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Résumé

Contexte : I'adénocarcinome pancréatique (PDAC) est un cancer mortel dont
le pronostic est extrémement sombre. La mucine membranaire MUC4 est
néoexprimée dans les lésions néoplasiques pancréatiques précoces et est associée
a la progression du PDAC et a la chimiorésistance. Dans les cancers, les microARNs
(miARNs, petits ARNs non codants) sont des régulateurs cruciaux de la
cancérogenese, de la réponse aux chimiothérapies et méme des processus
meétastatiques. Dans cette étude, nous avons voulu caractériser les miARNs activés
en aval de la signalisation associée a MUC4 dans l'adénocarcinome pancréatique et
de mettre en évidence leurs rdles dans la cancérogenése pancréatique et la

résistance aux chimiothérapies.

Méthodes : Afin d’identifier les miARNs potentiellement régulés par MUC4, un
miRnome a été réalisé sur les cellules cancéreuses invalidées pour MUC4 (MUCA4-
KD) et leurs controles Mock. Nous avons sélectionné, pour cette étude, le miR-210-
3p qui est sous exprimé suite a l'invalidation de MUC4. Nous avons ensuite voulu
déterminer ses réles biologiques dans les PDACs. Le niveau d'expression de miR-
210-3p a été analysé par RT-gPCR dans des lignées cellulaires cancéreuses
pancréatiques (PANC89, PANC89 Mock et MUC4-KD, PANC-1 et MiaPACA-2), ainsi
que dans des tissus de souris et de patients. La régulation réciproque entre MUC4 et
miR-210-3p a été étudiée par des tests fonctionnels tels que des mesures d’activité
luciférase et des expériences d'immuno-précipitation de la chromatine. Des lignées
cellulaires exprimant stablement le miR-210-3p ou un anti-miR-210-3p ont été
établies en utilisant la technologie Crispr/Cas9 ou la transduction lentivirale. Nous
avons évalué l'activité biologique de miR-210-3p in vitro en mesurant la prolifération
et la migration cellulaire et in vivo en mesurant la croissance tumorale apres
xénogreffe sous-cutanée des cellules Capan-1 LV-miR-210-3p. Enfin, nous avons
évalué l'effet de miR-210-3p sur la réponse aux chimiothérapies gemcitabine et
FOLFIRINOX par la réalisation de tests MTT.

Résultats : L’invalidation de MUC4 induit une baisse significative de
I'expression de miR-210-3p dans les cellules cancéreuses pancréatiques PANC89

MUC4-KD. Le miR-210-3p est surexprimé dans les PDACs et son expression est
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corrélée a l'expression de MUC4 dans les cellules cancéreuses pancréatiques, dans
des échantillons de tissus PDAC humains, ainsi que dans des tissus murins du
modele préclinique Pdx1-Cre ; LstopL-KrasG12D développant des lésions PanINs.
MUC4 active transcriptionnellement I'expression de miR-210-3p via l'altération de la
voie de signalisation NF-kB. Des expériences d'immunoprécipitation de la chromatine
ont montré la liaison de la sous-unité p50 de NF-kB sur les régions promotrices du
miR-210-3p. Nous avons mis en évidence une régulation réciproque puisque le miR-
210-3p réprime l'expression de MUCA4 transcriptionnellemment via l'inhibition de la
voie du TGF- SMAD dépendante et post-transcriptionnellement via le 3'UTR. La
surexpression transitoire et stable de miR-210-3p dans les cellules PANC89, PANC-
1 et MIA PaCa-2 conduit a une baisse significative de la prolifération et de la
migration cellulaire. En revanche I'anti-miR-210-3p induit les effets inverses. Enfin,
nous avons montré que le miR-210-3p inhibe la croissance et la prolifération des
tumeurs pancréatiques in vivo. Nos résultats préliminaires suggérent également un

réle de miR-210-3p dans la réponse aux chimiothérapies.

Conclusion : Nous avons mis en évidence pour la premiéere fois I'existence

d’'une boucle de régulation entre une mucine et un miARN. En effet, nous avons
caractérisé la boucle de réegulation négative MUC4-miR-210-3p dés les stades
précoces de cancérogeneése pancréatique, mais nous avons également révélé un
réle anti-tumoral de miR-210-3p via l'inhibition de la prolifération et de la migration
des cellules cancéreuses pancréatiques in vitro et in vivo, suggérant un équilibre
complexe entre les roles pro-oncogéniques de MUCA4 et les effets anti-tumoraux du
miR-210-3p.

Mots clés : cancer du pancréas, MUC4, miR-210-3p, miR anti-tumoral
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Abstract

Background: Pancreatic adenocarcinoma (PDAC) is a deadly cancer with an
extremely poor prognosis. MUC4 membrane-bound mucin is neoexpressed in early
pancreatic neoplastic lesions and is associated with PDAC progression and
chemoresistance. In cancers, miRNA (small noncoding RNAs) are crucial regulators
of carcinogenesis, chemotherapy response and even metastatic processes. In this
study, we aimed at identifying and characterizing miRNAs activated downstream of
MUC4-associated signaling in pancreatic adenocarcinoma. MiRnome analysis
comparing MUC4-KD versus Mock cancer cells showed that MUC4 inhibition
impaired miR-210-3p expression. Therefore, we aimed to better understand the

miR-210-3p biological roles.

Methods: miR-210-3p expression level was analyzed by RT-qPCR in PDAC-
derived cell lines (PANC89 Mock and MUC4-KD, PANC-1 and MiaPACA-2), as well
as in mice’s and patients’ tissues. The MUC4-miR-210-3p regulation was
investigated using luciferase reporter construct and chromatin immunoprecipitation
experiments. Stable cell lines expressing miR-210-3p or anti-miR-210-3p were
established using Crispr/Cas9 technology or lentiviral transduction. We evaluated the
biological activity of miR-210-3p in vitro by measuring cell proliferation and migration

and in vivo using a model of subcutaneous xenograft.

Results: miR-210-3p expression is correlated with MUC4 expression in
PDAC-derived cells and human samples, and in pancreatic PanIN lesions of Pdx1-
Cre; LstopL-KrasG12D mice. MUC4 enhances miR-210-3p expression levels via
alteration of the NF-kB signaling pathway. Chromatin immunoprecipitation
experiments showed p50 NF-kB subunit binding on miR-210-3p promoter regions.
We established a reciprocal regulation since miR-210-3p repressed MUC4
expression via its 3-UTR. MiR-210-3p transient transfection of PANC89, PANC-1
and MiaPACA-2 cells led to a decrease in cell proliferation and migration. These
biological effects were validated in cells overexpressing or knocked-down for miR-
210-3p. Finally, we showed that miR-210-3p inhibits pancreatic tumor growth and

proliferation in vivo.
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Conclusion: We identified a MUC4-miR-210-3p negative feedback loop in
early-onset PDAC, but also revealed new functions of miR-210-3p in both in vitro and
in vivo proliferation and migration of pancreatic cancer cells, suggesting a complex

balance between MUC4 pro-oncogenic roles and miR-210-3p anti-tumoral effects.

Keywords: pancreatic cancer; MUC4; miR-210-3p; anti-tumoral miR
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Figure 1 : Localisation du pancréas dans I’appareil digestif.
Adapté du dictionnaire Larousse.
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l. Le pancréas

I.1. Historique

Cet organe, dit ermite, a longtemps été ignoré et ne suscitait pas I'intérét des
chirurgiens de l'antiquité. Les Grecs sont les premiers a I'avoir reconnu comme un
organe distinct. Ce n’est que vers 300 av J-C qu’Hérophile de Chalcédoine, le pére
de I'anatomie greque de I'époque, a fourni une premiére description de ce dernier. Le
nom « pancréas » (TTaykpeag) lui a été attribué par I'anatomiste grec Rufus d'Ephése
vers 100 aprés J-C. Ce mot vient du grec ancien Trév (pan) qui signifie tous et de
Kpéag (kréas) qui signifie chair ou viande. Le pancréas, littéralement tout en chair ou
en viande, a probablement été nommé ainsi au vu de sa composition et de sa
consistance relativement uniformes et dépourvues d’'os ou de cartilage. Il a fallu
attendre le XVIléme siécle pour avoir une description des fonctions sécrétoires du
pancréas grace aux travaux de Wirsung, Graaf et Brunner. Des centaines d’années
plus tard, la mise en évidence des fonctions du pancréas lui ont permis de s’imposer

comme élément indispensable de I'appareil digestif (Busnardo et al., 1983).
I.2. Anatomie du pancréas

Le pancréas est un organe plein, mesurant environ 20 cm de long et 2 cm
d’épaisseur, pesant entre 60 et 80 grammes, de couleur jaunatre-blanchatre, de
consistance ferme et d'aspect granuleux. Il est logé au plus profond de la partie
postérieure de la cavité abdominale. Il a une forme triangulaire, allongé
transversalement et un peu aplatie d'avant en arriére. Il comporte 4 portions
anatomiques. De droite a gauche on distingue : la téte, qui représente la partie la
plus volumineuse du pancréas et qui est enchassée dans le cadre duodénal, I'isthme
ou col pancréatique faisant office de jonction entre la téte et le corps, le corps qui
s'étend transversalement a travers la paroi postérieure de I'abdomen, et enfin la

queue, se terminant au contact de la rate.

Le pancréas est parcouru sur toute sa longueur par un canal principal nommeé
le canal de Wirsung. Il part de la queue, traverse le corps et forme un coude avant de
pénétrer dans la téte. Chez certains individus, il existe une autre voie canalaire

accessoire nommeée canal de Santorini qui part du coude du canal principal et n’est
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présent que dans la téte du pancréas. Ces canaux constituent un systeme de
drainage permettant I'écoulement des sécrétions pancréatiques dans le duodénum

(Figure 1).

|.3. Fonctions :

Le pancréas est la deuxiéme plus grande glande extrapariétale du systéme
gastro-intestinal. Cette glande amphicrine hétérotypique est formée de deux
compartiments (exocrine et endocrine), de compositions cellulaires et de fonctions
différentes, jouant des roles essentiels dans le métabolisme glucidique et la digestion

alimentaire (Figure 2).

.3.1. Pancréas endocrine :

.3.1.a. Architecture cellulaire et fonction

Cette unité fonctionnelle représente seulement 1 a 2 % de la masse totale du
pancréas. Elle est constituée d’agglomérats pluricellulaires hautement vascularisés
appelés ilots de Langerhans. Chaque filot pancréatique est composé en moyenne de
3 000 cellules subdivisées en quatre principaux types cellulaires, caractérisés par
des profils d’expression hormonale spécifiques. Les cellules [ représentent les
composantes cellulaires majoritaires des filots (environ 70 %). Elles sécretent
principalement l'insuline. Les cellules a (10 %) sécrétent le glucagon. Les cellules PP
(15 %) sécrétent le polypeptide pancréatique. Les cellules & (5 %) sécrétent la
somatostatine. Enfin, les cellules € (1 %) sécrétent la ghréline (Rorsman and Huising,
2018, Campbell and Newgard, 2021).

Une des principales fonctions des glandes pancréatiques endocrines est la
régulation du métabolisme glucidique. En effet, le taux sanguin de glycémie est
maintenu en équilibre grace aux effets de I'insuline et du glucagon. L'hyperglycémie
active la sécrétion d’insuline qui (1) favorise la glycolyse qui conduit au stockage du
glucose sous forme de glycogéne (glycogenése), ainsi que la conversion du glucose
en triglycérides dans le foie et (2) stimule I'absorption et le stockage du glucose par

les cellules musculaires squelettiques et les adipocytes.
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Pancréas endocrine

Pancréas exocrine
Figure 2 : Le pancréas est une glande mixte.
Le panel de gauche est un schéma représentatif des compartiments endocrine et
exocrine du pancréas. Le panel de droite représente une coloration hématoxyline
éosine réalisée sur une coupe de pancréas sain. Image issue de la plateforme
protéine atlas.
(https://lwww.proteinatlas.org/learn/dictionary/normal/pancreas).
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Figure 3 : Le pancréas endocrine.

e “Glucose

Représentation schématique de la composition cellulaire de I'unité fonctionnelle

pancréatique endocrine appelée llots de Langerhans.
Adapté de (Siehler et al., 2021).

Autres types cellulaires endocrines
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En revanche, une hypoglycémie entraine la sécrétion de glucagon
(antagoniste de l'insuline) qui stimule la glycogénolyse et la néoglucogenése au

niveau hépatique (Vasiljevi¢ et al., 2020). (Figure 3).

Les cellules pancréatiques endocrines exercent une régulation paracrine les
unes sur les autres. En effet, il a été décrit que la somatostatine et la ghréline
inhibaient la sécrétion d'insuline (Rorsman and Huising, 2018). Enfin, la fonction du
polypeptide pancréatique n'est pas encore bien comprise (EI Sayed and Mukherjee,
2021).

1.3.1.b. Pathologies associées

Un dysfonctionnement des cellules endocrines pancréatiques conduit a la
perturbation de I'homéostasie glucidique et énergétique et est a lorigine de
'apparition de pathologies métaboliques complexes telles que le diabete ou encore
'obésité. Les cellules endocrines peuvent également étre le foyer de formes rares de

cancers dits neuroendocrines PNET.

1) Maladies métaboliques
Le diabéte

Le diabete sucré est défini par I'organisation mondiale de la santé (OMS)
comme un désordre métabolique chronique, caractérisé par une hyperglycémie et
une dérégulation du métabolisme des glucides, des lipides et des protéines. Il est
caractérisé par une glycémie a jeun supérieure a 7,0 mmol/l ou 1,2 g/l. Cette
pathologie multifactorielle a composante environnementale et génétique, touche plus
de 460 millions de personnes dans le monde (www.who.int). |l existe différents types
de diabéte dont les 3 principaux sont : (1) le diabéte de type 2 (diabéte insulino-
indépendant, DT2) qui représente 90% des cas de diabéte causé par I'épuisement et
le dysfonctionnement des cellules pancréatiques 3 conduisant a une diminution de la
sécrétion de I'insuline et a une insulino-résistance des tissus périphériques ; (2) le
diabéte de type 1 (diabéte insulino-dépendant) causé par la destruction auto-immune
des cellules pancréatiques B et se caractérise par une insuffisance de production

d’'insuline compensée par I'administration quotidienne de celle-ci dans le but de
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réguler la glycémie ; et (3) le diabete gestationnel résultant de I'apparition d’'un état
hyperglycémique décelé durant la grossesse.(Siehler et al., 2021).

Les complications du diabéte peuvent conduire au développement d’autres
maladies vasculaires (cardiovasculaires et artérielles) et cancéreuse
(hépatocellulaire, hépatobiliaire, pancréas, sein, ovaire, endométriale et gastro-
intestinale). (Khan et al., 2019, Suh and Kim, 2019).

L’'obésité :

D’aprés la définition de L'OMS, l'obésité est une accumulation anormale et
excessive de graisse présentant un risque pour la santé. En 2016, environ 13 % de
la population adulte mondiale étaient obéses. Cette pathologie multifactorielle peut
étre causée par des altérations génétiques, des stimuli environnementaux, et par un
bilan énergétique positif chronique, c'est-a-dire lorsque I'apport énergétique
alimentaire d’un individu dépasse sa dépense énergétique continuellement. L'énergie
excédentaire est convertie en triglycérides, qui sont stockés dans le tissu adipeux, ce
qui accroit la masse grasse corporelle et entraine une prise de poids. L'adiposité
globale du corps est indiquée par l'indice de masse corporelle (IMC), calculé en
divisant le poids corporel en kilogrammes par le carré de la taille en métres. Un
adulte présentant un IMC = 30 kg/m? est classé comme obése, alors qu’'un IMC = 40
kg/m? est associé a une obésité sévére. L'obésité représente un des facteurs de
risque majeurs pour un certain nombre de maladies chroniques telles que des
maladies cardiovasculaires, le DT2, et certains cancers (www.who.int, Xu and
Mishra, 2018, Chooi et al., 2019).

2) Tumeurs neuroendocrines pancréatiques

Les tumeurs neuroendocrines pancréatiques (PNET) sont relativement rares
et représentent 1 a 2 % de toutes les tumeurs pancréatiques (Dasari et al., 2017). Au
cours de la derniere décennie, l'incidence des PNET, a considérablement augmenté
probablement grace a 'amélioration des outils de diagnostic (Kuo and Salem, 2013).
Il existe deux groupes distincts de PNET (1) les PNET fonctionnelles associées a un
déréglement sécrétoire comprennent l'insulinome, le glucagonome et d'autres
syndromes d'hypersécrétion hormonale spécifiques plus au moins rares, (2) les

PNET non fonctionnelles constituent le groupe majoritaire de PNET et ne produisent
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pas de syndromes d'excés hormonaux. La morbidité et la mortalité des PNET est

associée a leur capacité d'invasion locale et de propagation a distance.

Il n'y a pas de différences claires dans I'épidémiologie des PNET en fonction
de la race, du sexe, de la zone géographique ou du statut socio-économique. La
majorité des PNET sont modérément malins, mais ils peuvent présenter un
comportement trés variable, allant de presque bénin a extrémement agressif. Les
piliers du traitement des néoplasmes neuro-endocriniens du pancréas comprennent
la chirurgie et I'utilisation d'analogues de la somatostatine (Mihalache et al., 2019,
Hain et al., 2019, Mpilla et al., 2020).

.3.2. Pancréas exocrine

.3.2.a. Architecture cellulaire et fonction

L’unité exocrine est le compartiment majoritaire du tissu pancréatique (95-
99%) et est responsable de la production d’enzymes impliquées dans la digestion
alimentaire. Elle est formée d’acini ; des structures en forme de grappe de raisin
centrées autour d’un réseau canalaire et séparées les unes des autres par un tissu
conjonctif lache. On y distingue principalement 3 types cellulaires : (1) Les cellules
acineuses ; sécrétrices d’enzymes protéolytiques (trypsine, chymotrypsine,
carboxypeptidase), de ribonucléases (RNAse), de désoxyribonucléases (DNAses),
d'une lipase et d’'une amylase. (2) Des cellules canalaires, sécrétrices de solution
hydrolytique riche en bicarbonates jouent un réle de tampon en neutralisant I'acidité
du chyme stomacal. (3) Des cellules centro-acinaires a l'interface entre les cellules
acineuses et les cellules canalaires ; elles aussi sécrétrices de bicarbonates, et
possédant des caractéristiques a la fois de cellules acineuses, canalaires, et

progénitrices (Figure 4).

Les enzymes sécrétées sous forme inactives sont déversées dans les canaux
pancréatiques, ou sont sécrétés des bicarbonates, 'ensemble débouchant dans le
duodénum au niveau des canaux de Wirsung et Santorini. Au niveau du duodénum,

les pro-enzymes pancréatiques sont activées par les sucs gastriques.
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intercellulaires

Figure 4 : Le pancréas exocrine.
Représentation schématique de ['unité fonctionnelle pancréatique exocrine.
Adapté de Logsdon and Ji, 2013.
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1.3.2.b. Pathologies associés

De multiples pathologies peuvent se développer au sein du pancréas
exocrine. Elles peuvent étre causées par des altérations génétiques ou des stimuli
environnementaux causant une perturbation de la fonction exocrine. La plupart de
ces atteintes pancréatiques conduisent a une dégradation de I'état général des
patients et peuvent méme étre mortelles. Parmi ces pathologies nous distinguons

principalement les pancréatites et les cancers du pancréas.
1) La pancréatite

La pancréatite est une pathologie inflammatoire complexe causée par un
dysfonctionnement de l'unité exocrine. Des anomalies génétiques ou des stimuli
environnementaux agressifs peuvent promouvoir le développement de l|ésions au
niveau des cellules acineuses pancréatiques induisant une activation prématurée
des enzymes digestives et de ce fait une autodigestion du pancréas. La présence
anormale d’enzymes actives induit un recrutement de cellules immunitaires et stimule
la production de cytokines pro-inflammatoires et active une réponse inflammatoire

systémique (Manohar et al., 2017).

Il existe deux formes de pancréatite, (1) une forme dite aigué (PA), qui se
développe rapidement et se résorbe généralement en quelques jours et (2) une
forme dite chronique (PC) qui se développe lentement et progressivement, et
persiste au niveau du pancréas. A la différence de la PA, la PC se caractérise par un
dysfonctionnement irréversible des glandes endocrines et exocrines suite a une
inflammation progressive et a une fibrose chronique des acini pancréatiques
accompagnées de calcifications pancréatiques. En outre, il a été décrit qu’environ
36 % des formes sévéres et récurrentes de PA associées a une consommation
chronique et abusive de tabac et d’alcool, évoluent en PC (Sankaran et al,
2015,.Ahmed Ali et al., 2016).

Par ailleurs, les dysfonctionnements pancréatiques causés par la
pancréatite sont associés a I'apparition d’autres pathologies du pancréas telles que
le diabéte et le cancer. En effet, il est décrit que la PC est liee a un risque accru de
cancer du pancréas. L'incidence du cancer du pancréas est huit fois plus élevée
chez les patients atteints de pancréatite chronique a un age avance, et la prévalence
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augmente avec le tabagisme et la consommation d'alcool (Kirkegard et al., 2017,
Raimondi et al., 2010, Pinho et al., 2014). (Figure 5).

Pancréatite aigue Pancréatite chronique

Causes possibles Causes possibles

Calculs Abus Tumeur Abus Auto- Altérations
biliaires d'alcool d'alcool immunitt  génétiques

&5
3

Calcification du
pancréas

1¢r épisode pancréatite aigue

21% Pancréatite aigue récurrente 36% Pancréatite chronique

79% 64%

Pas d'autres épisodes Cancer du pancréas|

Figure 5 : Représentation schématique des deux types de pancréatite (aigué et
chronique). Adapté de (“Pancreatitis,” 2019).

2) Cancers du pancréas exocrine

Les tumeurs pancréatiques malignes exocrines représentent les tumeurs les
plus fréquentes et les plus mortelles du pancréas. Dans ce manuscrit nous allons
principalement nous focaliser sur 'adénocarcinome pancréatique canalaire (PDAC),

qui représente la forme majoritaire des cancers du pancréas exocrine (90 % des cas
diagnostiqués).
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Figure 6 : Lésions précancéreuses pancréatiques.

Il existe 5 types de Iésions précurseurs du cancer du pancréas :
Les IPMNs : Néoplasmes intra-canalaires, papillaires et mucineux (P pour canal
principal et Br ou branches secondaires)
Les MCNs : Néoplasmes mucineux kystiques
Les ITPNs : Néoplasmes intra-canalaires tubulopapillaires
Les IOPNs : Néoplasmes intra-canalaires, oncocytaires et papillaires

Les PanlINs : Néoplasie intraépithéliale pancréatique
Adapté de Hingorani, 2007 et Kim and Hong, 2018.
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Il. Cancer du pancréas

I.1. Cancérogenése pancréatique

Le processus de cancérogenése pancréatique débute par la formation de
lésions précancéreuses constituées de dysplasies de bas grade puis de haut grade

évoluant en adénocarcinomes in situ puis en PDACs invasifs.

I.1.1. Lésions précancéreuses pancréatiques

L’initiation de cancérogeneése est une des étapes déterminantes du
développement, de I'agressivité, du pronostic du PDAC et du devenir du patient. Le
point de départ de cette pathologie maligne résulte d’'une accumulation d’altérations
génétiques et moléculaires se traduisant par I'apparition de Iésions précancéreuses
pancréatiques. A ce jour, cing types de Iésions ont été identifiés et bien caractérisés.
Elles se distinguent les unes des autres par des critéres histopathologiques,

génétiques et cliniques propres (Figure 6).

En fonction de leur taille, les lésions précancéreuses pancréatiques sont
subdivisées en deux classes ; les Iésions de grandes tailles dites macroscopiques, et

les Iésions de petites tailles dites microscopiques.

A. Lésions macroscopiques

A.1. Néoplasmes intra-canalaires, papillaires et mucineux (IPMNs)

Ces lésions précurseurs du PDAC sont considérées comme les kystes
pancréatiques les plus fréquemment développés (Tanaka et al., 2012, Tanaka et al.,
2017). Les IPMNs sont des néoplasmes épithéliaux kystiques producteurs de
mucines et visibles a I'ceil nu (>1cm de diamétre). lls siégent dans le canal
pancréatique principal et/ou au niveau de ses ramifications et sont le plus souvent
observés dans la téte du pancréas, bien qu'ils puissent se produire dans toutes les
parties de I'organe (Rezaee et al., 2016). Les IPMNs se produisent aussi bien chez
les hommes que chez les femmes agés de 60 a 70 ans. lls sont classés en
gastrique, intestinal et pancréatobiliaire en fonction des types cellulaires
prédominants (Figure 7). Chacune de ces classes se distingue par une évolution

clinique bien distincte.
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Figure 7. Sous-classification histologique des IPMNs.

