were set at 0.001. Fifty gene sets relative to the Hallmarks
repertory from Molecular Signature DataBase (MsigDB) were analyzed using the GSEA pre-ranked
method.

Western blot analysis.

Cytosolic protein fraction was isolated using a lysis buffer containing Tris-HCI (pH 7.5) 10 mM, MgCl,
1.5 mM, KCI 5 mM, DTT 0.5 mM, Nonidet™-P40 0.5% and PMSF 0.5mM supplemented with Protease
Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich). Soluble nuclear protein fraction was isolated using a lysis buffer
containing Tris-HCI (pH 7.5) 20 mM, NaCl 400 mM, Glycerol 0.025%, MgCl, 1.5 mM, DTT 0.5 mM, PMSF
0.5 mM, EDTA 0.2 mM and Protease Inhibitor Cocktail. Protein quantity was determined using Bradford
assay. 30-50 pg of nuclear proteins were loaded onto a 10% SDS-PAGE and transferred on
nitrocellulose membrane using TransBlot apparatus (BioRad). Membranes were subsequently



incubated with TBS Tween-20® 0.01% + 5% fat milk for 1h and with indicated antibodies (Suppl Table
1) overnight at 4°C. Membranes were incubated with appropriate HRP-coupled secondary antibodies
(Suppl Table 1). Protein abundance was visualized using Clarity™ Western ECL substrate, ChemiDoc™
XRS+ device and ImagelLab™ software (BioRad).

Protein-protein interaction network analysis.

The STRING database v11 (https://string-db.org) was used to map the physical interaction networks of
proteins encoded by the MsigDB Hallmark E2F-target gene set (n=195), TRIP12 depleted-PANC-1
(n=138) and TRIP12-depleted MiaPACA-2 (n=113) leading edge E2F-target genes obtained from GSEA.
Networks were obtained with the following active interaction sources: text mining, experiments,
databases with a minimum required interaction score of 0.700 (high confidence).

Cell viability assay.

TRIP12-depleted or control MiaPACA-2 cells were seeded at 4.103 cells/well of a 96-well plate. After
24h, the cells are treated with indicated doses of doxorubicin (Sigma). After 24h, 20 uL of MTS reagent
(Cell Titer 96® AQueous One Solution cell proliferation assay, Promega) were added. The optical
density at 490 nm was measured after 1h-incubation at 37°C, 5% CO; using the CLARIOstar plate reader
(BMG LABTECH).

Statistical analysis.

In vitro data were analyzed by 2-tailed, unpaired Student’s t-test using a multiple statistics Graph Pad
Prism 9 software package and a difference was considered significant when p value was lower than
0.05. Mean values are given + SEM. Number of independent experiments is indicated in the figure
legends. *, ** and *** indicate a p value <0.05, 0.01 and 0.001, respectively.


https://string-db.org/

RESULTS.

1. TRIP12 protein is heterogeneously expressed in human pancreatic tumors and PDAC-derived cell
lines.

TRIP12 is involved in the degradation of key-proteins that leads to pancreatic cancer initiation
(Khan et al. 2021; Hanoun et al. 2014). Nevertheless, little is known on TRIP12 expression in pancreatic
tumors. Immunohistochemistry experiments revealed a great heterogeneity of TRIP12 expression in a
collection of 21 human pancreatic tumors in which 6 samples display a weak TRIP12 expression, 8 an
intermediate expression and 7 a high TRIP12 expression. (Fig. 1A and Table 1).

Table 1.

Case number Gender Age Grade Diffe:(:::;ation ex-g:::;:;n
P13.19943 F 57 Low High +
P13.19946 M 64 Low Moderate +

P14.369 F 72 Low High +
P11.10243 F 66 Low High +
P11.8368 M 71 Low High +
P12.12800 F 53 High Anaplasia +
P13.19938 M 59 High Low ++
P13.19939 F 64 Low Moderate ++
P13.19940 M 59 Low High ++
P14.366 F 64 Low High ++
P14.368 M 72 Low Moderate ++
P14.365 M 77 Low Moderate ++
P11.12821 M 59 Low Moderate ++
P11.12520 F 76 Low High ++
P13.19941 M 66 Low High +++
P13.19944 F 72 Low Moderate +++
P13.19947 M 42 Low High +++
P13.19948 F 59 Low High +++
P14.364 F 69 Low High +++
P12.10905 F 74 High Low +++
P12.13329 F 78 Low High +++

Clinical data of 21 patients corresponding to pancreatic tumors that constitute the tissue microarray.
The protein expression of TRIP12, age, sex, cell grade and differentiation status of each patient are
indicated. The quantification score corresponds to the percentage of TRIP12 nuclear positive cells
multiplied by an intensity score evaluated from 0 to 3. A score between 0 and 100 is considered as a
weak expression (+), between 100 and 200 as moderate (++) and between 200 and 300 as a strong
expression (+++).

A great heterogeneity was also observed in human PDAC-derived cell lines. Indeed, as a nuclear
protein, we measured by immunofluorescence the percentage of TRIP12 nuclear positive cells in BxPC-
3, Capan-1, Capan-2, PANC-1 and MiaPACA-2 cell lines (Fig. 1B and C). The percentage of TRIP12
nuclear positive cells in BXPC-3 and Capan-1 in only 23.1 % and 23.2 %, respectively, while it reaches
66.6% in MiaPACA-2 cells. This disparity of expression was confirmed by Western blot analysis where



TRIP12 expression in BxPC-3 cells is significantly lower than the one in MiaPACA-2 cells (Fig. 1D). We
previously showed that TRIP12 is required for cell division (Larrieu et al. 2020). Interestingly, the cell
lines with a low TRIP12 expression (ex: BxPC-3 and Capan-1) display a lower growth rate compared to
the other cell lines (Fig. 1E) reinforcing the notion that TRIP12 is necessary for the growth of PDAC-
derived cell lines.

2. The depletion of TRIP12 affects the growth of TRIP12 high expressing PDAC-derived cells.

To study the importance of TRIP12 in the growth of PDAC-derived cells, we generated TRIP12
depleted-PANC-1 and MiaPACA-2 stable cell lines using three different ShRNAs (Fig. 2A and 2B). PANC-
1 and MiaPACA-2 cell lines were chosen as they express a high level of TRIP12 protein. The main
consequence of TRIP12 depletion is a significant inhibition of cellular growth and a decreased capacity
to form colonies (Fig. 2C and 2D). The growth inhibition in response to TRIP12 depletion was also
observed in vivo after orthotopic injection in murine pancreas (Fig. 2E and 2F). These results
demonstrate the requirement of TRIP12 in the proper growth of the PDAC-derived PANC-1 and
MiaPACA-2 cells.

3. TRIP12 preferentially controls E2F-regulated genes implicated in G,/M transition.

To decipher the mechanisms by which TRIP12 affects PDAC-derived cell growth, transcriptomic
analyses were performed on TRIP12-depleted PANC-1 and MiaPACA-2 cells using ShTRIP12#1. Analysis
of gene set enrichment on differentially expressed genes in response to TRIP12 inhibition was
performed. Among the 50 hallmarks gene sets (Molecular Signatures database-MSigDB), eight were
retrieved statistically enriched in TRIP12 depleted-PANC-1 cells and five in TRIP12-depleted MiaPACA-
2 cells (Table 2). Interestingly, the four negatively enriched pathways in TRIP12-depleted PANC-1 cells
were all retrieved in TRIP12 depleted-MiaPACA-2 cells (Fig. 3A). These four gene sets belong to the
Hallmark Proliferation process category (Liberzon et al. 2015). Among the 195 genes of the E2F target
gene set (MSigDB E2F target genes), 138 and 113 are leading edge genes in PANC-1 and MiaPACA-2
cells, respectively (Fig. 3B and Suppl Table 3). Interestingly, 90 genes are commonly repressed in
absence of TRIP12 in both cell lines (Fig. 3B). The repression of a subset of E2F-target genes was also
measured using ShTRIP12#2 and #3 (Fig. 3C). E2F transcription factor family is known to control the
transcription of different sets of gene involved in Gi-to-S, G»-to-M transition and DNA damage repair
(Kent and Leone 2019). Transcription level of these genes are temporally regulated during the cell
cycle. Physical protein interaction network (STRING) of the 195 E2F target genes clearly depicts the
two functional networks implicated in G;-to-S (DNA replication and DNA repair) and G>-to-M (G2/M
transition of mitotic cycle and Chromosome segregation) transitions (Fig. 3D, left panel). We
performed the same STRING analysis with the 113 leading edge genes in TRIP12 depleted-MiaPACA-2
cells and observed that these commonly E2F target repressed genes are preferentially involved in G»-
to-M transition (Fig. 3D, right panel). Similar results were observed in TRIP12 depleted-PANC-1 leading
edge genes (Suppl Fig. S1). Moreover, the consequences of a TRIP12 depletion in MiaPACA-2 cells leads
to an accumulation of cells in S and G phases associated to a decrease in the proportion of cells in G,
phase (Fig. 3E). Altogether, these results suggest that TRIP12 is required for the transcription of genes
involved in G,-to-M transition and a proper cell division.



Table 2.

TRIP12 depleted-PANC-1 TRIP12 depleted-MiaPACA-2

Pathways NES Pathways NES
Interferon o response 2.45 K ras signaling 1.69
Interferon y response 2.05
TNF-a. signaling via NFKB 1.99
Epithelial mesenchymal transition 1.91
E2F targets -2.99 | E2F targets -2.12
G2/M checkpoint -2.64 | MYC targets V1 -2.11
MYC targets V1 -2.51 MYC targets V2 -2.09
MYC targets V2 -2.23 | G2/M checkpoint -1.96

Nominal p value and FDR g-value < 0.001
NES: normalized enrichment score

4. A bi-directional promoter-controlled mRNA level partially explains TRIP12 protein expression
heterogeneity in PDAC-derived cell lines.

We decided to investigate the molecular mechanisms that could explain the variation of
TRIP12 protein expression in the different PDAC-derived cell lines. Trip12 mRNA level was measured
in the different cell lines (Fig. 4A). Variable Trip12 mRNA level between the different cell lines was
revealed. Among them, Trip12 mRNA level is higher in MiaPACA-2 and PANC-1 cell lines comparatively
to BxPC-3, Capan-1 and Capan-2 cell lines. These results were highly similar with those available from
the Broad Institute Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE) (Suppl Fig. S2).

No chromosomic large alterations (deletion, duplication) encompassing Trip12 gene was
detected in any of the tested PDAC-derived cell lines (Suppl Fig. S3). Bio-informatic analysis of Trip12
genomic DNA region suggested that Trip12 mRNA expression is controlled by a 555 bp-bidirectional
promoter that also controls Fbx036 (F-box only protein 36) mRNA level in the head-to-head opposite
direction (Fig. 4B and Suppl Fig. S4). Moreover, we noticed that genomic DNA region containing Trip12
promoter is embedded in a CpG island (1753 bp). In cancer cells, DNA hypermethylation is often
responsible of promoter silencing of tumor suppressor genes (Nishiyama and Nakanishi 2021).
Bisulfite mapping analysis revealed that Trip12 promoter region is not methylated in any of the tested
cell lines (Suppl Fig. S5) demonstrating that DNA hypermethylation is not responsible of Trip12 mRNA
variation.

In parallel, a study reported the existence of Trip12 mRNA variants with a short or a long 3’-
UTR (3’-Untranslated Region) that display different translation efficiency; the short form being more
efficiently translated than the long form (Chang et al. 2015). The quantification of the proportion of
Trip12 mRNA short and the long forms in our different cell lines did not reveal significant changes
between the cell lines that could explain the heterogeneity of TRIP12 protein expression (Suppl Fig.
$6). Functional studies using luciferase reporter constructs confirmed a bi-directional activity of
Trip12/Fbx036 promoter in the different PDAC-derived cell lines when compared to an unidirectional
CXCR4 (CXC chemokine receptor type 4) promoter (Fig. 4C). More importantly, Trip12/FbxO36
promoter activity correlates to Trip12 mRNA level (Fig. 4A). Moreover, ChIP-gPCR analyses showed
that endogenous Trip12 promoter is more associated to transcriptionally active histone marks
(acetylated K9-H3) in Trip12 mRNA-high expressing MiaPACA-2 cells than in Capan-1 cells (Fig. 4D). To
identify important regulatory sequences in Trip12/Fbx036 bi-directional promoter, PhastCons (UCSC
genome browser) analysis revealed the presence of several highly conserved regions (Fig. 4B).
Successive deletion analysis of Trip12/Fbx036 promoter showed that the conserved region located
between -186/-249 nt (relatively to Trip12 transcriptional start site +1) is required for a maximal
transcriptional of Trip12 promoter activity (but not in FbxO36 orientation) (Fig. 4E and Suppl Fig. S4).

Altogether, our results demonstrate that a bi-directional promoter controls Trip12 mRNA level
and participates to Trip12 heterogeneity at a mRNA level in our tested PDAC-derived cell lines.
Nevertheless, the difference between low and high TRIP12-expressing cell lines at the mRNA level (~



2.5 fold between BxPC-3 and MiaPACA-2 (Fig. 4A)) does not entirely explain the difference measured
at the protein level (~26 fold between BxPC-3 and MiaPACA-2, Fig. 1D). This suggested the implication
of another levels of regulation in TRIP12 protein heterogeneity.

5. Variation of the TRIP12 cell cycle regulation in PDAC-derived cell lines.

We recently demonstrated that the TRIP12 presence in the nucleus is tightly dependent to the
cell cycle in HelaS3 cancer cells (Larrieu et al. 2020). Logically, we decided to investigate TRIP12 cell
cycle regulation within our PDAC-derived cell lines of interest by an approach described in Suppl Fig.
S7. We determined the percentage of TRIP12 nuclear positive cells in each phase of the cell cycle (Fig.
5A and 5B). In low TRIP12 protein expressing BxPC-3 and Capan-1 cells, TRIP12 is weakly present in the
nucleus of cells in early Gy, late G; and early S phases. TRIP12 protein appears in the nucleus of late S
and G; phase-cells. In contrast, in moderate TRIP12 expressing Capan-2 and PANC-1 cells, while TRIP12
is still highly present in late S and G, phase-cells, we observed a significant increase of TRIP12 nuclear
positive cells in early G; cells. This heterogeneity of TRIP12 cell cycle regulation is even more visible in
the high TRIP12 expressing-MiaPACA-2 cells in which TRIP12 is frequently present in the nucleus of
cells in early G; and late G; phases in addition to those in late S and G; phases.

To ascertain whether this heterogeneous cell cycle regulation of TRIP12 could explain the
difference of its protein expression (Fig. 1D), we precisely established the distribution in the cycle of
the five asynchronous PDAC-derived cell lines (Fig. 5C). We noticed that the cells in late G; phase
represent approximately 40% in all cell lines. However, the proportion of cells in late S and G, phases
in MiaPACA-2 cell line is ~2 times higher than in the other cell lines. Combined with the findings in Fig.
5A and 5B, the heterogeneous expression of TRIP12 protein in PDAC-derived cell lines measured in Fig.
1D can be mainly explained by not only a higher proportion of late S and G;-phase cells in MiaPACA-2
cells but above all by a high presence of TRIP12 in the nucleus of cells in early and late G; phase.

The variation in TRIP12 protein expression during the cell cycle in TRIP12 low-expressing BxPC-
3 and TRIP12 high-expressing MiaPACA-2 cells was confirmed using cell populations enriched in late
G, early S- and Gy-phases (Fig. 5D and 5E). This variation was not observed at the mRNA level in the
same enriched population (Fig. 5F). Indeed, Trip12 mRNA level remains constant in the different
enriched cell populations which it is not the case for the Cyclin B1 mRNA that is known to be increased
in G, phase.

6. Nuclear export and the deubiquitinase USP7 implication in TRIP12 cell cycle regulation.

Although we showed that TRIP12 protein is tightly regulated during the cell cycle, the
mechanisms involved remained unexplained. Interestingly, we noticed a cytoplasmic localization of
TRIP12 in 20.6% of BxPC-3 and in 8.2 % of Capan-1 cells in early G; phase. The early G;-TRIP12
cytoplasmic localization was not observed in any phases in the other cell lines (Fig. 6A and 6B). This
observation suggested the requirement of a nuclear export of TRIP12 into the cytoplasmic
compartment for a subsequent degradation. This hypothesis was verified by a treatment of BxPC-3
and Capan-1 with the CRM1-inhibitor leptomycin B that significantly increases the percentage of
TRIP12 nuclear positive cells in early G; cells (Fig. 6C). These results are in favor of rapid degradation
of TRIP12 in early G; phase in low expressing cell lines (BxPC-3 and Capan-1). In contrast, TRIP12 protein
expression persists in the nucleus of early G;, late G; and in some extent in early S phase in TRIP12
moderate and high expressing cell lines such as Capan-2, PANC-1 and MiaPACA-2.

It is also reported that TRIP12 protein stability is controlled by the deubiquitinase USP7
(Ubiquitin Specific Peptidase 7) in different cell lines (Cai et al. 2015; Georges et al. 2018).
Immunofluorescence analysis revealed that the USP7 protein is more frequently present in the nucleus
of MiaPACA-2 cells in early G; and G; phase comparatively to BxPC-3 cells (Fig. 6D). In parallel, we
measured the effect of a USP7 pharmacological inhibition (Fig. 6E) or a siRNA-depletion. We previously
ensured that the different treatments did not dramatically modify the cell cycle distribution (Suppl Fig.
S8). In contrast, they lead to a significant decreased expression of TRIP12, the level of CHK1
(Checkpoint Kinase 1), a well-known USP7 target being used as a positive control (Alonso-de Vega,



Martin, and Smits 2014) (Fig. 6E). Altogether, these results suggest that USP7 presence in the nucleus
participates in the cell cycle regulation of TRIP12 in PDAC-derived cell lines.

7. TRIP12 protein expression modulates drug sensitivity of PDAC-derived cell lines.

We further decided to study the consequences of TRIP12 expression variation in PDAC-derived
cell lines. TRIP12 was reported to inhibit DNA damage repair involving different molecular mechanisms
(RNF168 and PARP1) (Gudjonsson et al. 2012; Gatti et al. 2020). Interestingly, data obtained from
Genomics of Drug Sensitivity in Cancer website show that TRIP12-high expressing MiaPACA-2 cells are
the more sensitive to a multitude of DNA damage causing-drugs comparatively to the TRIP12-low
expressing Capan-1 and BxPC-3 cells suggesting that TRIP12 expression level might participate to
chemotherapy sensitivity (Fig. 7A). We confirmed this hypothesis by demonstrating that a depletion
of TRIP12 decreases the sensitivity of PANC-1 and MiaPACA-2 cells to increasing doses of doxorubicin
(Fig. 7B). This result suggests that TRIP12 expression level in PDAC-derived cells could be a potential
indicator of chemosensitivity.



DISCUSSION.