Le type gastrique présente des cellules cylindriques hautes avec des noyaux
orientés basalement et un cytoplasme mucineux péale abondant. Le type intestinal
est composé de papilles hautes tapissées de cellules cylindriques avec des
noyaux pseudostratifiés et un cytoplasme basophile avec des quantités variables
de mucines au péle apical. Le type pancréatobiliaire présente des papilles fines et
ramifiées avec une dysplasie de haut grade. Les cellules sont cuboidales et ont
des noyaux ronds hyperchromatiques, des nucléoles proéminents, et un
cytoplasme modérément amphophile avec un aspect moins mucineux.

Adapté de (Basturk et al., 2010).
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En effet, les IPMNs de type intestinal et pancréatobiliaire sont fréquemment
observées dans le canal pancréatique principal, et évoluent vers des PDACs. En
revanche, les IPMNs de type gastrique se produisent surtout dans les canaux
secondaires, et présentent un faible risque d'évolution vers des PDACs (Distler et al.,
2013, Kléppel et al., 2014).

A.2. Néoplasmes mucineux kystiques (MCN)

Ce sont des lésions typiquement solitaires formant des kystes uni-ou multi-
lobulaires avec une hyalinisation ou une calcification focale du stroma contenant soit
un mucus épais, soit un mélange de mucines et de nécrose hémorragique. Elles se
développent principalement au niveau du corps ou de la queue du pancréas sans
étre reliées au systéme canalaire pancréatique (Thompson et al., 1999). Il est vrai
que les MCNs ne possédent pas des caractéristiques cytologiques propres ni de
mutations génétiques spécifiques. Néanmoins, ces néoplasmes kystiques se
caractérisent par une composition histologique singuliére associant un revétement
epithélial recouvert de cellules colonnaires productrices de mucines et de cellules
épithéliales plates ou cuboidales non mucineuses (Zhelnin et al., 2017) avec un
stroma sous-épithélial de type ovarien (Fléjou, 2011). Les MCNs sont retrouvés
presque exclusivement chez les femmes de 40-50 ans (rapport homme/femme,
1:20). Enfin, contrairement aux IPMNs, les MCNs sont beaucoup moins susceptibles

d'évoluer vers un cancer et ont un meilleur pronostic.

A.3. Néoplasmes intra-canalaires tubulopapillaires (ITPNs)

Les ITPNs sont les lésions précancéreuses les plus rares et sont
responsables du développement de moins de 1 % des tumeurs exocrines du
pancréas (Yamaguchi et al., 2011). Ces néoplasmes sont constitués de cellules
tumorales tubulaires formant une masse nodulaire solide avec peu de kystes et
produisant peu ou pas de mucines (Rooney and Shi, 2016). lls se manifestent
majoritairement au sein d'un canal pancréatique distendu de la téte du pancréas,
mais sont également retrouvés dans le corps ou la queue pancréatique. Les ITPNs
sont observés chez les individus ayant un dge moyen de 55 ans avec une légere
prédominance féminine. Plus de la moitié des ITPNs sont associées a des PDACs
(Basturk et al., 2017).
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A.4. Néoplasmes intra-canalaires, oncocytaires et papillaires
(IOPNs)

Les IOPNs sont les Iésions précancéreuses pancréatiques les plus
récemment classées par 'OMS. Ce sont des néoplasmes nodulaires ou papillaires
kystiques, ayant des caractéristiques oncocytaires. Ces néoplasmes macroscopiques
(> 1 cm) se développent principalement au niveau du canal pancréatique principal. |l
a été décrit que 60 % des lésions IOPNs sont associées aux PDACs (Marchegiani et
al., 2015).

B. Lésions microscopiques

B.1. Néoplasie intraépithéliale pancréatique (PaniIN)

Les PanINs représentent les principales lésions précurseurs des PDACs
invasifs. Décrites pour la premiére fois il y a un peu plus d’'un siécle (Hulst SPL,
1905), les PanINs sont aujourd’hui trés bien caractérisés. Ce sont des néoplasmes
épithéliaux microscopiques (< 0,5 cm de diamétre), présentant des degrés d’atypies
cytologiques et architecturales variables et évolutifs. Ces Iésions se nichent le plus
souvent dans les canaux pancréatiques au niveau de la téte du pancréas aussi bien
chez les hommes que chez les femmes. La fréquence d’apparition des PanINs
augmente significativement avec I'dge des individus (dge moyen 62.5 ans). De plus,
il a été montré que plus de 80 % des lésions PanINs sont observées dans des

pancréas de patients atteints d’adénocarcinomes invasifs (Andea et al., 2003).

Les caractéristiques des Iésions précancéreuses pancréatiques sont

résumées dans le tableau 1.
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Tableau 1 : Caractéristiques des lésions précancéreuses pancréatiques.

Adapté de Kim and Hong, 2018.

Lésions Age Sexe |Localisation Caracteristiques ) Caractéristiques . i
H - . L . Structure cellulaire . ) Carcinomes associés
!| précurseurs | (ans) |ratio F/H| principale macroscopiques microscopiques

PanIN | 625 | 1/1 Téte Indetectatble Colonnaire / Papillaire _ Celldes PDAC
<0,5cm cuboidales/colonnaires
Faible risque de
Gastrique progression en
Canaux pancréatiques PDAC
A dilates e . Carcinome colloidal
IPMN 60-70| 2/3 Téte Mucines abondantes Plate / Papillaire Intestinale (varient PDAC)
Risque élevé de
Pancréatobiliaire progression en
PDAC
Masses nodulaires solides Tubules compacts,
ITPN 55 17 Téte dans les canaux, pas de Cribriforme éosinophiles/ >50 % PDAC
mucine. cytoplasme amphophile
o Cytoplasme éosinophile
IOPN Téte Nodules kystiques Arbor|.sat|or'1 C.omplexe abondant, noyaux ronds, 60 % PDAC
papille/cribriforme . P
nucléoles proéminents
Kystes bien définis a paroi Cellules colonnaires
Corps . . productrices de mucine 16% PDAC et
MCN 40-50 | 20/ /Queue épaisse cor.1tenant des | Stroma de type ovarien Cellules Non-mucineuses varients de PDAC
mucines .
plates/cuboidales
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L’initiation et la progression des PanINs s’accompagnent par une
accumulation d’altérations génétiques et de déstructurations cytologiques et

architecturales du tapis épithélial.

B.1.1. Modifications cytologiques et architecturales des PanINs

Les PanINs sont constitués de cellules épithéliales cuboidales et se
caractérisent par une production de quantités variables de mucines. En fonction du
degré le plus éleve d'atypies structurelles et cytologiques, les PanINs sont classés en
bas ou haut grade (Basturk et al.,, 2015). Les PanINs de bas grade (précédemment
classés en PanIN-1 et/ou PanIN-2) sont des Iésions plates ou papillaires avec des
noyaux principalement situés au pdle basal des cellules et présentant des atypies
cytologiques légeres a modérées. En revanche, les PanINs de haut grade
(précédemment classés en PanIN-3) sont généralement des Iésions papillaires
présentant une perte de polarité, une stratification irréguliére, des atypies
cytologiques séveres et des mitoses et nécrose intraluminale occasionnelle (Hruban
et al., 2004, Basturk et al., 2015). (Figure 8).

B.1.2. Modifications moléculaires des PanINs

A ce jour, de nombreuses anomalies génétiques ont été identifices et
associées a la genése et a la progression des PanINs dont notamment, les
modifications d'expressions géniques, les aberrations du nombre de copies de

génes, les réarrangements chromosomiques et les altérations épigénétiques.

L’événement génétique initiateur de la cancérogenése pancréatique, est la
mutation du géne KRAS (Bailey et al., 2016). Un géne codant la protéine
oncogénique RAS une petite protéine G impliquée dans l'activation des voies de
signalisation cellulaires RAF/MAPK et PI3K, médiatrices des processus cellulaires
dont la prolifération et la survie. La majorité des PanINs de bas grade (> 90 %)
contiennent des mutations de KRAS. De plus, la fréquence des alléles mutants
augmente de maniére significative dans les PanINs de haut grade (Singh et al,,
2021). Néanmoins, la mutation de KRAS semble étre nécessaire mais insuffisante

pour le développement du cancer du pancréas.
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Figure 8 : Changements histologiques et altérations moléculaires des PaniNs.
La progression des PanINs est associée a une augmentation des atypies cellulaires

et a une accumulation de mutations génétiques. Les PanIN-1 et PanIN-2 sont tous
les deux regroupés sous le terme de PanIN de bas grade. Le PanIN-1 présente des
atypies nucléaires minimes. PanIN-1A a un modéle de croissance plat, alors que
PanIN-1B montre la formation de micropapilles. Le PanIN-2 présente une perte de
polarité cellulaire. Le PanIN-3 ou PanIN de haut grade présente les atypies
nucléaires et architecturales les plus séveéres. La lésion PanIN-3 présentée ici est la
variante a architecture plate. Adapté de Noé and Brosens, 2016, Koorstra et al,,
2008.

D’autres altérations génétiques, dont notamment linactivation de geénes
suppresseurs de tumeurs, sont donc indispensables a la progression des PanlINs en
PDACs. Une des plus frequentes est la mutation du géne CDKNZ2A/ p16 codant une
protéine de la famille des CDK (cyclin-dependent kinase) régulatrice du cycle
cellulaire. La perte de I'expression de CDKN2A/ p16 entraine une perte de régulation
des points de contrdle du cycle cellulaire CDK4 et de la CDKG6 et, par conséquent,
une dérégulation du cycle cellulaire favorisant la carcinogenése. Cette mutation est
détectée dés les PanINs de bas grade et est retrouvée dans 46 a 60 % des cancers

du pancréas (Mizrahi et al., 2020).
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Les PanlINs présentent fréquemment une inactivation du géne TP53, ce qui
entrave la reconnaissance des dommages a I'ADN et bloque l'arrét du cycle
cellulaire, permettant aux cellules de contourner les points de contréle du cycle

cellulaire et d'échapper aux signaux apoptotiques (Mizrahi et al., 2020).

En outre, 31 a 38 % des cancers du pancréas présentent des mutations du
géne SMAD4, codant le facteur de transcription SMAD4 (Waddell et al., 2015). Dans
les PanINs de haut grade, la perte fréquente de I'expression de SMAD4 par délétion
ou mutation homozygote entraine une diminution de l'inhibition de I'activité du facteur
de croissance TGF-B et la promotion de la signalisation TGF-f non canonique,

facilitant ainsi les réponses pro-tumorigenes (Wang et al., 2021).

Plusieurs autres génes sont mutés au cours de ce processus avec une
fréquence moindre comparée aux altérations suscitées. Parmi elles on retrouve,
'amplification du géne ERBBZ2 et I'inactivation du géne BRCA2 (4 a 7 % des cas)
(Holter et al., 2015).

1.1.2. Adénocarcinome pancréatique canalaire

En général, le PDAC est une Iésion solitaire, mais il peut aussi se présenter
occasionnellement comme une maladie multifocale (Bosman et al., 2010). Les
PDACs sont des masses fermes, dures, sclérosées et mal définies, qui remplacent
I'architecture lobulaire normale de la glande pancréatique. La plupart des PDACs de
la téte mesurent entre 1,5 et 5,0 cm, tandis que les PDACs du corps et de la queue
sont généralement plus grands. Les PDACs de la téte envahissent généralement le
canal biliaire commun et/ou le canal de Wirsung produisant une sténose qui entraine
une dilatation proximale des deux systémes canalaires et dans des cas plus avancés
ils atteignent la paroi duodénale. Dans le corps et ou la queue, le PDAC provoque
généralement une obstruction du canal de Wirsung (Luchini et al., 2016). Il existe
plusieurs variantes du PDAC conventionnel (Tableau 2) qui présentent des aspects

macroscopiques particuliers (Figure 9).
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Figure 9: -
variantes. Adapté de Luchini et al., 2016.

(A) PDAC conventionnel de la téte du pancréas représenté par une masse ferme,
dure, sclérosée et mal définie qui envahit le canal biliaire commun et le canal de
Wirsung avec une sténose. L'immunohistochimie révéle une croissance cellulaire
désordonnée ainsi qu’une réaction stromale desmoplastique classique. (B) La
variante adénosquameuse est généralement une masse ferme et multinodulaire
de couleur blanc-gris, souvent plus grande que le PDAC conventionnel.
L'immunohistochimie révele une différenciation canalaire et squameuse des
cellules. (C) Le carcinome colloidal se distingue par de grandes réserves de
mucines. L’'immunohistochimie révéle la présence de grandes flaques de mucines
stromales extracellulaires. (D) Le carcinome indifférencié a cellules géantes de
type ostéoclaste a trés souvent plusieurs foyers d'hémorragie et de nécrose, et
peut montrer un aspect kystique. Il est composé de 2 types cellulaires : des
cellules fusiformes et pléomorphes, les véritables cellules néoplasiques, et des
cellules géantes de type ostéoclaste, qui peuvent avoir plus de 20 noyaux
chacune, mais sans comportement malin.

Tableau 2 : Variantes du PDAC. Adapté de Luchini et al., 2016.
Variantes PDAC Caractéristiques Pronostic

Le carcinome adénosquameux |Masse ferme et multinodulaire Défavorable

Meilleur que les

Le carcinome colloidal Grandes masses mucineuses
PDACs

Plus grand que le PDAC conventionnel
Caractéristiques macroscopiques tres similaires Trés mauvais
au PDAC

Le carcinome indifférencié ou
anaplasique

Carcinome indifférencié
a cellules géantes de type
ostéoclastes

Présente trés souvent plusieurs foyers

n , , Trés mauvais
d'hémorragie et de nécrose

Le carcinome a cellules en Treés similaires au PDAC conventionnel R .
Trés mauvais

bague a chaton Masses blanc-jaunéatre, multilobées
. . . Tres similaires au PDAC conventionnel Meilleur que les
Le carcinome médullaire o o
Masses blanc-jaunatre, multilobées PDACs
Les carcinomes mixtes Grandes masses avec des foyers nécrotiques
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A. Classification histopathologique du PDAC

La plupart des PDACs sont composés de structures glandulaires et canalaires
(1) bien, (2) modérément ou (3) faiblement différenciées, infiltrant le parenchyme
pancréatique. lls sont caractérisés par un schéma de croissance désordonné et sont
associés a une réaction stromale desmoplastique (Figure 10). Ces tumeurs
produisent des mucines possédant des groupements sulfate et acide sialique. Basé
sur I'évaluation combinée des caractéristiques histologiques et cytologiques et de

I'activité mitotique, les PDACs sont subdivisés en 3 grades (Tableau 3).

Grade 1 Grade 2 Grade 3
Bien différencié Modérément différencié Peu différencié

2

: Grades histologiques du PDAC.
Immunohistochimies représentatives des grades du PDAC (A) Bien différencié.
(B) Modéréement différencié. (C) Peu différencié (il n'y a qu'une seule glande,

trés atypique indiquée par la fleche noire). Ces images sont issues de Luchini et

al., 2016.

|gur 10

Tableau 3 : Les caractéristiques des grades histologiques du PDAC. Adapté de Luchini
et al., 2016.

Différenciation glandulaire/ . . . L.
Grade tumoral Production de mucines Atypies nucléaires

canalaire

Glandes canalaires bien

1 différenciées Intensive et diffuse |Atypieslégeres

Glandes canalaires et glandes
2 tubulaires modérément Irréguliére et focale |Pléomorphisme modéré
différenciées

Glandes peu différenciées, nids Pléomorphisme marqué et
solides, cellules uniques . augmentation de la taille des

3 infiltration, structures Abortive noyaux, énormes nucléoles
pléomorphes proéminents.

Abréviation : HPF, high-power field.
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B. Classification moléculaire du PDAC

Durant la derniére décennie, grace a 'avénement du séquencgage a haut débit,
plusieurs études ont mis en évidence I'hétérogénéité et la complexité des altérations
géniques du PDAC. Ces travaux ont permis d’identifier des signatures moléculaires
permettant une classification des tumeurs pancréatiques dans le but d’optimiser la
prise en charge des patients. Cependant, la grande majorité des sous-types
moléculaires de PDAC décrits semble étre biaisée par la présence (1) d’un stroma
abondant (2) de cellules pancréatiques endocrines et exocrines normales et (3)
d’'une proportion minoritaire de cellules pancréatiques cancéreuses. Cette
composition complexe de la masse tumorale rend particulierement difficile la collecte

d’informations moléculaires spécifiques aux tumeurs.

En 2015, Moffitt et collaborateurs (Moffitt et al., 2015) sont les premiers a avoir
surmonté ce probléme en réalisant une étude transcriptomique basée sur une
microdissection virtuelle des données. Grace a cette approche, ils ont pu distinguer
les altérations moléculaires spécifiques des cellules tumorales de celles spécifiques
du stroma et classifier les tumeurs en deux sous-types (1) le sous-type classique
caractérisé par une expression de genes épithéliaux et est associé a un bon
pronostic (2) le sous-type basal similaire a celui décrit dans les cancers du sein et de
la vessie et est associé a un mauvais pronostic du PDAC. lIs représentent les deux
sous-types moléculaires prédominants du PDAC, validés par de nombreuses études
d’analyses transcriptomiques a grande échelle (Collisson et al., 2011, Bailey et al.,
2016, Puleo et al., 2018, Chan-Seng-Yue et al., 2020) (Tableau 4). Ces deux sous-

types peuvent coexister au sein de la méme tumeur.

En revanche, I'existence des sous-types exocrine-like/aberrantly differentiated
endocrine exocrine (ADEX) et immunogénique, qui ont été proposés par Collisson,
Bailey et leurs collaborateurs, a été controversée. En effet, le projet Cancer Genome
Atlas (TCGA) (Cancer Genome Atlas Research Network, 2017) a révélé que le sous-
type ADEX et le sous-type immunogénique étaient associés a une faible cellularité,

représentant probablement des cellules non transformées.
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Plus tard, Puleo et collaborateurs ont confirmé que le sous-type ADEX
résultait de la contamination de leurs composants exocrine et endocrine

pancréatiques par des cellules acineuses pancréatiques normales adjacentes.
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Tableau 4: Classification moléculaire du PDAC. Adapté de Espiau-Romera et al., 2020.

Etude Méthode d'étude Cohorte d'étude Classification Caractéristiques Prognostic
1'.’Ensen-1bles dg §onnées de microarray : Expression de génes épithéliaux
d t'acharjtlllons. cliniques Classique tels que GATA6 Bon
Microdissection (n = 27)
GSE15471 (n = 36)
Collisson et |Analyse GSE11838 (n =107) ) Expression de génes .
al., 2011  |transcriptomique GSE16515 (n = 52) R s chymateux Mauvais
E-MEXP-950 (n = 50)
2. Validation :
Lignées cellulaires de souris (n = 15) Exocrine Expression des génes acinaires
Lignées cellulaires humaines (n = 19)
Similaire au sous-type classique
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11.1.3. Métastases

Une des caractéristiques majeures du PDAC est sa capacité de discrimination
accrue qui est responsable du déceés d’environ 80 % de patients atteints de PDAC.
Tot ou tard, au cours du développement du cancer du pancréas, la masse tumorale
primaire génére des cellules pionniéres qui envahissent les tissus adjacents et
circulent vers des organes distants ou elles peuvent former des colonies
secondaires. Certaines études suggérent que les métastases pouvaient survenir
avant méme la formation d’'une masse tumorale primaire (Grinwald et al., 2016)
(Figure 11).

Conceptuellement, le processus métastatique se déroule selon trois phases
principales : 1) lintravasation des cellules tumorales dans la circulation sanguine,
2) la dissémination et la survie des cellules tumorales circulantes dans la circulation
sanguine, et 3) I'extravasation et la colonisation des cellules disséminées dans un
des sites distants préférentiels (Figure 11). Le foie représente le foyer le plus
fréequent des métastases de PDAC, (plus de 60 % des patients), suivi par les
poumons et le péritoine (environ 30 %) et enfin les os et les glandes surrénales
(environ 10 %). (Sahin et al., 2018, Ayres Pereira and Chio, 2019).

Comme lors du processus de cancérogenese, le mécanisme métastatique
s’enclenche suite a une accumulation séquentielle d'altérations génétiques et
épigénétiques (Stratton, 2011). De nombreuses études d’analyse génomique et
transcriptomique ont entrepris lidentification d’'une signature de génes pro-
métastatiques ainsi que d’un modéle de mutations favorisant les métastases sans
avoir eu des résultats probants (Campbell et al., 2010). Néanmoins, il est suggéré
que les lésions métastatiques évoluent a partir des cellules tumorales primaires suite

a l'acquisition de mutations génétiques distinctes (Yachida et al., 2010).

Plusieurs facteurs contribuent a la formation de métastases. Le
microenvironnement de la tumeur pancréatique est indispensable a la progression du
cancer du pancréas. Briévement, la communication réciproque entre les cellules
cancéreuses et les cellules stromales induit une dégradation de la matrice
extracellulaire et une perte des capacités d'adhésion des cellules tumorales,

favorisant ainsi l'initiation du mécanisme métastatique (Fink et al., 2016). Les
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tumeurs primaires préparent leur implantation dans les foyers secondaires via la
sécrétion de facteurs solubles et d’exosomes contenant un cargo modulateur du
microenvironnement local de I'organe cible, créant ainsi une niche pré-métastatique
propice a la colonisation par les tumeurs pancréatiques (Ray, 2015, Giovannetti et
al., 2017).

Il a été estimé que le processus de cancérogenése dure environ dix ans
jusqu'a l'établissement d'une tumeur primaire non métastatique et cinq ans pour la
formation de métastases. A partir de ce moment, I'espérance de vie des patients est

réduite a environ deux ans (Yachida et al., 2010).
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Figure 11 : Processus de métastase du cancer pancréatique.
(1) Les cellules épithéliales normales du canal pancréatique acquiérent un

phénotype agressif suite a I'acquisition séquentielle de mutations qui les
transforment d'abord en PanIN et ensuite en PDAC. (2) Les cellules
transformées sont capables de se détacher et de coloniser le péritoine en
formant une ascite ou un épanchement pleural. (3) Les cellules cancéreuses
pancréatiques ont une motilité accrue due au phénomeéne de transition
épithélio-mésenchymateuse (TEM) qui leur permet d'envahir les vaisseaux
sanguins ou lymphatiques. (4) Les cellules cancéreuses circulantes (CTCs)
sont abondantes, mais seules quelques-unes survivent a cette pression. (5)
Plusieurs CTCs ont un tropisme pour la niche pré-métastatique (PMN) et sont
capables d'extravaser vers un organe secondaire ou elles peuvent rester
dormantes (6) pendant plusieurs années et finalement rechuter et former des
métastases manifestes (7). D’aprés Miquel et al., 2021.
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. 1.2, Epidémiologie du cancer du pancréas

Bien qu’il ne soit pas un des cancers les plus fréquents au monde (12éme rang
d’incidence dans le monde et 7°™ en France), I'adénocarcinome pancréatique
représente actuellement la 3°™ cause de mortalité par cancer dans les pays
occidentaux aprés le cancer du poumon et le cancer colorectal. Son incidence est en
continuelle hausse et est quasi-identique a son taux de mortalité. En 2018, 495 773
nouveaux cas par an, tous sexes confondus, ont été enregistrés dans le monde dont
14 461 en France contre 466 003 décés dont 13 793 en France (GLOBOCAN 2020
Figure 12).

Le PDAC est Iégérement plus fréquent chez les hommes (262 865 cas dans le
monde) que chez les femmes (232 908 cas dans le monde) avec un sexe ratio
autour de 1,5. Les personnes essentiellement atteintes ont généralement plus de 65
ans et trés rarement moins de 55 ans. En raison de son agressivité accrue et de sa
forte chimiorésistance, le pronostic est extrémement sombre avec un taux de survie
a 5 ans trés faible (<10%) et une médiane de survie de moins de 6 mois. Le PDAC
est de ce fait prédit comme la 1°®
(Rahib et al., 2014).

cause de mortalité par cancer digestif en 2030

I1.3. Facteurs de risque

1.3.1. Facteurs de risques irréversibles d’ordre génétique

Le cancer pancréatique héréditaire désigne les tumeurs associées a des
mutations germinales pathogénes connues. En effet, les patients atteints de certains
syndromes héréditaires rares sont prédisposés au développement des PDACs et
représentent 3 % de tous les cancers pancréatiques. On retrouve, classé par % de
risque de développer le PDAC au cours de sa vie le plus élevé au plus faible ; la
pancréatite héréditaire (mutations PRSS1 et SPINK1, 25-40 %), le syndrome de
Peutz-Jeghers (mutation STK711, 11-32 %), le syndrome du mélanome multiple
familial (mutation CDKN2A/p16INK4A, 17 %), syndrome de Lynch (MLH1, 8.6 %),
syndrome héréditaire du cancer du sein et de l'ovaire (mutations BRCA1, BRCA2, 3-
8 %) et enfin la polypose adénomateuse familiale avec un risque de 1.7 % (Abe et
al., 2021).
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Figure 12 : Incidence et mortalité du PDAC.

Incidence et mortalité dans le monde (haut) et en France (bas), tous ages et tous
sexes confondus. Adapté de Globocan 2020 (https://gco.iarc.fr/)
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Le cancer du pancréas familial exclut les individus présentant un des
syndromes héréditaires suscités. Actuellement, aucune mutation génétique associée
a son développement n’a pu étre déterminée. Toutefois, ce risque est défini en
fonction du nombre de membres atteints de la famille. Les risques relatifs et a vie
chez les individus ayant deux parents atteints, sont respectivement de 6,4 % et de
plus de 20 %. Par ailleurs, ils atteignent respectivement 32 % et 40 % chez les

individus ayant trois membres de la famille atteints de PDAC (Llach et al., 2020).

La composante génétique est responsable de I'apparition d’environ 10 % des
cancers du pancréas. Ce scénario suggére I'existence de facteurs supplémentaires
génétiques méconnus, épigénétiques ou environnementaux pouvant contribuer au

développement des PDACs.

1.3.1. Facteurs de risques réversibles d’ordre environnemental

Le tabagisme est le principal facteur de risque environnemental, tous cancers
confondus. En effet, la consommation de tabac multiplie par deux le risque de
développer un cancer du pancréas et peut accélérer son apparition. De plus l'usage
du tabac peut augmenter d’'un facteur 3 le risque de développement d’'un cancer du
pancréas familial chez les patients (19,2 % contre 6,25 % chez les non-fumeurs) et
réduire I'age d'apparition des PDACs d'environ 10 ans. Le méme effet a été observé
chez les patients atteints de pancréatite héréditaire (Pandol et al., 2012 Llach et al,,
2020).

D’autres facteurs de risques ont également été décrits dont notamment, la
consommation chronique d’alcool ou de viande rouge, I'exposition a certaines
substances chimiques (hydrocarbures aromatiques polycycliques, insecticides...) qui

pourraient étre responsables de 5 % des cancers pancréatiques.

Certaines pathologies pancréatiques, et notamment le diabéte, I'obésité et les
pancréatites représentent également des facteurs de risques du développement du

PDAC, comme décrit dans le chapitre précédent.
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I.4. Diagnostic

Actuellement, une des grandes limites thérapeutiques du PDAC est
limpossibilité de le détecter a des stades potentiellement curables. En effet, au
moment du diagnostic plus de 80 % des patients ont d’emblée atteint les stades
métastatiques les plus agressifs de la maladie (Vincent et al., 2011). Plusieurs
facteurs sont a l'origine de ce diagnostic tardif : (1) Durant les étapes précoces de la
cancérogenese pancréatique les patients présentent un état clinique
asymptomatique. De plus, les premiers symptdomes sont non seulement aspécifiques
mais aussi souvent masqués par une altération de I'état général des patients. (2) Les
technologies d’examens actuellement utilisées ne sont pas assez sensibles pour
détecter les lésions pancréatiques précoces qui sont souvent inaccessibles. (3) Le
manque de biomarqueurs validés du PDAC précoce. En effet, aucun des
biomarqueurs disponibles ne possédent une spécificité et une précision suffisante
pour étre mis en ceuvre pour le dépistage, méme chez les patients a haut risque
(Chari et al., 2015).

Lorsque la consultation médicale conduit a une suspicion d’atteinte de PDAC
plusieurs examens morphologiques et biologiques sont prescrits aux patients afin

d’établir le diagnostic.

1.4.1. Examens morphologiques

Afin de balayer tous les champs de possibilités de détection de tumeurs

localisées ou métastatiques, trois examens d’'imageries sont effectués.

Le scanner abdomino-pelvien (tomodensitométrie) est recommandé en
premiere intention. En plus de sa précision diagnostique (90 %), il permet d’évaluer
le degré de contact entre les masses tumorales et les vaisseaux sanguins locaux et
de déterminer le stade de la maladie. Ces informations sont importantes pour définir
le traitement optimal. Bien que l'imagerie par résonance magnétique (IRM) présente
une sensibilité et une spécificité similaire a celle du scanner, elle est utile pour
l'identification de petites tumeurs mal caractérisées par la tomodensitométrie et
déterminer la nature métastatique de lésions hépatiques initialement indéterminées.

Enfin, 'écho-endoscopie permet d’apporter des informations sur I'extension tumorale
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au niveau vasculaire locorégional, et de réaliser une biopsie nécessaire pour établir

un diagnostic cytologique ou histologique et moléculaire (Aslanian et al., 2020).

1.4.2. Examens biologiques

Au fil des derniéres années, plusieurs études ont entrepris l'identification de
potentiels biomarqueurs de diagnostic du PDAC. L'un des mieux caractérisés est
I'antigéne glucidique 19-9 (CA 19-9). Malgré une sensibilité et une spécificité élevées
(83 % et 75 %, respectivement) (Ahmed Ali et al., 2016) observées chez des patients
atteints de PDAC symptomatiques, le CA-19-9 présente une tres faible valeur
prédictive (Huang and Liu, 2014). Ce marqueur est donc inadapté comme outil de
dépistage du PDAC puisque son expression est également associée a d’autres
maladies telles que la pancréatite aigué ou le cancer colorectal et au contraire
indétectable chez 5 a 10 % des patients atteints de PDAC.

De nombreux autres marqueurs sont décrits dans la littérature sans pour
autant étre utilisés en pratique clinique. Les plus étudiés sont les ADNs tumoraux
circulants, les cellules tumorales circulantes, les microARNs et les vésicules

extracellulaires telles que les exosomes.
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I1.5. Traitements

Le schéma thérapeutique et ou chirurgical differe en fonction de la localisation
de la masse tumorale et de son contact avec les structures vasculaires veineuses ou
artérielles adjacentes ainsi qu’avec le canal biliaire. D’aprés la classification du
National Comprehensive Cancer Network les tumeurs sont définies comme ;
résécables, a la limite de la résécabilité (borderline), localement avancées et
métastatiques inopérables (Figure 13) (Vauthey and Dixon, 2009). La prise en
charge des patients atteints de PDAC est donc trés complexe et variée. Elle est
basée sur deux modalités de traitement, la chirurgie et la chimiothérapie
(néoadjuvante, adjuvante ou palliative). Actuellement, plusieurs molécules

chimiothérapeutiques sont utilisées en cliniques.

Tumeur pancréatique résécable Tumeur pancréatique borderline Tumeur pancréatique localement avancée

LY \ ;‘ "v - .
S

Pancréas

Figure 13 : Spectre du cancer du pancréas localisé.
La tumeur résécable ne présente aucun contact artériel ou veineux. La tumeur
borderline présente un contact artériel et veineux <180°, sans envahissement
des vaisseaux. La tumeur localement avancée présente un contact artériel >
180° avec envahissement aortique et veineux sans possibilité de reconstruction.
Adapté de Park et al., 2021.
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1.5.1. Molécules chimiothérapeutiques
Gemcitabine

La gemcitabine, également connue sous le nom de dFdC : 2'2'-difluoro-2'-
désoxycytidine (dFdC), est un antimétabolite, analogue nucléosidique de Ila
désoxycytidine. Cette molécule cytotoxique s’introduit au sein des cellules tumorales
via les transporteurs nucléosidiques spécifiques dont notamment le récepteur hCNT1
(human Concentrative Nucleoside Transporter 1) ou encore le récepteur hENT1
(human Equilibrative Nucleoside Transporter 1). Une fois dans le cytoplasme
cellulaire, la gemcitabine est phosphorylée par des nucléosides kinases en
nucléosides di-(dFdCDP) et triphosphate (dFdCTP). Le dFdCDP inhibe la
ribonucléase réductase bloquant ainsi la synthese des désoxyribonucléotides et la
synthése d’ADN par la méme occasion. Quant au dFdCTP, il est incorporé dans

I’ADN et empéche son élongation (Figure 14).

@ Gemcitabine (dFdC)
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Figure 14 : Métabolisme et mode d’action de la gemcitabine.
Abréviations : CDA : cytidine désaminase, dCK : désoxycytidine kinase, DCTD :
désoxycytidylate désaminase, dFdC : 2',2'-difluorodésoxycytidine, dFdU : 2',2'-
difluorodésoxyuridine, hENTs et hCNTs : transporteurs de nucléosides
humains, NDPK : nucléoside diphosphate kinase, NMPK : nucléoside
monophosphate kinase, RR(M1/M2), ribonucléotide réductase,
5-NT : 5'-nucléotidase. D’apres Amrutkar and Gladhaug, 2017.
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Nab-paclitaxel

Le nab-paclitaxel est constitué de nanosphéres d’albumine contenant I'agent
antimicrotubulaire paclitaxel. La capsule d’albumine facilite le transport de I'agent
anticancéreux hydrophobe a travers les cellules endothéliales, favorisant son
absorption par les cellules tumorales. De plus, l'albumine assure un ciblage
spécifique de la tumeur grace a la liaison spécifique a la protéine SPARC (Secreted
Protein Acidic and Rich in Cystein) surexprimée dans les PDACs. Une fois introduit
dans les cellules, le paxlitaxel stimule l'assemblage des diméres de tubuline en
microtubules et stabilise les microtubules en empéchant leur dépolymérisation. Cette
stabilité inhibe la réorganisation dynamique normale du réseau de microtubules au

cours du cycle cellulaire inhibant ainsi la mitose et la croissance cellulaire.

FOLFIRINOX

Le protocole FOLFIRINOX est une poly-chimiothérapie associant quatre

molécules :

Le 5-fluorouracile (5-FU) appartient a la classe des anti-métabolites de type
analogue de pyrimidines. Son principal mécanisme d’action se base sur le blocage la
méthylation de l'uracile en thymine via linhibition de I'enzyme responsable la
thymidylate synthase aboutissant a une inhibition de la synthése de 'ADN. Il peut

aussi s’'incorporer a ’ARN et perturber le mécanisme de transcription.

La leucovorine ou acide folinique utilisé comme traitement adjuvant. Il permet
de potentialiser les effets thérapeutiques du 5-FU en bloquant l'action de la

thymidylate synthase.

L’oxaliplatine, une drogue dérivée de platine, ayant une action alkylante
aboutissant a la formation de liaisons covalentes entre deux molécules de guanine
ou d’arginine adjacentes. Cette action conduit a I'inhibition de la transcription et de la
synthése d’ADN.

L’irinotecan est une prodrogue métabolisée au niveau hépatique en agent actif
le SN38, qui est un inhibiteur de la topoisomérase de type | impliquée dans les

mécanismes de synthése et de réparation de '’ADN.
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1.5.2. Schémas de prises en charge thérapeutique

11.5.2.1. Tumeurs résécables

La chirurgie reste le seul traitement potentiellement curatif du PDAC.
Cependant, peu de patients peuvent en bénéficier (10 % environ). Elle n’est
pratiguée d’emblée que chez des patients présentant des tumeurs localisées ayant
peu ou pas de contact avec la vasculature adjacente et assurant une résection
compléte. En général, les tumeurs situées au niveau de la téte du pancréas
nécessitent une duodénopancréatectomie, tandis que les tumeurs situées dans le col
du pancréas, le corps et la queue nécessitent une splénopancréatectomie gauche
(Figure 15). Pour pallier aux comorbidités associées, il est conseillé d’effectuer ces
d’opérations dans des grands centres hospitaliers et offrant une prise en charge par

des chirurgiens trés expérimentés en chirurgie du PDAC (El Amrani et al., 2018).

»> La duodénopancréatectomie céphalique
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> La splénopancréatectomie gauche

Figure 15 : Résection chirurgicale du pancréas.
La duodénopancréatectomie céphalique consiste en I'ablation de la téte du
pancréas, du cadre duodénal et de la voie biliaire principale intra-pancréatique.
La pancréatectomie gauche consiste en l'ablation du pancréas corporéo-caudal,
le parenchyme étant sectionné et suturé au niveau de I'isthme.

Durant ces 20 derniéres années, plusieurs études cliniques ont mis en
évidence l'implication de la chimiothérapie adjuvante dans I'amélioration des chances
de survie des patients atteints de PDAC résécable. Récemment, I'étude PRODIGE-
24 a démontré une meilleure survie globale des patients traités en adjuvant par le
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FOLFIRINOX modifié (54,4 mois) comparé aux patients traités par la gemcitabine (35
mois) (Conroy et al., 2018). Sur la base de ces résultats, le FOLFIRINOX modifié est
aujourd’hui recommandé comme traitement adjuvant standard chez les personnes
présentant un excellent état fonctionnel apreés une résection chirurgicale du PDAC. A
l'inverse, les patients pour lesquels le traitement par FOLFIRINOX modifié n'est pas
adapté peuvent étre proposés pour un traitement par gemcitabine/capécitabine ou

gemcitabine seule (Neoptolemos et al., 2010, Neoptolemos et al., 2017).

Depuis peu, d’autres études cliniques explorent l'efficacité des traitements
chimiothérapeutiques néoadjuvants, visant a augmenter le nombre de patients
éligibles a la chirurgie et a occulter la propagation métastatique du PDAC. Les

résultats sont en cours d’évaluation.

11.5.2.2. Tumeurs « borderline » et localement avancées

A ce stade de la maladie, les tumeurs sont d’emblée inopérables. Seul 20 %
des patients répondent suffisamment aux thérapies néoadjuvantes et deviennent
éligible a la chirurgie. La majorité des patients atteints de PDAC localement avancé
sont généralement soumis a des régimes de chimiothérapie, tels que le
FOLFIRINOX modifié ou le nab-paclitaxel ou encore la gemcitabine (Sultana et al.,
2007 (Mukherijee et al., 2013).

11.5.2.3. Tumeurs métastatiques

Le PDAC métastatique est la forme la plus agressive et la plus fréquemment
diagnostiquée du cancer du pancréas (80 % des patients). Cette propagation de la
tumeur dans des sites secondaires tels que le foie (site préférentiel 90 %) limite
drastiquement les chances de survie des patients et réduit les traitements proposés a
un schéma uniquement palliatif. Les pratiques cliniques et le choix d'une
chimiothérapie seule ou combinée en premiere ou en deuxiéme intention différent en
fonction de I'état général du patient et des réglementations nationales du pays
procurant les soins. Les chimiothérapies les plus communément utilisées comme
premieres lignes de traitement sont la gemcitabine et la poly-chimiothérapie
FOLFIRINOX permettant de décaler la médiane de survie a 6,8 et 11,1 mois
respectivement (Conroy et al., 2011) ou encore le nab-paclitaxel. Des associations

de chimiothérapies sont aussi prescrites et notamment la combinaison gemcitabine
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plus nab-paclitaxel offrant environ 2 mois de survie médiane comparé a la
gemcitabine seule (8,5 versus 6,7 mois respectivement) (Von Hoff et al.,, 2013). Le
choix de ces chimiothérapies est indépendant de toutes altérations génétiques du
PDAC.

En revanche, dans l'essai clinique POLO (Pancreas Olaparib Ongoing) la
variation germinale de BRCA1/2 a été validée comme biomarqueur génétique du
PDAC et a orienté le choix du traitement proposé. En effet, il a été montré que
'administration de I'Olaparib, un inhibiteur de la poly (ADP-ribose) polymérase, a des
patients atteints de PDAC métastatique préalablement traités par un dérivé de platine
et présentant une variation germinale de BRCA1/2 offre un avantage significatif de
survie sans progression par rapport au placebo (7,4 contre 3,8 mois) (Golan et al.,
2019).

En cas d’échec de la premiére ligne thérapeutique proposée, I'utilisation d'un
traitement de seconde ligne pourrait étre bénéfique a certains patients sélectionnés
qui conservent un bon état général. Pour ces patients, I'association de l'irinotecan
liposomal (nal-IRl) plus 5-FU est actuellement approuvée par les directives
américaines et européennes (Ueno et al., 2020). Bien que les données sur le
FOLFIRINOX en deuxieme ligne soient limitées, il pourrait étre une option, de méme
que la gemcitabine plus nab-paclitaxel aprés un traitement de premiére ligne a base
de platine (Lellouche et al., 2021).

1.5.2.4. Perspectives pour les chimiothérapies des PDACs

Enfin, de nouvelles stratégies de prise en charge des patients atteints de
PDAC métastatiques associés a des altérations géniques sont en cours d'essai. Ces
essais cliniques se basent sur l'utilisation de thérapies ciblées ou des combinaisons
d’inhibiteurs de check-point immunitaires utilisés pour d’autres cancers présentant

les mémes altérations (Park et al., 2021).
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11.5.3. Résistance aux chimiothérapies

Bien que les patients atteints de PDACs soient traités par plusieurs molécules
thérapeutiques, le développement de mécanismes de chimiorésistance limite
fortement leur efficacité. Il est indéniable que les cellules cancéreuses pancréatiques
sont 'une des plus résistantes aux traitements. Actuellement, les mécanismes sous-
jacents au développement de cette résistance restent flous. De ce fait, diverses
pistes sont étudiées, incluant des anomalies épigénétiques et génétiques, le
meétabolisme des drogues, les médiateurs extracellulaires, le processus de transition

épithélio-mésenchymateuse...

Depuis plusieurs années, notre équipe de recherche, s’est focalisée sur
I'investigation des rbéles des mucines dans la cancérogenese pancréatique et a leur

implication dans la chimiorésistance des PDACs.
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lll. Les mucines

Historiquement, le terme mucine désignait les composants fonctionnels
majeurs du mucus (Gottschalk, 1960). Le mucus, est un fluide biologique recouvrant
le pOle apical de I'ensemble des surfaces épithéliales des voies respiratoires, gastro-
intestinales et reproductives des mammiféres et représente une des premiéres
barriéeres de défense immunitaire contre les agents pathogénes. Au fil du temps,
avec I'avenement des technologies et des outils de biologie moléculaire, plusieurs
études ont entrepris l'identification des génes de mucines et la caractérisation de
leurs structures et de leurs fonctions physiopathologiques. Aujourd’hui, cette grande
famille d’O-glycoprotéines de masse moléculaire élevée regroupe 21 mucines

présentant des similitudes et des différences structurelles et fonctionnelles.

I11.1. Structure des mucines

Bien que toutes les mucines soient codées par des génes différents, leurs
structures protéiques primaires présentent certaines caractéristiques similaires. En
effet, chaque mucine est composée d’une longue chaine peptidique appelée
apomucine sur laquelle sont greffées plusieurs milliers de chaines

oligosaccharidiques. (Desseyn et al., 2008, Jonckheere and Van Seuningen, 2008).

1) Apomucine

A la différence des autres O-glycoprotéines, le squelette peptidique d’une
mucine se caractérise par une composition unique. On y distingue un grand nombre
de séquences répétées en tandem appelées Variable Number of Tandem Repeat
(VNTR). La singularité structurelle et la masse moléculaire de chaque mucine sont
déterminées en grande partie par la séquence et la taille du VNTR qui peuvent varier
respectivement de 5 a 375 résidus d’acides aminés et de 5 a 395 répétitions. De
plus, ces séquences sont riches en résidus de proline, sérine et/ou thréonine (PTS),

servant d’ancrage aux chaines oligosaccharidiques.
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2) Chaines oligosaccharidiques

L’apomucine est recouverte par de multiples chaines de glycanes qui
représentent 50 a 90 % du poids total de la glycoprotéine. Parmi les chaines
glycaniques les plus importantes on distingue :

(1) Les chaines O-glycaniques, prédominantes et fixées aux résidus de sérine et/ou
de thréonine du domaine VNTR. La O-glycosylation des mucines se caractérise par
une grande diversité. En effet, ces chaines sont composées d’un éventail de motif
glycaniques ayant des territoires d’expression tissu-spécifique.

(2) Les chaines N-glycaniques sont beaucoup moins abondantes et réparties au
niveau des résidus d’asparagine dans la séquence Asn-X-Ser/Th des extrémités N-
terminales (Nter) et C-terminales (Cter). Elles jouent un réle dans la maturation, la

sécrétion et la conformation des mucines (Groux-Degroote et al., 2021).

l1l.2. Familles des mucines

En fonction de leur structure et de leur localisation subcellulaire, ces protéines
ont été réparties en deux sous-familles (1) les mucines sécrétées, dépourvues de
domaine transmembranaire et sécrétées dans la lumiére des épithéliums et (2) les
mucines transmembranaires, ancrées a la membrane, possédant de courts
domaines cytoplasmiques en extrémité Cter et un vaste domaine extracellulaire en

extrémité Nter.

I11.2.1. Les mucines sécrétées

Synthétisées spécifiquement par les cellules caliciformes mucipare.
Initialement découvertes dans le mucus, les mucines sécrétées s’organisent en
réseaux filamenteux formant un gel viscoélastique présent principalement a la
surface des muqueuses. D’un point de vue structure, de part et d’autre de leur
VNTR, les monoméres de mucines sécrétées possedent des domaines cystine knot
(CK) et von Willebrand (VWF) riches en résidus cystéine leurs permettant de se
dimeriser en Nter et de s’oligomériser en Cter par la formation de ponts disulfures
(Figure 16). Contrairement aux mucines MUC2, MUC5AC, MUC5B et MUCEG, il
existe d’autres mucines sécrétées dépourvues des domaines de dimérisation et

d’oligomérisation et qui ne sont pas des composants du mucus. C’est le cas des
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mucines 7 et 9 qui sont secrétées exclusivement dans [I'épithélium salivaires,

bronchiques et la trompe de Fallope (Porchet and Aubert, 2004, Lagow et al., 1999).

1.2.2. Les mucines transmembranaires

Les mucines transmembranaires (MUCtm) sont des glycoprotéines
monomériques typiques formant la sous-famille majoritaire de mucines. On vy
retrouve principalement les mucines MUC1, MUC4, MUC13, MUC16, MUC17 et
MUC20. Au contraire des mucines sécrétées, les MUCtm sont exprimées au podle
apical de l'ensemble des cellules épithéliales et forment aussi une barriere
protectrice contre les pathogenes. La structure des MUCtm se caractérise par la
présence d'un domaine VNTR extracellulaire O-glycosylé, d'un domaine

transmembranaire et d'une queue cytoplasmique.
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Figure 16: Schéma représentatif des structures de mucines secrétées et

membranaires et leurs différents domaines.
Abréviations : VWD : domaine D de von Willebrand, C8 : domaine riche en cystéine

TIL : domaine riche en cystéine semblable a l'inhibiteur de trypsine, CysD : domaine
riche en résidus de cystéine, VWC : domaine C de von Willebrand, PTS : domaines
Pro/Thr/Ser, CK : domaines cystine knot, NIDO : Nidogen, AMOP : Associated
domain in MUC4 and Other Proteins, SEA : sea-urchin sperm protein, enterokinase,
TM : domaine transmembranaire.

D’aprés Collado-Gonzalez et al., 2019.
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Les régions non glycosylées des mucines abritent de nombreux domaines
fonctionnels. En effet, la majorité des MUCtm possédent en plus des domaines PTS
des domaines de type Epidermal Growth Factor (EGF) et de type sea-urchin sperm
protein, enterokinase (SEA). Les domaines O-glycosylés agissent comme des
capteurs du microenvironnement et sont impliquées dans les interactions cellule-
cellule et cellule-matrice extracellulaire. Le domaine SEA est impliqué a la fois dans
le clivage et dans l'association des sous-unités de mucines. Les domaines EGF
jouent le role de ligands et sont impliqués dans I'hétérodimérisation des mucines
avec des récepteurs membranaires tels que récepteurs de la famille des ErbB.
(Liberelle et al., 2019, Liberelle et al., 2020, Stoup et al., 2021). Enfin, il existe
d’autres domaines exclusifs a une seule mucine (MUC4) que nous détaillerons plus

loin dans ce chapitre.