The E3 ubiquitin ligase TRIP12 has been involved in several important biological processes
altered in cancers (Brunet et al. 2020). In this study, we unveil a high heterogeneity of TRIP12
expression within PDAC samples. Data available in human Protein Atlas (www.proteinatlas.org)
support our findings. We also measured a high heterogeneity of TRIP12 expression within PDAC-
derived cell lines which provided us relevant cellular models to elucidate to causes of TRIP12 protein
heterogeneity. Interestingly, we found that the cell lines with the lowest TRIP12 expression level (BxPC-
3 and Capan-1) also display the lowest histological grade (Sipos et al. 2003) and growth rates.
Subsequently, we showed that, TRIP12 is necessary for PDAC-derived cell growth. Indeed, the
depletion of TRIP12 considerably reduces the growth capacity of TRIP12-moderate and high expression
PANC-1 and MiaPACA-2 cells, respectively. Transcriptomic approaches demonstrated that TRIP12
depletion dramatically repressed the expression genes targeted by the transcription factor E2F. It is
known that E2F transcription family controls the expression of genes implicated in G;-S and G/M
transition (Bracken et al. 2004). More interestingly, our analysis revealed that TRIP12 depletion
impacts more specifically the expression of E2F-target genes involved in G>-M transition such as SMC4,
Aurora A/B suggesting that TRIP12 participates in the proper expression of genes necessary for G,-M
transition. This observation parallels with the fact that TRIP12 expression is tightly regulated during
the cell cycle (Larrieu et al. 2020). Indeed, TRIP12 is absent in the nucleus of cells in late G;and early S
phases. Its nuclear expression dramatically increases in late S late to reach a maximum in G, phase.
Therefore, it is likely that TRIP12 participates more specifically to the expression of genes necessary
for the transition G>-M. The next issue will be to elucidate whether TRIP12 is directly or indirectly
implicated in the regulation of this subset of genes. Is it by directly interacting with chromatin at the
E2F sites and/or by controlling the stability of a key-protein that directly controls E2F genes?

Then, we took advantage of our PDAC-derived cellular models to decipher the mechanisms
responsible to the heterogeneity of TRIP12 expression. We determined that Trip12 mRNA level is
controlled by the activity a bidirectional promoter that also controls Fbx036 (F-box Only protein 36)
mRNA level and correlated in some extent to TRIP12 protein level. Bidirectional promoters are often
used by organisms to co-regulated genes implicated in the same biological processes (Wakano et al.
2012). Although FBX036 protein functions are largely unknown, Fbx protein family is implicated SCF
(SKP, Cullin, F-box containing complex) degradation complex (Kipreos and Pagano 2000). We further
discovered that highly conserved regions within Trip12/Fbx036 promoter participate to its maximal
transcriptional activity. Bioinformatics analysis revealed the putative binding sites of numerous
transcription factors such as PDX1, HNF1 (Hepatic Nuclear Factor) (Data not shown). The identification
of Trip12/Fox036 promoter-regulatory transcription factors in PDAC-derived cell lines might provide
precious information on Trip12 mRNA regulation. Although we observed a variation in Trip12 mRNA
expression within the PDAC-derived cell lines that correlated with TRIP12 protein expression, this
variation could not totally explain the level of TRIP12 protein in the different cell lines.

Therefore, we investigated other mechanisms that could explain such TRIP12 heterogeneity in
PDAC-derived cell lines. We previously showed that TRIP12 protein expression is tightly regulated in
the cell cycle (Larrieu et al. 2020). Highly expressed in the nucleus of HelaS3 cells in late S and G,
phases, TRIP12 rapidly disappears from the nucleus in early G; to become absent in late G, and early S
phases. We observed that in low TRIP12-expressing cell lines (BxPC-3 and Capan-1), TRIP12 nuclear
presence follows the same cell cycle-dependent regulation. Interestingly, we noticed that, during
mitotic exit, TRIP12 is exported from the nucleus that is experimentally blocked by a CRM1
(Chromosomal Maintenance 1)-inhibitor, the leptomycin B. The localization of TRIP12 in the cytoplasm
in a subset of early G; cells suggest a rapid degradation of TRIP12 in the cytoplasm. A similar type of
regulation was reported for key-proteins such as p27*®% that is degraded in the cytoplasm of G; cells
by a Kipl ubiquitination-promoting complex upon CRM1 mediated-nuclear export (Kamura et al.
2004). In contrast, in moderate and high TRIP12 expressing cell lines, we did not observe a cytoplasmic
localization of TRIP12 but rather a high presence of TRIP12 in the nucleus of late G; cells suggesting a
default of nuclear exportin these cell lines. Despite the presence of a putative nuclear export sequence



(NES) (aa 900 aa/ELM resource), putative KEN box (aa 1496-1570/UniProt resource) and Destruction
boxes (aa 859—867 and aa 1546—1554/ELM resource), the molecular mechanisms that control TRIP12
nuclear export in early G; and degradation in the cytoplasm remain to be discovered. Post-translational
modifications are likely implicated in this process although we cannot exclude that a protein-protein
interaction with a nuclear partner retains TRIP12 in the nucleus like it is the case for another ubiquitin
ligase BRCA1 (Breast Cancer protein 1), that is maintained in the nucleosol by the association with the
protein BARD1 (BRCA1-associated RING domain protein 1) (Fabbro et al. 2002). Moreover, we showed
that the deubiquitinase USP7 might participate in the TRIP12 cell cycle regulation. Indeed, we can
speculate that the presence of USP7 in the nucleus of early G;-phase PDAC cells stabilizes TRIP12 and
retains it in the nuclear compartment.

In summary, our study demonstrates that the heterogeneity of TRIP12 expression in PDAC-
derived cell lines is explained by a combination of different levels of regulation. A remaining question
is whether this variation in TRIP12 cell cycle regulation is also observed in primary tumors. In any case,
it is important to be cautious with Trip12 mRNA level in biological tissues for clinical investigation as it
may not reflect the level of TRIP12 protein.

Several studies have reported the implication of TRIP12 in the control of DNA damage repair.
However, the mechanisms involved and the consequences on chemotherapy sensitivity greatly depend
of the cellular context, the TRIP12 substrates and the type of DNA damage inducers. For instance,
TRIP12 was initially shown to repress NHEJ-mediated repair capacity (and HR in a lower extent) by
triggering the degradation of the ubiquitin ligase RNF168 (Gudjonsson et al. 2012). In this study, a
depletion of TRIP12 decreased the sensitivity of cells to irradiation. In contrast, Gatti et al.
demonstrated that, in HR and BRCA1/2 proficient cells, TRIP12 regulates PARP1 turnover which is
implicated in DNA repair and genome stability. In this context, the authors showed that a TRIP12 loss
increases the sensitivity of cancer cells to PARP inhibition in a PARP1 dependent manner (Gatti et al.
2020). The protein FBW7 (F-Box/WD repeat-containing protein 7) is a substrate adaptor for the E3
ubiquitin ligase complex SKP1-CUL1-F-Box (SCF) that targets several oncoproteins for degradation.
FBW7 acts as a tumor suppressor genes and is significantly mutated in pancreatic carcinogenesis
(Zhang et al. 2016). A recent study showed that TRIP12 enhances the degradation of FBW7 by
branched K11-linked ubiquitination. In this case, a depletion of TRIP12 leads to FBW7-dependent
downregulation of MCL1 (Myeloid Cell Leukemia 1) protein and enhanced sensitivity to taxol of cancer
cells (Khan et al. 2021). In our study, we observed that a high expression of TRIP12 PDAC-derived cell
lines is associated to a higher sensitivity to different types of DNA damage-inducing drugs. Inversely, a
depletion of TRIP12 decreases their sensitivity to doxorubicin. Moreover, we demonstrate that a high
expression of TRIP12 is mostly due to its presence in late G; cells. We can therefore speculate that the
aberrant presence of TRIP12 in G; cells could inhibit their capacity of NHEJ-mediated DNA damage
repair. Overall, TRIP12 protein expression could be used as a potential indicator of drug sensitivity in a
pancreatic cancer context.

In addition to its function in DNA damage response, TRIP12 is also described as a regulator of
key-proteins involved in the control of cell proliferation (i.e.: p14/Arf, p53) and differentiation (i.e.:
SOX6, PTF1A). Our study show that TRIP12 protein expression is associated with the growth capacity
and the histological grade of PDAC-derived cell lines. Moreover, TRIP12 is implicated in the regulation
of chromatin remodeling, a major biological process in pancreatic cancer initiation (Hank and Liss
2018). It would be of interest to determine whether the heterogeneity of TRIP12 expression could
influence the initiation and/or the progression of pancreatic cancer. For this purpose, the
establishment of murine model of pancreatic carcinogenesis with a specific deletion of Trip12 gene in
the pancreas could help to address this important question.
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FIGURE LEGENDS.

Figure 1: Heterogeneous expression of TRIP12 protein in human pancreatic tumors and PDAC-
derived cell lines.

A- Representative images obtained by immunocytochemistry on tumor microarray of human
pancreatic tumors displaying a weak, moderate and strong TRIP12 expression. The insets emphasize
on cancerous cells.

B- TRIP12 protein nuclear expression was visualized by immunofluorescence in five human PDAC-
derived cell lines. The different cell lines were fixed during exponential phase of growth. Nuclei were
counterstained with DAPI.

C- The percentage of nuclear TRIP12-positive cells was quantified in five human PDAC-derived cell lines
using Fiji software. The quantification was performed on over than 300 cells obtained from three
separate experiments. Results are expressed as mean (xSEM).

D- TRIP12 protein expression in five PDAC-derived cell lines was determined by Western blot analysis.
GAPDH protein level was used for normalization. The image is representative of at least three separate
experiments. The quantification is expressed as the mean (£SEM) of three different experiments.

E- Cell growth of PDAC-derived cell lines was determined by cell counting every 24h during 72h. The
results are expressed as growth rate compared to T=0h and represent the mean (xSEM) of three
separate experiments.

Figure 2: The depletion of TRIP12 affects the growth of TRIP12 high expressing PDAC-derived cells.

A-Trip12 mRNA level in PANC-1 and MiaPACA-2 cells stably expressing three different shRNAs directed
against Trip12 mRNA (ShTRIP12#1, #2, #3) was measured by gRT-PCR and compared to its level in
PANC-1 and MiaPACA-2 expressing a control shRNA (ShScr). GAPDH, 3-Actin and cyclophilin A mRNA
levels were used for normalization. Results are expressed as a percentage (tSEM) of Trip12 mRNA level
in PANC-1 and MiaPACA-2 control cells (set as 100%) and are the mean of at least four separate
experiments. * indicates a p value < 0.05.

B- TRIP12 protein level in PANC-1 and MiaPACA-2 cells stably expressing three different shRNAs
directed against Trip12 mRNA (ShTRIP12#1, #2, #3) was measured by Western blot analysis and
compared to its level in PANC-1 and MiaPACA-2 expressing a control shRNA (ShScr). PCNA protein level
was used for normalization. The image is representative of three separate experiments. The graphs
represent the quantification of protein levels. The results are expressed as a percentage (+SEM) of
TRIP12 protein level in PANC-1 and MiaPACA-2 control cells (set as 100%) and are the mean of at least
three separate experiments. * indicates a p value < 0.05.

C- Cell growth rate of TRIP12 depleted-PANC-1 and MiaPACA-2 was determined by cell counting. Cell
were seeded at 5.10° cells/well and counted every 24h for 72h. Results are expressed as mean (+SEM)
compared to t=0h (set as 1). * indicates a p value < 0.05.

D- Colony formation assay was performed TRIP12 depleted-PANC-1 and MiaPACA-2. Cells were seeded
at 103 cells per 10 cm-plate. After 9-14 days, colonies were stained using Cristal violet. The graphs
represent the quantification of colony number using Fiji software. The results are expressed as mean
(xSEM) compared to obtained from at least three separate experiments. * indicates a p value < 0.05.
E- In vivo growth of TRIP12 depleted and control MiaPACA-2 cells was determined after orthotopic
implantation in the pancreas of Nude mice. Gaussia Luciferase (GLuc) stably expressing MiaPACA-2
cells were stably transfected with ShTRIP12 or Scr shRNA using lentiviral transduction. Luciferase
activity in blood was measured every 4-6 days during 29 days. The results represent the luciferase
activity (RLU) in four mice per conditions. The inset represents the level of TRIP12 protein in ShScr and
ShTRIP12 GLuc MiaPACA-2 cells determined by Western blot analysis. PCNA protein level was used as
loading control.



F- Weight and volume of ShScr and ShTRIP12 GLuc MiaPACA-2 tumors were measured after 29 days.
The results are expressed as mean (+SEM) of four tumors for each conditions.

Figure 3: TRIP12 depletion affects preferentially the expression of genes implicated in G,/M
transition.

A- Graphical representation of E2F target, G,/M checkpoint, c-myc targets V1 and V2 gene set
enrichments after TRIP12 depleted-PANC-1 and MiaPACA-2 cell transcriptomic analysis using GSEA
software with a nominal p value <0.001 and a false discovery rate (FDR) < 0.001. NES Stands for
Normalized Enrichment Score.

B- Venn diagram representation of E2F target, Go/M checkpoint, c-myc targets V1 and V2 leading edge
genes in TRIP12-depleted PANC-1 and MiaPACA-2 cell transcriptomic analysis.

C- Birc5, Tmpo and Tkl mRNA expression in PANC-1 cells stably expressing three different shRNAs
directed against Trip12 mRNA (ShTRIP12#1, #2, #3) was measured by qRT-PCR and compared to its
level in PANC-1 expressing a control shRNA (ShScr). GAPDH, B-Actin and cyclophilin A mRNA levels
were used for normalization. Results are expressed as a percentage of Trip12 mRNA level in PANC-1
control cells (set as 100%) and were obtained from three separate experiments.

D- Physical interaction networks of proteins encoded by the E2 target gene set (n=195, left panel) and
the TRIP12 depleted-MiaPACA-2 E2F target leading edge genes (n=113, right panel). The analysis was
performed using STRING software. Nodes represent proteins. The edges indicate that the proteins are
part of a physical complex. The line thickness indicates the strength of data. Colored nodes represent
proteins that belong to the Gene Ontology biological processes indicated on the figure.

E- Cell cycle distribution of TRIP12 depleted (ShTRIP12 #1, #2 and #3) and control (ShScr) MiaPACA-2
cells measured by flow cytometry after propidium iodide treatment. The results are expressed as
percentage of cells in the different phase of the cell cycle and are the mean (xSEM) of at least four
separate experiments. * a p value < 0.01.

Figure 4: A bi-directional promoter-controlled mRNA level partially explains TRIP12 protein
expression heterogeneity in PDAC-derived cell lines.

A- Trip12 mRNA expression in indicated PDAC-derived cell lines was determined by gRT-PCR using two
different sets of primers. Gapdh, (-Actin and Cyclophilin A mRNA levels were used for normalization.
Results were obtained from four separate experiments and expressed as percentage (+SEM) of hPNE
control cell line (set as 100%).

B- Graphical representation of Trip12/Fbx036 gene organization. Positions of Exon 1 (black boxes) of
Trip12 and FbxO36 genes on human chromosome 2 (2g36) was obtained from the UCSC genome
browser (genome.ucsc.edu) (Suppl Fig. S4). Transcriptional start sites are represented by an arrow and
(+1). Red boxes correspond to highly conserved sequences in Vertebrates determined by PhastCons
analysis. The green box represents the location of a CpG island containing 150 dinucleotides CG.
Primers used for bidirectional promoter cloning, bisulfite mapping and ChiP-PCR analyses are
symbolized by arrows. ATG represents the translation start codon.

C- Measurement of transcriptional activity of Trip12/Fbx036 bidirectional promoter. Trip12/Fbx036
promoter in both orientation was inserted in Firefly luciferase reporter plasmid (top panel) and
transfected in the indicated cell lines (left panel). Comparatively, unidirectional CXCR4 promoter
activity was similarly measured in MiaPACA-2 cells (Right panel). Firefly luciferase activity was
measured and normalized to Renilla luciferase activity. Results are expressed as percentage of activity
of control plasmid (100%). They represent the mean (+SEM) of three separate experiments.

D- Enrichment of acetylated lysine 9 Histone 3 (H3K9) on Trip12/Fbox036 bidirectional promoter was
in MiaPACA-2 and Capan-1 cells was determined ChIP-PCR. The graph represents the IP/input ratio on
five different loci on Trip12/Fbx036 genomic region. The results are expressed as mean (+SEM) of three
separate experiments. The position of ChIP-PCR primers (A, B, C, D and E) are illustrated in Fig. 4B.



E- Transcriptional activity Trip12/Fbx0O36 promoter deletion constructs was determined in PANC-1
cells. Firefly luciferase activity was measured and normalized to Renilla luciferase activity. Results are
expressed as percentage of activity of Trip12 and Fbx0O36 control plasmids (set as 100%). They
represent the mean (+SEM) of three separate experiments.

Figure 5. Variation of TRIP12 cell cycle regulation in PDAC-derived cells.

A- Representative images of TRIP12 protein cellular localization during the different phases of the cell
cycle in asynchronous BxPC-3, Capan-1, Capan-2, PANC-1 and MiaPACA-2 cell population. The method
to categorize cells in the different phases of the cell cycle is described in Suppl Fig. S7. Nuclei were
counterstained with DAPI.

B- The percentage of nuclear TRIP12 positive cells in the different phase of the cell cycle was
determined in indicated PDAC-derived cell lines by immuno-fluorescence as described in Material and
Methods section. The graph represents the percentage of TRIP12 nuclear positive cells and expressed
as the mean (£SEM) obtained over more than 500 cells from at least two separate experiments.

C- The distribution of asynchronous PDAC-derived cell lines in the different phases of cell cycle was
determined by immuno-fluorescence as described in Material and Methods section. The graph
represents the percentage of cells and expressed as the mean (+SEM) obtained over more than 700
cells from at least two separate experiments.

D- Cell cycle distribution of BxPC-3 and MiaPACA-2 enriched cell population in Gy, Early S and G, phases.
Cells were enriched in the cell cycle phases following indicated treatments. Enrichment level was
measured by flow cytometry after propidium iodide incorporation. The graph represents the
percentage of cells in the different phases of the cell cycle and are expressed as the mean (+SEM) of
at least three separate experiments.

E- TRIP12 protein expression in BxPC-3 and MiaPACA-2 enriched cell population in Gs, Early S and G;
phases was determined by Western blot analysis. CYCLIN B1 level was used control of enrichment.
GAPDH level was used as loading control. The images were obtained from the same experiment and
are representative of at least three separate experiments.

F- Trip12 mRNA level in BXxPC-3 and MiaPACA-2 enriched cell population in G, Early S and G, phases
was determined by RT-qPCR. Two sets of primers (Exon 10-11 and Exon 35-36) were used to determine
Trip12 mRNA expression. Gapdh, -Actin and Cyclophilin A mRNA levels were used for normalization.
Cyclin B1 mRNA level was used as control of enrichment. Results were obtained from at least three
separate experiments and expressed as percentage (+tSEM) of Trip12 mRNA level in G; enriched cell
population (set as 100%).

Figure 6. Nuclear export and the deubiquitinase USP7 participates in TRIP12 cell cycle regulation.

A- Representative images of TRIP12 cytoplasmic localization in BxPC-3 and Capan-1 cells in early G:
phase by immunofluorescence. Nuclei were counterstained with DAPI.

B- Percentage of TRIP12 cytoplasmic positive PDAC-derived cells in early G; phase. The graph
represents the mean (+SEM) of three separate experiments over more than 350 early G; cells.

C- Percentage of TRIP12 nuclear positive BxPC-3 and Capan-1 cells in early G; phase treated with
leptomycin B (50 ng/ml) or a vehicle for 20h was determined by immunofluorescence. Nuclei were
counterstained with DAPI. The results are expressed as mean (+SEM) of two separate experiments on
over 100 cells.

D- The percentage of nuclear USP7 positive cells in the different phase of the cell cycle was determined
in MiaPACA-2 and BxPC-3 cell lines by immuno-fluorescence as described in Material and Methods
section. The graph represents the percentage of USP7 nuclear positive cells and expressed as the mean
(£SEM) obtained over more than 200 cells from one experiment.

E- TRIP12 and USP7 protein expression in MiaPACA-2 in response to USP7 inhibition was determined
by Western blot analysis. Cells treated with the USP7 inhibitor P22077 (25 uM) for 20h. CHK1 protein
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level was used as a positive control. GAPDH protein level was used as loading control. The images were
obtained from the same experiment and are representative of 3three different experiments.