Les queues cytoplasmiques decertaines MUCtm possédent des sites de
phosphorylation et des motifs d'interaction protéine-protéine. Elles peuvent jouer un
réle dans la signalisation cellulaire, en interagissant avec des kinases et avec
d'autres protéines associées au cytosquelette. Leur taille et leur composition en
acides aminés et leurs rbles varient considérablement, d'une mucine a une autre
(Figure 16).
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lll.3. Fonctions physiologiques des mucines

Le profil d'expression des mucines est spécifique aux tissus. Ces
glycoprotéines participent a des fonctions essentielles telles que la protection, la
lubrification des surfaces épithéliales, le maintien des caractéristiques épithéliales,
I'adhésion cellulaire, la différenciation et I'immunité. Les MUCtm fonctionnent comme
des récepteurs de surface cellulaire, qui en réponse a divers stimuli externes activent
des voies de signalisation permettant de réguler différents processus tel que la
croissance cellulaire, la différenciation, la prolifération et I'apoptose... Les mucines
membranaires et secrétées jouent un rdle important dans le maintien de

’homéostasie tissulaire.

l1l.4. Mucines et cancers

De nombreuses études décrivent une altération de I'expression des mucines
sécretées comme membranaires dans diverses pathologies épithéliales allant des
maladies inflammatoires de l'intestin aux cancers. En effet, une hyper-sécrétion de
certaines mucines est associée a la progression et a I'agressivité tumorale et ce a
différents niveaux. Les caractéristiques biochimiques des mucines leurs conférent la
possibilité (1) d’interagir avec les cellules et les facteurs solubles du
microenvironnement et traduire le stimulus en signalisation cellulaire pro-
oncogénique, (2) de constituer une barriere physique empéchant l'accés des
molécules thérapeutiques anti-cancéreuses et induisant un mécanisme de
chimiorésistance, et (3) d’interagir avec des molécules d’adhésion suite a I'altération
des motifs de glycosylation et favoriser de ce fait la migration et I'invasion cellulaires
et la formation de métastases (Rahn et al., 2005, Senapati et al, 2011). La
compréhension des mécanismes d’action des mucines et I'identification des
différents médiateurs impliqués constituent des éléments clés dans I'amélioration de

la prise en charge des patients.

Actuellement, les mucines représentent d’'une part, de potentiels marqueurs
de diagnostic ou de pronostic et d’autre part des cibles thérapeutiques intéressantes
(Kufe, 2009, Jonckheere et al., 2021).
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P16/CDKN2A, TP52, SMAD4
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Figure 17: Expressions des mucines dans les lésions précancéreuses du PDAC.
Néoplasie intraépithéliale pancréatique (PanIN), néoplasme mucineux papillaire
intra-canalaire (IPMN) et néoplasme kystique mucineux (MCN).

D’aprés Jonckheere et al., 2010.
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ll.5. Mucines et cancers du pancréas

Plusieurs études décrivent I'implication des mucines dans la cancérogenése
pancréatique. En effet, 'apparition et la progression des PanINs est accompagnée
par une expression altérée des mucines sécrétéees (MUC2, MUC5AC et MUCG6) et
des mucines membranaires (MUC1, MUC4, MUC13, MUC16, MUC17 et MUC20)
(Jonckheere et al., 2010) (Figue 17). Notre groupe de recherche s’intéresse
particulierement a MUC4, une mucine tansmembranaire non exprimée dans le
pancréas sain et dont la néoexpression dans les PDACs est associée a la
progression et a l'agressivité de la maladie. De plus, plusieurs études suggérent
I'utilisation de MUC4 comme marqueur pronostique. En effet, la survie des patients
atteints de PDAC présentant une faible expression de MUC4 est significativement
plus élevée que celle des patients présentant au contraire une forte expression de
MUC4 (Saitou et al., 2005). De maniére intéressante, une analyse des données
transcriptomiques (RNAseq) de la base de données publiqgue TCGA, a permis
d’observer que I'expression de MUC4 et de la combinaison MUC4/MUC16/MUC20
est une signature associée a un mauvais pronostic du PDAC (Jonckheere et al.,
2020).

Dans la suite du manuscrit nous allons introduire des généralités sur la
mucine 4, sur ses fonctions physiopathologiques et détailler ses rdles dans les
PDACs.

I11.6. La mucine transmembranaire 4 « MUC4 »

SMC/rMuc4 est une protéine homologue de MUC4, qui a initialement été
identifiée et caractérisée en 1980, dans une lignée d’adénocarcinome mammaire de
rat (Sherblom and Carraway, 1980). Ce n’est que 11 ans plus tard, que fut découvert
le géne MUC4 humain au sein du laboratoire a partir d'une banque d’ADNc issue de
muqueuse trachéo-bronchique humaine (Porchet et al., 1991). Il est maintenant
clairement établi que I'expression de MUC4 est cellule- et tissu-spécifique. Chez
'adulte sain, elle est exprimée au pble apical des cellules épithéliales au niveau du
tractus respiratoire et digestif, des glandes lacrymales, salivaires et mammaires et
absente dans d’autres glandes telles que le pancréas (Corfield et al., 2001, Bafna et
al., 2010).
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111.6.1. Structure

MUC4 est une mucine transmembranaire hétérodimerique, dont 'apomucine
est de 930 kDa environ, ayant une partie extracellulaire volumineuse estimée a 2,12
um de long. Elle est composée de deux sous unités MUC4a au niveau Nter et

MUC4 au niveau Cter associées par une liaison non covalente.

La sous-unité de type mucinique MUC4aq, représente la partie extracellulaire
hyperglycosylée. Elle contient plusieurs domaines structurels et fonctionnels de
MUC4. D’abord, cités dans I'ordre de I'extrémité Nter a I'extrémité Cter, un domaine
de type VNTR, ensuite, trois domaines MUC4 spécifiques. (1) Le domaine AMORP,
Adhesion-associated domain present in MUC4 and Other Proteins, hypothétiquement
impliqué dans des mécanismes d’adhésion cellulaire et ou d’angiogenése. (2) Le
domaine NIDO, Nidogen Domain, impliqué dans l'interaction avec des éléments de la
matrice extracellulaire. (3) Les domaines VWF participent généralement a la
formation de liaisons disulfures. Cependant, les résidus de cystéine, conservés dans
les mucines sécrétées, ne sont pas présents dans MUC4, ce qui suggéere une perte

de fonction de ce domaine dans les mucines membranaires au cours de I'évolution.

La sous-unité transmembranaire MUC4[3, constituée de (1) trois domaines de
type EGF, nécessaires a l'interaction avec d’autres récepteurs membranaires, (2) un
domaine transmembranaire et enfin (3) une courte queue cytoplasmique de 22 aa
(Jonckheere et al., 2013) (Figure 18).

Ces deux sous-unités peuvent potentiellement étre dissociées via le site de
clivage de type GDPH (Glycine-Acide aspartique-Proline-Histidine) (Sheng, 1990)

présent au niveau de I'extrémité inferieure de MUC4a.
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Figure18: Représentation schématique de la structure de MUCA4.
Abréviations : EGF : Epidermal Growth Factor, AMOP : Associated domain
in MUC4 and Other Proteins, NIDO : Nidogen Domain ; vWF : von
Wilebrand Factor, GDPH : Glycine-Acide aspartique-Proline-Histidine.
D’aprées Jonckheere et al., 2012.
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111.6.2. Régulation de I'expression de MUC4 dans les PDACs

L’expression de MUC4 est fortement régulée dans les cellules pancréatiques
cancéreuses. De nombreux travaux au sein du laboratoire ont porté sur
I'identification des mécanismes de régulation transcriptionnelle et épigénétique de
MUC4.

111.6.2.1. Régulation épigénétique

Le géne MUCH4 fait 62,24 kb et est localisé en position 29 du bras court du
dans les cellules pancréatiques normales et cancéreuses (PANC-1 et MIA PaCa-2).
En effet, selon le modéle proposé par Vincent et Van Seuningen (Vincent et al.,
2008), la répression de I'expression de MUC4 est la conséquence de la méthylation
des ilots CpG associée a la désacétylation des histones de sa région promotrice.
Ces marques épigénétiques maintiennent cette portion de la chromatine dans un état
fermé inaccessible a la machinerie transcriptionnelle. Inversement, une forte
expression de MUC4 dans les cellules cancéreuses est en partie due a
hypométhylation de certains ilots CpG présents dans la région 5 du gene MUCA4.
Dans ce cas de figure la chromatine est dans une configuration dite ouverte et

accessible a transcription.

111.6.2.2. Régulation transcriptionnelle

Des études fonctionnelles de la région promotrice de MUC4 dans les cellules
cancéreuses du pancréas ont mis en évidence que la transcription de MUC4 est
contrblée par deux régions régulatrices, proximale (-219/-145) et distale (-2781/-
2572) (Perrais et al., 2001a). Ces régions contiennent de multiples sites potentiels de
fixation de facteurs activateurs ou inhibiteurs de transcription. Dans le cancer
pancréatique, deux types de régulation transcriptionnelle de MUC4 ont été décrits,
(1) une régulation activatrice résultante de l'activation de voies de signalisation en
aval par des facteurs tels que 'EGF, le Transforming Growth Factor B (TGF-B),
l'interféron-y et I'acide rétinoique (Andrianifahanana et al., 2005) (Andrianifahanana
et al., 2007), et (2) une régulation répressive notamment via la fixation du facteur
AP-2 (Fauquette et al., 2007).
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La régulation transcriptionnelle de MUC4 représente un processus complexe.
En effet, un stimulus peut activer I'expression de MUC4 via différentes signalisations.
Il est décrit qu'une coordination entre plusieurs facteurs de transcription est
nécessaire pour induire I'expression de cette mucine telle que mise en évidence au
laboratoire pour la régulation via le TGF-3. La fixation du TGF- sur son récepteur
conduit a l'activation de deux voies distinctes. (1) La voie canonique « voie des
SMAD » qui est fonctionnelle uniquement dans les cellules qui expriment le géne
SMAD4 non muté. Elle implique I'activation des facteurs de transcription SMAD2,
SMAD3 et SMAD4 qui forment un complexe et se fixent au niveau des éléments de
réponse SMAD4 situés le long du promoteur proximal et distal de MUC4. (2) La voie
non canonique « SMAD indépendante » impliguant notamment les voies de
signalisation de la mitogen-activated protein kinase (MAPK), de la phosphoinositide-3
kinase (PI3K) et de la protéine kinase A (PKA) (Jonckheere et al., 2004).

111.6.2.3. Régulation post-transcriptionnelle

En plus de la régulation directe via le promoteur ou 'ARNm de MUC4,
d’autres processus sont mis en place par les cellules cancéreuses pancréatiques
dans le but de bloquer des inhibiteurs de MUCA4. Cela concerne principalement les
mircoARNs (miARNSs). En effet, par opposition a la forte expression de MUC4 dans
les PDACs, certains miARNs potentiellement régulateurs de MUC4 sont a l'inverse
régulés a la baisse. Il a été montré qu’une surexpression ectopique des miR-150 et
miR-219-1-3p dans des cellules cancéreuses pancréatiques conduit a la répression
de I'expression protéique de MUC4 suite a une interaction directe entre ces miARNs
et le 3’-UTR de MUC4 (Srivastava et al., 2011, Lahdaoui et al., 2015).
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1L6.3. Fonctions de MUC4 au cours de la cancérogenése
pancréatique

Il est maintenant bien connu que MUC4 joue un réle important dans la
cancérogenese et I'agressivité des PDACs. Cette mucine a la capacité de moduler
des signalisations complexes de régulation des propriétés prolifératives, migratoires,
invasives, métastatiques et de chimiorésistance dans le cancer du pancréas
(Figure 19). Ces effets sont partiellement dus a sa capacité d’interagir avec des
partenaires membranaires ou extracellulaires via ses motifs fonctionnels. Ces
interactions sont rendues possibles suite a des modifications métaboliques et
architecturales des cellules cancéreuses épithéliales. En effet, au cours de la
cancérogenese (1) les cellules épithéliales cancéreuses sont dépolarisées ce qui
conduit a une délocalisation circonférentielle de MUC4 et a 'augmentation de son
accessibilité, (2) le processus de O-glycosylation est perturbé et conduit a 'apparition

de glycanes spécifiques aux cancers.

Cellule immunitaire
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Figure 19 : Réles de la mucine MUC4 dans le cancer.

La mucine MUC4 est impliquée dans les interactions cellule-cellule et cellule-
matrice extracellulaire. MUC4 interagit avec le récepteur ErbB2 et affecte ses
voies de signalisation altérant ainsi les propriétés biologiques des cellules. De par
son encombrement stérique, MUC4 empéche la reconnaissance des cellules
cancéreuses par le systeme immunitaire et par les anticorps. La mucine MUC4
jouerait également un role dans le processus de métastase par son interaction
avec [I'E-sélectine qui permet le roulement et l'extravasation de la cellule
cancéreuse. D’aprés Jonckheere and Van Seuningen, 2008.
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Ces dernieres années, plusieurs études se sont intéressées a l'identification
des partenaires de MUC4 ainsi qu’aux mécanismes activés en aval de ces

interactions. Dans ce manuscrit nous allons détailler les plus pertinents.

11l.6.4. Partenaires de MUC4
111.6.4.1. Récepteurs de la famille ErbB
A) Généralités

Les récepteurs ErbB sont une famille particuliere de récepteurs a tyrosine
kinase (RTKs), constituée de quatre membres EGFR/HER1/ErbB1, HER2/ErbB2,
HER3/ErbB3, et HER4/ErbB4 (Yarden and Sliwkowski, 2001). lls se composent d’ (1)
un domaine extracellulaire Nter, contenant des sites servant a la fixation du ou des
ligands et d’autres impliqués dans la dimérisation des récepteurs, (2) d'un domaine
transmembranaire et enfin (3) d'un domaine cytoplasmique contenant un domaine
tyrosine kinase suivi d'un domaine régulateur en Cter (Kovacs et al., 2015). En
réponse a une stimulation par un ligand, les récepteurs changent de conformation
pour dévoiler le site de dimérisation et permettre 'homo ou I'’hétérodimérisation des
récepteurs. (Heldin, 1995, Marmor et al., 2004, Citri and Yarden, 2006, Carraway and
Cantley, 1994). Une fois activés, les récepteurs ErbB se lient a de nombreuses
protéines adaptatrices et stimulent I'activation de nombreuses voies de signalisation,
notamment les voies Ras -Raf -Mek -ERK, PI3K -Akt -Tor, PLC-y1, ainsi que les
facteurs de transcription STAT et Src (Yarden and Pines, 2012), tous essentiels au
maintien de ’homéostasie cellulaire. Il est aujourd’hui bien décrit qu’une activation
aberrante de l'activité kinase des récepteurs ErbB contribue a la tumorigenése et a la
progression de nombreux cancers, y compris le cancer du pancréas (Arteaga and
Engelman, 2014).

Parmi les récepteurs ErbB, deux posseédent des caractéristiques uniques et
spécifiques qui les différencient des autres TRKs. D’'un c6té, le récepteur ErbB2 qui
méme en absence de ligand, présente une conformation ouverte éligible a la
dimérisation et a I'activation des signalisations cellulaires en aval. D’un autre c6té, le
récepteur ErbB3 posséde une activité kinase trés faible. Toutefois, pour 'un comme

pour I'autre, I'hétérodimérisation avec I'un de leurs corécepteurs ErbB entraine une

56

[ TR



activation puissante de la signalisation en aval impliquée dans la tumorigenése
(Avraham and Yarden, 2011) (Figure 20).

Il a été démontré que I'amplification et/ou la surexpression de ErbB2 sont
impliquées dans la progression et I'évolution de divers cancers, dont le cancer du
pancréas (Chaturvedi et al., 2008). De méme, ErbB3 est également surexprimé et a
été associé a un mauvais pronostic du cancer du pancréas (Hirakawa et al., 2011,
Thomas et al., 2014). De fagon intéressante, plusieurs études ont montré que suite a
la dépolarisation des cellules épithéliales, ces deux co-récepteurs pouvaient interagir

avec MUC4 et ainsi activer des signalisations cellulaires oncogéniques.

EGF, TGF-q, NRG1-4,
AR, HB-EGF, HB-EGF,
epiregulin, epiregulin,
betacellulin NRG1 betacellulin
l i l Homodimer Heterodimers

Dimerization

WLLLLLLLTLLLLELLY

EGFR p185™?™ ErbB3  ErbB4

Cascade de signalisation

!

Prolifération, migration,
invasion et survie cellulaire

Figure 20 : Récepteurs de la famille ErbB.

Les quatre membres de la famille des récepteurs ErbB partagent une
grande homologie dans le domaine extracellulaire et le domaine kinase.
Cependant, ErbB3 n'est pas actif en tant que kinase. Jusqu'a présent,
aucun ligand n'a été trouvé pour p185her2/neu (ErbB2), qui s'est avére étre
le partenaire de dimérisation préférentiel des autres récepteurs. Seuls
quelques exemples de dimeres de récepteurs sont présentés ici.

NRG1, neureguline. D’aprés Zhang et al., 2007.
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B) Complexe MUC4-ErbB2

En 1998, I'équipe de Carraway (Price-Schiavi et al., 1998) a mis en évidence
pour la premiére fois la capacité de la mucine rMuc4 a interagir avec le récepteur
ErbB2 via son domaine EGF1. Ensuite, plusieurs autres études ont confirmé ces
observations et ont également montré que rMuc4 module l'activité de ce récepteur
(Carraway et al., 2001, Yokoyama et al., 2007). Depuis, des expériences
d'immunoprécipitation et d’'immunohistochimie ont permis de démontrer I'existence
de ce complexe dans différentes cellules humaines dérivées de cancer de la vésicule
biliaire, de cancer des ovaires, de cancer du sein, de cancer du poumon non a
petites cellules ainsi que dans le cancer du pancréas (Miyahara et al., 2008,
Ponnusamy et al., 2008, Nagy et al., 2005, Chaturvedi et al., 2008). Récemment, au
laboratoire nos travaux ont permis de fournir de nouvelles preuves concernant
'importance des domaines de type EGF de MUC4 dans cette interaction (Liberelle et
al., 2019). En effet, les auteurs montrent que la combinaison EGF3-EGF1-EGF2 de
MUC4 a elle seule est suffisante pour assurer une interaction efficace avec ErbB2
(Figure 21).

A PTS domain NIDO AMOP | VWD CR EGF3 EGF1- DI EGFZi

Figure 21 : Interaction MUC4-ErbB2

Représentation schématique (A) des domaines fonctionnels de MUC4 et (B) de
l'interaction MUC4-ErbB2 impliquant les domaines EGF de MUC4.

Abréviations : TR : Tandem Repeat, PTS : Pro/Thr/Ser ; EGF : Epidermal Growth
Factor, AMOP : Associated domain in MUC4 and Other Proteins, NIDO : Nidogen
Domain, wWF : von Willebrand factor, SEA : sea-urchin sperm protein,
enterokinase. Adapté de Liberelle et al., 2020.
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Par ailleurs, la spécificité des voies de signalisation intracellulaires activées en
aval de la formation du complexe MUC4-ErbB2 dépend aussi des composants du
dimére des récepteurs ErbB (Avraham and Yarden, 2011). De plus, il est maintenant
établi que la fonction oncogénique d’ErbB2 nécessite une interaction avec d'autres
membres de la famille EGFR, notamment ErbB3. De maniére intéressante, il a été
démontré que MUC4 stabilisait le dimére ErbB2- ErbB3 en régulant sa localisation et
en empéche son internalisation (Carraway et al., 2009, Funes et al, 2006,

Theodoropoulos et al., 2009).

Tous ces résultats mettent en évidence limportance de MUC4 comme
modulateur des récepteurs ErbB et ainsi des processus cellulaires ErbB2

dépendants.

D’autres études se sont ensuite intéressées a MUC4 comme modulateur et

activateur potentiel d’autres récepteurs de la famille ErbB via ses domaines EGF.

C) Complexe MUC4-ErbB3

L’interaction MUC4-ErbB3 est trés peu décrite dans la littérature. || semblerait
gu’elle ne soit observée que dans un modele cellulaire exprimant faiblement ErbB2.
En effet, les travaux de Lakshmanan et al., 2015 montrent que l'invalidation d’ErbB2
dans les cellules cancéreuses pancréatiques conduit a une surexpression
significative de ErbB3. Dans ces conditions, des expériences d'immunoprécipitation
réciproques et dimmunofluorescence mettent en évidence la formation d'un

complexe protéique MUC4-ErbB3 capable d’activer d’'une signalisation cellulaire.
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111.6.4.2. Galectines
A) Généralités

Les galectines constituent un groupe de protéines de liaison aux glucides
appartenant a la famille des lectines animales solubles et non glycosylées (Li ef al.,
2021). Chez 'homme ce groupe est composé de 11 membres différents partageant
la méme structure générale (Varki et al., 2015). Elles possédent toutes au moins un
domaine fonctionnel de reconnaissance des sucres leur conférant la capacité de se
lier aux glucides, et particulierement aux résidus de B-galactose (Li et al., 2021). Ces
protéines ubiquitaires sont omniprésentes dans le cytosol, le noyau, la membrane
plasmique ainsi qu’au niveau extracellulaire (Popa et al., 2018). En fonction de leur
localisation cellulaire, les galectines peuvent étre impliquées dans différentes
fonctions, notamment la signalisation apoptotique, I'endocytose, I'adhésion cellule-
cellule ou cellule-matrice extracellulaire (Di Lella et al, 2011). Au niveau
extracellulaire, les galectines peuvent se lier aux glycanes présents sur les

récepteurs membranaires glycosylés et les protéines de la matrice extracellulaire.

B) Complexe MUC4-Galectine-3

En raison de la présence de nombreuses chaines glycaniques a sa surface,
MUC4 est un partenaire de liaison potentiel de ces protéines et notamment de la
galectine-3 (Gal3). De plus, tout comme MUC4, Gal3 n'est pas détectée dans le
pancréas normal mais est surexprimée dans le PDAC (Xie et al., 2012, Manero-
Rupérez et al.,, 2020), et corrélée avec sa progression (Jiang et al., 2014). De
maniére intéressante, Gal3 est principalement exprimée au niveau cytoplasmique
des cellules tumorales épithéliales pancréatiques (Xie et al., 2012, Manero-Rupérez
et al.,, 2020). Une étude récente a révélé pour la premiére fois, par des expériences
de co-immunoprécipitation, que MUC4 et la galectine-3 interagissaient via les

structures glucidiques (antigénes T) présentes sur MUC4 (Senapati et al., 2011).

l1.L6.5. MUC4 module des mécanismes cellulaires oncogéniques
dans les PDACs

Plusieurs études ont entrepris la caractérisation des effets oncogéniques de
MUC4 dans les PDACs ainsi que la mise en évidence des mécanismes sous-jacents

impliqués dépendants ou pas de ces partenaires.
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111.6.5.1. Prolifération et croissance tumorale

La faculté de MUC4 a interagir avec d’autres récepteurs et d’activer des voies
de signalisation lui confére le pouvoir de moduler divers processus cellulaires dont la
prolifération. Des travaux précédents du laboratoire ont permis de montrer que
l'invalidation de MUC4 conduit a une diminution de la prolifération des cellules
cancéreuses pancréatiques. Selon le modele proposé par cette étude, (1) MUC4
régule I'expression de son partenaire ErbB2 ainsi que de la protéine du cycle
cellulaire cycline D1 via l'activation de la voie pro-proliférative et anti-apoptotique
JNK. Une fois le récepteur ErbB2 exprimé et actif, il active a son tour la voie de la
protéine kinase activée par des agents mitogénes MAPK afin de favoriser
'expression de MUC4 et doptimiser la transition G1-S via [Iactivation
transcriptionnelle de cycline D1. Ces observations ont été validées in vivo par des
expériences de xénogreffes de cellules cancéreuses pancréatiques invalidées pour
MUC4 (Jonckheere et al., 2012). Enfin, d’autres études ont également confirmé ces
effets pro-prolifératifs et pro-tumoraux de MUC4, et ont caractérisé d’autres voies de
signalisations médiées par le complexe MUC4-ErbB2, dont notamment les voies
FAK/Src et ERK (Rachagani et al., 2012, Zhi et al., 2014,.Stoup et al., 2021).

Par ailleurs, les cellules cancéreuses pancréatiques exprimant faiblement
ErbB2, surexpriment ErbB3, qui en interagissant a MUC4 active la voie de
signalisation PI3K/ERK/c-Myc et induit la prolifération cellulaire et la croissance

tumorale (Lakshmanan et al., 2015).