F- TRIP12 and USP7 protein expression in MiaPACA-2 in response to USP7 depletion by siRNA was
determined by Western blot analysis. MiaPACA-2 cells were double-transfected with three different
siRNA (50 nM) for 48 h. CHK1 protein level was used as a positive control. GAPDH protein level was
used as a loading control. The images are representative of three different experiments.

Figure 7. TRIP12 protein expression controls drug sensitivity of PDAC-derived cell lines.

A- Sensitivity expressed as the half inhibitory concentration (IC50 in uM) of 30 PDAC-derived cell lines
to the indicated drugs was obtained from Genomics of Drug Sensitivity in Cancer
(www.cancerxgene.org) website. The different cell lines are represented as empty circles with the
exception of BxPC-3, Capan-1 and MiaPACA-2 cell lines that are represented as blue, yellow and red
filled circles, respectively.

B- Doxorubicin sensitivity of TRIP12-depleted PANC-1 (left panel) and MiaPACA-2 cells (right panel)
was measured by MTS assay. Cells were seeded and treated 24h later with the indicated doses of
doxorubicin for 24h. The graph represents a percentage of viable cells compared to control MiaPACA-
2 cells (ShScr) set as 100%. Results are expressed as mean (+SEM) obtained from at least three separate
experiments.
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C- The percentage of nuclear TRIP12-
positive cells was quantified in five human
PDAC-derived cell lines using Fiji software.
The quantification was performed on over
than 300 cells obtained from three separate
experiments. Results are expressed as
mean (+ SEM).
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E- Cell growth of PDAC-derived cell lines was
determined by cell counting every 24h during 72h
The results are expressed as growth rate compared
to T=0h and represent the mean (xSEM) of three
separate experiments.
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D- TRIP12 protein expression in five
PDAC-derived cell lines was determined
by Western blot analysis. GAPDH protein
level was used for normalization. The
image is representative of at least three
separate experiments. The quantification
is expressed as the mean (+SEM) of three
different experiments.
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A- Trip12 mRNA level in PANC-1 and MiaPACA-2 cells stably expressing three different shRNAs
directed against Trip12 mRNA (ShTRIP12#1, #2, #3) was measured by qRT-PCR and compared to its
level in PANC-1 and MiaPACA-2 expressing a control shRNA (ShScr). GAPDH, B-Actin and cyclophilin
A mRNA levels were used for normalization. Results are expressed as a percentage (+SEM) of
Trip12 mRNA level in PANC-1 and MiaPACA-2 control cells (set as 100%) and are the mean of at
least four separate experiments. * indicates a p value < 0.05.
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B- TRIP12 protein level in PANC-1 and MiaPACA-2 cells stably expressing three different shRNAs
directed against Trip12 mRNA (ShTRIP12#1, #2, #3) was measured by Western blot analysis and
compared to its level in PANC-1 and MiaPACA-2 expressing a control shRNA (ShScr). PCNA protein
level was used for normalization. The image is representative of three separate experiments. The
graphs represent the quantification of protein levels. The results are expressed as a percentage
(+SEM) of TRIP12 protein level in PANC-1 and MiaPACA-2 control cells (set as 100%) and are the
mean of at least three separate experiments. * indicates a p value < 0.05.
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E- In vivo growth of TRIP12 depleted and control MiaPACA-2
cells was determined after orthotopic implantation in the
pancreas of Nude mice. Gaussia Luciferase (Gluc) stably
expressing MiaPACA-2 cells were stably transfected with
ShTRIP12 or Scr shRNA using lentiviral transduction. Luciferase
activity in blood was measured every 4-6 days during 29 days.
The results represent the luciferase activity (RLU) in four mice
per conditions. The inset represents the level of TRIP12
protein in ShScr and ShTRIP12 GLuc MiaPACA-2 cells
determined by Western blot analysis. PCNA protein level was
used as loading control.
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results are expressed as mean
(£SEM) of four tumors for each
conditions.

Figure 2



~ 108 ~



~ 109 ~



Figure 4

E 4004 A- Tripl2 mRNA expression in indicated
2 PDAC-derived cell lines was determined by
S 3004 == Exon 10-11 . . .
w_ _— Exon 3556 gRT-PCR using two different sets of primers.
- (el ]
gg Gapdh, b-Actin and Cyclophilin A mRNA
E S 2001 levels were used for normalization. Results
z= were obtained from four separate
E 1004 experiments and expressed as percentage
S (+SEM) of hPNE control cell line (set as
= 0- T T T 100%)
& & ,b«q' ‘Xc.-’\ o"?
%\
Trip12 Bidirectional promoter (555 b +1. FbxO36
CpG island B ( ) =
Chr2
Cloning primers —» +1 -Q—ATG
Bisulfite primers — -«
ChIP-PCR primers —-I-A-— —an-n— —c-c-— —DD-Q— —n-F:q—

B- Graphical representation of Trip12/Fbx036 gene organization. Positions of Exon 1 (black boxes) of Trip12 and
FbxO36 genes on human chromosome 2 (2¢g36) was obtained from the UCSC genome browser
(genome.ucsc.edu)(See Suppl Fig. S4). Transcriptional start sites are represented by an arrow and (+1). Red
boxes correspond to highly conserved sequences in Vertebrates determined by PhastCons analysis. The green
box represents the location of a CpG island containing 150 dinucleotides CG. Primers used for bidirectional
promoter cloning, bisulfite mapping and ChiP-PCR analyses are symbolized by arrows. ATG represents the
translation start codon.
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D- Enrichment of acetylated lysine 9 Histone 3 (H3K9) on
Trip12/Fbhox036 bidirectional promoter was in MiaPACA-2 and
Capan-1 cells was determined ChIP-PCR. The graph represents
the IP/input ratio on five different loci on Trip12/Fbx036
genomic region. The results are expressed as mean (£5EM) of
three separate experiments. The position of ChIP-PCR primers
(A, B, C, Dand E) are illustrated in Fig. 4B.
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E- Transcriptional activity Trip12/Fbx036 promoter deletion constructs was determined in MiaPACA-2 cells. Firefly
luciferase activity was measured and normalized to Renilla luciferase activity. Results are expressed as percentage of
activity of Trip12 and Fbx036 control plasmids (set as 100%). They represent the mean (£SEM) of three separate

experiments.
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A- Representative images of TRIP12 protein cellular localization during the
different phases of the cell cycle in asynchronous BxPC-3, Capan-1, Capan-
2, PANC-1 and MiaPACA-2 cell population. The method to categorize cells in
the different phases of the cell cycle is described in Suppl Fig. S7. Nuclei
were counterstained with DAPI.
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B- The percentage of nuclear TRIP12 positive cells in the different phase of

the cell cycle was determined in indicated PDAC-derived cell lines by

immuno-fluorescence as described in Material and Methods section. The

graph represents the percentage of TRIP12 nuclear positive cells and

expressed as the mean (=SEM) obtained over more than 500 cells from at
least two separate experiments.
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C- The distribution of asynchronous PDAC-derived cell lines in the different phases of cell cycle
was determined by immuno-fluorescence as described in Material and Methods section. The
graph represents the percentage of cells cells and expressed as the mean (+SEM) obtained over
more than 700 cells from at least two separate experiments.
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D- Cell cycle distribution of BxPC-3 and MiaPACA-2 enriched cell
population in G,, Early S and G, phases. Cells were enriched in the cell
cycle phases following indicated treatments. Enrichment level was
measured by flow cytometry after propidium iodide incorporation. The
graph represents the percentage of cells in the different phases of the
cell cycle and are expressed as the mean (£SEM) of at least three
separate experiments.
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E- TRIP12 protein expression in BxPC-3 and MiaPACA-2 enriched cell population in
G,, Early S and G, phases was determined by Western blot analysis. CYCLIN B1
level was used control of enrichment. GAPDH level was used as loading control.
The images were obtained from the same experiment and are representative of at
least three separate experiments.
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F- Trip12 mRNA level in BxPC-3 and MiaPACA-2 enriched cell population in G, Early
S and G, phases was determined by RT-qPCR. Two sets of primers (Exon 10-11 and
Exon 35-36) were used to determine Trip12 mRNA expression. Gapdh, S-Actin and
Cyclophilin A mRNA levels were used for normalization. Cyclin BI mRNA level was
used as control of enrichment. Results were obtained from at least three separate
experiments and expressed as percentage (+SEM) of Trip12 mRNA level in G,
enriched cell population (set as 100%).
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A- Representative images of TRIP12 cytoplasmic
localization in BxPC-3 and Capan-1 cells in early G
phase by immunofluorescence. Nuclei were
counterstained with DAPI.
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B- Percentage of  TRIP12
cytoplasmic positive BxPC-3 and
Capan-1 cells in early G; phase.
The graph represents the mean
(£SEM)  of three separate
experiments over more than 350
early G, cells.

C- Percentage of TRIP12 nuclear positive BxPC-3 and Capan-1 cells
in early G, phase treated with leptomycin B (50 ng/ml) or a
vehicle for 20h was determined by immunofluorescence. Nuclei
were counterstained with DAPI. The results are expressed as
mean (£SEM) of two separate experiments on over 100 cells.
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D- The percentage of nuclear USP7 positive cells in the E- TRIP12 protein expression in MiaPACA-2 cell
different phase of the cell cycle was determined in MiaPACA-2 lines treated with USP7 inhibitor P22077 was
and BxPC-3 cell lines by immuno-fluorescence as described in determined by Western blot analysis. GAPDH
Material and Methods section. The graph represents the protein level was used for normalization. The
percentage of USP7 nuclear positive cells and expressed as the image is representative of at least three separate
mean (+SEM) obtained over more than 200 cells from one experiments. The quantification is expressed as
experiment. the mean (+SEM) of three different experiments.
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F- TRIP12 and USP7 protein expression in MiaPACA-2 cell lines
transfected with siRNA targeting USP7 was determined by
Western blot analysis. GAPDH protein level was used for
normalization. The image is representative of at least three
separate experiments. The quantification is expressed as the
mean (+SEM) of three different experiments.
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A- Sensitivity expressed as the half inhibitory concentration (IC50 in uM) of
30 PDAC-derived cell lines to the indicated drugs was obtained from
Genomics of Drug Sensitivity in Cancer (www.cancerxgene.org) website.
The different cell lines are represented as empty circles with the exception
of BxPC-3, Capan-1 and MiaPACA-2 cell lines that are represented as blue,
yellow and red filled circles, respectively.
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B- Doxorubicin sensitivity of TRIP12-depleted PANC-1 (left panel) and MiaPACA-2 cells (right
panel) was measured by MTS assay. Cells were seeded and treated 24h later with the
indicated doses of doxorubicin for 24h. The graph represents a percentage of viable cells
compared to control MiaPACA-2 cells (ShScr) set as 100%. Results are expressed as mean
(+SEM) obtained from at least three separate experiments.
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SUPPLEMENTAL FIGURE LEGENDS

Fig. S1- Physical interaction networks of proteins encoded by the TRIP12 depleted-PANC-1 E2F target
leading edge genes (n=138). The analysis was performed using STRING software. Nodes represent
proteins. The edges indicate that the proteins are part of a physical complex. The line thickness
indicates the strength of data. Colored nodes represent proteins that belong to the Gene Ontology
biological processes indicated on the figure.

Fig. S2- Trip12 mRNA level in five PDAC-derived cell lines obtained from Broad Institute Cancer Cell
Line Encyclopedia (CCLE) mRNA data (https://portals.broadinstitute.org/ccle). Results are expressed
as arbitrary units (a.u.).

Fig. S3- Results of CGH array analysis of Trip1l2 gene in the indicated PDAC-derived cell lines. Copy
number of Trip12 gene is compared in each human cell lines. The Trip12 gene region extends between
229,780 Kb and 229,900 Kb on chromosome 2g36.3 (visualized by the blue line).

Fig. S4- Graphical representation of human Trip12/Fbx036 promoter genomic localization obtained
from UCSC genome browser (genome.ucsc.edu). the green box represents the localization of a CpG
island containing 150 dinucleotides CG. Blue boxes indicate Tripl12 and FbxO36 Exon 1 location
GRCh38/hg38 assembly. Green histograms illustrate the level of conservation in 100 Vertebrates
obtained by PhastCons software.

Fig. S5- Bisulfite mapping analysis of Trip12/Fbx036 bidirectional promoter. Each empty circles
represents an unmethylated cytosine while a black represents a methylated cytosine. Grey circles
corresponds to cytosines for which the methylation status could not be determined. Four clones for
each cell lines were sequenced.

Fig. S6- Schematic representation of the short and long 3’-UTR forms of Trip12 mRNA. PAS stands for
consensus polyadenylation signals. The arrows indicate the position of the primers. The proportion of
short and long forms of Trip12 mRNA in different cell lines was determined by RT-qPCR. The results
are expressed the mean (+SEM) of short and long forms as compared to total amount of Trip12 mRNA
(set as 1) and obtained from at least four separate experiments.

Fig. S7- Representative images of TRIP12 nuclear expression in BxPC-3 cell line in the different phases
of the cell cycle was determined by immunofluorescence using TRIP12 antibody (Sigma). Nuclei were
counterstained with DAPI. EAU and CYCLIN A-negative cells with small oblong-shape nucleus were
considered in early G; phase. Cells in late G; phase and G, phase correspond to CYCLIN A/EdU nuclear
negative cells and CYCLIN A nuclear positive/EdU negative cells, respectively. Cells in early S and late S
phase correspond to EdU positive cells/CYCLIN A negative and positive nuclear cells, respectively.

Fig. S8- Cell cycle distribution of MiaPACA-2 treated with the USP7 inhibitor P22077 (25 uM) for 20h
(A) or with three different USP7 siRNAs (50 nM) for 48h post-transfection (B) was measured by flow
cytometry after propidium iodide incorporation. The graph represents the percentage of cells in the
different phases of the cell cycle and are expressed as the mean (+tSEM) of at least three separate
experiments.
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Supplemental Figures

Fig. S1- Physical interaction networks of
proteins encoded by the TRIP12 depleted-
PANC-1 E2F target leading edge genes
(n=138). The analysis was performed using
STRING software. Nodes represent proteins.
The edges indicate that the proteins are part
of a physical complex. The line thickness
indicates the strength of data. Colored nodes
represent proteins that belong to the Gene
Ontology biological processes indicated on the
figure.
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Fig. S2- Trip12 mRNA level in five
PDAC-derived cell lines obtained
from Broad Institute Cancer Cell Line
Encyclopedia (CCLE) mRNA data
(https://portals.broadinstitute.org/cc
le). Results are expressed as arbitrary
units (a.u.).
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Supplemental Figures
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Fig S6- Schematic representation of the short and long 3’-
UTR forms of Tripl2 mRNA. PAS stands for consensus
polyadenylation signals. The arrows indicate the position of
the primers. The proportion of short and long forms of Trip12
mRNA in different cell lines was determined by RT-qPCR. The
results are expressed the mean (+SEM) of short and long
form as compared to total amount of Trip12 mRNA (set as 1)
and obtained from at least four separate experiments.
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Supplemental Figures
Figure S7

Early G, Late G, LateS

Fig. S7- TRIP12 nuclear expression in PDAC-derived cell lines in
the different phases of the cell cycle was determined by
immunofluorescence using TRIP12 antibody (Sigma). Nuclei
were counterstained with DAPI. Cells with EdU and Cyclin A-
negative and oblong-shape nucleus were considered in early G,
phase. Cells in G; phase and G, phase correspond to CYCLIN
A/EdU nuclear negative cells and CYCLIN A nuclear positive/EdU
negative cells, respectively. Cells in early S and late S phase
correspond to EdU positive cells/CYCLIN A negative and positive
nuclear cells, respectively.
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Figure S8
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Fig. S8- - Cell cycle distribution of MiaPACA-2 treated with the USP7 inhibitor P22077 (25
uM) for 20h (A) or with three different USP7 siRNAs (50 nM) for 48h post-transfection (B)
was measured by flow cytometry after propidium iodide incorporation. The graph represents
the percentage of cells in the different phases of the cell cycle and are expressed as the

mean (£SEM) of at least three separate experiments.
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SUPPLEMENTAL TABLES

Suppl Table 1: Antibody list
Suppl Table 2: Primer list

Suppl Table 3: List of E2F target-genes
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Supplemental Material and Methods.

Supplemental Table 1: List of antibodies.

Protein Antibody Dilution
uUsp7 Bethyl laboratories A300-033A 1/1000 (WB)
CHK1 Cell Signaling 2G1D5 1/1000 (WB)
PCNA Santa Cruz Sc-56 1/500 (WB)
TRIP12 Bethyl laboratories A301-814A 1/1000 (IF and WB)
TRIP12 Sigma HPA036335 1/1000 (IF)
CYCLIN B1 Millipore MAB3684 1/1000 (IF and WB)
GAPDH Santa Cruz sc-25778 1/2000 (WB)
Green Fluorescent Protein Santa Cruz sc-9996 1/200 (IF)
CYCLIN A GeneTex [6E6] 1/500 (IF)
CYCLIN A GeneTex #2547 1/1000 (IF)
RNA POLYMERASE Il Ser 5 AbCam [4H8] ChlIP assay
Acetylated K9 HISTONE H3 AbCam #6001 ChlIP assay
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Supplemental Table 2: List of primers.

Name

Forward (5’ to 3’)

Reverse (5’ to 3’)

RT-qPCR

Trip12 exon 10-11
Trip12 exon 35-36
Trip12 3’-UTR
Cyclin B1

Gapdh

B-Actin
Cyclophilin A
Tmpo

Birc5

Tkl

Promoter cloning
Trip12 promoter
Cxcrd promoter

ChIP PCR
ChiP A
ChiP B
ChiPC
ChIP D
ChIPE

Deletion constructs
TRIPmutl (Trip12 +24)
TRIPmut2 F (Trip12 -111)
TRIPmut3 F (Trip12 — 249)
TRIP12mut 4-3 F(Trip -285)
TRIPmut4 F (Trip12 -389)
TRIP12 mut5 F (Fbx -48)
TRIP12 mut 3-2 F(Fbx -305)
TRIP12 mut 2-1 F (Fbx -435)

For bisulfite mapping
Trip12 BS

ATATTATGAACCATGCTTGTCGAG
TTCAGATTGGTGGACCTTCC
ATGGCAATTCCAGCAGCAAC
CAAGCCCAATGGAAACATCTG
CAATGACCCCTTCATTGACC
AGATGTGGATCAGCAAGCAGGAGT
GTCAACCCCACCGTGTTCTT
AGAGTTGAGCACAATCAGAGCTA
AGCCAAGAACAAAATTGCAAAGG
CACAGAGAAGGAGGTCGAGGT

AATTACCTAGTTAGGCCCCAAAGTCT
TACCGACCACCCGCAAACAG

TGCGCCCCAATTACCTAGTT
TCGCGGCGATGACACA
CTCCGTGGTAGCAGGAACTAATTC
CGCCGCCTAGCAAAGACTAT
CCGGCTTCTTACCCGTAGAGT

GGCGGCGGCTCCGGGTACCTTCAATTATCAGC
GGGCTCGTCCGCGGTACCGGCACCGCTG
GGAGATCTACTTGGTACCCCTCCGCCGGGGTCAC
CCCCCTCCCCTCCGTGGTACCAGGAACTAATTCCCC
ATTTCACGGATCAGGGTACCCTAAGACCCTTGGAAGAGGG
CAATTTAAACTAGGGTTTTGGTACCTTGACCCCAACCAAGC
GGCTCGACTCTCTCAGGTACCTCCGATCTCCGCCCGATC
TCCCCGCCTGCTCTGGTACCCTCGGGGAACTAC

GGGTTTTTTTAATTATTAGTTGAGT

CTCTGCCACATCAATACACTGAAT
GGCTACAACTGGGTCGATGT
TAAATACCGGCCAGCCCAAG
TTGCTCTTCCTCAAGTTGTCTC
GTACTCGCTCCTGGAAGATG
GCAATCAAAGTCCTCGGCCACATT
CTGCTGTCTTTGGGACCTTGT
TTAATGCCTGCAGAGGTCCG
CGCACTTTCTCCGCAGTTTC
TTCTCTTTGTTGTCCGGCCC

GTCGCTAAGACAACCAGGAAGG
TGGTAACCGCTGGTTCTCCA

TTACTGCCGCGCCACC
GGAGGAGCTGGAACAGAAAGTC
GAACCCTGATCCGTGAAATTTC
CGCGGCTCGCACTTG
CGGAGACGCCCGTTTTC

GCTGATAATTGAAGGTACCCGGAGCCGCCGCC
CAGCGGTGCCGGTACCGCGGACGAGCCC
GTGACCCCGGCGGAGGGGTACCAAGTAGATCTCC
GGGGAATTAGTTCCTGGTACCACGGAGGGGAGGGGG
CCCTCTTCCAAGGGTCTTAGGGTACCCTGATCCGTGAAAT
GCTTGGTTGGGGTCAAGGTACCAAAACCCTAGTTTAAATTG
GATCGGGCGGAGATCGGAGGTACCTGAGAGAGTCGAGCC
GTAGTTCCCCGAGGGTACCAGAGCAGGCGGGGA

TAAAATTTCCAACTCCAAATC
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Supplemental Table 3: List of E2F target-genes

Level of expression of E2F-target genes (n=195) in TRIP12-depleted PANC-1 and MiaPACA-2 cell lines. Results
are expressed as Log2-fold change compared to ShScr control cell lines and are the mean of four separate
experiments. Up- and down-regulated genes are highlighted in red and in blue, respectively. Red and blue
intensity is proportional to the level of up and down regulation, respectively.

PANC-1 _ MiaPACA-2
cDC258 0.817] PAICS
WEEL 1242 0.127 SPAGS
PAN2 0875 0530 but
RADS0 0.864 0.229 XRCC6
CDKN1B 0,713‘ RADL
MTHFD2 0.489 0.288| cDC25A
CDKN2C 0.459 0.076 HMGB3
1PO7 0.178 0.003 RPAL
NAA38 0.177 0.044] NBN
Luc7L3 0.163 0.291] UNG
CDKN1A 0.131 -0.460| CCNEL
DCTPPL 0.048 0.234) SLeP
PMS2 0.047 0.314) RPA3
ASF1A -0.015 -0.102} DONSON
RPA2 -0.050 -0.179) [TRA2B
POLE4 -0.060 -0.433 LBR
AK2 -0.061 -0.407 MELK
ORC2 -0.069 0.051 [RADS1AP1.
TIMELESS -0.088 0.520| POLA2
NAPILL -0.119 0.069 BRCAL
NUP153 -0.152 0.131] TCF19
cBXS -0.164 -0.402 CSELL
EIF251 -0.166 -0.154] MCME
smice 0172 -0.159 PRKDC
MLH1 -0.185 0.653 RNASEH2A
BARD1 -0.192 -0.028 ATAD2
PRDX4 0210 -0.526| SNRPB
RAD21 0270 -0.021 Li':;l
PNN -0.288 -0328 oLD2
P53 -0.289 -0.413 e
PPPIRS 0294 -0.540)| TP
SMC1A -0.299 -0.584| st
RBBP7 -0.300 0273 VAR
TUBB -0.300 -0.356| £x05C8
ccP110 -0310 -0.228 HELLS
DCK -0315 -0.039) s
GsPT1 -0325 -0.149 Taccs
WDR90 0335 -0.233 MNBL
cDKa -0357 0.180| DDX39A
EZH2 0376 -0.155 psipL
TFRC -0.387 -0.524| PSMC3IP
PPM1D -0.398 -0.141 RANBPL
HUS1 -0.399 na PHFSA
HMGAL -0.407 -0.206| MCcM2
POLD3 -0.408 -0.484| PTTGL
KIF188 -0.411 -0.101 RFC3
CHEK2 -0.432 -0.174| PRIM2
NoLC1 -0.446 -0.468| CDKN3
MXD3 -0.460 -0.023 MKI67
sMc3 -0.470 -0.750| NCAPD2
RFC1 -0.496 0.244 ASF1B
[are3 0512 -0.407 PLKa
H2AFX 052 -0.811] [dig
PDS5B 0528 0.073 MCMS
E2F8 -0.562 -0.736| POLD1L
PRPS1 -0.580 -0.259) ORCE
SSRP1 -0.595 -0.400| BUB1B
SUV39H1 -0.607 -0.223 KIF2C
POP7 -0.609 -0.141] Smca
EED -0.622 -0.631 ESPLL
GINS3 -0.632 -0.327] PCNA
ZW10 -0.641 -0.453] KPNA2
RFC2 -0.648 0.024] MSH2
sPC24 -0.651 -0.442) GINS1
NUP107 -0.655 -0.199) TOP2A
UBR7 -0.655 0.236| (ANP32E
mYC -0.667 -0.266) 6L
SRSF1 -0.677 -0.858| DEPDCL
UBE2S -0.682 -0.303 COKL
H2AFZ -0.682 -0.108] cks2
STMNL -0.691 0.295 COCAB
XpO1 -0.695 -0.207 HMMR
POLE -0.696 0.087 RADS1C
RAN -06%  -0.189 Mcma
PA2G4 -0.701 -0371 SHMTL
TeRG4 0711 -0021 HIFtA
DEK -0.715 -0.412 CDCA3
MMS22L -0.738 -0.362 mg;ﬁ
CHEKL -0.750 -0.653 siNsa
HNRNPD -0.758 -0.056 DIAPH3
UsP1 -0.763 -0.369 CENPE
SYNCRIP -0.764 -0.401 AURKA
McM7 0770 -0.538| MYBL2
RACGAPL 0773 -0.142 DLGAPS
NME1 0784 -0.334| TRIPL3
Cks18 -0.797 -0.267 spc2s
NUP205 -0.802 0.090| k1
BRCA2 -0.815 -0.143 TmMPO
ING3 -0.820 -0.717| LKL
mMcMm3 -0.821 -0.081 20
NASP -0.821 -0.506| ccNB2
STAGL -0.829 -0.724| CENPM
DNMT1 -0.837 -0.168) AURKB
SRSF2 -0.843 -0.458| BIRCS
NUDT21 -0.855 -0.454| RRM2
DCLRE1B -0.859 -0.413 NOPS6
cDKN2A
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Abstract

The acinar cells are the most abundant cell type of the pancreas. Although specialized and
dedicated to digestive enzyme production, they harbor a high plasticity. They are able to alter their
identity and to undergo reversible ductal metaplasia through epigenetic silencing of acinar lineage
gene program. Acinar to ductal cell metaplasia (ADM) becomes irreversible in the presence of
oncogenic Kras mutations and leads to the formation of pancreatic intraepithelial neoplasia.

We demonstrate that the HECT E3 ubiquitin ligase TRIP12 (Thyroid hormone receptor
interacting protein 12) is overexpressed in human pancreatic preneoplastic lesions and tumors. We
show that a conditional deletion of TRIP12 in the pancreas during murine embryogenesis leads to a
pancreatic lipomatosis suggesting pancreatic exocrine insufficiency. EGF induced-ADM is suppressed
in pancreatic acini isolated from conditional Trip12 knockout mice model. In vivo, TRIP12-depleted
acini are unable to develop ADM in response to pancreatic injury. An inactivation of TRIP12 prevents
mutated Kras-induced PanIN formation in mouse pancreas and reduces the growth of pancreatic
tumors when mutated P53 is concomitantly expressed.

Our study identifies TRIP12 as a master regulator of acinar fate and an important inducer of
ductal identity in the adult pancreas. It highlights that TRIP12 is an essential factor of ADM and of
initiation steps of pancreatic carcinogenesis.
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Introduction

The mature exocrine pancreas comprises two types of epithelial cells. The acinar cells, the most
abundant cell type, produce and secrete an extremely high level of digestive enzymes in pancreatic
ducts daily. The acinar cells have been a model of terminal cellular differentiation with specialized
cellular functions and organization dedicated to protein synthesis, transport, storage and exocytosis.!
As such, they were thought to be irreversibly differentiated but numerous studies revealed their
surprising plasticity as a defense mechanism against sustained stress as for example in the context of
inflammation.? Ductal cells were originally thought to give rise to pancreatic ductal adenocarcinoma
(PDAC) due to ductal differentiation of pancreatic precancerous lesions and tumors.

However, the cell at the origin of PDAC has been challenged and debated by experimental
evidence providing insights in the plasticity of every pancreatic cell type (including endocrine cells) in
the setting of neoplastic transformation. The most compelling studies used conditionally expressed

G120 3llele combined or not with inactivation of tumor suppressor genes in one particular

mutant Kras
adult individual pancreatic cell types in mice.> ! They demonstrated that cancer can originate from
ductal and non-ductal cells of the mouse pancreas.

It has been known for decades that acinar cells lose their identity upon varying insults such as
inflammation or in vitro culture through acinar-to-ductal metaplasia (ADM).1>"%* During this process,
acinar cells dedifferentiate to an intermediate state with embryonic features and may acquire
mesenchymal properties.>!> Subsequently, acinar cells transdifferentiate to adopt a ductal phenotype.
ADM is reversible, can be induced by transient expression of reprogramming factors and is coupled to
the silencing of acinar cell-related genes.’®*®* Numerous findings demonstrated that changes in acinar
identity increase the susceptibility of cells to malignant transformation.®2%22 |t is now widely accepted
that acinar cells clearly contribute to the development of pancreatic intraepithelial (PanIN)
preneoplastic lesions.

There is now a consensus on the importance of preserving a stable acinar cell differentiation
program as a protective barrier against PDAC.*% Acinar cell differentiation program has tumor
suppressor properties by suppressing Kras function.?® Acinar cell-specific gene expression is driven by
PTF1a (Pancreas Transcription factor 1a) that is the main gatekeeper of acinar cell differentiation.?”-?®
Silencing of acinar-cell related genes including Ptfla is an initial epigenetic regulation step of ADM.

6120 and inflammation can prevent or

16,1819 Maintaining or reintroducing PTF1a in the presence of Kras
reverse tumor initiation.262%3

Thyroid hormone receptor interactor protein 12 (TRIP12) is an HECT (Homologous to the E6-AP
Carboxyl Terminus) type E3 ubiquitin ligase.3* TRIP12 targets only a few substrates but they exert
critical functions in cell-cycle progression, DNA damage response, cell differentiation, chromatin
remodeling and chromatin dynamic. We previously demonstrated that TRIP12 is a chromatin
associated protein regulating mitosis and that it targets PTF1la for proteasomal degradation.3?33 We
therefore hypothesized that TRIP12 plays a crucial role in PDAC and more particularly in regulating
acinar cell fate in initiation steps of PDAC. We investigated the impact of conditional deletion of TRIP12

G12D

in mouse models for pancreatic regeneration, Kras®*“-mediated cancer initiation and progression.
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Materials and Methods

Mice — study approval — genotyping - treatments

To generate conditional Trip12 knockout mice, embryonic stem (ES) cell clones carrying the
targeted allele (Trip12tmia(KOMPIWesH) \yere obtained from the KnockOut Mouse Project (KOMP)
repository. Targeted ES cell clones (agouti C57BL/6 parental cell line IM8A3.N1) were microinjected
into blastocysts of C57BL/6 (CIPHE, Centre d’Immunophénomique, Marseille, France) to generate
mouse line Tmla which was crossed with CIPHE Flippase mouse line to generate Trip12 tmicCehe mjce
carrying the conditional floxed allele.

Mice were housed under specific pathogen-free conditions at the CREFRE (Centre Régional
d'Exploration Fonctionnelle et de Ressources Expérimentales) animal facility (Toulouse, France). All
animal studies were approved by the Ministére de I'Education Nationale, de I'Enseignement Supérieur
et de la Recherche (APAFIS#3600-201512160838611v3) and performed in accordance with

GHDand

institutional guidelines. The following mouse strains were previously described: the LSL-Kras
LSL-p53Rf172H knock-in mice were from the Mouse Models of Human Cancers Consortium repository
(NCI-Frederick, USA), Pdx1-Cre were from DA Melton (Harvard University, Cambridge, MA, USA),
Elastase Cre®™ (Elas-CreER) were from DA Stoffers (Philadelphia, PA, USA) and were kindly provided
by Pr P Jacquemin (UCL, Belgium). ZSGreen mice (B6.Cg-Gt(ROSA)26Sorime(CAG-2sGreenl)ize /)y \yare
obtained from the Jackson Laboratory. Mice were interbred on mixed background
(CD1/SV129/C57BI6) to obtain Pdx1-Cre;Trip127f (CTT mice), Elas-CreER;Trip12"f (ETT mice), LSL-
Kras®2%;LSL-p53R+72": Trip12/:;Pdx1-Cre; (KPCTT mice) or LSL-Kras®'?°;Trip12f;Elas-CreER (KETT mice).
To perform lineage tracing experiments, we generated ZsGreenCTT and ZsGreenETT. Control mice of
CTT, ETT, KETT, KPCTT, ZsGreenCTT and ZsGreenETT lack the Trip12 floxed allele and are hereafter
referred as Ctt, Ett, KEtt, KPCtt, ZsGreenCtt and ZsGreenEtt respectively.

For genotyping we used PCR protocols recommended by NCI for mutant Kras®'?°

R172H
37,

and p5
by the Jackson Laboratory for ZsGreen detection and by the CIPHE for the detection of Trip12 tmlc
allele. Primer sequences used for Pdx1-Cre and Elas-CreER are listed in supplemental Table 1.

Seven week-old ETT and Ett mice were treated with tamoxifen (Sigma-Aldrich) dissolved in corn
oil containing 10% ethanol at a concentration of 20 mg/ml. Mice received three intra-peritoneal (i.p.)
injections (1 mg/15 g of body weight) on three consecutive days.

Acute pancreatitis was induced at 8 weeks of age by two sets of 6 hourly i.p. caerulein injections
(50 pg/kg; Sigma-Aldrich) on alternating days separated by 24 hours after a fasting period of 12 hours.
Mice were sacrificed 2, 24 and 120 hours from the end of the experiment. Blood and tissue samples
were collected for further analyses. Amylase was measured in plasma (Phadebas). Glycemia was
determined from tail blood using a glucose monitor (Accu-Chek Performa). Glucose (2 g/kg of body
weight) was injected i.p. and glycemia measured at the indicated times.

Clinical samples

Surgically resected specimens from 27 patients were obtained from the department of
pathology (Pr. J Selves, Cancer University Institute of Toulouse) following ethical procedures. They
were immunostained with anti-TRIP12 (1:1000, Bethyl laboratories A301) using standard procedures.

Generation of mouse cancer cell lines
Tumor cells were isolated using the explant culture method. Briefly, the resected pancreatic
tumors from KPCtt and KPCTT mice were cut into small pieces (0.5-1 mm3). The tissue pieces were
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rinsed in DMEM/F12 (Sigma) supplemented with penicillin (100 U/ml)/streptomycin (100 pug/ml) and
transferred into wells of 6-well plates (4-6 pieces per well) containing 800 ul of culture medium
(DMEM/F12 supplemented with 10% fetal calf serum (FCS) (Eurobio) and penicillin/streptomycin). The
media were renewed every three days and the primary cultures were monitored for 15-35 days for
epithelial cell outgrowth. The primary outgrowing epithelial cells were subcultured by trypsinization
using a 0.05% trypsin - 0.02% EDTA solution and plated into 25-cm? flasks in DMEM/F12 supplemented
with 10% fetal calf serum and penicillin/streptomycin. From the second passage, the cells were
maintained in DMEM/F12 containing 4.5 g/l glucose, 10% FCS and penicillin/streptomycin. For the
colony formation assay cells were seeded at 103 cells per 10 cm-plate. After 9-14 days, colonies were
stained using 0,5% Cristal violet.

Embryos — optical clearing- segmentation

Mice were bred to obtain Pdx1-Cre;Trip12f (CTT) and control Ctt embryos. The day of vaginal
plug is defined as EQ.5. Adult mice were heavily anesthetized with an overdose of isofluorane. E13.5
and E15.5 embryos were collected in ice-cold phosphate buffer saline, one piece of tail was collected
for further DNA extraction and genotyping. Embryos were fixed overnight at 4°C in 10% neutral
buffered formalin and then again one hour at room temperature the next day. Fixed samples were
washed in PBS for one hour and stored at 4°C. For optical clearing, fixed embryos were rinsed with
PBS, included in 1% low-melting agarose (Life Technologies) and dehydrated with 100% methanol.
They were cleared with the benzyl alcohol/benzyl benzoate (BABB) technique as previously
described.?* Briefly, embryos were first immersed in a 3/1/2 (v/v) methanol/benzyl alcohol/benzyl
benzoate (BABB) solution during 30 min then cleared in 1/2 (v/v) benzyl alcohol/benzyl benzoate.
Acquisitions were performed with selective plane illumination microscope (SPIM) technology.
MacroSPIM microscope was used for acquisition at 561 nm. Autofluorescence was detected with a
609/57 nm filter and the exposure time was 400 ms. Segmentation of embryos was carried out using
Amira software with a dual thresholding method to obtain the volume of the samples. Segmentation
of pancreas and liver were done after cropping with Fiji software and using either Amira software or
manual selection with appropriate thresholding.

Acinar cell isolation - in vitro acinar to ductal metaplasia formation

Mice were anesthetized with isofluorane and sacrificed by cervical dislocation. Pancreas were
quickly resected, rinsed and 100 mg of the organ were placed in 5 ml of cold HBSS (Hank’s balanced
salt solution) containing 0.01% (w/v) STI (Soybean Trypsin Inhibitor, Sigma) and 1000 U of collagenase
Il (Thermofisher). Digestion was performed at 37°C during 20 minutes and mechanical dissociation
every 5 minutes through 10 back-and-forth passages of the pancreatic tissue into sterile serological
pipettes of decreasing size (25, 10, and 5 ml). Following multiple washes with HBSS supplemented with
5% FCS, 0.01% STl and 10 mM Hepes (pH 7.5), digested pancreatic tissue was pelleted by 400 rpm
centrifugation, resuspended in DMEM culture medium containing 4.5 g/l glucose, 10% FCS, 10%
penicillin-streptomycin mixture, 0.01% STI and filtered through 100 pum Nylon mesh. EGF (final
concentration, 20 ng/ml) was added to the acinar suspension. An equal volume of neutralized rat tail
collagen (RTC) type | (Corning) was added to the acinar cell suspension and 500ul pipetted into wells
of 24-well plate precoated with 100 ul of neutralized RTC. Plates were placed at 37% and 5% CO2. After
solidification of the RTC, 1 ml of DMEM culture medium (with above mentioned constituents) was
added in each well. Medium was changed on day 1 and day 3. Acinar to ductal metaplasia was
quantified using Fiji software.
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Histologic analysis - immunohistochemistry and immunofluorescence

Whole embryos and pancreas were fixed in 10% neutral buffered formalin and embedded in
paraffin. For histopathological analysis, pancreas were serially sectioned (3 um) and stained with
hematoxylin and eosin (H&E). Histopathological analysis of pancreas and scoring of tissue damage,
were performed using representative serial H&E-stained sections (50 um apart, at least two sections
per pancreas). Immunostainings followed standard protocols. Antibodies wused for
immunohistochemical studies were the following: anti-cytokeratin 19 (rat monoclonal Troma llI,
developed by Rolf Kemler (Max-Planck Institute, Freiburg, Germany)) obtained from the
Developmental Study Hybridoma Bank developed under the auspices of the NICHD and maintained by
The University of lowa, Department of Biology, lowa City, IA 52242, anti-PTF1a%?, 1:1000), anti-PDX1
(1:2000, Abcam 47267), anti-TRIP12 (1:1000, Bethyl laboratories A301-814A or Sigma HPA036335),
anti-E-Cadherin (BD Pharmingen 610181). Slides were imaged using a Hamamatsu Nanozoomer 2 slide
scanner (Hamamatsu Photonics) or a Panoramic 250 flash Il Scanner. Images were analyzed with
caseViewer or QPath software.