111.6.5.2. Migration, invasion et métastase

La faculté de MUC4 a interagir avec des éléments de la MEC et de moduler
ainsi I'adhérence cellulaire confére aux cellules tumorales un mécanisme
d’échappement du site tumoral primaire et facilite leur dissémination dans la
circulation sanguine puis la formation de métastases. En effet, le cancer du pancréas
est trés invasif. Les mécanismes moléculaires et cellulaires qui contribuent a cette
cascade d'événements conduisant a l'invasion tumorale locale et a la formation de
meétastases a distance restent peu connus. La transition épithélio-mésenchymateuse
(TEM) joue un role essentiel dans la cascade d’invasion et métastase. De fagon

intéressante, MUC4 module I'expression des marqueurs membranaires E-cadhérine
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(A)

+Gal-3

-Gal-3

et vimentine ainsi que celles des facteurs de transcription régulateurs de la TEM,
TWIST, SNAIL et SLUG, dans les cellules cancéreuses pancréatiques. Les
meétastases hématogénes représentent un processus se développant en plusieurs
étapes, incluant le détachement et la libération des cellules tumorales dans la
circulation, leur adhésion a la paroi endothéliale, puis leur croissance locale ou leur
invasion a travers la paroi microvasculaire et leur prolifération dans le parenchyme
de l'organe cible. L’activation des voies FAK et Src par MUC4-ErbB2, entraine la
dégradation lysosomale de la E-cadhérine libérant ainsi les unités de B-caténine qui
y sont fixées. Ensuite, la translocation de la B-caténine vers le noyau active
I'expression de certains genes cibles dont notamment la métalloprotéinase MMP-9
impliquée dans le mécanisme d’invasion et de formation de métastase dépendantes
de MUC4 (Zhi et al., 2014). De plus, il a été démontré que les interactions MUC4-
galectine-3 sont susceptibles de jouer un role majeur dans l'adhésion globale des

cellules tumorales pancréatiques aux cellules endothéliales.
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Figure 22: Mécanismes associés a la métastase des cellules cancéreuses
pancréatiques médiée par l'interaction galectine-3-MUC4.
(A) Analyse par immunofluorescence de la localisation de MUC4. En présence de la

galectine-3 exogene, MUC4 est regroupé a la surface des cellules. (B)
Représentation schématique du processus d'interaction galectine-3-MUC4. Les
cellules tumorales circulantes exprimant MUC4 aident a amorcer les cellules
endothéliales en induisant la mobilisation de la galectine-3 intracellulaire vers la
surface cellulaire des cellules endothéliales. En outre, MUC4 interagit avec la
galectine-3 présente a la surface des cellules endothéliales. Cette interaction
temporaire et réversible facilite la fixation des cellules tumorales sur les cellules
endothéliales. La liaison de la galectine-3 circulante entraine une relocalisation de
MUC4 a la surface des cellules cancéreuses, ce qui conduit a Il'exposition de
molécules d'adhésion comme les intégrines, qui contribuent a I'adhésion irréversible
des cellules tumorales aux cellules endothéliales. Adapté de Senapati et al., 2011.
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Selon le schéma proposé par Senapati et collaborateurs (Senapati et al.,
2011), MUC4 déclenche la dissociation des cellules tumorales du site primaire puis
son interaction avec les molécules de galectine-3 présentes a la surface des cellules
endothéliales favorisant la fixation des cellules cancéreuses métastatiques sur
I'endothélium vasculaire. Enfin les molécules de galectine-3 sériques regroupent les
proteines MUC4 a la surface des cellules cancéreuses afin d’exposer d'autres
molécules d'adhésion telles que les intégrines, qui sont responsables d'une forte

fixation des cellules tumorales aux cellules endothéliales (Figure 22).

111.6.5.3. Chimiorésistance

De par sa conformation et 'encombrement stérique généré par ses longues
chaines glycaniques, la mucine MUC4 représente une barriére stérique pouvant
bloquer I'accés a la surface cellulaire. La mucine MUC4 permet ainsi a la cellule
d’échapper a la surveillance du systéme immunitaire et de masquer les épitopes
antigéniques pouvant étre reconnus par des anticorps thérapeutiques. Dans le
cancer du sein par exemple, la surexpression de la mucine MUC4 est corrélée a la

résistance au trastuzumab (Herceptin®), un anticorps dirigé contre ErbB2.

L’étude de Bafna et collaborateurs a montré que la diminution d’expression de
MUCA4 rend les cellules plus sensibles a la gemcitabine en activant la protéine pro-
apoptotique Bad induisant ainsi I'apoptose (Bafna et al., 2009). Néanmoins les
meécanismes responsables ne sont pas élucidés. Récemment dans le laboratoire, il a
été montré que les mécanismes de résistance des cellules cancéreuses
pancréatiques a la gemcitabine exercée par MUC4 étaient médiés par la voie NF-kB
qui régule I'apoptose et I'expression du transporteur hCNT1 (Skrypek et al., 2013).
De plus, il a été montré pour la premiére fois que I'expression de MUC4 pouvait jouer
un réle prédictif de réponse a la gemcitabine dans le contexte clinique. En effet, il a
éeté démontré qu’une faible expression de MUC4 était associée a une meilleure
survie chez les patients atteints d'un cancer du pancréas résécable et traités en

adjuvant par la gemcitabine (Urey et al., 2017).

Dans ce travail nous nous intéressons a l'identification et a la caractérisation
des mécanismes activés en aval des signalisations cellulaires régulées par MUC4

dans les cellules cancéreuses pancréatiques. Nous supposons que de la méme
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maniére que pour la régulation de génes codant pour des protéines, MUC4 pourrait
€galement réguler I'expression de génes codants des ARNs non codants et plus

particulierement des microARNSs.

MUC4
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Decrease of cell sensitivity to gemcitabine
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Figure 23 : Représentation schématique des mécanismes de chimiorésitance a la
gemcitabine dans les cellules cancéreuses pancréatiques.
Panneau de gauche : mécanismes dépendants de MUC4 impliquant soit une
diminution de I'expression du transporteur de nucléosides hCNT1 via la voie NF-
kB, soit une modification du rapport Bax/BcIXL (régulation positive de
'expression de BclXL et régulation négative de I'expression de Bax).
Panneau de droite : mécanismes indépendants de MUC4. Le canal MRP4
augmente la sensibilité des cellules a la gemcitabine par un mécanisme inconnu
alors que MRP3 n'est pas impliqué. MRP5 est connu pour diminuer la sensibilité
des cellules a la gemcitabine ainsi que pour modifier la désoxycytidine kinase
(dCK) et la ribonucléotide réductase (RRM1/2).
D’aprés Skrypek et al., 2013.
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IV. Les MicroARNSs

Autrefois, les protéines étaient considérées comme les seules molécules
effectrices et régulatrices des fonctions biologiques. D’'un point de vue moléculaire,
elles sont codées par des séquences nucléotidiques, dites génes, séparées entre
elles par de longues étendues d’ADN non codant, incohérentes, inutiles et inertes
dites «ADN poubelle», et pourtant représentant environ 98 % du génome humain.
Selon le dogme central de la biologie moléculaire proposé par Francis Crick a la fin
des années 50 (Crick, 1958), les acides ribonucléiques ARNs représentaient de
simples transcrits des genes codants jouant uniquement un rdle d’intermédiaires

dans la synthese protéique (Jacob and Monod, 1961).

Loin d'étre de modestes messagers, les ARNs se sont ensuite avérés comme
de puissants acteurs moléculaires ayant des fonctions variées, extrémement
complexes et indispensables a I'activité cellulaire. En effet, a partir des années 90, le
développement du séquencage a haut débit et I'avénement des technologies
génomiques a grande échelle ont révélé qu’environ 90% du génome est transcrit et
est majoritairement non codant et fonctionnel. Une minorité de ces ARNs non
codants « ARNnc » est bien caractérisée moléculairement et fonctionnellement et est
représentée par (1) les ARNnc a fonctions enzymatique dits ribozymes, ainsi que (2)
les ARNnNc structuraux ou adaptateurs tels que les ARNs ribosomaux et les ARNs de
transfert. Par ailleurs, la plus grande partie du transcriptome est constituée d’ARNnc
dits régulateurs. Cette découverte récente a révolutionné les fondements de la
biologie moléculaire et suscite de plus en plus l'intérét des scientifiques depuis une

vingtaine d’année.

Les ARNNc régulateurs sont des éléments endogénes indispensables pour le
maintien de I'homéostasie cellulaire. lls jouent un rdle crucial dans la régulation de
I'expression des genes au niveau transcriptionnel et post-transcriptionnel ainsi que
dans le maintien de la stabilité génomique. En fonction leur taille, ils sont répartis en
deux grandes familles ; (1) les longs ARNnc « LncARNs » > 200 nucléotides et (2)
les petits ARNnc « pARNnc » < 200 nucléotides. De plus, chacun de ces deux
groupes se caractérise par une configuration génique propre, une structure

particuliére, et un mode d’action différent (Cech and Steitz, 2014).
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IV.1. Les longs ARNnc

Les LncARNSs représentent une famille de molécules hétérogénes dotées de
structures et de fonctions extrémement variées. lls sont transcrits majoritairement par
'ARN polymérase Il a partir de (1) séquences intergéniques localisées dans des
régions totalement indépendantes des génes codants, ou de (2) séquences
intragéniques chevauchant des génes codants de diverses fagons et dans différentes
orientations. De méme que les ARNm, les transcrits primaires des LncARNs sont pris
en charge par la machinerie d’épissage et sont coiffés en 5 et polyadénylés. Les
LncARNs matures sont des structures complexes linéaires ou circulaires constituées
de tiges boucles qui ont la capacité de s’apparier spécifiquement avec d’autres
ARNSs, avec des séquences d’ADN, et d’interagir avec des protéines. Ces complexes
sont impliqués dans la régulation de l'expression génique selon plusieurs schémas
mécanistiques. (1) Les LncARNs peuvent servir d'échafaudages, en recrutant des
facteurs de transcription ou des acteurs de la modification de la chromatine,
favorisant ou réprimant ainsi la transcription de génes cibles. (2) Certains LncARNs
peuvent agir comme des leurres, en piégeant des protéines et les empéchant
temporairement d’effectuer leurs fonctions. (3) Enfin, les interactions avec d’autres
ARNSs leur permettent de réguler post-transcriptionnellement le niveau d’expression
des ARNm en augmentant ou diminuant leur stabilité. lls peuvent également interagir
avec des petits ARNs tels que les microARNs (miARNs) et les séquestrer, afin
d’empécher leur interaction avec leurs ARNm d’intéréts et d’inhiber leurs actions.
Dans ce cas de figure les LncARNs sont appelés « éponges a miARN »
(Kazimierczyk et al., 2020).

IV.2. Les petits ARNnc

Bien-que cette catégorie d’ARNNc soit constituée de plusieurs familles (micro-
ARN, siARN, P-ARN) ayant, des processus de biogeneses différents, des territoires
d’expression uniques, ainsi que des cibles spécifiques, elles partagent néanmoins le
méme mécanisme d’action basé sur 'ARN interférence. Autrement dit, ce sont des
ARNnNc pouvant s’apparier spécifiquement a des ARNm conduisant ainsi a leur
dégradation ou a linhibition de leur traduction. Ce phénoméne, a été découvert
accidentellement dans les années 1990, lorsque I'équipe de Richard Jorgensen a

voulu accentuer la couleur mauve des fleurs de pétunias, en y introduisant des
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copies exogénes du gene de la chalcone synthase, 'enzyme responsable de la
pigmentation. Paradoxalement, cette expérience a entrainé la perte de Ia
pigmentation des pétales par un phénoméne appelé co-suppression. Trois ans plus
tard, d’autres chercheurs travaillant cette fois-ci sur des nématodes, ont découvert
'existence de petits ARNs endogénes de 18 a 24 nucléotides exercant une
régulation négative de I'expression de leurs ARNm cibles par ARN interférence. Ces
molécules furent appelées microARNs et représentent actuellement la famille

dominante et la mieux décrite des petits ARNNc.

IV.3. Les microARNs

IV.3.1. Découverte des miARNs

Les miARNSs ont été découverts au début des années 1990 chez un mutant du
ver Caenorhabditis elegans. En effet, 'équipe de Victor Ambros a mis en évidence
I'existence d’'un petit ARN non codant d’'une vingtaine de nucléotides codé par le
gene lin-4. Cette étude décrit une interaction par complémentarité de séquence entre
'ARN lin-4 et le 3-UTR de 'ARNm lin-14 entrainant l'inhibition de sa traduction et
causant ainsi un blocage du développement larvaire (Lee et al., 1993). Par-ailleurs,
ce mode d’action fut considéré comme étant exceptionnel puisqu’aucune homologie
de séquence avec le géne lin-4 n'a pu étre identifiée chez d’autres espéces. En I'an
2000, il a été montré que l'expression d'un autre gene lin-41 impliqué dans le
développement larvaire est aussi régulé post-transcriptionnellement par un miARN,
let-7 (Reinhart et al., 2000) ayant cette fois-ci des homologues chez d’autres espéces
et notamment chez 'Homme (Pasquinelli et al., 2000). Cette découverte a suggéré
I'existence d’autres miARNs et a permis de généraliser ce mécanisme de répression
génique aux autres organismes vivants y compris chez ’'homme.

Aujourd’hui, on dénombre plus de 2654 séquences de miARNs matures,

identifiés, séquencés et annotés dans le génome humain (www.mirbase.orq).

IV.3.2. Biogenése des miARNs

Les miARNs sont codés par des séquences nucléotidiques réparties sur
'ensemble du génome, dans des régions intergéniques, introniques ou exoniques
aussi bien de genes codants des ARNs codants que non codants. Ces séquences

peuvent étre organisées en unités transcriptionnelles individuelles ou former des
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clusters regroupant les miARNs de la méme fonction (Bartel, 2004). Plusieurs
processus de biogenese des miARNs sont décrits dans la littérature dont une voie

majoritaire dite canonique et d’autres voies moins fréquentes dites non canonique.

IV.3.2.1. Voie de biogenése canonique

Les miARNSs sont transcrits par 'ARN polymérase Il ou lll en longs transcrits
primaires (les pri-miARNs) de plusieurs kilobases possédant une coiffe m7G en 5’ et
une polyadénylation en 3’. Ces derniers ont une structure typique composée d’une
tige d’environ 33 paires de bases, une boucle terminale reliant les 2 brins de la tige,
ainsi que des séquences flanquantes simple-brin (Bartel, 2018). La maturation des
pri-miARNs débute au niveau nucléaire. Sous Il'action du microprocesseur, un
complexe hétérotrimérique constitué d’'une enzyme Drosha (RNase lll) et de sa
protéine partenaire, DGCR8 (Nguyen et al., 2015), le pri-miARNs est clivé pour
libérer des structures tiges-boucles d’environ 60 nucléotides qui constituent les
précurseurs des miARNs nommés pré-miARNs (Lee et al., 2003). Ces derniers sont
exportés au niveau cytoplasmique via I'exportine-5 (Yi et al., 2003) ou ils sont
reconnus puis clivés par une autre RNase de classe Ill, nommée Dicer (Hutvagner et
al., 2001). Un double brin mature appelé duplex miARN-3p/miARN-5p d’environ 22
nucléotides est généré (Figure 24).

IV.3.2.1. Voie de biogenése non canonique

Outre la voie canonique de biogenése décrite ci-dessus, divers mécanismes
alternatifs, indépendants de Drosha et ou de Dicer, ont récemment été mis en
évidence (Abdelfattah et al., 2014). En effet, il existe une sous-classe de pré-miARNs
introniques dite mirtron générée par la machinerie d'épissage d'ARN plutét que par
Drosha. Les mirtrons sont dérivés de certains introns ramifiés qui se replient en
structures en épingle a cheveux, imitant les caractéristiques structurelles des pré-
mMiARNSs et servant de précurseur de biogenése des miARNs. Cette catégorie de pré-
miARN est également transférée vers le cytoplasme et maturée de la méme maniére
que les mMIARNs issus de biogenése canonique (Westholm and Lai, 2011,
Saliminejad et al., 2019). Néanmoins, il est intéressant de noter que les miARNs

introniques qui possédent leurs propre unité transcriptionelle sont indépendants de
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leurs génes hobtes et sont générés par la voie de biogenése canonique (Bartel, 2004)
(Figure 24).

Intergenic miRNA miRNA cluster Mirtron Exon
—  — — — N ——EERNR——— —_— - — R —
- — bnd
Pol Il Pol Il Pol Il
Voie canonique Voie non canonique

Transcrit non codant

Pri-miRNAs Pri-miRNA
(Pre-mRNA)
AAANY
7 . Splisiosome
— ' —mm— w— AAANT
Debranching Q_l
—
Noyau
Mirtron lariat

[ ST 4 g
— AT 01 &
T [
. e
Cytoplasme Mature duplex  Ribosome ()
* (X1 IR
5 =
!
mRNA destabilization and 3 Supplementary DDX6 4.1
Translational repression pairing RISC

Figure 24 : Voies de biogenése des miARNs.
A gauche est représentée la voie de biogenése canonique. Au niveau du noyau
cellulaire, les pri-miARNs sont clivés en pré-miARNs par Drosha. Les pré-
MiARNSs sont exportés vers le cytoplasme par I'exportine-5 ou ils sont clivés en
petits ARNs doubles brins par Dicer. Ensuite, le complexe RISC reconnait
I'ARNm cible et régule son expression. A droite est représentée la voie de
biogenése non canonique (mirtron). Dans ce cas, le clivage normalement médié
par Drosha est remplacé par le processus d’épissage. Les pri-miARNs (pré-
ARNmMms) sont transformés en pré-miARNs par la machinerie du spliceéosome. Par
la suite, I'ARN produit par épissage adopte une forme semblable a celle des pré-
MIiARNS, et est transféré dans le cytoplasme par I'exportine-5 pour poursuivre sa
maturation suivant les mémes étapes que dans la voie canonique.
Abréviations : miRNA : microARN, mRNA : ARN messager, pre-miRNA : ARN
précurseur, pri-miRNA : ARN primaire, Pol Il : polymérase IlI, RISC : RNA-
induced silencing complex, TRBP : protéine de liaison a I'ARN TAR.
D’aprés Saliminejad et al., 2019.
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IV.3.3. Les miARNSs régulateurs de I’expression génique

La régulation de I'expression génétique est un processus complexe et
séquentiel. La production d'une protéine fonctionnelle passe par plusieurs étapes
allant de la transcription d’un géne a la traduction de son ARNm et aux modifications
post-traductionnelles de la protéine. Les miARNs sont impliqués dans la plupart de
ces processus et jouent des réles pivots dans ce systéme d’expression génique
hautement complexe. Cette régulation miARN dépendante est médiée par un
complexe appelée miRNA-induced silencing complex « miRISC » constitué de deux
principaux acteurs. D’'une part, les miARNs matures représentant les guides de
reconnaissance spécifique des cibles a réguler, et d’autre part, le complexe protéique
effecteur de la répression des ARNm constitué des protéines de la famille Argonaute
(AGO) et de leurs partenaires (Bartel, 2009).

IV.3.3.1. Sélection du brin guide

Le duplex de miARN généré par Dicer est pris en charge par la protéine
AGO2 et ses partenaires. Seul un des deux brins du duplex est gardé et sert de
guide au complexe miRISC tandis que le second est dégradé. La sélection du brin
guide est complexe et dépend de plusieurs paramétres dont la stabilité
thermodynamique de chaque brin, les modifications post-transcriptionnelles du
duplex et de la protéine AgoZ2 et ses partenaires (Hu et al., 2009, Granados-Lopez et
al., 2017). Par ailleurs, les deux brins (3p et 5p) peuvent étre exprimés et
fonctionnels au sein d'une méme cellule. L’abondance des deux brins 3p et 5p varie
en fonction du type cellulaire et du stimulus (Meijer et al., 2014). Dans certains tissus,
les deux brins peuvent étre simultanément exprimés et fonctionnels, alors que dans
d'autres tissus, il y a une forte préférence pour I'un des deux brins (Biasiolo et al.,
2011, Zhou et al., 2012, Ro et al., 2007, Bortoluzzi et al., 2012).

IV.3.3.2. Distribution subcellulaire des miARNs

La distribution subcellulaire des miARNs est déterminante de leurs rbles dans
la régulation des fonctions cellulaires. Il a été démontré que le miRISC était retrouvé
principalement au niveau cytoplasmique et plus particulierement dans des foci
cytoplasmiques appelé Processing body (P-body) composés de nombreuses

enzymes impliquées dans le catabolisme et le stockage des ARNm non traduits
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(Gibbings et al., 2009). Outre le P-body, les miARNs ont été observés dans (1)
plusieurs organites cytoplasmiques, tels que les mitochondries, le réticulum
endoplasmique, le Golgi, le lysosyme (Pu et al., 2019, Song et al., 2019) (2) dans
des vésicules extracellulaires et particulierement les exosomes (Zhang et al., 2015)
et enfin (3) dans le noyau (Tang et al., 2012). De plus, des recherches plus poussées
ont indiqué que les composants du miRISC, notamment les protéines AGO2, Dicer1,
et d’autres partenaires, se trouvaient tous dans le noyau des mammiféres et

pouvaient former des miRISC fonctionnels (Gagnon et al., 2014).

IV.3.3.3. Les miARNSs régulateurs transcriptionnels

Depuis peu, la caractérisation des miARNs nucléaires a permis de mettre en
évidence leur implication dans la régulation transcriptionnelle des genes. De
nombreuses études ont démontré qu’une fixation de miARN au niveau de régions
promotrices par complémentarité de séquence partielle ou compléte avec des ARNs
associés aux promoteurs ou des sites de fixation putatifs leurs permettait (1) d’'induire
une répression transcriptionnelle de génes via la diminution de I'activité de I'ARN Pol-
II, le recrutement de corépresseur ou la stabilisation d'un complexe répresseur
préexistant et I'induction de modifications épigénétiques répressives (Catalanotto et
al., 2016, Stavast and Erkeland, 2019, Pu et al., 2017) et (2) d’induire I'activation
transcriptionnelle de génes via la fixation aux séquences amplificatrices et le
recrutement de complexes protéiques activateurs de transcription (Huang et al.,
2012, Pu et al., 2019).

IV.3.3.4. Les miARNSs régulateurs post-transcriptionnels

Les miARNs interviennent majoritairement dans la régulation post-
transcriptionnelle des genes par le biais de plusieurs mécanismes non mutuellement
exclusifs qui ciblent la synthése des protéines a différents niveaux. Chaque miARN
posséde une séquence "seed" positionnée a l'extrémité 5' entre les nucléotides 2-8.
Cette séquence seed permet au miARN de se lier spécifiguement a des éléments de
réponse aux mMiIARNs (MRE) présent souvent au niveau des 3-UTR des ARNm
cibles (Bartel, 2009, Pasquinelli, 2012) mais é€galement dans les régions 5'-UTR et
les régions codantes des transcrits (drom et al., 2008, Forman et al., 2008, Bajan

and Hutvagner, 2014). De nombreuses études démontrent que cette interaction
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conduit a une inhibition de I'expression des genes cibles (1) en bloquant l'initiation et
ou I'élongation de leur traduction et (2) en favorisant la désadénylation des ARNm
induisant leur dégradation et/ou leur séquestration au niveau des P-body (Meister et
al., 2004, Fabian et al., 2010). Il est intéressant de noter que certains miARNSs ciblant
aussi bien des 3'-UTR que des 5-UTR d’ARNm peuvent également étre a l'origine
d’'une régulation positive de I'expression génique, notamment via la stabilisation des
ARNmM cibles ou l'activation de leur traduction (Jdrom et al., 2008, Vasudevan, 2012).
(Figue 25).
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Figure 25 : Les miARNs régulateurs de I’expression génique

Aprés maturation, un brin du miARN mature est sélectivement chargé dans le
complexe mIRISC. Dans le cytoplasme, les miARNs matures se lient
essentiellement au 3-UTR de I'ARNm cible et répriment son expression a la fois
par répression de la traduction et par la dégradation de 'ARNm. Il a été démontré
que certains miARNs se lient au cadre de lecture ouvert (ORF) et au 5-UTR de
I'ARNm cible, et activent ou répriment son efficacité de traduction. Dans le
noyau, il a été démontré que les miARNs se lient au promoteur du gene cible
pour réguler son expression. Les miARNs sont également libérés dans l'espace
extracellulaire et sont probablement impliqués dans la communication
intercellulaire lorsqu'ils sont transférés vers des cellules cibles. Les miARNs
extracellulaires sont encapsulés dans des microvésicules, comme les exosomes,
ou liés a des protéines liant les ARN, comme AGO2, ou a des lipoprotéines,
comme le HDL. D’aprés Cherradi, 2016.
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Outre la séquence seed, plusieurs études ont démontré que l'extrémité 3' ou la
région centrale des miRNAs peuvent également interagir avec les différentes régions
de I'ARNm cible (3'-UTR, 5-UTR, et région codante) ou la région promotrice du géne
cible (Pu et al., 2017, Pu et al., 2019).

IV.3.4. Réles physiopathologiques des miARNs

Le réle des miARNs dans la cellule varie en fonction, du contexte cellulaire et
tissulaire, des stimuli environnementaux, de I'expression spatiotemporelle du miARN
et des ARNm cibles. En effet, Il est décrit qu'un miARN peut réguler une centaine de
genes, et a l'inverse un seul gene peut étre régulé par plusieurs miARNs différents.
Chez les mammiféres, les prédictions bioinformatiques indiquent que les miARNs
peuvent réguler jusqu'a 30 % de tous les génes codants pour des protéines (Lewis et
al., 2005). Leur faculté de régulation complexe de l'expression des génes fait des
mMiARNs des facteurs cellulaires importants, et leur confére la capacité de moduler
des processus biologiques allant du développement embryonnaire a linitiation et

progression de pathologies dont le cancer.