RNA isolation - quantitative real-time PCR analysis

Total RNA was isolated from cell lines with Trizol® reagent (ThermoFisher) according to
supplier’s instructions. RNA concentration was measured with a NanoDrop® ND-1000
spectrophotometer (ThermoScientific). The RevertAid® minus H (company) kit was used according to
the manufacturer’s recommendations with 2 pg of total RNA. cDNA samples were diluted 1 into 100.
gPCR duplicates were carried out using 2 puL of diluted cDNA in a 20 pL-reaction using Sso Fast EvaGreen
reagent (BioRad) following supplier’s instructions on a StepOne Plus™ Real-Time PCR system (Applied
BioSystems). Relative amount of mRNA was calculated by the comparative threshold cycle (Ct) method
as 2, where ACt=Ct target mRNA — Ct geometric mean of GAPDH, B-Actin and cyclophilin A
(supplemental Table 1). Amplification efficacy was verified for every sets of primers.

Western-blotting

Cytosolic protein fraction of freshly prepared acinar cells was isolated using a 10 mM Tris-HCl,
(pH 7.5) lysis buffer containing 1.5 mM MgCl,, 5 mM KCl, 1 mM DTT, 0.5% Nonidet™-P40 and 0.5 mM
PMSF supplemented with Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich). Soluble nuclear protein fraction
was isolated using a 20 mM Tris-HCl (pH 7.5) lysis buffer containing 400 mM NacCl, 0.025% glycerol, 1.5
mM MgCl;, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF, 0.2 mM EDTA and Protease Inhibitor Cocktail. Protein quantity
was determined using Bradford assay. 30-50 pug of nuclear proteins were loaded onto a 10% SDS-PAGE
and transferred on nitrocellulose membrane using TransBlot apparatus (BioRad). Membranes were
subsequently incubated with TBS Tween-20® 0.01%, 5% fat milk for 1h and with indicated antibodies
overnight at 4°C. Membranes were incubated with appropriate HRP-coupled secondary antibodies.
Protein abundance was visualized using Clarity™ Western ECL substrate, ChemiDoc™ XRS+ device and
ImagelLab™ software (BioRad).

Statistical analysis

Data were analyzed by 2-tailed, unpaired Student’s t-test using a multiple statistics Graph Pad
Prism 9 software package and a difference was considered significant when p value was lower than
0.05. Number of independent experiments is indicated in the figure legends. *, ** and *** indicate a
p value <0.05, 0.01 and 0.001, respectively. Gepia data were analyzed by Mantel-Cox test.
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Supplemental Table 1

Name Forward (5’ to 3’) Reverse (5’ to 3’)

RT-qPCR

Trip12 GACCCTGAAAGCAACCAGGA AGAGGTGGTCATGCCAACAG
HPRT TCAGTCAACGGGGGACATAAA GGGGCTGTACTGCTTAACCAG
Cyclophilin A TGTGCCAGGGTGGTGACTTTAC TGGGAACCGTTTGTGTTTGG
18S TGTCTCAAAGATTAAGCCATGC GCGACCAAAGGAACCATAAC
Amylase CAGAGACATGGTGACAAGGTG ATCGTTAAAGTCCCAAGCAGA
Lipase GGCATTGTTGGTTAACGTTCT AATTGCGTCCACAAACTGAG
Chymotrypsin GCAAGACCAAATACAATGCCC TGCGCAGATCATCACATCG
Mist1 TGGTGGCTAAAGCTACGTGT CATAGCTCCAGGCTGGTTTT
CK19 CGTGCCGACATAGAGCGCCA AGCTCAGATGGCCTTGGGGGT
HNF6 CCCTGGAGCAAACTCAAGTC TGGACGTCTGTGAAGACCAG
SOX9 CTTCTGTGGGAGCGACAACTT AGGGAGGGAAAACAGAGAACG
PDX1 CGGACATCTCCCCATACG AAAGGGAGCTGGACGCGG
Genotyping

PDX1-Cre CCTGGACTACATCTTGAGTTGC AGGCAAATTTTGGTGTACGG
Elas-CreER CTCTGCTAACCATGTTCATGCCT ACGCTAGAGCCTGTTTTG
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Results

Trip12 is overexpressed in human pancreatic preneoplastic lesions and tumors.

We first investigated whether TRIP12 is associated with pancreatic cancer. To this purpose, we
performed immunohistochemical analysis on human pancreatic tissue samples. TRIP12 is detected in
the nucleus of exocrine and endocrine cells of healthy pancreas. Immunostaining intensity is weak and
TRIP12 is heterogeneously present within acinar, ductal and islets structures (Figure 1A). We found
that TRIP12 is markedly overexpressed in pancreatic tumors (Figure 1B). This was supported by mRNA
data from the Gene Expression Profiling Interactive Analysis (GEPIA) (Figure 1C).

Overexpression of TRIP12 is observed at the earliest stage of the disease in low grade
precancerous lesions (Figures 1D and 1E) supporting the hypothesis that TRIP12 plays a role in the
initiation steps of PDAC. Interestingly, high Trip12 mRNA expression in tumors is associated with
poorer patient survival suggesting that TRIP12 plays also a role during PDAC progression (Figure 1F).

Trip12 deficiency during embryogenesis does not reveal major pancreatic abnormalities in embryos.
We examined the pattern of expression of TRIP12 in the murine pancreas in control mice.
Similarly to human pancreas, Trip12 is heterogeneously present in the nuclei of murine acinar, duct
cells and islet cells with a subset of cells that do not express TRIP12 (Figure 2A). Since lethality was
previously demonstrated in Trip12 knock-in mutant mice at the embryonic stage E11.5, we investigated
the functional requirement of TRIP12 during pancreas development.3®> We crossed mice carrying floxed
alleles of Tripl2 gene with Pdx1-Cre mice to deplete TRIP12 protein expression in embryonic
pancreatic progenitors (Figure 2B). We analyzed embryos at E13.5 and E15.5. Embryos from the
different expected genotypes were obtained according to the Mendelian ratio (Data not shown). A low
expression of TRIP12 was detected in embryonic pancreas of wild-type embryos (Figure 2C). We
examined whether pancreas development was affected by the ablation of Trip12 gene in pancreatic
progenitors using optical clearing of whole embryos for visualization of their pancreas at both
embryonic stages. Quantification showed no differences in embryo and pancreas volumes between
control and Trip12 knockout embryos (Figure 2D). The expression pattern and intensity of PTF1a and
Pdx1 in E13.5 and E15.5 TRIP12 deficient CTT embryos were similar to TRIP12-expressing controls
(Figure 2E). These data suggest that TRIP12 is dispensable for pancreatic development in mice.

Trip12 deficiency during embryogenesis reveals pancreatic abnormalities in adults.

Viable offspring was obtained. Pdx1-Cre;Trip12”f (CTT) mice appear healthy and are
indistinguishable in appearance from the Ctt control littermates. Pancreas of TRIP12 deficient CTT mice
exhibit grossly normal morphology (Data not shown). Immunofluorescence staining confirmed a loss
of TRIP12 in all pancreatic cell types and comparison of H&E showed no histological changes except a
pancreatic steatosis in all TRIP12 deficient CTT mice examined at the age of 3-4 months (Figure 3A).
While body weight of TRIP12 deficient CTT and Ctt control mice are similar at all examined post-natal
stages, we observed significant alterations of pancreas to body weight ratio starting at 30 days of age
in males and over 3 months of age in females (Figure 3B). We performed intraperitoneal glucose
tolerance test to evaluate whether conditional TRIP12 depletion affects blood glucose homeostasis.
Fasting glycemia and response to glucose overload are not significantly different in TRIP12 deficient
CTT and control Ctt mice at the age of 1 to 3 months indicating that TRIP12 gene depletion in the
pancreas does not affect endocrine function of young adults (Figure 3C).
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Although exocrine pancreatic tissue appeared normal, immunofluorescence and Western blot
data revealed an increased PTF1a expression in TRIP12 deficient CTT acinar cells compared to control
Ctt acini (Figure 3D). This was consistent with our previous results that demonstrated PTF1a targeting
by TRIP12.32 In support of a post-translational role of TRIP12 in regulating PTF1a levels, PTF1a mRNA
expression was unaffected by the ablation of TRIP12 (Figure 3E). These data suggest a role of TRIP12
in acinar cell phenotype maintenance.

Trip12 deficiency in adult acinar cells does not alter acinar cell morphology.

Since Pdx1-expressing cells give rise to all the pancreatic lineages and adult cell types, we
generated a conditional model with acinar-cell specific ablation of Trip12 gene to study the role of
TRIP12 more specifically in these cells. We used Elas-CreER mice in which a conditional disruption of
Tripl2 gene in adult mice is induced by administration of tamoxifen (Figure 4A). The Elas-
CreER;Trip12”f (ETT) TRIP12 deficient mice are macroscopically indistinguishable from Ett control mice.
Their pancreas to body weight ratio significantly decreases at 5 months of age, 3 months after
tamoxifen treatment (Figure 4B). They exhibit no macroscopic modifications of their pancreas and H&E
staining showed similar pancreas phenotypes for control and TRIP12 deficient mice (Figure 4C).

We combined an inducible deletion of Trip12 gene to a lineage tracing by using ZsGreen mice
(supplemental Figure S1). As expected from the Cre-activity pattern in Elas-CreER mice, ZsGreen
expression is present in acinar cells but absent in duct cells and islet cells (supplemental Figure 1). We
further confirmed acinar Trip12 deletion by immunofluorescence and Western-blot in ETT isolated
acinar cells (Figure 4D). We observed increased immunostaining of PTF1a in TRIP12 deficient ETT
acinar cells compared to Ett controls. These data indicate that TRIP12 is dispensable for acinar cell
morphology in basal conditions.

Trip12 is required for ADM formation in vitro.
Acinar cells undergo acinar to ductal metaplasia (ADM), a reprogramming process to form

metaplastic ducts in response to inflammation and/or Kras®'?°

mutation that precedes the formation
of PanlIN arising from acinar cells. Given the elevated level of TRIP12 in these early-stage preneoplastic
lesions and the repertoire of known TRIP12 functions, we investigated whether it plays a role in the
regulation of acinar cell plasticity in response to injury. We used an established 3D acinar cell culture
to model the conversion of acinar cells and a lineage tracing with the ZsGreen reporter allele to follow
the fate of TRIP12-deficient cells. Acinar cells were isolated from pancreas of ZsGreenCtt and
ZsGreenCTT mice (Figure 5A). We also investigated the consequences of TRIP12 depletion in adult
pancreas by using ZsGreenEtt and ZsGreenETT mice after tamoxifen induction of acinar-specific
recombination (Figure 5D). ADM was initiated by an addition of EGF. Control acinar cells expressing or
not ZsGreen and TRIP12-depleted ZsGreen expressing cells from both mice models remain organized
in small acinar cell clusters after one day of culture (Figure 5B and 5E). We observed a lower level of
acinar cell recombination in adult acinar cells than in embryonic pancreatic progenitors. Indeed,
expression of ZsGreen is detected in almost 100% of cells when induced during embryogenesis (Figure
5B) but only in 30% when induced in adults (Figure 5E). As expected, after 4 days of culture in the
presence of EGF, both ZsGreenCtt and ZsGreenEtt control acini convert to ductal cyst structures with
a single cellular layer surrounding an empty lumen (Figures 5B and 5E). Importantly, ZsGreen
expression has no impact on the viability of acinar cell 3D culture and does not prevent ADM in TRIP12-
expressing ZsGreenEtt and ZsGreenCtt control acini. Unlike control TRIP12 expressing acini, TRIP12
deficient-acinar cells do not transdifferentiate into ductal cells. The ductal epithelium observed in both
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ZsGreenCTT and ZsGreenETT TRIP12 deficient mice never contained ZsGreen expressing cells as shown
in Figure 5B and 5E. The absence of TRIP12 was linked to the presence of cell clusters of various sizes
where sometimes a tiny lumen could be distinguished. In any cases, these cell clusters never resembled
ductal cyst structures. Quantification of these cell clusters and of metaplastic ducts demonstrated that
TRIP12 is required for acinar to ductal metaplasia (Figures 5C and 5F) and contributes to acinar cell
plasticity.

Trip12 is required for ADM formation in vivo.

The 3D culture models that we used recapitulate acinar cell dedifferentiation similarly as how it
occurs during pancreatitis. We therefore induced acute pancreatitis in control and TRIP12 knockout
mice to investigate the role of TRIP12 in vivo. To avoid any still uncharacterized events linked to the
absence of TRIP12 in embryonic pancreas, we used ETT and Ett mice and analyzed histological changes
in response to pancreatic injury at three time points (Figure 6A). Induction of pancreatitis was
confirmed by an increase of the plasma amylase levels that is similar in both groups (Figure 6B). Two
hours after the last caerulein injection, pancreas of both genotypes are oedematous and infiltrated by
immune cells (Figure 5C). Vacuolization of acinar cells and distension of acinar lumens revealing
initiation of ADM are observed in control mice and TRIP12 deficient mice. However, the response to
injury is different in TRIP12-depleted acinar cells. They exhibit disruption in the acinar structure,
mislocalization of the nuclei out of the basolateral pole and asymmetric and multilobed lumen.
Alteration of the pancreas is more pronounced as the inflammatory process progresses. Analysis 24
hours after injury showed entire lobules of control mice with extensive ADM where acinar cells have
lost polarity and adopted a columnar morphology similar to ductal cells. In contrast, TRIP12-depleted
acini exhibit hypertrophy, one or more enlarged lumen but do not evolve towards a ductal phenotype.
They are characterized by the presence of numerous vacuoles of different sizes that contain or not
cellular or amorphous material (Figure 5C). Five days after caerulein treatment, Ett tissue revert back
to its original morphology while ETT pancreas retain several defects. Tissue disruption and vacuoles
are still present suggesting that longer duration is required for a complete recovery in the absence of
TRIP12 (Figure 5C).

We examined the expression pattern of PTFla, cytokeratinl9 (CK19) and PDX1 by
immunofluorescence at the same time-points (Figures 6D and 6E). We used E-cadherin
immunostaining to outline the cells. Pancreas of Ett control mice at the 2h show an increased CK19
staining in acinar cells compared to absence of expression in acinar cells of vehicle-treated mice. In
accordance with ADM, CK19 expression peaks by day 1 and returns to basal levels at day 5. In contrast
to vehicle-treated mice pancreas CK19 expression is detected 2h after caerulein treatment in TRIP12-
depleted acini but at lower levels than in control mice at the same time point. CK19 expression does
not increase by day 1 in the absence of TRIP12 confirming the altered differentiation response to
caerulein. Unlike Ett control pancreas CK19 immunostaining is restricted to centroacinar lumen, it does
not extend in basolateral location and is still observed by day 5, staining a subset of centroacinar lumen
in ETT TRIP12 deficient pancreas (Figures 6D and 6E).

The expression pattern of nuclear PTF1a and PDX1 during acute pancreatitis is altered by TRIP12
ablation. PTF1la expression in caerulein-treated Ett acinar cells is reduced 2h after the last injection,
sharply increases by day 1 and decreases at basal level after 5 days. Immunofluorescence analysis
revealed that PTF1a expression in vehicle-treated mice is increased in TRIP12-depleted acinar nuclei.
A striking difference with Ett acinar cells is observed by day 5. Indeed, no PTF1la is detected in acinar
cells in absence of TRIP12 (Figure 6D). In vehicle-treated control and ETT pancreas, PDX1 is strongly
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detected in the nucleus of endocrine cells but weakly in acinar cells. PDX1 expression strongly increases
in Ett and ETT acinar cells one day after caerulein treatment. It is barely detectable by day 5 in control
Ett acini but still overexpressed in TRIP12-depleted ETT acinar nuclei (Figure 6E). These data show that
TRIP12 is important for ADM formation in vivo and its depletion alters differentiation response to
caerulein in mice.

TRIP12 collaborates with Kras to initiate pancreatic carcinogenesis.

Several studies showed that Kras oncogene expression in adult acinar cells initiates PDAC. We
hypothesized that altered ADM that is observed in absence of TRIP12 have consequences on PDAC
initiation. To investigate the role of TRIP12 in pancreatic carcinogenesis, we crossed Elas-
CreER;Trip12”f mice with LSL-Kras®*?® mice (Figure 7A). Activation of Kras®*?® and loss of TRIP12 was
achieved by administration of tamoxifen. Since promotion of ADM by caerulein accelerates Kras-
induced PanIN formation, we also examined the effect of acute pancreatitis.3® KEtt and KETT were
treated or not with caerulein and sacrificed two or three months after tamoxifen treatment
respectively (Figure 7B). We observed no macroscopic changes between KEtt control and KETT TRIP12
deficient pancreas in both conditions. Histological analysis revealed the presence of rare ADM and low
grade PanlN lesions in the pancreas of KEtt mice untreated with caerulein (Figures 7C and 7D). PanIN
lesions exhibit positive staining for alcian blue and are embedded in a fibrotic stroma (Figure 7D). No
evidence of malignant or preneoplastic lesions is found in any of the KETT mice pancreas that exhibit
normal acinar tissue and no fibrosis. Two months after acute caerulein KEtt mice develop large regions
containing PanIN (Figures 7C, and 7D). In contrast, pancreas of KETT TRIP12 deficient mice have no
PanlIN lesions nor ADM but exhibit vacuolized hypertrophied acinar cells (Figure 7D).

These results demonstrate that inactivation of TRIP12 prevents oncogenic Kras-induced PanIN
formation. They indicate that TRIP12 is an essential factor for initiation steps of pancreatic
carcinogenesis. They also suggest that TRIP12 regulation of acinar cell plasticity is required for
transformation by Kras oncogene.

TRIP12 depletion limits tumor growth.

TRIP12 is overexpressed in pancreatic tumors (Figures 1B and 1C). Kaplan-Meier analysis of the
patients survival stratified by expression level of TRIP12 shows that patients with a low TRIP12
expression exhibit a better survival than patients with a high TRIP12 expression (Figure 1F). We
previously demonstrated that TRIP12 exerts important functions during cell cycle and that a depletion
of TRIP12 significantly inhibits cancer cell growth.>®* We hypothesized that TRIP12 influences PDAC
growth and progression. We generated mouse cohorts of the consensus KPC mouse PDAC model
combining oncogenic Kras with inactivation of p53 with or without TRIP12 ablation (Figure 8A).
Unexpectedly, survival of KPCTT mice is not significantly increased compared to that of KPC (Figure
8B). However, three KPCTT mice still survive at the age of 18 months. Clinical spectrum of the disease
depicted in Figure 8C shows that metastases are more frequent in KPCtt control than in KPCTT TRIP12
deficient mice. Autopsy and histological analysis revealed that tumors replace the whole pancreas in
the majority of KPC mice (3/4) while it is observed in 20% of KPCTT pancreas (1/5) (Figure 8D).

We generated pancreatic cancer cell lines from tumors of KPC mice and from tumors of KPC
mice with heterozygous and homozygous deletion of TRIP12 (Figure 8E). Figure 8F shows that TRIP12
depletion does not inhibit the capacity of KPC cells to form colonies but significantly decreases the size
of colonies. KPCTT cells were less proliferative than KPC cells (Figure 8G). These results demonstrate
that TRIP12 is required for pancreatic cancer cells growth.
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Discussion — What remain to be done

In the present study, we provide several lines of evidence supporting a new key role of TRIP12
in the induction of ADM and the formation of PanIN. We demonstrate that TRIP12, which is expressed
at low levels in the healthy pancreas, is markedly overexpressed in pancreatic preneoplastic pancreatic
lesions and tumors. Using two conditional Trip12 knockout mice models, we reveal that TRIP12
expression is required for ADM formation. We also show that TRIP12 deficiency impedes the formation
of ADM and PanlN in the presence of mutant Kras and reduces the growth of tumors when mutated
P53 is concomitantly present.

We are aware that our findings are mainly descriptive. Therefore, this discussion will propose
supplemental experiments to better understand the molecular mechanisms of action of TRIP12.

TRIP12 deletion during embryogenesis has a noticeable impact in adults causing pancreatic
steatosis associated with reduced pancreas weight that may reflect impaired pancreatic exocrine
function. Deficiency of UBR1, an E3 ubiquitin ligase of the N-end rule pathway which is part of the
ubiquitin-proteasome system?’, induces similar defects in mouse pancreas and in Johansson-Blizzard
Syndrome patients.33° These alterations were not observed following TRIP12 invalidation in adult
acinar cells. Since Trip12 deficiency in pancreatic progenitors does not reveal major pancreatic
abnormalities in embryos, we hypothesize that TRIP12 is required for the proper implementation of
the stimulus-secretion coupling of pancreatic acinar cells during embryogenesis. To further address
the phenotype of TRIP12-deficient pancreas, we will assess the expression of digestive enzymes by
immunostaining. The secretory response of isolated acinar cells to increasing doses of the
secretagogue cholecystokinin will allow detection of impaired pancreatic exocrine function. These
experiments will be performed in CTT and ETT TRIP12 deficient mice models and their respective
TRIP12 expressing controls.

In physiological conditions, PTF1a mRNA expression remains unchanged supporting our previous
demonstration of a post-translational regulation of PTF1a that does not operate in TRIP12-depleted
acinar cells.3? Acinar digestive enzymes encoding mRNA level controlled by PTF1A is unchanged while
MRNA level of Sox9 and CK19 ductal markers decreases (Data not shown) suggesting that a change of
the differentiation balance in favor of the acinar phenotype sets up in the absence of TRIP12. To
validate this hypothesis, we propose to perform a complete transcriptomic profiling of RNA extracted
from TRIP12-deficient and control acinar cells.

Our findings highlight the key role of TRIP12 for acinar cell plasticity and show that loss of a
single protein blocks the reprogramming process in response to pancreatic injury. Of importance,

612D indicating that

TRIP12 deficiency also impedes the formation of ADM in presence of mutant Kras
TRIP12 is required for the transformation by the Kras oncogene. However, we will confirm the in vivo
data by performing in vitro ADM with acinar cells obtained from Kras expressing TRIP12-deficient or
control mice.

The role of epigenetic regulation in the initiation steps of PDAC is now demonstrated. Transient
expression of reprogramming factors has been demonstrated to induce ADM.® The repression of
acinar cell enhancers that reduces the expression of acinar cell transcription factors and increases
expression of ductal genes is now recognized as an ADM inducer. Coherently, deletion of acinar-cell
transcription factors leads to ADM.%>2640-42 |nyersely, forced expression of these factors prevents ADM
formation.??° Increased PTF1a expression in Trip12 knockout acinar cells in basal conditions suggests

that a repressive pathway is inhibited in these cells.
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Several evidence support that TRIP12 ubiquitin ligase activity could contribute to repress acinar
cell enhancers. During ADM, the epigenetic repression of acinar enzymes and transcription factors is
initiated and maintained by the repressive histone marks H2AK119Ub (monoubiquitination of histone
H2A on lysine119) and H3K27me3 (trimethylation of histone H3 on lysine27).18° TRIP12 is known to
mediate the proteolysis of ASXL1 a component of the Polycomb Repressive Deubiquitinase (PR-DUB)
that deubiquitinates histone H2A.*® Therefore, by preserving Polycomb gene silencing TRIP12 might
contribute to the repression of acinar genes. Ablation of TRIP12 would prevent the epigenetic
reprogramming of acinar cells and maintain the acinar program. We propose to validate this
hypothesis by investigating the expression of the repressive marks H2AK119Ub and H3K27me3 and of
ASXL1 during ADM in controls and TRIP12 knockout mice. The proposed repressive role of TRIP12 is
also in agreement with the tight interaction of TRIP12 with the chromatin and our unpublished data
showing that overexpression of TRIP12 contributes to chromatin condensation.** We propose to verify
these assumptions by performing genome-wide chromatin immunoprecipitation DNA sequencing for
TRIP12 in acinar cells (Chip-seq).

Finally, our results show that while needed for cancer initiation TRIP12 is dispensable for
pancreatic tumors formation when the oncogenic Kras is associated with a loss of a tumor suppressor.
Reduced growth and less metastases formation are preliminary arguments supporting the fact that
tumors are different in absence of TRIP12. However, we need to perform a more detailed phenotypic
and molecular analysis of TRIP12-deficient tumors. The pancreatic cell lines that we generated from
the murine tumors will be useful tools for supplemental investigations including chemiosensitivity
studies and expression analysis of epithelial, mesenchymal and progenitor markers.

The activity of the proteasome is required for the formation of PanIN.** To our knowledge,
except for FBW7, the role of E3 ubiquitin ligases has been poorly investigated in pancreatic cancer
initiation.® Our findings identify TRIP12 as an important inducer of ductal identity that plays an
essential role in acinar-to-ductal reprogramming and in Kras-driven PanIN formation. Molecular
mechanisms must be elucidated but our data may facilitate strategies aimed at preserving and/or
regaining the acinar identity.
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Figures legends

Figure 1: Trip12 is overexpressed in human pancreatic preneoplastic lesions and tumors

A. TRIP12 Immunohistochemistry on non-pathological pancreas (n=9). Scale bars: 300 um (left), 50 um
(right).

B. Representative TRIP12 immunohistochemistry in human pancreatic adenocarcinoma (n=9). Scale
bar: 300 um.

C. Expression of Trip12 mRNA in pancreatic tumors (red, n=179) and normal pancreas (blue, n= 171),
obtained from Gepia database.*p<0.05 (unpaired t-test).

D. Representative TRIP12 immunohistochemistry in sections of human pancreas containing PanINs (n=
27). Scale bar: 300 um.

E. Quantification of TRIP12 positive nuclei in 78 non neoplastic and 537 neoplastic ducts from 9 PDAC
samples, in 170 PanIN1, 62 PanIN2 and 29 PanIN3 from 21, 18 and 12 samples respectively. Each dot
represents the mean percentage of TRIP12 positive nuclei in each quantified sample.

F. Kaplan Meyer survival plots of TRIP12 high (orange, n=89) and low (red, n=89) expressing PDAC
patients. Data obtained from Gepia database.

Figure 2: Trip12 deficiency during embryogenesis reveals no major pancreatic abnormalities in
embryos

A. Immunostaining of TRIP12 in adult wild-type mice pancreas. TRIP12 is expressed in acinar (A), ductal
(D) and pancreatic endocrine cells in islets of Langerhans (I). Scale bar: 100 pum.

B. Schematic representation of the CTT mouse model. Cre recombinase expression is driven by the
Pdx1 promoter. Yellow triangles indicate loxP sites.

C. Immunofluorescence staining of TRIP12 and PDX1 in pancreas of E13 and E15 embryos. Nuclei are
counterstained with DAPI. Scale bars: 20 um.

D. Quantification of the volumes of CTT (black bars, n=4) and Ctt (white bars, n=4) E13 and E15 embryos
and their pancreas. Embryos were optical cleared and acquisition was performed with selective plane
illumination microscope (SPIM) technology. Segmentations were carried out as described in Materials
and Methods using AMIRA software. The volume of the liver of each embryo was also determined and
used as a control parameter unaffected by TRIP12 depletion. The bars represent the means + SD.

E. Immunofluoresence staining of PDX1 and PTFla in CTT and Ctt E13 and E15 embryo. Nuclei are
counterstained with DAPI. Scale bars: 100 um.

Figure 3: Trip12 deficiency during embryogenesis reveals pancreatic abnormalities in adults

A. Immunofluorescence staining of TRIP12 in Ctt and CTT pancreas in acinar (A), ductal (D) and
endocrine cells (I). Nuclei are counterstained with DAPI. Scale bars: 50 um. H&E staining of Ctt and CTT
adult mice pancreas. Scale bars: 200 um.

B. Pancreas/body weight ratio of Ctt control mice and CTT TRIP12 knockout mice. Males and females
are shown separately. Data are means + SD, * p<0.05 and **p<0.01.

C. Glycemia after intraperitoneal glucose injection in control Ctt (bold lines) males (blue, n=27) and
females (pink, n=6) and CTT TRIP12 knockout (dashed lines) males (blue, n=17) and females (pink,
n=10) mice. Males and females were 1 to 3 months old.

D. Left: Immunostaining of PTFl1a (red) in Ctt and CTT adult pancreas mice at the age of 3 months.
Nuclei are counterstained with DAPI (blue). E cadherin staining (green) delimits the cells. Scale bars:
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100 um. Right panel: Western-blot analysis of protein extracted from Ctt and CTT isolated acinar cells
showing protein levels of TRIP12 and PTF1a. PCNA was used as loading control.

E. gRT-PCR analysis of TRIP12 and PTF1a mRNA levels in Ctt (black bars) and CTT (white bars) isolated
acinar cells (n=3). Data are expressed as percentage of expression in Ctt acinar cells normalized by
HPRT, cyclophilin A and 18S genes expression.

Figure 4: Trip12 deficiency in adult acinar cells does not alter acinar cell morphology

A. Schematic representation of the ETT model where CreER recombinase expression is driven by the
Elastase CrefR™ promoter and experimental approach. Yellow triangles indicate loxP sites.

B. Pancreas/body weight ratio, mouse and pancreas weight of control Ett (n=7) and TRIP12-depleted
ETT mice (n=6). Data are means + SEM, *indicates a p value <0.05.

C. H&E staining of Ett and ETT pancreas 4 months after tamoxifen treatment. Boxes indicate enlarged
regions. Scale bars: 200 um.

D. Left panel: Immunofluorescence staining of TRIP12 in Ett and ETT pancreatic acinar cells. Nuclei are
counterstained with DAPI. Scale bars: 20 um. Right panel: Western-blot analysis of protein isolated
from ETT acinar cells. PCNA is used as loading control.

E. PTF1la Immunohistochemistry in TRIP12-depleted ETT acinar cells compared to Ett controls. Scale
bars: 50 um.

Figure 5: Trip12 is required for ADM formation in vitro

A. Schematic representation of the Pdx1-Cre; ZsGreen”;Trip12”f (ZsGreenCTT) and the Pdx1-
Cre;ZsGreenf (ZsGreenCtt) mice.

B. Bright field and fluorescence images of acinar cell clusters and ductal cyst structures from isolated
acinar cells from ZsGreenCtt and ZsGreenCTT pancreas on day 1 and on day 4 after isolation and
treatment with EGF. Enlarged images are shown. Note the absence of fluorescence in the ductal cyst
from ZsGreenCTT pancreas (red asterisk). Red # indicate ZsGreenCTT acinar cell clusters that do not
undergo acinar to ductal metaplasia. Red arrows show the lumen of one abnormal ZsGreenCTT ductal
structure. Scale bars: 50 um.

C. Quantification of acinar cell clusters, ductal cyst structures and abnormal ductal structures
(Uncompleted metaplasia: characterized by multilobed lumen, absence of ductal flat epithelium and
presence of acinar cells) by day 4 after acinar cell isolation and treatment with EGF.

D. Schematic representation of the Elas-CreER;ZsGreen”’;Trip12”f (ZsGreenETT) and the Elas-
CreER;ZsGreenf (ZsGreenEtt) mice.

E. Bright field and fluorescence images of acinar cell clusters and ductal cyst structures from isolated
acinar cells from ZsGreenEtt and ZsGreenETT pancreas on day 1 and on day 4 after isolation and
treatment with EGF. Enlarged images are shown. Note the absence of fluorescence in the ductal cyst
from ZsGreenETT pancreas (red asterisks). Red arrows show the lumen of one abnormal ZsGreenETT
ductal structure. Scale bars: 50 um.

F. Quantification of acinar cell clusters, ductal cyst structures and abnormal ductal structures
(Uncompleted metaplasia: characterized by multilobed lumen, absence of ductal flat epithelium and
presence of acinar cells) by day 4 after acinar cell isolation and treatment with EGF.

Figure 6: Trip12 is required for ADM formation in vivo
A. Experimental design of caerulein-induced acute pancreatitis in the ETT and Ett mice. Inactivation of
TRIP12 is induced by injections of tamoxifen at the age of seven weeks. Controls are also treated with
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tamoxifen. Pancreatitis is induced one week later. Mice are sacrificed 2 hours (0), 24 hours (1) and 5
days (5) from the last injection.

B. Plasma amylase levels of Ett (black bars, n=3) and ETT (white bars, n=3) were determined at 2h, 1
day or 5 days after the last injection. Values are means + SEM.

C. H&E sections of Ett or ETT mice treated with vehicle or caerulein and analyzed at 2 h, 1 day and 5
days after the last injection. Enlarged boxes show acini (green frame), initiation of acinar—to-ductal
metaplasia (orange frame), final acinar-to-ductal metaplasia (blue frame). Control Ett acinar cells
exhibit central distended lumen at 2 hours that evolves towards a ductal phenotype by day 1. ETT acini
appear disrupted (arrows) with mislocalized nuclei, do not transdifferentiate but exhibit vacuoles of
various sizes (red frame). Scale bars: 200 um.

D. PTF1a (orange) and CK19 expression (red) immunofluoresence at the indicated times after caerulein
treatment. E cadherin (E-cad, green) is used to delimit cells. Scale bars: 50um.

E. PDX1 (orange) and CK19 expression (red) immunofluoresence at the indicated times after caerulein
treatment. E cadherin (E-cad, green) is used to delimit cells. Scale bars: 50 um.

Figure 7: Trip12 collaborates with Kras to initiate pancreatic carcinogenesis in adult pancreas
A. Schematic representation of the KETT murine model. Yellow triangles indicate loxP sites. TRIP12

deletion and Kras®'?®

activation are induced by tamoxifen at the age of 7 weeks.

B. Experimental design. Tamoxifen is injected at 7 weeks and acute pancreatitis is induced or not one
week later.

C. Clinical spectrum of disease in Kett and KETT mice treated or not with caerulein. N, proportion of
mice with pancreatic preneoplastic lesions. F represents the frequency of lesions in examined pancreas
sections: Low (L) <10% of the pancreas area exhibit lesions. P = percentage of cells within a specified
lesion that stained positive for alcian blue and Sirius red (a = <10%, b=10-50%, c= >50% of the cells
were positive). Na, not applicable.

D. Histological analysis of KEtt, and KETT mice treated or not with caerulein. Scale bars: 50um.

Figure 8: TRIP12 depletion limits tumor growth

A. Schematic representation of the KPCtt and KPCTT models. Yellow triangles indicate loxP sites.

B. Survival of KPCtt and KPCTT mice.

C. Clinical spectrum of disease in KPCtt and KPCTT mice. *Three mice are still alive. Na, not applicable;
N, number of mice with tumors; Y, Yes; N, no.

D. Representative macroscopic views of KPCtt (KPCtt-35) or KPCTT (KPCTT-28) pancreas at necropsy
and H&E stainings. Scale bars: 1 000 pm.

E. TRIP12 protein expression in KPC, heterozygous KPCTt and homozygous knockout KPCTT cell lines
was determined by Western-blot. PCNA is used as a loading control.

F. Colony formation assay of KPC, KPCTt and KPCTT cells. Cells were seeded at 10° cells per 10 cm-
plate. After 9-14 days, colonies were stained using Cristal violet.

G. Cell proliferation of KPC, KPCTt and KPCTT cell lines. The results are expressed as growth percentage
compared to T=0h and represent the mean + SEM of three separate experiments.
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Figure 2: Trip12 deficiency during embryogenesis reveals no major pancreatic
abnormalities in embryos
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A. Immunostaining of TRIP12 in adult wild-type mice pancreas. B. Schematic representation of the CTT
TRIP12 is expressed in acinar (A), ductal (D) and pancreatic mouse model. Cre recombinase expression is
endocrine cells in islets of Langerhans (l). Scale bar: 100um. driven by the Pdx1 promoter. Yellow triangles

indicate loxP sites.
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C. Immunofluorescence staining of TRIP12 and PDX1 in pancreas of E13 and
E15 embryos. Nuclei are counterstained with DAPI. Scale bars: 20um.
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Figure 2: Trip12 deficiency during embryogenesis reveals no major pancreatic
abnormalities in embryos
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D. Quantification of the volumes of CTT (black bars, n=4) and Ctt (white bars, n=4) E13 and E15 embryos and their
pancreas. Embryos were optical cleared and acquisition was performed with selective plane illumination microscope
(SPIM) technology. Segmentations were carried out as described in experimental procedures using AMIRA
software. The volume of the liver of each embryo was also determined and used as a control parameter unaffected
by TRIP12 depletion. The bars represent the means + SD.
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E. Immunofluoresence staining of PDX1 and PTF1a in CTT and Ctt E13 and E15 embryo. Nuclei are counterstained
with DAPI. Scale bars: 100um.
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Figure 3: Trip12 deficiency during embryogenesis reveals pancreatic abnormalities in adults
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A. Immunofluorescence staining of TRIP12 in Ctt and CTT pancreas in acinar (A), ductal (D)
and endocrine cells (I). Nuclei are counterstained with DAPI. Scale bars: 50um. H&E staining of
Cttand CTT adult mice pancreas. Scale bars: 200um.
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B. Pancreas/body weight ratio of Ctt control mice and CTT
TRIP12 knockout mice. Males and females are shown
separately. Data are means + SD, * p<0.05 and **p<0.01.
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C. Glycemia after intraperitoneal glucose injection in control
Ctt (bold lines) males (blue, n=27) and females (pink, n=6)
and CTT TRIP12 knockout (dashed lines) males (blue, n=17)
and females (pink, n=10) mice. Males and females were 1 to
3 months old.
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Figure 3: Trip12 deficiency during embryogenesis reveals pancreatic abnormalities in adults
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D. Left: Immunostaining of PTF1a (red) in Ctt and CTT adult pancreas mice at the age of 3 months.
Nuclei are counterstained with DAPI (blue). E cadherin staining (green) delimits the cells. Scale bars:
100um. Right panel: Western-blot analysis of protein extracted from Ctt and CTT isolated acinar cells
showing protein levels of TRIP12 and PTF1a. PCNA was used as loading control.
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E. gRT-PCR analysis of TRIP12 and PTF1a mRNA levels in Ctt
(black bars) and CTT (white bars) isolated acinar cells (n=3). Data
are expressed as percentage of expression in Ctt acinar cells
normalized by HPRT, cyclophilin A and 18S genes expression.
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Figure 4: Trip12 deficiency in adult acinar cells does not alter acinar cell morphology
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A. Schematic representation of the ETT model where CreER recombinase expression is driven by the Elastase
CreBRT2 promoter and experimental approach. Yellow triangles indicate loxP sites.
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B. Pancreas/body weight ratio, mouse and pancreas weight of control Ett
(n=7) and TRIP12-depleted ETT mice (n=6). Data are means + SEM,
*indicates a p value <0.05.
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C. H&E staining of Ett and ETT pancreas 4 months after tamoxifen treatment. Boxes indicate enlarged
regions. Scale bars: 200um.
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Figure 4: Trip12 deficiency in adult acinar cells does not alter acinar cell morphology
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D. Left panel: Immunofluorescence staining of TRIP12 in Ett and ETT pancreatic acinar cells.
Nuclei are counterstained with DAPI. Scale bars: 20um. Right panel: Western-blot analysis of
protein isolated from ETT acinar cells. PCNA is used as loading control.
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E. PTF1a Immunohistochemistry
depleted ETT acinar cells compared
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Figure 5: Trip12 is required for ADM formation in vitro
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A. Schematic representation of the Pdx1-Cre;ZsGreen: Trip12"" (ZsGreenCTT) and the Pdx1-Cre;ZsGreen'"

(ZsGreenCtt) mice.
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cells from ZsGreenCtt and ZsGreenCTT pancreas on day 1 and on day 4 after isolation and treatment with
EGF. Enlarged images are shown. Note the absence of fluorescence in the ductal cyst from ZsGreenCTT
pancreas (red asterisks). Red # indicate ZsGreenCTT acinar cell clusters that do not undergo acinar to
ductal metaplasia. Red arrows show the lumen of one abnormal ZsGreenCTT ductal structure. Scale bars:

50um.
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Figure 6: Trip12 is required for ADM formation in vivo
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D. PTF1a (orange) and CK19 expression (red) immunofluoresence at the indicated times after caerulein
treatment. E cadherin (E-cad, green) is used to delimit cells. Scale bars: 50um.