IV.3.5. miARNSs et cancers

Au cours de la cancérogenése, I'expression des miARNs est dérégulée et
leurs fonctions sont détournées au profit des cellules tumorales. Plusieurs
mécanismes de régulation d’expression des miARNs ont été décrits, notamment les
délétions ou amplifications des loci des miARNSs, la mutation des génes des miARNSs,
la régulation épigénétique, transcriptionnelle et post-transcriptionnelle (Lee and
Dutta, 2009) (Figure 26).
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Figure 26 : Mécanismes de régulation de I’expression des miARNs dans les cancers.

Abréviations : miRNP, ribonucleoprotein complex containing miRNA, ORF, open
reading frame, SNP : single nucleotide polymorphism, UTR, untranslated region.
D'aprés Lee and Dutta, 2009.
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Les miARNs ont une grande stabilité et peuvent facilement étre isolés a partir
de fluides corporels (sérum, plasma, urine ou salive), d'échantillons de tissus frais ou
inclus en paraffine puis mesurés par gqPCR ou par des puces a ARN (Kakimoto et al.,
2015, Zhao et al., 2021). Grace a ces caractéristiques, de nombreuses études ont
mis en évidence des profils d'expression de miARNSs variables et différents entre les
cellules cancéreuses et les cellules normales, ainsi qu’entre les fluides corporels de
patients cancéreux et d'individus sains. Des signatures d’expression uniques de
mMiARNs ont ensuite été identifiées et associées au diagnostic, au pronostic ou a la

réponse aux chimiothérapies dans divers cancers.

Les miARNSs jouent un réle important dans les processus de cancérogenése et
cela des les stades précoces et jusqu'a la progression métastatique. lls sont
également impliqués dans les mécanismes de résistance aux thérapies anti-
cancéreuses. En fonction de leur génes cibles et leur taux d’expression, les miARNs
sont classés comme oncogenes (oncomiRs), ou miARNs suppresseurs de tumeurs.
Les oncomiRs sont régulés a la hausse dans le cancer et inhibent I'expression de
leurs genes cibles suppresseurs de tumeurs. En revanche, les miARNs suppresseurs
de tumeurs sont régulés a la baisse dans les tumeurs malignes et, par conséquent,
leurs cibles oncogéniques sont surexprimées. Certains miARNs, par exemple miR-7,
peuvent étre simultanément des miARNs oncogénes ou suppresseurs de tumeurs
(Svoronos et al., 2016). Dans les PDACs plusieurs miARNs sont dérégulés et décrits
comme régulateurs des processus biologiques tumoraux tels que la prolifération

I'apoptose et I'invasion cellulaire (Tableau 5).
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Tableau 5: Exemples de miARNs dérégulés avec leurs cibles potentielles et leurs
fonctions biologiques suggérées. Adapté de Tesfaye et al., 2019.

miARNs Expression Cibles potentielles Fonctions biologiques

miR-34a Sous- Bcl-2/Notch1/Notch2 . Inhibe la prolifération et
exprimeé l'invasion et induit I'apoptose.

miR- . L . .
291/922 Surexprimé MMP-2 et MMP-9 Favorise l'invasion cellulaire
miR-320a | Surexprimé PDCD4 Réduit I'apoptose et favorise

la TEM
miR-365 Surexprimé SHC1/BAX Réduit I'apoptose
. L PISK/AKT/PTEN, PDCD4, et Réduit I'apoptose et favorise
miR-21 Surexprimé e
Bcl-2/FasL la prolifération
miR-29a Surexprimé Wnt/B-catenin Régule des facteurs de

transcriptions

Cellules stellaires

miR-210 Surexprimé g Favorise l'invasion et la TEM
pancréatiques
miR-100 Sous- FGFR3 Inhibe la prolifération
exprimé
miR-146a SOQS_, MAPK/Kras/EGFR/IRAK/MTA-2 Inhibe l'invasion
exprimeé
miR- Sous- KRAS Inhibe la croissance tumorale
145/143 exprimé
miR-33a SOQS', AKT/B-catenin et Pim-kinase Inhibe la prolifération
exprimé
Let-7 Sous- N-cadherin/ZEB1 Reéverse la TEM etinhibe
exprimé l'invasion

Abréviations : TEM : transition épithélio-mésenchymateuse, MMP : métalloprotéinase
matricielle, MTA-1, protéine 1 associée aux métastases ; PDCD4, mort cellulaire
programmée 4, RRM1 : grande sous-unité de la ribonucléoside-diphosphate réductase,
SHC1 : protéine SHC transformique 1.

IV.3.6. MiR-210 et PDACs

Le miR-210, est I'un des miARNs les plus fréquemment dérégulés dans les
PDACs (Sohrabi et al.,, 2021). Il est fortement exprimé dans les tissus cancéreux
pancréatiques (Szabo et al., 2020, Greither et al., 2010), ainsi que dans le plasma
des patients (Wang et al., 2009, Yu et al., 2017). La surexpression de miR-210 dans
des échantillons issus de tissus de PDAC a été montrée comme prédicteur de
mauvais pronostic (Greither et al., 2010), tandis qu'un niveau plasmatique élevé de
miR-210 est plutdt associé a une meilleure survie des patients (Yu et al., 2017). De
plus, la concentration plasmatique de miR-210 a une bonne valeur diagnostique pour
le PDAC (Liu et al., 2020, Wu et al., 2020). Le miR-210 est également surexprimé

dans des cellulaires cancéreuses pancréatiques résistantes a la gemcitabine et
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semble étre impliqué dans le transfert de cette chimiorésistance des cellules

résistantes aux cellules sensibles (Dhayat et al., 2015,.Yang et al., 2020).

Le géne miR-210 est situé dans un intron d’'un géne codant un long ARN non
codant, nommé miR210HG, situé sur le chromosome 11p15.5 (NCBI, géne, 406992).
Dans les cellules cancéreuses, le miR-210-3p est la forme majoritaire et la plus
étudiée par rapport a la forme miR-210-5p. MiR-210-3p a été initialement décrit dans
le cancer de l'ovaire comme acteur crucial dans linitiation tumorale et comme
régulateur clé de la réponse a I'hypoxie (Giannakakis et al., 2008). Plusieurs travaux
mettent en évidence que miR-210-3p est un MIARN activé en hypoxie dans de
multiples cancers, dont le cancer du pancréas. En effet, en réponse a une diminution
du taux d'oxygeéne (1-2 %), le facteur de transcription HIF1-a est activé et se fixe sur
le promoteur de miR-210 afin d’induire sa transcription. Une fois exprimé&, miR-210-
3p stabilise I'expression de HIF1-a en inhibant I'expression de protéines impliquées
dans sa dégradation en normoxie (taux normal d’'oxygéne entre 19 et 21 %) (Zhu et
al., 2017). En plus de son réle de régulateur de I'hnypoxie, miR-210-3p est également
exprimé dans des conditions de normoxie et module l'initiation tumorale (Huang et
al., 2009).

IV.3.7. Les miARNSs outils thérapeutiques dans les cancers

Depuis peu, de nombreuses études ont mis en évidence un potentiel
thérapeutique des miARNs dans plusieurs pathologies y compris dans les cancers.
En fonction de I'expression des miARNs et de leurs rdéles oncogéniques ou
suppresseurs de tumeurs, deux approches thérapeutiques opposées ont été

développées.

1. Une approche visant a remplacer des miARNs suppresseurs de tumeurs et a
restaurer leurs fonctions, en utilisant des constructions d’oligonucléotides
synthétiques dites miIARNs mimiques qui imitent la fonction d'un miARN endogéne
(Bouchie, 2013).
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2. Une approche visant a inhiber des oncomiRs et a supprimer leurs fonctions.
Plusieurs stratégies d’inhibition ont été décrites. Certains inhibiteurs, sous forme
d’oligonucléotides simple brin anti-sens nommés les antagomiRs, agissent en
séquestrant directement les miARNs d’intérét par complémentarité de séquences,
alors que d’autres interférent avec l'activité régulatrice des miARNs en interagissant
avec leurs cibles (To et al., 2020) (Figure 27).

Bien que les thérapies anticancéreuses a base de miARNs soient de
nouvelles modalités de traitement prometteuses, leurs premieres applications
cliniques ont été entravées par certains obstacles. En 2013, a été lancé l'un des
premiers essais cliniques de phase | basé sur l'utilisation d’'un miARN mimique, le
MRX34 (Mirna Therapeutics), visant a restaurer I'expression du miARN suppresseur
de tumeur miR-34, chez des patients atteints de différents types de cancers dont le
cancer du pancréas. Cependant, la toxicité et les réactions immunitaires indésirables
ont empéché la poursuite de son développement jusqu'a la phase Il (Beg et al,
2017).

Plus recemment, deux autres thérapies basées sur I'utilisation de construction
inhibitrices des miARNs de type antagomiR ont également fait l'objet d'essais
cliniques de phase I. Le MRG-106 (miRagen Therapeutics, Inc), cible le miR-155
pour le traitement d’un large éventail de leucémies et de lymphomes (Clinical Trials.
gov identifier : NCT03713320, NCT03837457, NCT02580552). Le RG012 (Regulus
Therapeutics, Inc.) cible le miR-21 pour traiter le syndrome d'Alport (ClinicalTrials.
gov identifier : nct03713320).
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Figure 27 : Applications thérapeutiques potentielles des miARNs.

L’introduction d’'un miARN mimique (mimic) permet de restaurer les fonctions
d'un miARN sous exprimé dans les cellules cancéreuses et de réprimer
I'expression de ses ARNm cibles, qui sont surexprimés. En revanche, I'utilisation
d’'inhibiteur de type antagomiR ou miARN éponge permet de réprimer les
fonctions des miARNs oncogéniques et de restaurer I'expression de leurs ARNm
cibles. Abréviations: mIiRNA: microARN, RISC: RNA-induced silencing
complex, AGO : argonaute. Adapté de Hum et al., 2021.
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Les objectifs de la thése

Comme décrit dans l'introduction générale, 'adénocarcinome pancréatique
canalaire se caractérise par une agressivité accrue et une forte chimiorésistance.
L’absence de marqueurs précoces de diagnostic et le manque de thérapies efficaces
représentent des facteurs limitant la prise en charge clinique des patients. Dans
'optique de proposer une nouvelle cible thérapeutique, notre équipe de recherche
étudie la mucine 4, qui est néoexprimée dés les stades précoces des lésions

précancéreuses pancréatiques PanINs.

Des travaux antérieurs du laboratoire ont mis en évidence que MUC4 joue un
réle important dans la cancérogenése pancréatique et est impliquée dans la
'acquisition de chimiorésistance. MUC4 régule diverses voies de signalisations et
favorise des processus cancéreux tels que la prolifération, migration, invasion et
chimiorésistance. Notre projet vise a étudier les microARNs comme une nouvelle
voie régulée par MUC4 et impliquée dans l'activation des mécanismes cellulaires

sus-cités.

Au cours de ma thése, javais comme objectifs (1) d’identifier les miARNs
potentiellement régulés par MUCA4. (2) D’étudier la régulation de I'expression des
mMiARNSs sélectionnés. (3) De caractériser leurs rbéles au cours de la cancérogenese
pancréatique et leurs effets sur les réponses aux traitements chimiothérapeutiques in

vitro et in vivo.
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Figure 28 : Validation de la baisse d’expression des miR-96-5p, miR-132-3p, et
miR-210-3p dans les cellules cancéreuses 647-V MUC4-KD.
(A) Analyse par western blot de I'expression protéique de MUC4 et de la B-actine

dans les cellules 647-V Mock et MUC4-KD. (B) Analyse par RT-gPCR de
I'expression relative des miR-96-5p, miR-132-3p et miR-210-3p dans les cellules
cancéreuses 647-V MUC4-KD et leurs controles Mock. Les expressions ont été
déterminées selon la méthode 24" (AACt= (Ct miR-X - Ct RNU48) - Ct Mock).
Trois expériences indépendantes ont été réalisées. *** p<0.001 indique une
différence statistiquement significative par rapport a la condition contréle Mock. Au
moins 3 expériences indépendantes ont été réalisées.
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Sélection des microARNs d’intérét

La sélection des miARNs potentiellement régulés par MUC4 a été réalisée en

plusieurs étapes.

Dans un premier temps, nous avons utilisé un modele cellulaire de cancer de
la vessie (647-V), qui exprime stablement un vecteur shARN ciblant MUC4 (MUC4-
KD) ou exprimant un vecteur vide pRetroSuper (Mock), précédemment établis au
laboratoire. Nous avons réalisé un miRnome dans le but d’évaluer la différence
d’expression des miARNSs suite a la répression de I'expression de MUC4 (données
non publiées, GSE137130).

Aprés analyse du miRnome, nous avons identifié plusieurs miARNs dont
'expression a été altérée en réponse a la répression de I'expression de MUC4. Dans
cette étude, nous nous sommes principalement focalisés sur les miARNs sous-

exprimés dans les cellules MUC4-KD et qui sont présentés dans le (Tableau 6).

Tableau 6 : Liste des miARNs dérégulés dans les cellules 647-V MUC4-KD.

e
hsa-miR-23b Sous-exprimé
hsa-miR-31 Sous-exprimé
hsa-miR-210-3p Sous-exprimé
hsa-let-7d Sous-exprimé
hsa-miR-148a Sous-exprimé
hsa-let-7f Sous-exprimé
hsa-miR-7 Sous-exprimé
hsa-miR-27b Sous-exprimé
hsa-miR-455-3p Sous-exprimé
hsa-miR-96-5p Sous-exprimé
hsa-miR-132-3p Sous-exprimé
hsa-miR-195 Surexprimé
hsa-miR-185 Surexprimé
hsa-miR-342-3p Surexprimé
hsa-miR-130b Surexprimé

Nous avons ensuite confirmé par RT-gPCR la baisse d’expression des
miR-96-5p, miR-132-3p et miR-210-3p dans les cellules 647-V MUC4-KD comparée

aux cellules controles 647-V Mock (Figure.28).
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Dans le but de valider ces observations dans des modeéles cellulaires du
cancer du pancréas, nous avons établi une lignée pancréatique stablement invalidée
pour MUC4 par la stratégie ShARN (PANC89 MUC4-KD) et une lignée contrdle
exprimant un vecteur pRetroSuper vide (PANC89 Mock). Nous avons validé
I'efficacité d’inhibition de MUC4 par shRNA dans les cellules PANC89 MUC4-KD par
western blot (Figure 29 A).

Ce modele cellulaire nous a permis de mettre en évidence une diminution
significative du niveau d'expression relative de miR-210-3p dans les cellules
PANC89 MUC4-KD par rapport aux cellules contréles Mock, (évaluée par RT-qPCR,
p<0.001). Néanmoins, nous n’avons pas pu valider la variation de I'expression des
miR-96-5p et miR-132-3p (Figure 29 B).

Afin d’affiner notre sélection, nous avons évalué I'expression de ces miARNs
dans des tissus PDAC issus de patients traités ou pas a la chimiothérapie
gemcitabine. Pour cela, nous avons analysé des données brutes de miRnomes
disponibles dans la base de données publique Gene Expression Omnibus (GEQO) a
'aide de l'outil GEO2R analyser. Parmi les trois miARNs présélectionnés, seul le
miR-210-3p s’est avéré significativement surexprimé dans les tissus de patients issus
de tumeurs primaires de PDACs (augmentation de 4,2 + 4,9 fois, p=0,0320) comparé
aux tissus sains adjacents non tumoraux (normaux) (miRnome GSE41369, Adam E.
Frampton et al., 2014). De plus, nous avons constaté une tendance a la
surexpression de miR-210-3p dans des tissus de patients traités a la gemcitabine et
ayant survécu moins de 12 mois post-chimiothérapies (courte survie), comparée a
des patients ayant survécu plus de 30 mois post-traitement (longue survie).
(miRnome GSE38781, Giovannetti et al., 2012). En revanche, aucun changement
significatif de I'expression des miR-96-5p et miR-132-3p n’a été observé dans ces

jeux de données (Figure 30).
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Figure 29 : Validation de la baisse d’expression de miR-210-3p dans les cellules
cancéreuses pancréatiques PANC89 MUC4-KD.

(A) Analyse par western blot de I'expression protéique de MUC4 et de la B-actine
dans les cellules cancéreuses pancréatiques PANC89 Mock et MUC4-KD.
(B) Analyse par RT-gPCR de I'expression relative des miR-96-5p, miR-132-3p et
miR-210-3p dans les cellules PANC89 MUCA4-KD et leurs contrdles Mock. Les
expressions ont été¢ déterminées selon la méthode 2 (AACt= (Ct miR-X -
Ct RNU48) - Ct Mock). Trois expériences indépendantes ont été réalisées. ***
p<0.001 indique une différence statistiquement significative par rapport a la
condition contréle Mock. Au moins 3 expériences indépendantes ont été réalisées.
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Figure 30 : Expressions des miR-96-5p, miR-132-3p et miR-210-3p dans les PDACs.

Analyse de I'expression des miR-96-5p, miR-132-3p et miR-210-3p (A) dans des
tissus tumoraux pancréatiques versus des tissus sains adjacents (GSE41369) et
(B) dans des tissus de patients atteints de PDAC, traités a la gemcitabine et ayant
eu une courte survie globale (SS) versus ceux ayant eu une longue survie globale
(LS) (GSE38781). Les analyses ont été effectuées a laide de [loutil
bioinformatique GEO2R analyser. *=p<0,05 indique une différence statistiquement
significative par rapport aux tissus normaux.
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Ces résultats suggerent que miR-210-3p pourrait étre impliqué dans la
cancérogenese pancréatique, ainsi que dans la mise en place de mécanismes de
chimiorésistance. De plus, les données de la littérature révélent un potentiel
diagnostique et pronostique du miR-210 dans les PDACs ainsi qu’une association de

son expression a la chimiorésistance et notamment a la résistance a la gemcitabine.

Basé sur 'ensemble de ces observations, nous avons choisi d’étudier le
miR-210-3p, de valider sa régulation par MUC4 et d’identifier les mécanismes
moléculaires impliqués en plus de caractériser ses rbles dans la cancérogenése

pancréatique et dans la chimiorésistance.
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2. Caractérisation de la boucle de régulation
MUC4-miR-210-3p

89




[



>

miR-210-3p relative expression

2.1. MiR-210-3p est surexprimé dans les PDACs

L'expression relative de miR-210-3p a été évaluée par RT-gPCR dans (1) des
tissus de 9 patients appariés (tissus PDACs versus tissus sains adjacents) ainsi que
dans (2) un panel de lignées cancéreuses pancréatiques humaines; PANCS89,
PANC-1 et MIA PaCa-2 et dans la lignée pancréatique normale immortalisée HPDE.
Nos résultats montrent une surexpression significative de miR-210-3p dans les tissus
de PDACs par rapport aux tissus sains adjacents (4,7 + 3,8 fois plus, p=0,0112,
Figure 31 A). En outre, une surexpression de miR-210-3p a été observée dans les
lignées cellulaires cancéreuses pancréatiques PANC89 et PANC-1 comparée a la
lignée cellulaire normale canalaire pancréatique humaine HPDE (Figure 31 B). De
facon intéressante, le plus haut taux d'expression de miR-210-3p (5,93 £ 0,73) a été
observé dans les cellules PANC89 qui expriment MUC4 par rapport aux cellules
PANC-1 et MIA PaCa-2 qui ne l'expriment pas (1,8 £ 0,05, et 0,43 £ 0,02,

respectivement, Figure 31 B-C).
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Figure 31 : MiR-210-3p est surexprimé dans les tissus de PDACs et dans les lignées

cellulaires de cancer du pancréas.
(A) Analyse par RT-qgPCR du niveau d'expression relative de miR-210-3p dans
9 tissus de cancers du pancréas humains et dans les tissus adjacents non
tumoraux correspondants (CHU Lille). Les niveaux d'expression sont évalués
par la méthode 22! (ACt= Ct miR-210 - Ct RNU48). (B) Analyse par RT-qPCR
de l'expression relative de miR-210-3p dans les cellules cancéreuses
pancréatiques PANC89, PANC-1 et MIA PaCa-2, et les cellules canalaires
pancréatiques humaines normales HPDE. Les expressions ont été déterminées
selon la méthode 22" (AACt= (Ct miR-210 - Ct RNU48) - Ct HPDE). Trois
expériences indépendantes ont été réalisées. (C) Analyse par western blot de
I'expression de MUC4 et de la B-actine dans les cellules PANC89, PANC-1,
MIA PaCa-2 et HPDE. *p<0,05, ***p<0.001. Au moins 3 expériences
indépendantes ont été réalisées.
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Dans I'ensemble, nos résultats montrent une surexpression de miR-210-3p
dans les échantillons issus de PDACs et suggérent une association entre

I'expression de MUCA4 et celle de miR-210-3p dans les cellules dérivées de PDACs.

2.2. L'expression de miR-210-3p est positivement corrélée avec
I'expression de Muc4 au cours de la carcinogenése pancréatique

Afin d'établir un lien entre MUC4 et miR-210-3p dés les stades précoces du
PDAC, nous avons évalué le niveau d'expression de miR-210-3p par RT-gPCR et
mesuré de scores d'immunomarquages de Muc4 par immunohistochimie (IHC) dans
le modele de souris transgénique Pdx7-Cre;K-rasG12D (KC) qui est le modéle
préclinique de référence du cancer du pancréas. Les souris KC ont la particularité de
former des PanINs qui augmentent en taille et en nombre au fil du temps (dés I'age
de 3 mois) (Figure 32 A). Comme prévu, nous n'avons pas observé de Iésions
PanINs dans le pancréas des souris témoins Pdx1-Cre;K-rasWT (WT). Les injections
intrapéritonéales chroniques de céruléine permettent d’accentuer le remodelage de
I'histologie exocrine normale et de favoriser la progression des PanINs vers des
Iésions cancéreuses plus avancées, comme décrit préecédemment par Guerra et al.,
2007.

Nous avons confirmé I'expression soutenue de Muc4 a la membrane cellulaire
dans les Iésions précancéreuses PanlINs, a tous les ages comme précédemment
observé au laboratoire (Vasseur et al.,, 2015) et également dans le pancréas de
souris KC traitées a la céruléine. Contrairement au miR-210-3p, nous n'avons pas
observé d'expression basale de Muc4 dans le pancréas normal des souris WT. Les
scores d'immunomarquage de Muc4 ont montré une augmentation statistiquement
significative de I'expression de Muc4 chez les souris agées de 12 mois et celles
traitées a la céruléine par rapport aux souris WT (Figure 32 B). De maniére
intéressante, comme observé pour Muc4, une analyse par RT-gPCR a démontré que
I'expression de miR-210-3p est également significativement augmentée chez les
souris agées de 12 mois et chez les souris traitées a la céruléine (Figure 32 C). Les
scores d'immunomarquage de Muc4 et les niveaux d'expression relative de
miR-210-3p ont été positivement corrélés avec des valeurs des coefficients de

corrélation de Pearson et de Spearman supérieures a 0,7 (Figure 32 D).
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Figure 32 : L'expression de miR;2'i0-3p est corrélée a I'expression de Muc4 dans les

lésions PaniINs.

(A) Des colorations a I'hématoxyline et a I'éosine (panneaux de gauche) et des
marquages immunohistochimiques de Muc4 (panneaux de droite) ont été
réalisés dans des tissus pancréatiques de souris Pdx71-Cre;LStopL-K-rasG12D
(KC) (agées de 3, 6, 9, 12 mois et 8 mois traitées a la céruléine) et de souris
témoins Pdx71-Cre;K-rasWT (WT) (12 mois). Chaque groupe est constitué de six
souris. (B) Un score d'immunomarquage de I'expression de Muc4 a été calculé
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dans les lésions PanINs des souris KC traitées ou non a la céruléine. **p<0,01
indique une différence statistiquement significative par rapport aux souris WT.
(C) Les niveaux d'expression relative de miR-210-3p ont été évalués par RT-
gPCR dans les tissus pancréatiques de PanINs provenant de souris KC traitées
ou non a la céruléine et de souris témoins WT. Les données sont exprimées
selon la méthode 2°°' (AACt= (Ct miR-210-3p - Ct SNO202) - Ct WT).
L'expression de miR-210-3p dans les pancréas de souris témoins WT a été
arbitrairement fixée a 1. ***p<0,001 indique une différence statistiquement
significative par rapport aux souris WT. (D) Analyse de corrélation entre
I'expression de miR-210-3p et I'expression de Muc4 dans les lésions PanINs
(coefficients de corrélation de Pearson et de Spearman r=0,7460, r=0,7673,
respectivement, p<0,0001). (E) Les niveaux d'expression de MUC4 et de
miR-210-3p sont corrélés dans le jeu de données TCGA-PAAD. Les niveaux
d'expression relative de miR-210 (RPM) et de 'ARNm de MUC4 (RSEM) ont été
extraits en utilisant www.linkedomics.org. Des tests de corrélation de Spearman
ont été ensuite effectués.