~ 167 ~



Figure 6: Trip12 is required for ADM formation in vivo
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E. PDX1 (orange) and CK19 expression (red) immunofluoresence at the indicated times after caerulein
treatment. E cadherin (E-cad, green) is used to delimit cells. Scale bars: 50um.
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Figure 7: Trip12 collaborates with Kras to initiate pancreatic carcinogenesis in

pancreas

A Mice Models KEtt, KETT:
ElasCreER; LSL-Kras®12D/* + Trip 1201

o B0 8
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SEEE)S B

CreER expression in acinar cells

A. Schematic representation of the KETT murine model. Yellow
triangles indicate loxP sites. TRIP12 deletion and Kras©12D

activation are induced by tamoxifen at the age of 7 weeks.

C

B
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B. Experimental design. Tamoxifen is injected
at 7 weeks and acute pancreatitis is induced or
not one week later.

Lesions

Mouse ID Treatement Gender Age Body weight (q) Pancreas weight (q) Ratio (%) N FlP
KEtt-26 Tamoxifen 2 3 months 36.3 0411 1.13 | Na | MNa |

Et-1018 Tamoxifen = 3 months 55,23 0.423 077 23 (L 1a

[<Ett-1020 Tamoxifen o 3 months 59,03 0.283 0.48 L | a
KETT-1710 _ [Tamoxifen ) 3 months 28,26 0.287 1.02 | Na | Na |
KETT-1721__ [Tamoxifen 3 3 months 26,2 0.321 1.23 o3 e f Na |
KETT-1754 _ [Tamoxifen 2 3 months 2334 0336 1.44 | Na | Na |
KETT-1779 _ [Tamoxifen 2 3 months 23,32 0,344 1.48 Na | Na |

K Ett-27 Tamoxifen and caerulein = 2 months 35,29 0,69 1,96 M| c

KEt-32 Tamoxifen and caerulein z 2 months 2954 0,397 1,34 MlLlc

KEt-38 Tamoxifen and caerulein 2 2 months 23,19 0,307 1,32 L|c
KETT-1555  [Tamoxifen and caerulein 3 2 months 2997 0,408 1,36 | Na | Na |
ETT-1565  [Tamoxifen and caerulein = 2 months 22 69 031 1,37 0/3 [Na | Na |
[KETT-1571 _ [Tamoxifen and caerulein g 2 months 20,46 0,316 1,54 Na | Na |

C. Clinical spectrum of disease in Kett and KETT mice treated or not with caerulein. N, proportion of mice with
pancreatic preneoplastic lesions. F represents the frequency of lesions in examined pancreas sections: Low (L)
<10% of the pancreas area exhibit lesions. P = percentage of cells within a specified lesion that stained positive for
alcian blue and Sirius red (a = <10%, b=10-50%, c=>50% of the cells were positive). Na, not applicable.
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Figure 8: TRIP12 depletion limits tumor growth.
A

B

Mice Models KPC, KPCT12:
PdxCre; LSL-Kras&12D/+; | S -
Trp53 R1520%; & Trip120T

{Mut"

-

148

5
&

Trip12™ conditional allele

X

Cre expression in pancreas

progenitors (E8.5)

14

STOP

A. Schematic representation of the KPCtt and KPCTT models. Yellow triangles indicate loxP sites.
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B. Survival of KPCtt and KPCTT mice.
Tumors |
MouseID | Gender | Age (days) | Bodyweight(g) | tumorweight (g) spleen weight (g) M Tumor localsation Ascite Metastasei Metastases localzation
KPCH-35 @ 275 30,36 2,57 0,397 Head and tail hi hi Liver, kidneys, d'laEhregm‘ IunE
jpcit-o0 7 193 1922 0,92 0,121 Head Na v idneys
fPCH-162 ¢ 2322 2057 2,33 0,194 Head Na Y iver
K PCH-166 4 157 22,30 2,31 0,307 6/7 Tail hi hi Liver kidneys, peritoneum
fPCt-1801 d 318 33,16 1008 0,28 Head N N
fPCH-1936 @ 438 38,61 N_a N_a N_a N N
fPCH-1537 e 358 29,00 1,16 2.58_9 Head and tail N N
kpCTT-21 9 234 235 160 0215 Nz ki Y YiverKidneys
Y N
FPCTT-28 3 225 3143 1,40 0,384 Tail
RPCTT-1762 o 263 268 2478 0.2 Tail N Y Liver, Kidneys
FPCTT-1763 o 182 3216 1044 0,271 5/8 Tail N N
J{PCTT-1858 d 152 37,08 3,14 Ma Head N N
[ PCTT-1783 3 544 % MNa MNa MNa MNa MNa MNa
K PCTT-1905 3 522 E] MNa MNa E] Na Na
FPCTT-1924 d 533 * Na Na Na Ma E] E]
C. Clinical spectrum of disease in KPCtt and KPCTT mice. *Three mice are still alive. Na, not applicable; N,

number of mice with tumors; Y, Yes; N, no.
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Supplemental Figures

Figure S1. Expression of ZsGreen in the pancreas of ZsGreenETT mice. Elas-CreER expression induced
by tamoxifen allows specific recombination in acinar cells. ZsGreen is expressed in acinar cells (A), but
not in ductal (D) nor in islet cells (). Nuclei are counterstained with DAPI. Scale bar: 50um

Supplemental Figure

Figure S1

S1. Expression of ZsGreen in the pancreas of
ZsGreenETT mice. Elas-CreER expression induced by
tamoxifen allows specific recombination in acinar cells.
ZsGreen is expressed in acinar cells (A), but not in
ductal (D) nor in islet cells (I). Nuclei are counterstained
with DAPI. Scale bar: 50um
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L’adénocarcinome canalaire pancréatique a eté initialement associé exclusivement aux cellules
canalaires en raison de criteres histologiques. Les Iésions précancéreuses et les tumeurs pancréatiques
différenciées ont en effet une morphologie canalaire. Néanmoins de nombreuses études ont révélé que
les cellules acineuses longtemps considérées comme étant différenciées de maniére irréversible ont une
plasticité surprenante agissant en tant que mécanisme de défense contre un stress comme par exemple
une inflammation. La compréhension des mécanismes qui préservent 1’identité cellulaire est cruciale sur
le plan fondamental et clinique. La perte de I’identité cellulaire peut constituer une étape préliminaire
au développement tumoral.?®* In vitro, ces mémes signaux pourraient étre utilisés pour contrdler la
reprogrammation cellulaire a I’origine d’un nouveau champ de recherche pour la médecine

régénérative.?

L’E3 ubiquitine ligase TRIP12 est impliquée dans plusieurs processus biologiques majeurs
altérés dans les cancers.* La premiere partie de mes travaux de thése a permis de démontrer une
hétérogénéité d’expression intertumorale de TRIP12 existant aussi entre les lignées cellulaires
cancéreuses pancréatiques humaines. Mes résultats associent I’hétérogénéité d’expression de TRIP12 a
une différence du niveau de transcription du géne et a une régulation de 1’expression de la protéine au
cours du cycle qui varie en fonction de la lignée cellulaire étudiée. Par ailleurs, mes données montrent
gue le niveau de TRIP12 dans les lignées cellulaires cancéreuses modifie leur sensibilité a un traitement

qui induit des dommages de I’ADN.

Nous avons précédemment démontré que TRIP12 ubiquitine PTF1a, facteur de transcription
essentiel du développement dont les propriétés de suppresseur de tumeur ont été démontrées en raison
de son role de garant du phénotype des acini. Cependant, les fonctions de TRIP12 au cours du
développement et a I’4ge adulte dans le pancréas restent a ce jour méconnues. La seconde partie de mes
travaux de thése a mis en lumiére son role dans I’homéostasie des cellules acineuses au cours de la MAC
et dans I’initiation et la progression tumorale. Pour ce faire, le premier modele murin d’invalidation
conditionnelle de TRIP12 a été géneré. En réponse a la déplétion de TRIP12, I’expression protéique de
PTF1a est nettement augmentée en conditions physiologiques. En condition de stress, la MAC ne se
produit pas en absence de TRIP12. Cela suggére que TRIP12 est nécessaire a la plasticité des cellules
acinaires. Les résultats experimentaux que j’ai obtenus restent descriptifs et nécessitent une analyse
complémentaire afin d’¢élucider les mécanismes impliqués. De plus, nos données préliminaires obtenues
dans un modele murin exprimant I’oncogéne Kras®?® montrent que la déplétion de TRIP12 bloque la
MAC et la formation de PanIN. Cet effet n’est plus visible dans le cas ot un suppresseur de tumeur est
perdu conjointement a I’activation de Kras et les souris développent des PanIN et des tumeurs
pancréatiques indépendamment de 1’expression de TRIP12. Toutefois, les caractéristiques tumorales

semblent différentes en absence de TRIP12, avec une prolifération nettement réduite.
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I. Premier modele murin d’'invalidation conditionnelle de TRIP12

Pour étudier le role fonctionnel de TRIP12 dans le pancréas spécifiquement au cours des phases
initiatrices du cancer du pancreéas, il était nécessaire de développer un modéle murin invalidé pour cette

protéine.

Cependant, 1’étude de Kajiro et al., a démontré une létalité embryonnaire au stade E11.5 en
réponse a I’expression constitutive d’un mutant inactif de TRIP12 dans tout I’embryon.? Les embryons
de souris exprimant une protéine TRIP12 inactive présentent un retard de développement des le stade
E8.5, une diminution du nombre de somites au stade E9.5 conduisant a une létalité au stade E11.5, avec
des malformations placentaires. La protéine TRIP12 est donc essentielle au bon développement de la

souris.

Ne disposant d’aucune donnée sur I’impact de 1’inactivation de TRIP12 sur le développement
du pancréas, nous avons généré de maniere concomitante deux modeéles murins permettant 1I’invalidation
conditionnelle de ce géne a 1’4ge embryonnaire ou a 1’age adulte. Dans les souris CTT, TRIP12 est
perdue des I’embryogenése dans les cellules progénitrices exprimant PDX1, dans les souris ETT
I’absence de TRIP12 est induite spécifiquement dans les cellules acineuses a 1’age adulte aprés injection
de tamoxiféne. Mes travaux montrent que la déplétion de TRIP12 dés I’embryogenése n’est pas Iétale
et ne semble pas délétere pour I’organogénése du pancréas. Il ne semble pas y avoir d’altération de la
fonction endocrine du pancréas. En revanche, 1’altération de I’expression de TRIP12 perturbe le
compartiment exocrine, puisque 1’expression protéique de PTF1a, mais pas celle de son ARNm, est
augmentée dans les souris invalidées pour TRIP12. Cette modification est également visible dans le
modeéle conduisant a la perte de TRIP12 dans les cellules acineuses. Ces résultats sont en accord avec

nos précédents travaux montrant que TRIP12 participe a la dégradation de PTF1a.®

Ainsi, le développement de ces deux modéles a fourni des informations descriptives quant au
role de TRIP12 au cours de I’organogenése du pancréas jusqu’a 1’age adulte. Les conséquences de
I’invalidation de TRIP12 au cours de I’embryogenése mériteraient cependant d’étre davantage
explorées. Si aucune modification morphologique n’est associee aux cellules acineuses a 1’age adulte,
nous avons observé une stéatose et une diminution du poids du pancréas du pancréas en absence de
TRIP12 dans ce modeéle. Ces résultats sont a rapprocher des données de la littérature qui montrent une
anomalie similaire dans le pancréas d’enfants porteurs du syndrome de Johanson-Blizzard.?®® Ces
enfants ont une mutation génétique pour UBRI1, ubiquitine ligase impliquée dans le systeme
protéolytique des résidus en N-terminal, qui se traduit par une insuffisance du pancréas exocrine. Cette
pathologie est également associée a des malformations du visage et des retards mentaux. L’homologue
de TRIP12 chez la levure, UFD4, collabore avec UBR1 dans ce systéme de dégradation des protéines.?’

Nous pouvons envisager qu’en réponse a la perte de TRIP12, le systeme protéolytique des résidus en N-
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terminal peut étre dérégulé, a I'origine de la stéatose reflet d’un dysfonctionnement du pancréas
exocrine. Nous pouvons également supposer que la perte de TRIP12, comme celle d’UBRI, affecte
I’homéostasie du pancréas exocrine et sa capacité de réponse aux stimuli délétéres. L’analyse plus
approfondie du compartiment exocrine (statut prolifératif et apoptose) et celle de sa fonction (expression
des enzymes et capacité sécrétoire des cellules acineuses aprés stimulation du récepteur de la
cholécystokinine) sont nécessaires afin d’identifier tout dysfonctionnement pouvant expliquer cette
stéatose pancréatique. Nous savons également que TRIP12 contribue a la dégradation de FBW7 (F-
box/WD repeat-containing protein 7),%¢ protéine reconnaissant les substrats dans le complexe
d’ubiquitine ligase SCF (SKP1, Cullin, F-box protein) et facteur important de la différenciation des
cellules canalaires.?® L’analyse plus fine du compartiment canalaire devra étre réalisée. De facon
intéressante des données préliminaires, qui seront a confirmer par des expériences complémentaires,
montrent une tendance a la diminution de 1’expression de I’ARNm de certains genes canalaires tels que
CK19, HNF6 et SOX9 en absence de TRIP12 (Figure 26) suggérant un éventuel contréle au niveau

transcriptomique.
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Figure 26 : Analyse transcriptomique des génes acinaires et canalaires en réponse a la déplétion de TRIP12 dans des cellules
acineuses isolées.

Les niveaux d’ARNm sont déterminés par RT- gPCR (n=2), les valeurs sont représentées en pourcentage par rapport a la condition controle
« Ctt » et normalisées en fonction de trois génes (HPRT, cyclophiline A, 18S).

Il sera donc essentiel d’analyser a large échelle le transcriptome des acini par RNAseq afin

d’étudier les réseaux géniques altérés en réponse a la déplétion de TRIP12.

Enfin, au-dela de I’étude dans le pancréas, le nouveau modele murin d’invalidation
conditionnelle de TRIP12 pourrait étre utilisé dans d’autres pathologies afin d’approfondir les voies

moléculaires régies par TRIP12 dérégulées dans les troubles neurodéveloppementaux.* En effet, les
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mutations du gene TRIP12 sont associées au trouble du spectre autistique et a des déficiences

intellectuelles mais I’ensemble de ces études réalisées sur des cohortes de patients sont corrélatives.

II. Hétérogénéité d’expression de TRIP12 dans le pancréas a I’age adulte.

Mes travaux de théses ont permis de montrer une hétérogénéité d’expression protéique de
TRIP12 dans les cellules pancréatiques murines en conditions basales a 1’age adulte. Les données
disponibles dans le « Human Protein Atlas » (www.proteinatlas.org) appuient nos conclusions. Par
ailleurs, en basal, I’expression de TRIP12 est régulée au cours du cycle cellulaire et contribue au bon
déroulement de la mitose (8 annexe 11). Ainsi, il est probable que I’expression hétérogéne de TRIP12
dans le pancréas soit en partie associée a sa régulation au cours du cycle cellulaire. 1l sera intéressant de
rechercher au sein du tissu pancréatique dans quelle phase du cycle cellulaire sont les cellules exprimant
TRIP12. Selon notre hypothese, seules les cellules qui se trouvent entre la fin de la phase S et la mitose

devraient exprimer TRIP12.

Enfin, il a récemment été démontré que la population acineuse est hétérogene, composée de
plusieurs sous-populations cellulaires ayant des capacités prolifératrices différentes.??®> Au vu de
I’expression hétérogéne de TRIP12 et sachant qu’elle participe a la prolifération cellulaire en régulant
indirectement la voie P53, nous faisons I’hypothése que son expression peut étre corrélée & une sous-
population cellulaire. Un co-marquage de TRIP12 et des marqueurs caractéristiques des sous-
populations acineuses (positifs pour BMI1, Stamine ou DLCKZ1) pourra étre réalisé afin de vérifier si

TRIP12 est retrouvée préférentiellement dans une de ces sous-populations.

III. TRIP12, acteur dans la MAC, étape initiatrice du CP.

A. Caractérisation des structures « X »

Les analyses phénotypiques descriptives que nous avons menées dans nos modéles murins
démontrent un réle de TRIP12 dans la MAC in vivo et in vitro. En effet, en condition de stress ou en
présence d’un oncogéne, la perte de TRIP12 inhibe la capacité plastique des cellules acineuses et bloque
la MAC. Ceci conduit a des modifications morphologiques des acini que nous n’avons pas caractérisées
et que nous avons appelées structures « X ». Ces structures sont de plusieurs sortes, morphologiquement
identifiées avec une lumiére de grande taille qui peut étre multilobée, une multitude de vacuoles
caractéristiques d’acini stressés et une anomalie des jonctions des cellules acineuses. La pancréatite
aigué est associée a des défauts d’autophagie et au stress du réticulum endoplasmique (RE) a I’origine
de la formation de vacuoles.?® Certaines des structures « X » s’apparentent a des autophagosomes. Peu

de travaux se sont intéressés au role du protéasome dans la pancréatite alors qu’il existe un lien étroit
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entre ce systéme et le stress du RE, entre le protéasome et I’autophagie. Nous pouvons faire 1’hypothése
que la perte de TRIP12 affecte le fonctionnement coordonné des systemes de dégradation protéolytique
et de recyclage activés en réponse au stress cellulaire qui est nécessaire au bon déroulement.?®® Une
étude en microscopie électronique permettrait d’obtenir plus d’informations sur les structures « X ». En
paralléle, ’analyse des marqueurs de 1’autophagie (tels que LC3-1, LC3-Il, Beclinel, P62) et de ceux
du stress du RE et de la réponse adaptative a ce stress, la réponse UPR (Unfolded Protein Response), au
cours de la pancréatite sera indicatrice du mécanisme a 1’origine des structures « X ». De méme, leur
caractérisation par immunofluorescence sur coupes ou lors de la MAC in vitro contribuera a leur

identification.

B. Mécanisme d’action de TRIP12 dans la MAC

1) Roéle épigénétique

Au cours de la MAC, les acini subissent une réorganisation du génome, associée a une profonde
modification de leur transcriptome avec pour conséquence un changement de phénotype (§Chapitre 1 :
Partie 2- 11.C). Nous avons démontré dans I’étude de Larrieu et al. que TRIP12 est une protéine
nucléaire possédant un domaine intrinséquement désordonné (IDR) dans la partie N-terminale. L’IDR
est responsable de I’interaction forte de TRIP12 avec la chromatine. Les données préliminaires de
1’équipe montrent que la surexpression du domaine IDR entraine une hypercompaction de la chromatine

consolidant ainsi le réle potentiel de TRIP12 dans I’organisation du génome.

De plus, ’activité catalytique de TRIP12 régule I’expression de protéines essentielles des
complexes de remodelage de la chromatine telles que BAF57 appartenant au complexe SWI/SNF *° et
ASXL1 appartenant au complexe de déubiquitination PR-DUB.%* L’interactome de TRIP12 montre
également qu’elle est associée a SUZ2 et EZH2, deux régulateurs qui constituent le complexe PRC2
(Polycomb Repressive Complex 2) participant a la répression épigénétique des genes en triméthylant

I’histone H3 sur la lysine K27.

Au vu de ces éléments, indépendamment de son role sur I’expression de PTF1a, TRIP12 pourrait
contribuer durant la MAC a la répression des génes acinaires par son IDR et/ou son activité catalytique.
Cela signifie que dans nos modéles d’études in vivo, en absence de TRIP12, I’inhibition de la MAC
pourrait étre causée par un blocage de la répression du programme de différenciation des cellules
acineuses. Afin de vérifier notre hypothese, il est dans un premier temps, envisageable de mesurer par
IHC les marques répressives induites par le complexe polycomb tels que H2AK119ub et la tri-
méthylation de I’H3K27 ou encore le niveau de ASXL1. En absence de TRIP12, ASXL1 ne serait pas
dégradée par le protéasome, entrainant 1’augmentation de son expression et favorisant la

déubiquitination de I’histone H2AK119. Les travaux de Benitz et al. prouvent que I’ubiquitination de
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cette histone par le complexe PRCI1 est nécessaire pour réprimer 1’expression de PTF1a lors de la
MAC.® Ainsi, I’absence de TRIP12 réduirait la répression des genes acinaires, stabilisant le
programme de différenciation des acini se traduisant par un blocage de la métaplasie acino-canalaire.

Nous pouvons aussi supposer, étant donné les capacités de compaction de la chromatine de
I’IDR de TRIP12 et son rdle sur le complexe SWI/SNF, qu’en son absence la chromatine serait sous une
conformation relachée. En effet, les formes libres de BAF57 ne seront pas ubiquitinées en absence de
TRIP12 et seront alors disponibles pour interagir avec BAF155. Le complexe BAF155-BAF57 interagit
avec BRGL1 pour décompacter la chromatine. Ainsi, I’analyse de I’architecture du génome en présence
ou non de TRIP12 par RNA-seq et CHIP-seq permettrait de mieux caractériser les régions ciblées et les
modifications de chromatine qui dépendent de I’expression de TRIP12 au cours de la métaplasie acino-

canalaire.

2) Régulation des masters génes de la MAC

Mes travaux montrent que les souris déficientes pour TRIP12 ont un niveau de PTF1a augmenté
ce qui est cohérent avec nos travaux précédents. Cependant, cinq jours aprés I’induction d’une
pancréatite aigué le niveau de PTF1a est nettement réduit dans les cellules acineuses qui n’expriment
pas TRIP12 par rapport aux acini controles. Ceci est corrélé a I’augmentation de I’expression de PDX1
et associé a un marquage CK19 de la lumiére des acini dans le modéle murin invalidé pour TRIP12.
L’analyse a large échelle du transcriptome des acini par RNAseq au cours des différents stades de la
MAC fournira les éléments de réponse permettant de comprendre les différences observées en absence
de TRIP12 et de définir I’identité des cellules qui n’expriment pas TRIP12.

IV. Role de TRIP12 dans le développement des l1ésions prénéoplasiques

Les données générées durant ma thése a partir des échantillons histologiques humains prouvent
que le niveau d’expression de TRIP12 augmente dés I’apparition des 1ésions prénéoplasiques PanIN de
bas grade et perdure dans les lésions de haut grade jusqu’au développement des tumeurs. Par ailleurs,
I’étude des lignées cancéreuses pancréatiques humaines montre que I’expression de TRIP12 est trés
hétérogéne d’une tumeur a 1’autre. En effet, j’ai démontré une stratification des tumeurs pancréatiques
en 3 sous catégories en fonction de ’expression de TRIP12 : faible, modérée, forte. Ces données sont
en accord avec les données disponibles dans la base de données « Human Protein Atlas »
(www.proteinatlas.org). De plus, ’hétérogénéité de cette E3 ligase est également visible dans d’autres
types de cancers. Ainsi, il serait intéressant de vérifier si I’hétérogénéité d’expression de TRIP12 eXiste
également au sein des lésions prénéoplasiques. Pour cela il faudrait associer le nombre de noyaux
positifs pour TRIP12 mesurés dans les PanIN de grades différents a I’intensité du marquage comme

dans I’article-1.
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Par ailleurs, les données préliminaires de I’analyse de I’ARNm de TRIP12 dans les acini isolés
de souris controles Ctt et dans les cellules tumorales issues du modéle murin KPCtt, montrent une

augmentation de son expression dans les tumeurs (Figure 27).
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Figure 27 : Comparaison du niveau en ARNm de TRIP12 entre un tissu pancréatique acineux (Ctt) et la lignée tumorale
(KPC).

Ces données doivent étre reproduites afin d’assurer leur fiabilité et pourraient étre complétées
par une analyse de 1’expression protéique de TRIP12. Elles sont cependant cohérentes avec 1’analyse de
I’expression de TRIP12 dans les mod¢les murins qui développent des 1ésions pré-néoplasiques en

réponse a I’expression de I’oncogéne Kras®'?® (Données non montrées).

Nos modéles d’études précliniques pourraient servir a élucider le mécanisme responsable de la
surexpression de TRIP12 dés les stades prénéoplasiques. Grace aux résultats de notre premiere étude,
nous pouvons envisager une régulation de I’activité du promoteur du géne Tripl2. L’identification des
facteurs de transcription responsables de la régulation transcriptomique restent méconnus. Cependant,
I'analyse bioinformatique a 1’aide du site Genomatix révele ’existence de sites de liaison putatifs de
nombreux facteurs de transcription. Dans le tableau suivant, seuls les facteurs de transcription

pancréatiques sont référencés (Figure 28).

Matrix Family Detailed Family Infformation Start position | End position|Anchor position | Strand | Core sim.|Matrix sim. Sequence

HNF1 Hepatic Nuclear Factor 1 2 18 10[+ 1 0,932]attacctaGTTAggcce

RREB Ras-responsive element binding protein 16/ 30| 23(+ 1 0,805|cC0CAaagtetecgg

RREB Ras-responsive element binding protein 70} 84 77|+ 1 0,89]cO0CAccccceccag

LEFF LEF1/TCF 108} 124 116|+ 1 0,844 |gttcctTCAAttatcag

NKXH NKX homeodomain factors 107 125 116]- 1 0,907|gctgaTAATIgaaggaacc
BRNF Bm POU domain factors 108 126 17|+ 1 0,801 gttcttcaATTAtcaget

HOMF Homeodomain transcription factors 108 126 17]+ 1 0,954 gttccttcAATTatcaget

HOMF Homeodomain transcnption factors 109 127 118|- 1 0,954|cagetgaTAATigaaggaa
SP1F GC-Box factors SP1/GC 151 167 159]- 1 0,92]ggcacGGG00gaggcc
EBOX E-box binding factors 156 168 162+ 1 0,891 tccgecOGTGeeg

SORY SOX/'SRY-sex/testis determinig and related HM G box factors 193 217 205]|- 1 0,922]cgaggACAAagtagttccccgagay
NR2F Nuclear receptor subfamily 2 factors 197, 221 209|- 1 0,825|agcccgaggaCAA Agtagttccccg
HOMF Homeodomain transcription factors 216) 234 225+ 1 0,851|c gogetc 0GGTtacgggct
PAXD PAX4/PAX6 paired doman binding sites 246 264 255+ 1 0,919|ccqGOACegetocctacty
HOMF Homeodomain transcription factors 421 439 430|+ 1 0,987|caggaaCTAAtcceccte
PAXH PAX homeodomain binding sites 424 438 431+ 1 0,844 |gaactAATTcccect

PDX1 Pancreatic and intestinal homeodomain transcription factor 424 442 433|- 0,76 0,863 cccgaggggGAATHagttc
SORY SOX'SRY-sex testis determinig and related HMG box factors 459 483 an|+ 1 0,928|qctggar ATRcacggatcagagtt
NR2F Nuclear receptor subfamily 2 factors 460 484 472|+ 0.857 0,823|ctggaaatttcacgGATCagggttc
PAXE PAX4/PAX6 paired domain binding sites 466! 484 475|+ 0,818 0,862|atttcACGGatc agagttc ]
HNF1 Hepatic Nuclear Factor 1 556 572 564 |- 0,76 0,831|aaaccctaGTTTaaat

NR2F Nuclear receptor subfamily 2 factors 567 591 579[- 0,762 0,826 ggttggontc aaggGGCCaaaacce
NR2F Nuclear receptor subfamily 2 factors 569 593 581[- 1 0,867 [ttggttgagg TCAAggagecaaaac
INSM Insulinoma associated factors 580 592 586|- 1 0,931 |iggtGGGaca

RREB Ras-responsive element binding protein 584 598 591+ 1 0,904|cCcocAaccaagecce

Figure 28 : Liste des facteurs de transcription pancréatiques putatifs déterminée par analyse bio-informatique réalisée a
I'aide du site Genomatix.
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Parmi cette liste sont notamment retrouvés les facteurs PDX1 et HNF1 qui possedent des sites
de liaison localisés dans des régions conservées du promoteur TRIP12 et sont des facteurs de
transcription fortement régulés au cours de la MAC et dans la tumorigénése pancréatique.''®8* De ce
fait, ’étude comparative par séquengage de la chromatine immunoprécipitée (CHIP-Seq) et de I’ARN
(RNA-seq) des acini controles, des lésions pré-néoplasiques et des tumeurs murines, permettrait de
valider les données bio-informatiques prédictives et de définir I’implication de ces facteurs de

transcription sur I’expression de I’ARNm de TRIP12 en conditions pathologiques.

Nous pouvons aussi envisager une régulation de I'expression de la protéine TRIP12 au cours du
cycle cellulaire.?* En effet, dans la premiére partie de mon projet de thése, nous démontrons que
contrairement aux lignées cellulaires exprimant faiblement TRIP12, les lignées cellulaires qui expriment
modérément et fortement TRIP12 préservent son expression dans leur noyau en Gi;. Le mécanisme
pourrait faire intervenir la déubiquitinase USP7. L’interaction entre TRIP12 et USP7 est largement
décrite au sein de la littérature notamment dans certains cancers pour stabiliser TRIP12.378 Les données
préliminaires réalisées sur les lignées cellulaire humaines aprés synchronisation dans chaque phase du

cycle permettent de corréler I’expression protéique de TRIP12 et celle d’USP7 (Figure 29).

Figure 29 : Expression protéique de TRIP12 et d’USP7 dans les lignées BxPC3 et MiaPACA-2 dans les différentes phases du
cycle cellulaire (Gy, S, Gy).
La cycline A est un contrdle de I’enrichissement de chaque phase, faiblement exprimé en phase G; pour atteindre un maximum en G,.

Par ailleurs, I’expression importante de TRIP12 semble étre associée a un défaut d’export

cytoplasmique largement discuté dans I’article-1.

Or, il s’avére que la stabilité de TRIP12 en G; dans les lignées qui surexpriment TRIP12 est
associée a I’augmentation d’USP7 dans cette méme phase. Il serait possible que I’interaction entre
TRIP12 et USP7 soit maintenue en G, stabilisant ainsi TRIP12 dans le noyau et I’empéchant d’étre
dégradée dans le cytoplasme par le protéasome. De plus, il est décrit que I’interaction entre USP7 et ses
cibles peut étre régulée par la phosphorylation des domaines d’interaction. Ceci est, par exemple, le cas

de la protéine UHFR1 (Ubiquitin like with PHD and RING finger domains 1) phosphorylée sur son
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domaine d’interaction avec USP7 durant la mitose par le complexe Cycline B1/CDK1. Cette
phosphorylation empéche [D’interaction entre USP7 et UHFRI1 bloquant ainsi 1’action de la
déubiquitinase et permettant I’adressage d’UHFR1 au protéasome.?®* De maniére similaire 8 UHFR1,
TRIP12 est phosphorylée par CDK1 sur la sérine 424 pendant la mitose,* site correspondant au domaine
d’interaction entre TRIP12 et USP7.28 Ainsi, TRIP12 pourrait étre phosphorylée spécifiquement pendant
la mitose par CDKZ1, ne plus interagir avec USP7 pour un transfert vers le cytoplasme afin d’étre
dégradée par le protéasome. Cependant cette régulation pourrait étre altérée dans les lignées ou TRIP12
persiste en Ga.

Par ailleurs, dans les tumeurs pancréatiques humaines une corrélation existe entre 1’expression
de ces deux protéines dans les bases de données disponibles (GEPIA) et apres analyse par
immunofluorescence de leur expression sur TMA (Figure 30).

Figure 30 : Corrélation entre I'expression de TRIP12 et USP7 dans les tumeurs pancréatiques humaines.
(A) Expression de ’ARNm de TRIP12 corrélé a celle de ’ARNm d’USP7 dans les tumeurs pancréatiques humaines (données issues de
GEPIA). (B) Expression protéique de TRIP12 et d”USP7 analysées par immunofluorescence sur TMA.

Ces données font de la déubiquitinase USP7 une cible intéressante qui nécessiterait une analyse
plus approfondie pour comprendre le mécanisme a 1’origine de la stabilité de TRIP12. Cependant, nous
ne pouvons pas exclure une dégradation protéolytique de TRIP12 différente entre les lignées cellulaires.

A ce jour, la protéine responsable de cette dégradation est inconnue.

V. Role de TRIP12 dans la tumorigénese pancréatique

A. Impact sur la transformation cellulaire

Actuellement, de nouvelles pistes thérapeutiques sont envisagées visant a réactiver le
programme de différenciation cellulaire afin d’inverser la transformation induite par 1’expression des
oncogénes.?®? En particulier, il a été démontré que la réintroduction de PTFla dans des cellules
cancéreuses pancréatiques humaines inhibe leur croissance.?®® Cependant, ce n’est pas le cas de toutes
les lignées. Les lignées MiaPACA-2 et PANC-1 ne sont pas affectées par ’expression de PTFla

contrairement aux lignées SU8686 et SW1190 qui perdent leur capacité proliférative.

~ 189 ~



Sachant que TRIP12 cible PTF1a et que les lignées MiaPACA-2 et PANC-1 ont un niveau
protéique élevé de cette E3, il est probable que TRIP12 entraine la dégradation de PTF1a lors de sa
réintroduction dans ces lignées. Notre hypothese pourrait étre confortée en vérifiant que les lignées
SU8686 et SW1190 expriment peu TRIP12. Les données disponibles sur la lignée SU8686 indiquent
des temps de prolifération et un état de différenciation modérés comme la lignée BxPC-3.2% La perte de
TRIP12 dans les lignées MiaPACA-2 et PANC-1 pourrait ainsi sensibiliser ces lignées a la réinduction
de PTF1a et bloquer ainsi la croissance des cellules tumorales.

B. TRIP12, une cible thérapeutique potentielle

L’inhibition des E3 ligases ne semble pas étre une bonne option thérapeutique. En effet, déja testée en
essai clinique,?® elle ne permet pas d’améliorer le pronostic des patients.

Plusieurs études ont rapporté I'implication de TRIP12 dans le controle de la réparation des
dommages a I'ADN. Cependant, les mécanismes impliqués et les conséquences sur la sensibilité a la
chimiothérapie dépendent fortement du contexte cellulaire, des substrats de TRIP12 et du type de
dommages a I'ADN (Chapitre 1 : partie 1).

Dans la premiére partie de mes travaux de thése, j’ai observé qu'une expression élevée de
TRIP12 dans des lignées cellulaires cancéreuses pancréatiques humaines est associée a une sensibilité
plus élevée a différents types de médicaments. A l'inverse, la déplétion de TRIP12 diminue la sensibilité
a la doxorubicine. De plus, nous démontrons que 1’expression élevée de TRIP12 est principalement due
a sa présence dans les cellules en phase Gi. La réparation correcte des dommages de I’ADN par NHEJ
(Non-Homologous End-Joining) est majoritaire pendant cette phase afin de réparer les cassures de
I’ ADN apparues en fin de phase G, et au moment de la division cellulaire. Chez les patients exprimant
fortement TRIP12, sa présence aberrante dans les cellules en phase G; pourrait potentiellement inhiber
leur capacité de réparation des dommages a I'ADN par NHEJ, sensibilisant ainsi les cellules face a un
traitement qui nécessite une réparation par ce systeme. A I’inverse, lorsque TRIP12 est faiblement
exprimée, les systemes de réparation par NHEJ ne sont pas réprimés réduisant I’efficacité du traitement

créateur de cassures doubles brins.

De maniére comparable aux données issues de I’article-1, dans la seconde partie du projet la
prolifération cellulaire des lignées cancéreuses murines est nettement réduite lorsque TRIP12 est
invalidée. Il sera intéressant d’analyser si la chimio-sensibilité de ces lignées murines dépend de
I’expression de TRIP12 et d’¢largir les analyses de chimio-sensibilité a d’autres agents inducteurs de
cassures doubles brins de I’ADN. Les souris KPC surexprimant TRIP12, ayant des systemes de
réparation défectueux pourraient ensuite étre traitées en combinant le traitement de référence (la

gemcitabine) et la doxorubicine ou un autre agent. Par extrapolation les patients dont les tumeurs

~ 190 ~



expriment beaucoup TRIP12, pourraient éventuellement étre traités avec cette combinaison

thérapeutique.

Néanmoins, pour les patients dont la tumeur exprime faiblement TRIP12, un systéme de létalité
synthétique serait a privilégier. D’aprés les données de Gatti et al. 2020., la perte de TRIP12 augmente
la sensibilité des cellules cancéreuses aux inhibiteurs de PARP car TRIP12 dégrade PARP1 au niveau
de la chromatine bloquant ainsi I’effet des inhibiteurs.® Ainsi, il serait intéressant d’analyser les
capacités de réponse des lignées tumorales pancréatiques murines et humaines en fonction de
I’expression de TRIP12 aux inhibiteurs de PARP. Alors que les lignées avec une faible expression de
TRIP12 résistent aux agents inducteurs des cassures doubles brins, ces lignées seraient dans ce cas, plus
sensibles aux inhibiteurs de PARP.

En conclusion, I'expression de la protéine TRIP12 pourrait étre utilisée comme indicateur de la

sensibilité aux médicaments pour orienter le traitement thérapeutique des patients porteur d’un CP.

Conclusion générale

Par des approches fonctionnelles qui reposent sur des modeéles cellulaires et murins, mes travaux
de thése apportent des informations clefs sur le role d’une protéine ubiquitaire, qui lorsqu’elle est
dérégulée perturbe a elle seule les mécanismes de MAC et I’homéostasie pancréatique, favorisant la
mise en place des lésions pancréatiques précancéreuses. Sur le plan clinique, par extrapolation, je
suggére que le niveau d’expression de TRIP12 soit utilisé comme biomarqueur pronostic de réponse aux
traitements afin de stratifier les patients et d’optimiser la réponse thérapeutique en fonction de

I’hétérogénéité de TRIP12.

L’ensemble des résultats issus de mes travaux de thése seront les prérequis pour une étude plus
approfondie dans le but d’identifier et de caractériser les mécanismes moléculaires qui dépendent de

TRIP12 dans I’initiation et la progression du CP.
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Annexes

~ 193 ~



~ 194 ~



I. Annexe 1 - Revue: « E3 ubiquitin ligase TRIP12: regulation, struture and
physiopathological functions »
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II. Annexe 2 - Article : « The E3 ubiquitin ligase TRIP12 participates in cell
cycle progression and chromosome stability »
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