En outre, nous avons également montré une corrélation positive entre les
niveaux d'expression relative de 'ARNm de MUC4 et de miR-210-3p issus de tissus
de patients atteints de PDAC retrouvés dans la banque de données publics TCGA-
PAAD (Spearman r=0,2719, p<0,001) (Figure 32 E).

Dans l'ensemble, nos résultats mettent en évidence une corrélation positive
entre les niveaux d'expression de MUC4 et de miR-210-3p dans les échantillons
néoplasiques et cancéreux issus respectivement de souris et de patients. Nos
données suggerent une implication potentielle de MUC4 dans la régulation de
miR-210-3p.
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23. MUC4 régule I'expression de miR-210 au niveau
transcriptionnel

Des travaux antérieurs du laboratoire ont précédemment démontré
Iimplication de MUC4 dans la régulation transcriptionnelle des genes via la
modulation de voies de signalisation et en particulier de la voie NF-kB (Skrypek et al.,
2013). Dans cette étude, nous avons émis I'hypothése que miR-210-3p pouvait
€galement étre soumis a ce mécanisme de régulation transcriptionnelle médiée par

MUC4 en impliquant la voie de signalisation NF-kB.

Nous avons dans un premier temps confirmé l'effet de MUC4 sur l'activité de
la voie NF-kB dans les cellules PANC89. Pour cela ces cellules ont été transfectées
avec un vecteur d’expression de la luciférase placée sous le contréle d’'un promoteur
possédant des éléments de réponses NF-kB. En effet, nous avons montré que
l'invalidation de MUC4 dans les cellules PANC89 induit une diminution significative
de 57,4 + 9,9 % de l'activité luciférase par rapport aux cellules contréles PANC89
Mock (p<0,0001, Figure 33 A). Nous avons ensuite réalisé une inhibition transitoire
de NF-kB dans les cellules PANC89 et validé, par une analyse western blot,
I'efficacité du siARN ciblant NF-kB-p50 qui induit une forte baisse de I'expression de
la sous-unité p50 de NF-kB (41 %, p<0,001, Figure 33 B). Nous avons ensuite
observé que linvalidation de la sous-unité p50 de NF-kB induit une diminution
significative du niveau d'expression de miR-210-3p dans les cellules PANC89
exprimant le siARN NF-kB-p50 par rapport aux cellules contréles exprimant le siARN
non ciblé (NT) (diminution de 62,7 £+ 3,0 %, p<0,0001, Figure 33 C).

Nous avons ensuite émis I'hypothése que le facteur de transcription NF-kB
peut réguler a la hausse I'expression de miR-210-3p en se fixant directement au
niveau de son promoteur afin d’augmenter son activité transcriptionnelle. En utilisant
la base de données des promoteurs eucaryotes (the eucaryotic promoter database,
https://epd.epfl.ch//index.php), nous avons analysé in silico le promoteur de miR-210
et identifié¢ de nombreux sites de liaison putatifs de NF-kB. Nous avons étudié la
fixation directe de la sous-unité p50 de NF-kB sur le promoteur de miR-210 a l'aide
d'expériences d'immuno-précipitation de la chromatine. Dans les cellules PANC89
Mock, nous avons mis en évidence un enrichissement de la fixation de la sous-unité

p50 du facteur de transcription NF-kB par rapport au contréle négatif IgG au niveau
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de quatre régions promotrices de miR-210 (P1-P4) englobant sept sites de liaison de
NF-kB-p50 (Figure 33 D).

De facon intéressante, nous avons montré que [linvalidation de MUC4
conduisait a la perte totale de ces interactions entre la sous-unité p50 de NF-kB et le
promoteur de miR-210.

Dans l'ensemble, ces résultats suggerent que MUC4 régule
transcriptionnellement I'expression de miR-210-3p via l'activation de la voie NF-kB, et
que le facteur de transcription NF-kB se lie directement a des sites spécifiques
retrouvés au niveau du promoteur de miR-210 afin de recruter la machinerie

transcriptionnelle et d’'induire son expression.
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Figure 33 : MUC4 régule I'expression de miR-210 via la voie NF-kB.
(A) L'activité luciférase de la construction rapporteur synthétique kB-Luc a été
mesurée 48 heures aprés transfection transitoire dans les cellules PANC89 Mock
et MUC4-KD. L'activité luciférase dans les cellules Mock a été fixée a
100 %. ***p indique une différence statistiquement significative par rapport aux
cellules Mock (p<0,001). Trois expériences indépendantes ont été réalisées.
(B) Analyse par western blot de I'expression de NF-kB p50 et de la B-actine dans
les cellules transfectées par le siNF-kB p50 et le contrdle correspondant siNT. Le
rapport NF-kB P50/B-actine est représenté sous forme d’histogrammes.
(C) Analyse par RT-gPCR de l'expression relative de miR-210-3p dans les
cellules PANCS89 transfectées par le siRNA ciblant la sous unité p50 de NF-kB
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(siNF-kB p50). L'expression dans les cellules contréle siNT a été arbitrairement
fixée a 1. **p indique une différence statistiquement significative par rapport aux
cellules témoins siNT (p<0,001). Trois expériences indépendantes ont été
réalisées.

(D) Représentation schématique du promoteur de miR-210. Les sites de liaison
prédits de NF-kB sont indiqués par des cases blanches. Quatre paires d'amorces
(P) ont été utilisées pour les expériences d'immunoprécipitation de la chromatine
(ChlP) et sont indiquées par des fléches colorées. (E) ChIP de la chromatine des
régions promotrices de miR-210 (P1 - 1596/- 1496, P2 - 1070/- 1061, P3 - 419/-
262 et P4- 282/- 159) avec NF-kB p50. L'enrichissement de la chromatine a été
normalisé par rapport a linput. Trois expériences indépendantes ont été
réalisées.

2.4. MiR-210-3p réprime I'expression de MUC4 dans les cellules
cancéreuses pancréatiques.

Apres avoir démontré que MUC4 régule I'expression de miR-210 et élucidé le
mécanisme impliqué (Figure 33), nous avons souhaité déterminer I'existence d'une

régulation réciproque de MUCA4 par le miR-210-3p.

De maniére intéressante, en utilisant la base de données MicroCosm Targets
miRNA, (European Bioinformatic institute), nous avons identifié in silico trois sites de
liaison putatifs de miR-210-3p sur le 3'-UTR de MUC4 aux positions 219-240 (site
#1), 159-182 (site #2) et 248-268 (site #3) (Figure 34 A) suggérant une régulation
potentielle de MUC4 par miR-210-3p.

Afin d'étudier cette régulation, nous avons généré des lignées cellulaires
stables PANC89 AAVS1 exprimant miR-210-3p, anti-miR-210-3p ou leurs contréles
correspondants miR-scramble et anti-miR-control, par la stratégie de modification
génique Crispr/Cas9. Nous avons validé que nos modéles cellulaires présentaient
une augmentation de l'expression relative de miR-210-3p dans les cellules AAVS1-
miR-210-3p par rapport aux cellules contrbles miR-scramble (3 fois plus) et une
diminution de cette expression dans les cellules AAVS1-anti-miR-210-3p (diminution

de 54%) par rapport aux cellules controles AAVS1-anti-miR-control (Figure 34 B).

L'analyse par western blot a montré une forte inhibition de I'expression de
MUC4 dans les cellules PANC89 AAVS1-miR-210-3p (diminution de 91%, p<0.001,
Figure 34 C) par rapport aux cellules AAVS1-miR-scramble. Au contraire, I'anti-miR-
210-3p a induit une augmentation significative du niveau d'expression de MUC4 (1,9

fois, p<0,01) par rapport aux cellules contréles AAVS1- anti-miR-control.
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L’inhibition de I'expression de MUC4 a aussi été confirmée suite a la

surexpression transitoire du miR-210-3p dans d’autres lignées cellulaires exprimant

MUC4, dont les cellules cancéreuses pancréatiques BxPc3 et les cellules

cancéreuses de vessie 647-V (Figure 34 D).
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Figure 34 : MiR-210-3p réprime I'expression de MUC4 via son 3'-UTR.

(A) Identification de trois sites de liaison putatifs de miR-210-3p sur le 3'-UTR de
MUC4 aux positions 219-240 (site #1), 159-182 (site #2) et 248-268 (site #3).
(B) Analyse par RT-qPCR du niveau d'expression relative de miR-210-3p dans
les cellules PANC89 stablement transfectées avec le miR-210-3p ou 'anti-miR-
210-3p et leurs controles respectifs miR-scramble et anti-miR-control. Les
niveaux d'expression sont évalués par la méthode 24* (AACt= (Ct miR-210 - Ct
RNU48) - Ct miR-scramble ou miR-control).

Analyse par western blot de I'expression de MUCA4 et de la B-actine dans (C) les
cellules PANC89 AAVS1-miR-210-3p, PANC89 AAVS1-antimiR-210-3p et leurs
contréles PANC89 miR-scramble et PANC89 anti-miR-control et dans (D) les
cellules BxPC-3 et 647-V transfectées transitoirement avec le miR-210-3p ou le
miR-scramble. La densité de chaque bande a été mesurée a l'aide du logiciel
imaged et la densité des contréles a été arbitrairement fixée a 1. Les rapports
MUCA4/B-actine sont représentés sous forme d’histogrammes. Trois expériences
indépendantes ont été réalisées.*p<0,05 indique une variation statistiquement
significative par rapport aux cellules miR-scramble (p=0,0215). **p indique
p<0.01 ; ***p indique p<0.001. Trois expériences indépendantes ont été
réalisées.
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Nous avons voulu ensuite identifier le ou les mécanismes de régulation de
'expression de MUC4 par le miR-210-3p. Il est clairement établi que la régulation
post-transcriptionnelle via le 3’-UTR est un des mécanismes les plus communément
décrits pour la plupart des miARNs. Afin d’explorer cette hypothése, nous avons
effectué une co-transfection du vecteur rapporteur MUC4 3'-UTR-luciférase et de
miR-210-3p dans les cellules PANC-1. Nous avons fait le choix de la lignée PANC-1
afin d’éviter l'interférence de 'ARNm MUC4 endogéne. Nous avons observé une
réduction significative de l'activité luciférase dans les cellules PANC-1 surexprimant
le miR-210-3p par rapport aux cellules PANC-1 miR-scramble (34.4 + 9.3 % de
diminution, p=0.0215, Figure 35 A).

De maniére intéressante, nous avons identifié SMAD2 et SMADS3, les
effecteurs de la voie TGF-B; comme des cibles potentielles du miR-210-3p
(TargetScan), suggérant que ce dernier peut également exercer une régulation
transcriptionnelle de [I'expression de MUC4. En effet, [l avait été montré
précédemment que la voie du TGF-f SMAD dépendante est impliquée dans la
régulation transcriptionnelle de MUC4 dans les cellules cancéreuses qui expriment le
géne SMAD4 non muté. Nous avons mis en évidence par des analyses par western
blot une diminution significative (de 45 % p=0.0387) de I'expression de SMAD2/3,
dans les cellules PANC89 surexprimant transitoirement le miR-210-3p (Figure 35
B-C).

L’ensemble de ces résultats suggére que le miR-210-3p réprime I'expression
de MUC4 (1) transcriptionnellement via l'inhibition de SMAD2 et SMAD3 et le
blocage de la voie du TGF-f SMAD dépendante et (2) post-transcriptionnellement
via le 3'-UTR de MUCA4.

MiR-210-3p a également été décrit comme un régulateur clé de la réponse a
I'nypoxie. Nous avons de ce fait voulu étudier la boucle MUC4-miR-210-3p dans des
conditions hypoxiques. Nous avons donc analysé les niveaux d’expression relative
de MUC4 et de miR-210-3p dans des cellules MUC4-KD et Mock cultivées en
hypoxie avec un taux d’oxygéne (O,) fixé a 1 %, suivant une cinétique de 30 min, 1
h,2het6 h.

98

[ TR



MUC4 3-UTR luciferase
activity (%)
g ¥ 3

g

T

..,,Q
]
TGF-B %7
B C g

& 8
TGF-BR € € ypa
— SMAD2/3 [ | 900

-

£
o
SMAD4 3
g
—— ﬁ *
st - -
miR- miR- - - » " g‘
scramble  210-3p - cu
- :
* smavass”
=
/7 T
miR- miR-
SMAD4 MuCc4 scramble  210-3p
promoter

Figure 35 : Mécanismes de régulation de MUC4 par miR-210-3p.

(A) Les cellules PANC-1 ont été co-transfectées avec le vecteur rapporteur pGL3-
MUC4-3-UTR et le miR-210-3p ou le miR-scramble. L'activité luciférase a été
mesurée 48 h aprés la transfection et fixée a 100 % dans les cellules transfectées
par le miR-scramble. (B) Représentation schématique de la voie TGF- SMAD
dépendante. (C) Analyse par western blot de I'expression de MUC4 et de la
B-actine dans les cellules PANC89 surexprimant miR-210-3p, ou le miR-scramble.
La densité de chaque bande a été mesurée a I'aide du logiciel imageJ et la densité
des contrOles a été arbitrairement fixée a 1. Les rapports MUC4/B-actine sont
représentés sous forme d’histogrammes. Trois expériences indépendantes ont été
réalisées. *p<0,05 indique une différence statistiquement significative par rapport
aux cellules contrbles miR-scramble. Trois expériences indépendantes ont été
réalisées.
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Nous avons observé une augmentation séquentielle du niveau d’expression
protéique du facteur de transcription de I'nypoxie HIF1-a ainsi qu'une augmentation
significative de I'expression relative de miR-210-3p dans les cellules Mock, aprés 6h
de culture en hypoxie. En revanche, dans les cellules MUC4-KD, nous avons
constaté que linvalidation de MUC4 induit une diminution significative du niveau
d’expression relative de miR-210-3p par rapport aux cellules Mock (Figure 36 A-B).
Ces observations suggérent que la régulation transcriptionnelle de miR-210-3p par

MUC4 est maintenue en hypoxie.

>
o

34 -—=— Mock
=i MUC4-KD KS

HIF1-a - - .-- 110

[T p——— L )

miR-210-3p relative expression

= 37 : & oh  30min 1h 2h 6h

Time post hypoxic incubation (h)

Normoxia Hypoxia 1% 0,
Figure 36 : Boucle miR-210-3p-MUC4 en conditions hypoxiques
(A) Analyse par RT-gPCR du niveau d’expression relative de miR-210-3p dans les
cellules Mock et MUC4-KD au cours d’'un cinétique de culture en hypoxie. (B)
analyse par western blot de I'expression protéique de MUC4, HIF1-a et la B-actine
dans les cellules Mock et MUC4-KD aprés incubation hypoxique (1% O,) pendant
30 min, 1, 2 et 6h. ** p<0.01 ; *** p<0.001 indiquent une différence statistiquement
significative par rapport aux cellules contréles Mock.
Néanmoins, la surexpression de miR-210-3p induite en réponse a I'hypoxie,
aprés 2 h a 6 h d’incubation a 1 % de O, n'impacte pas I'expression protéique de
MUC4, ce qui suggére un échappement de MUC4 a la régulation induite par le

miR-210-3p hypoxie dépendant.

Dans l'ensemble, ces résultats soutiennent I'hypothése que MUC4 est un
régulateur clé de la transcription de miR-210-3p depuis linitiation de la

carcinogenése pancréatique jusqu'a la formation de PDAC hypoxique.
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3. Etude des roles de miR-210-3p dans les
cellules cancéreuses pancréatiques.
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3.1. MiR-210-3p inhibe la prolifération et la migration des cellules
cancéreuses pancréatiques in vitro

Nous avons étudié in vitro les réles biologiques de miR-210-3p dans les
cellules cancéreuses pancréatiques PANC89 (exprimant MUC4), PANC-1 et
MIA PaCa-2 (n'exprimant pas MUC4) en effectuant des expériences de transfections
transitoires et de transfections stables (modéles Crispr/Cas9 AAVS1). L'efficacité de

la transfection de miR-210-3p a été systématiquement vérifiée par RT-qPCR.

Nous avons d'abord effectué des tests MTT pour évaluer I'effet général de
miR-210-3p sur la viabilité cellulaire. Nous avons observé une diminution significative
de la viabilité cellulaire dans toutes les cellules surexprimant le miR-210-3p de fagon
transitoire et stable par rapport aux cellules transfectées avec le miR-scramble (20-
40 % de diminution p<0.001, Figure 37 A). Au contraire, I'anti-miR-210-3p a induit
une augmentation significative de la viabilité cellulaire dans les cellules PANC-1 et
PANC89 AAVS1 anti-miR-210-3p par rapport aux cellules AAVS1 anti-miR-control
(63.4 £ 0.02 et 72,48 £ 0.02 % d'augmentation, respectivement p<0.001 Figure 38
A).

Nous avons ensuite étudié les effets de miR-210-3p sur la prolifération
cellulaire par la mesure de la confluence cellulaire au cours du temps a I'aide d'un
systéeme de suivi en imagerie en temps réel (appareil Incucyte™). La confluence
cellulaire est significativement diminuée dans les cellules surexprimant le miR-210-3p
alors que son inhibition induit une augmentation significative de la prolifération des

cellules PANC89 et PANC-1 par rapport aux conditions controles (Figure 37-38 B).

Enfin, nous avons effectué des tests de blessures afin d'étudier I'effet de
miR-210-3p sur la capacité de migration collective des cellules cancéreuses
pancréatiques. Nous avons observé que la surexpression de miR-210-3p réduit
significativement la migration cellulaire comparée aux cellules contrbles
miR-scramble. De plus, I'anti-miR-210-3p induit une augmentation de la migration
cellulaire dans les cellules PANC89 et PANC-1 par rapport aux cellules anti-miR-
control (Figure 37-38 C-D).

De facon intéressante, nous avons remarqué que les effets les plus importants

de miR-210-3p sur la viabilité cellulaire, la prolifération et sur le processus de
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migration ont été observés dans les cellules PANC89 exprimant MUC4 par rapport

aux cellules PANC-1 et MIA PaCa-2 qui ne I'expriment pas.

Dans l'ensemble, ces résultats mettent en évidence les effets anti-tumoraux

de miR-210-3p in vitro dans les cellules cancéreuses pancréatiques.
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Figure 37: L'expression transitoire de miR-210-3p inhibe la prolifération et la

migration des cellules cancéreuses pancréatiques.
(A) Les cellules PANC89, PANC-1 et MIA PaCa-2 ont été transitoirement
transfectées avec le miR-210-3p ou le miR-scramble pendant 96 h. La viabilité des
cellules a été évaluée a l'aide de tests MTT. La condition contréle miR-scramble a
été arbitrairement fixée a 1. Trois expériences indépendantes ont été réalisées.
(B) La confluence cellulaire a été évaluée a l'aide de I'appareil Incucyte™ pendant

96 h aprés

transfection transitoire des cellules PANC89, PANC-1 et MIA PaCa-2

avec le miR-210-3p ou le miR-scramble. Trois expériences indépendantes ont été

réalisées.

(C) Des tests de blessures ont été effectués sur des cellules
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transfectées avec le miR-210-3p ou le miR-scramble. La surface de la plaie a été
mesurée toute les 6 h pendant 24 h a laide de l'appareil Incucyte™. Les
expériences ont été réalisées trois fois. *p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,001 indiquent
une différence statistiquement significative par rapport a la condition miR-
scramble. Trois expériences indépendantes ont été réalisées. (D) Images
représentatives de tests de blessures réalisés dans les cellules PANC89, PANC-1
et MIA PaCa-2.
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Figure 38 : La surexpression stable de miR-210-3p et de I’anti-miR-210-3p régule la
prolifération et la migration des cellules cancéreuses pancréatiques.
Les cellules PANC89 et PANC1 ont été transfectées stablement soit avec le
miR-210-3p, l'anti-miR-210-3p ou les contréles correspondants le miR-
scramble et I'anti-miR-scramble. (A) La viabilité cellulaire a été évaluée a
l'aide de tests MTT. Les conditions miR-scramble et anti-miR-control ont été
arbitrairement fixées a 1. Trois expériences indépendantes ont été réalisées.
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(B) La confluence cellulaire a été évaluée a l'aide de l'appareil Incucyte™
toutes les 12 h pendant 96 h. Trois expériences indépendantes ont été
réalisées. (C) Des tests de blessures ont été réalisés. La surface des
blessures a été mesurée toutes les 6 h pendant 24 h en utilisant I'appareil
Incucyte™. Trois expériences indépendantes ont été réalisées. (D) Images
représentatives de la fermeture des blessures dans les cellules PANC89 et
PANC-1 exprimant miR-210-3p ou anti-miR-210-3p. *p<0,05, **p<0,01 et
***n<0,001 indiquent une différence statistiquement significative par rapport au
miR-scramble ou a I'anti-miR-control.
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Figure 39 : MiR-210-3p inhibe la croissance des tumeurs pancréatiques in vivo.

(A) Analyse par RT-gPCR de l'expression relative de miR-210-3p dans les
cellules Capan-1 LV-miR-210 et Capan-1 LV-miR-neg. L'expression de
miR-210-3p est évaluée selon la méthode 224° (AACt= (Ct miR-210 - Ct
RNU48) - Ct miR-neg). L'expression de miR-210-3p dans les cellules témoins
Capan-1 LV-miR-neg a été arbitrairement fixée a 1. ***p<0,001 indique la une
différence statistiquement significative par rapport aux cellules contréles
Capan-1 LV-miR-neg. (B) Prolifération des cellules Capan-1 LV-miR-210 par
rapport a leurs contrbles LV-miR-neg (**p<0,01 ou ***p<0,001). Trois
expériences indépendantes ont été réalisées. (C) Xénogreffes sous-cutanées
des cellules Capan-1 LV-miR-210-3p et des cellules témoins Capan-1
LV-miR-neg chez des souris SCID. La croissance tumorale (mm?) a été évaluée
jusqu'a ce que les souris soient euthanasiées. *p<0,05 et ***p<0,001 indiquent
une différence statistiquement significative entre la condition miR-210-3p et la
condition contréle miR-neg. (D) Le marquage immunohistochimique Ki-67 a été
réalisé sur les tissus des tumeurs xénogreffées. Grossissement original : x10
(panneau supérieur) et x 20 (panneau inférieur). (E) Le pourcentage de cellules
Ki-67 positives (Ki-67+) a été calculé et représenté sous forme d'histogrammes.
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*p<0.05 indique une différence statistiquement significative par rapport a la
condition contréle miR-neg. (F) Analyse par western blot de I'expression des
protéines S474 phospho-Akt, Akt, Cycline D1 et B-actine dans les cellules
Capan-1 LV-miR-210-3p et Capan-1 LV-miR-neg contrdle. Les rapports Akt/3-
actine et Cyclin D1/B-actine sont représentés sous forme d’histogrammes. Trois
expériences indépendantes ont été réalisées.

3.2. MiR-210-3p inhibe la croissance des tumeurs pancréatiques

in vivo

Afin d'étudier les fonctions de miR-210-3p in vivo, nous avons utilisé les
cellules cancéreuses pancréatiques Capan-1 ayant été transduites par un vecteur
lentiviral codant pour le miR-210-3p (cellules LV-miR-210-3p) et les cellules contrbles
(LV-miR-neg).

Nous avons d’abord validé la surexpression de miR-210-3p dans les cellules
Capan-1 LV-miR-210-3p par RT-gPCR (x13,8 = 1,2, p<0,001, Figure 39 A). Nous
avons confirmé l'effet anti-prolifération de miR-210-3p in vitro dans les cellules
Capan-1 LV-miR-210-3p par rapport aux cellules LV-miR-neg (diminution de 38,1 %,

p<0,001) (Figure 39 B) comme démontré précédemment dans les figures 37 et 38.

Ces cellules ont été xénogreffées en sous-cutané chez des souris SCID et la
croissance tumorale a été évaluée pendant 51 jours par la mesure du volume
tumoral. Nous avons observé que les tumeurs développés a partir des cellules
Capan-1 LV-miR-210-3p sont significativement plus petites que les tumeurs issues
des cellules contréles Capan-1 LV-miR-neg (diminution de 42 %, p<0,05) dés 39
jours post-xénogreffe. La différence des tailles de tumeurs entre les deux conditions
s'est maintenue jusqu'a I'euthanasie des souris (Figure 39 C). Ensuite, les tumeurs
ont été extraites et le facteur de prolifération Ki-67 a été analysé par marquage
immunohistochimique (Figure 39 D-E). Nous avons observé une diminution
statistiquement significative du pourcentage de cellules Ki-67 positives (Ki-67+) dans
les tumeurs Capan-1 LV-miR-210-3p (diminution de 66,6 % + 18,9, p=0,0245) par

rapport aux tumeurs contréles Capan-1 miR-neg.

De plus, l'analyse par western blot des cellules Capan-1 LV-miR-210-3p a
montré une diminution des expressions des protéines associées aux voies de
signalisation pro-proliférative telles qu’Akt (forme constitutive et phosphorylée en
S474) ainsi que la Cycline D1 par rapport aux cellules témoins Capan-1 LV-miR-neg.
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Il est intéressant d’'observer que le rapport S474 phospho-Akt/Akt est égal a 1 quand
on compare les cellules LV-miR-210-3p et le contréle LV-miR-neg, suggérant que
miR-210-3p inhibe I'expression de Akt et non pas son activation par phosphorylation

(Figure 39 F).

L’ensemble de ces travaux démontrent que la surexpression ectopique de
miR-210-3p inhibe la prolifération des cellules Capan-1 et diminue la croissance

tumorale in vivo.
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4. Etude des effets de miR-210-3p sur la
reponse aux chimiothérapies.
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Figure 40 : L’expression de miR-210-3p est altérée dans les cellules cancéreuses

pancréatiques résistantes aux chimiothérapies.
(A) Analyse par RT-gPCR de I'expression relative de miR-210-3p dans les
lignées cancéreuses pancréatiques humaines PANC-1 et MIA PaCa-2
gemcitabine résistantes (Gem R) et leurs contréles (Gem S). L'expression de
miR-210-3p est évaluée selon la méthode 224! (AACt= (Ct miR-210 - Ct RNU48)
- Ct Gem S). L'expression de miR-210-3p dans les cellules témoins Gem S a été
arbitrairement fixée a 1. (B) Les cellules PANC89 et PANC-1 ont été transfectées
transitoirement avec le miR-210-3p ou le miR-scramble puis traitées a la
gemcitabine pendant 72 h. La viabilité des cellules a été évaluée a l'aide de tests
MTT. Les données ont été normalisées sur les conditions non traitées
respectives. (C) Analyse par RT-qPCR de I'expression relative de miR-210-3p
dans les lignées cancéreuses pancréatiques humaines PANC-1 et MIA PaCa-2
FOLFIRINOX résistantes (FR) et leurs controles (FS). L'expression de miR-210-
3p dans les cellules témoins FS a été arbitrairement fixée a 1.
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Le miR-210-3p est associé a la réponse aux chimiothérapies des
PDACs.

Dans cette partie de notre étude nous nous sommes intéressés aux effets de

miR-210-3p sur la réponse aux chimiothérapies conventionnelles.

Dans notre équipe, plusieurs projets de recherche s’intéressent a I'étude des
mécanismes de chimiorésistance acquise dans le cancer du pancréas. Nous
disposons de ce fait de lignées pancréatiques PANC-1 et MIA PaCa-2 rendues
résistantes a la gemcitabine par un traitement chronique (EI Amrani et al., 2019).
Nous avons évalué I'expression relative de miR-210-3p dans ces modeles cellulaires
par RT-gPCR. De facon intéressante, nous avons observé une surexpression
significative de miR-210-3p dans les PANC-1 résistantes a la gemcitabine (GR)
comparé aux cellules PANC-1 controles sensibles au traitement (GS). Cependant,
nous n’‘avons pas observé d’altération de l'expression de miR-210-3p dans les
cellules MIA PaCa-2 (Figure 40 A). Ces résultats suggérent que limplication
potentielle de miR-210-3p dans la résistance a la gemcitabine est dépendante de la
lignée cellulaire et que lacquisition de la chimiorésistance est un mécanisme

complexe pouvant étre mis en place de maniere indépendante de miR-210-3p.

Nous avons ensuite envisagé d’évaluer l'effet d’'une surexpression de
miR-210-3p sur la réponse des cellules cancéreuses pancréatiques a la gemcitabine.
Pour cela, nous avons surexprimé transitoirement le miR-210-3p dans les cellules
PANCB89 (phénotype épithélial et exprimant MUC4) et dans les PANC-1 (phénotype
mésenchymateux et n’exprimant pas MUC4) puis traité a la gemcitabine (selon I'IC50
préalablement déterminé au laboratoire). L’analyse de viabilité cellulaire aprés
traitement a la gemcitabine n’a révélé aucun effet de miR-210-3p sur la sensibilité
des cellules PANC89 et PANC-1 a la gemcitabine (Figure 40 B). Ces résultats
suggerent que la surexpression de miR-210-3p a elle seule n’est pas suffisante pour
impacter la réponse au traitement et activer le mécanisme de résistance a la

gemcitabine.

Récemment, le Dr Poiraud (M2R sous la direction scientifique du Dr Audrey
Vincent) a mis en place au laboratoire un modéle de chimiorésistance acquise au

FOLFIRINOX, basé sur le protocole de traitement utilisé en clinique, en adaptant la
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cinétique et les concentrations de drogues aux cellules pancréatiques (Hadj Bachir et
al., 2021). Nous avons évalué par RT-gPCR l'expression relative de miR-210-3p
dans les modéles cellulaires PANC-1 et MIA PaCa-2 résistants au FOLFIRINOX
(FR). Nous avons observé une surexpression de miR-210-3p dans les cellules MIA
PaCa-2 résistantes au FOLFIRINOX comparés aux cellules contréles non traitées
(NT). Cependant, aucun effet de miR-210-3p sur la réponse au FOLFIRINOX n’a pu
étre observé dans les cellules PANC-1. Ces résultats renforcent I'hypothése d’une
implication, dépendante de la lignée cellulaire, de miR-210-3p dans la résistance

acquise au traitement (Figure 40 C).
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Contexte d’étude

L'adénocarcinome du canal pancréatique est un cancer extrémement agressif
et trés chimiorésistant. En raison de son pronostic dramatique et de I'échec des
thérapies conventionnelles, le PDAC est la troisiéme cause de décés par cancer aux
Etats-Unis et les prédictions suggérent qu'il devienne la deuxiéme cause en 2030. La
compréhension des mécanismes de la carcinogenése du PDAC et l'identification des
principaux facteurs responsables de son agressivité et impliqués dans I'acquisition
d’'une chimiorésistance sont cruciaux pour I'amélioration des soins prodigués aux
patients et le développement de nouvelles approches thérapeutiques. Les lésions
précancéreuses pancréatiques sont le point de départ du développement des
PDACs.

MUC4 est un acteur clé de la carcinogenése pancréatique. Dés sa
néoexpression dans les stades précoces des PanINs, MUC4 contribue a la
progression et a l'agressivité du PDAC. Plusieurs études in vitro et in vivo ont
démontré que MUC4 module la croissance tumorale pancréatique, la prolifération
cellulaire, l'invasion et I'apoptose. Néanmoins, les mécanismes sous-jacents
associés a l'expression de MUC4 restent a décrypter. Dans cette étude, nous avons
identifié miR-210-3p comme miARN régulé par une signalisation cellulaire activée en
aval de MUC4. Nous avons ensuite caractérisé le mécanisme impliqué dans cette
régulation, puis étudié les effets du miR-210-3p sur les propriétés biologiques des

cellules cancéreuses du pancréas et sur la réponse aux chimiothérapies.

Le miR-210, est lI'un des miARNs les plus fréquemment dérégulés dans les
PDACs (Sohrabi et al., 2021). Sa surexpression dans des échantillons issus de
tissus de PDAC a été associée a un mauvais pronostic du cancer du pancréas
(Greither et al., 2010). De plus, miR-210 semble impliqué dans la résistance a la
gemcitabine. (Dhayat et al., 2015,.Yang et al., 2020). En plus de son rdle bien décrit
de régulateur de I'nypoxie, miR-210-3p est également exprimé dans des conditions

de normoxie et module l'initiation tumorale (Huang et al., 2009).

Dans cette étude, nous avons voulu élucider les roles de MUC4-miR-210-3p

dans les stades précoces de la formation des tumeurs pancréatiques.
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Boucle de rétro-régulation négative MUC4-miR-210-3p

Dans les PDACs, MUC4 et miR-210-3p sont tous les deux surexprimés
(Swartz et al., 2002, Szabo et al., 2020, Jonckheere et al., 2010) et associés a un
mauvais pronostic (Jonckheere et al., 2021, Greither et al., 2010). Dans cette étude,
nous avons révélé une corrélation positive entre I'expression de Muc4 et celle de
miR-210-3p au cours de l'initiation des PanINs et leur progression en PDAC. De plus,
nous avons observé que l'invalidation de MUC4 dans des conditions normoxiques
(21 % Oy) et hypoxiques induit une diminution significative des niveaux d'expression

de miR-210-3p dans les cellules cancéreuses.

Nos résultats suggérent une implication potentielle de MUC4 dans la
régulation transcriptionnelle de miR-210-3p. En effet, il est maintenant établi que
MUC4 est capable de moduler l'expression de génes par l'activation de la
signalisation cellulaire. Par exemple, nous avons précédemment montré que MUC4
induit une surexpression de hCNT1, dans les cellules cancéreuses pancréatiques,
via la modulation de la voie NF-kB (Skrypek et al., 2013). NF-kB est une famille de
facteurs de transcription dimériques qui jouent un réle central dans les réponses
inflammatoires, immunitaires, la différenciation cellulaire, la prolifération et la survie
dans les organismes multicellulaires (Gerondakis et al., 2006). La dérégulation de la
voie NF-kB a été impliquée dans un large panel de maladies, y compris les cancers.
Dans le PDAC, NF-kB favorise la progression tumorale en régulant les genes
impliqués dans la prolifération, I'angiogenése et la survie. La voie NF-kB est bien
connue pour étre activée de maniere constitutive dans les PDACs par rapport au

pancréas normal (Wang et al., 1999).

Le géne miR-210 est situé dans un intron d’'un gene codant un long ARN non
codant, nommé miR210HG, situé sur le chromosome 11p15.5 (NCBI, géne, 406992).
En 2012, Zhang et ses collaborateurs ont identifieé pour la premiére fois un site
fonctionnel de fixation de la sous-unité p50 de NF-kB sur le promoteur de miR-210 lui
permettant d’activer transcriptionnellement I'expression de miR-210-3p dans la
maladie de la pré-éclampsie (Zhang et al., 2012). Dans notre étude, nous avons
observé que l'inhibition de NF-kB dans les cellules cancéreuses pancréatiques
PANCB89 en utilisant un siARN ciblant la sous unité p50 de NF-kB a induit une

diminution significative du niveau d'expression relative de miR-210-3p comparé a la
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condition contréle. Sur la base de ces résultats, nous avons caractérisé l'implication
de NF-kB (p50) sur la régulation transcriptionnelle de miR-210-3p en aval de MUC4
dans les cellules cancéreuses pancréatiques. La cartographie d'une région
promotrice centrale de 2 kb immédiatement en amont de la structure en tige-boucle
de miR-210, nous a permis d'identifier plusieurs sites de fixation putatifs de NF-kB.
Des études structurelles et fonctionnelles nous ont permis de mettre en évidence une
interaction directe entre la sous unité p50 de NF-kB et le promoteur de miR-210 ce
qui induit son expression dans les cellules cancéreuses pancréatiques. De maniére
intéressante, nous avons démontré que la perte de MUC4 abolissait les interactions
entre la sous unité p50 de NF-kB et le promoteur de miR-210 via l'inhibition de
I'activité NF-kB. Les mécanismes de régulation de la voie NF-kB médiée par MUC4
restent a clarifier. Néanmoins, nous avons précédemment montré une accumulation
des sous-unités de NF-kB dans la fraction cytoplasmique des cellules cancéreuses
MUC4-KD (Skrypek et al., 2013) et suggérons que MUC4 peut bloquer la

translocation nucléaire du facteur de transcription NF-kB.

L'analyse in silico du 3'-UTR de MUC4 nous a permis d'identifier trois sites de
fixation de miR-210-3p. Ce résultat suggére que MUC4 est une cible potentielle de
miR-210-3p. La régulation de I'expression de MUC4 dans les PDACs est complexe
et opére a différents niveaux (1) au niveau épigénétique via la méthylation de I'ADN
et les modifications des histones (Vincent et al., 2008), (2) au niveau transcriptionnel
via les facteurs EGF (Perrais et al., 2001b), et TGF- (Andrianifahanana et al., 2005)
(Jonckheere et al., 2004) et les voies MAPK et NF-kB activées par Kras (Vasseur et
al., 2015) et enfin (3) au niveau post-transcriptionnel via les miARNs. En effet, il est
décrit que MUCA4 est une cible fonctionnelle de miR-150 (Srivastava et al., 2011) et
de miR-219-1-3p dans les PDACs (Lahdaoui et al., 2015). De méme, dans notre
étude, nous avons démontré que le miR-210-3p est également un régulateur post-
transcriptionnel de MUC4. En effet, nos résultats nous ont permis de mettre en
évidence une inhibition significative de I'expression de MUC4 induite par miR-210-3p.

A linverse 'anti-miR-210-3p conduisait a une surexpression de MUCA4.

En plus de son implication dans la régulation post-transcriptionnelle de MUC4
via son 3-UTR, nos résultats suggérent que miR-210-3p pourrait également le
réprimer au niveau transcriptionnel via 'inhibition de la voie canonique du TGF-(. La
voie TGF-f est impliquée dans la progression du cancer du pancréas. L'activation de
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la signalisation TGF-3 SMAD dépendante est initiée par la fixation du TGF-3 sur son
récepteur, sérine/thréonine kinase, et I'induction de son oligomérisation. Une fois le
complexe ligand-récepteur activé, il phosphoryle les protéines SMAD2 et SMADS3 qui
se lient a SMAD4 puis transloquent vers le noyau ou ils activent I'expression de
génes cibles dont MUC4 (Jonckheere et al., 2004). Nous avons montré que la
surexpression miR-210-3p induisait une inhibition significative de I'expression
SMAD2 et SMAD3 conduisant ainsi au blocage de la voie du TGF-§ SMAD

dépendante et a la répression de I'expression de MUCA4.

Dans cette étude, nous avons montré que MUC4 et miR-210-3p se régulent
mutuellement. L'activation transcriptionnelle de miR-210-3p par MUC4 semble étre
maintenue au cours de la carcinogenése pancréatique puisque leur expression est
positivement corrélée et qu’ils sont tous les deux surexprimés dans les cellules et les
tissus de PDAC. Inversement, nous avons constaté que MUC4 échappe a la
régulation induite par le miR-210-3p (1) dans le modéle de souris KC qui présente un
fort immunomarquage de Muc4 et des niveaux d’expression relative élevés de
miR-210-3p et (2) dans des conditions d'hypoxie. En effet, nous avons observé que
la surexpression du miR-210-3p induite sous culture en hypoxie (1% O; pendant 6 h)
n'avait aucun effet répressif sur I'expression de MUC4 qui restait fortement exprimé

dans ces conditions.

Plusieurs mécanismes peuvent étre a l'origine de I'échappement de MUC4 a
la répression transcriptionnelle et post-transcriptionnelle induites par le miR-210-3p
dans les PDACs.

La régulation de I'expression de MUC4 est trés complexe au cours de la
cancérogenéese pancréatique et dans les PDACs invasifs, et implique divers
mécanismes déja élucidés pour certains et d’autres encore inconnus a ce jour. Nous
avons suggeéeré que miR-210-3p pouvait inhiber transcriptionnellement MUC4 via le
blocage de la voie du TGF-B SMAD dépendante, induit par la répression de SMAD2
et SMAD3. Néanmoins, cette voie est inactivée en conséquence d’'une mutation
perte de fonction du géne SMAD4 dans les PanINs de haut grade et dans 31 a 38 %
des cancers du pancréas (Waddell N 2015). En paralléle, d’autres mécanismes

cellulaires, non régulés par miR-210-3p, favorisent I'expression de MUC4. Ces
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évenements peuvent participer a la levée de répression transcriptionnelle de MUC4
par le miR-210-3p dans les PDACs.

Par ailleurs, les changements environnementaux sont des facteurs
déterminants des fonctions des miARNs. En effet, en réponse au stress, a I'hypoxie
ou encore a d'autres stimuli externes, les cellules activent des signalisations
cellulaires spécifiques. En conséquence, I'expression de certains génes impliqués
spécifiguement dans ses réponses cellulaires est modifiée, ce qui génére des profils
géniques dépendant du contexte cellulaire. De plus, la cancérogenése pancréatique
se caractérise par une accumulation progressive d’altérations génétiques et
moléculaires conduisant a une modification des signalisations cellulaires ainsi que
des signatures d’expression géniques associées. Nous suggérons qu’au cours du
développement des PDACs, miR-210-3p interagit et régule d’autres cibles
surexprimées dans les cellules cancéreuses pancréatiques, libérant ainsi MUC4, un

elément important pour la survie, la progression et la résistance cellulaires.

Nous avons comme hypothése que la boucle de rétro-régulation négative
MUC4-miR-210-3p est exclusivement efficace dans les stades précoces du cancer
du pancréas afin de maintenir I'hnoméostasie cellulaire et d'inhiber l'initiation tumorale

dans des conditions normoxiques.
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Roéles de miR-210-3p dans la cancérogenése pancréatique

Il est devenu évident que les miARNs sont des régulateurs majeurs des
propriétés biologiques des cellules cancéreuses. En fonction de leurs génes cibles,
des conditions cellulaires et environnementales, et de I'expression spatiotemporelle
du miARN nous distinguons (1) des miARNs jouant un rdle suppresseurs de tumeurs
souvent sous-exprimés dans les cancers et ciblant des oncogénes (2) et des
oncomiRs souvent surexprimés dans les cancers et ciblant des génes suppresseurs

de tumeurs.

Afin de caractériser le miR-210-3p et de déterminer son potentiel oncogénique
ou anti-tumoral dans les PDACs, nous l'avons surexprimé ou inhibé dans des
cellules cancéreuses pancréatiques exprimant ou pas MUCA4, puis évalué son effet

sur la viabilité cellulaire, la prolifération et la migration cellulaires in vivo et in vitro.

Nous avons montré que l'expression ectopique du miR-210-3p inhibe la
prolifération et la migration in vitro des cellules cancéreuses du pancréas et la
croissance tumorale in vivo dans un modeéle de xénogreffe. Ces effets anti-tumoraux
de miR-210-3p ont été observés aussi bien dans les cellules qui expriment MUC4
que dans celles ne I'exprimant pas. Ces résultats suggéerent que le miR-210-3p

régule ces processus indépendamment de MUC4, en réprimant d’autres cibles.

Nous supposons que l'inhibition de la prolifération induite par le miR-210-3p
pourrait étre due a un blocage de la transition G1/S. En effet, nous avons observé
que la surexpression du miR-210-3p induit une diminution de I'expression de la
kinase Akt, un facteur de la signalisation régulatrice de la survie et de la prolifération
cellulaire. Il a été décrit que Akt stabilise I'expression de la cycline D1, acteur majeur
de la régulation du cycle cellulaire, via la phosphorylation et l'inactivation de son
inhibiteur la protéine kinase Glycogen synthase kinase-3beta (GSK 3B) (Balcazar
Morales and Aguilar de Plata, n.d.). En effet, il a été démontré que la protéine kinase
GSK 3B active, phosphoryle la cycline D1 et induit ainsi sa dégradation par le
protéasome (Diehl et al., 1998). De plus, nous avons montré que miR-210-3p induit
une diminution de I'expression de la Cycline D1. En se basant sur ces faits, nous
supposons que dans nos modeles cellulaires, I'effet anti-prolifératif de miR-210-3p

est une conséquence de l'inhibition de la voie Akt/ GSK-3p/ Cycline D1.
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Par ailleurs, nos résultats suggerent que miR-210-3p altere la capacité
migratoire des cellules cancéreuses pancréatiques via I'inhibition de la voie du TGF-
B SMAD dépendante. En effet, Il est clairement établi que la voie du TGF-, favorise
la progression du cancer en régulant plusieurs étapes du processus métastatique,
notamment la TEM. De, plus il a é&té montré que la répression des protéines SMAD?2
et SMAD3 conduit a la diminution de la migration cellulaire, de l'invasion et de
formation de métastases (Wang et al, 2016). Nos données suggérent que
miR-210-3p diminue le potentiel migratoire des cellules cancéreuses pancréatiques
via la modulation de I'expression de SMAD2 et SMAD3.

Bien que l'expression tissulaire du miR-210 soit inversement corrélée a la
survie des patients atteints de PDACs (Greither et al., 2010), nous avons constaté
que l'expression ectopique de miR-210-3p induit un effet anti-tumoral aussi bien
in vitro qu’in vivo. Plusieurs études montrent des effets controversés du miR-210-3p
sur les processus biologiques des cellules cancéreuses du pancréas. Il est bien
connu que les miARNs ont des roles différents selon leur origine, leur expression
spatiotemporelle, les stimuli environnementaux et les types de cellules. En effet,
plusieurs études ont démontré un effet oncogénique de miR-210-3p. Yang et ses
collaborateurs ont suggéré que le miR-210-3p contenu dans les exosomes issus de
cellules souches de cancer du pancréas résistantes a la gemcitabine, induit une
résistance aux médicaments dans les cellules cancéreuses pancréatiques sensibles
a la gemcitabine (Yang et al., 2020). De plus, le miR-210 est impliqué dans l'initiation
de la TEM des cellules cancéreuses pancréatiques sous hypoxie (Ni et al., 2019). En
revanche, d'autres études ont suggéré que le miR-210-3p a un effet suppresseur de
tumeur, car il inhibe la prolifération des cellules pancréatiques (Sun et al., 2018) et
réprime l'initiation de la croissance tumorale dans des conditions normoxiques
(Huang et al., 2009).

L'équilibre global entre les effets pro- et anti-tumoraux de miR-210-3p peut
dépendre de son expression spatio-temporelle (centre ou périphérie de la tumeur,
phases précoces ou tardives du cancer), des stimuli environnementaux (tels que
I'nypoxie, la chimiothérapie), et enfin de I'expression et de la disponibilité de ses

genes cibles.
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Conclusions et petspectives
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Figure 41 : Représentation schématique des effets de miR-210-3p dans les PDACs.

A gauche : boucle de rétroaction négative MUC4-miR-210-3p que nous avons
identifié dans des conditions normoxiques. A droite : modéle hypothétique de la
régulation de miR-210-3p et de ses rbles en réponse a divers stimuli tels que
I'hypoxie, la résistance aux chimiothérapies et dans le processus métastatique.
Les fleches vertes représentent les signaux activateurs. Les fleches rouges
représentent les signaux inhibiteurs. La courte ligne rouge représente le
miR-210-3p.

Abréviations : TF : facteurs de transcription.
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Conclusion générale

Dans le présent travail, nous avons démontré pour la premiére fois l'existence
d'une régulation rétroactive entre une mucine et un microARN. Nous avons identifié
et caractérisé une boucle de rétro-régulation négative complexe entre MUC4 et miR-
210-3p dans le PDAC. En effet, nous avons observé que MUC4 active I'expression
transcriptionnelle de miR-210-3p via la modulation de la voie NF-kB, ce qui induit la
surexpression de miR-210-3p dans les cellules et les tissus du cancer du pancréas.
En revanche, le miR-210-3p réprime transcriptionnellement et post-
transcriptionnellement I'expression de MUC4 respectivement via le blocage de la
voie du TGF-B SMAD dépendante et via l'interaction potentielle avec le 3' UTR de
MUC4. Cette régulation dépend des stimuli environnementaux. Cependant, les
mécanismes cellulaires favorisant l'expression de MUC4 peuvent surmonter la
répression de MUC4 induite par miR-210-3p dans le PDAC. Bien que l'expression du
miR-210-3p soit activée par I'oncomucine MUC4 et soit associée a un mauvais
pronostic du PDAC, notre travail, dans des conditions de normoxie, révelent in vitro
et in vivo un effet anti-prolifératif et anti-migratoire de miR-210-3p dans le PDAC ce
qui suggere un équilibre complexe entre les réles oncogéniques de MUC4 et les

effets anti-tumoraux de miR-210-3p au cours de l'initiation tumorale (Figure 41).
Perspectives d’étude

1. La balance miR-210-3p anti-pro-tumoral.

Dans notre étude nous avons émis I'’hypothése de I'existence d’'un équilibre
entre les effets pro- et anti-tumoraux de miR-210-3p qui pourrait dépendre de son
expression spatiotemporelle (centre ou périphérie de la tumeur, phases précoces ou
tardives du cancer), des stimuli environnementaux (tels que I'hypoxie, la
chimiothérapie), et enfin de I'expression et de la disponibilité de ses génes cibles.
De plus, nous avons suggéré que miR-210-3p régule plusieurs génes au cours du
développement des PDACs et que ses cibles changent en fonction du stimulus et du
contexte cellulaire.

Dans le but de mettre en évidence la transition de miR-210-3p d’anti- a pro-
tumoral et le potentiel changement de cibles au cours de la cancérogenése

pancréatique nous allons conceptualiser un modéle d’étude simple basé sur une
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variation de stimuli. Etant donné que miR-210-3p est une régulateur clé de I'hypoxie
et que le cancer du pancréas est fortement hypoxique, nous avons choisi '’hypoxie
comme premier stimulus a tester.

Notre modele d’étude vise a mimer deux contextes cellulaires importants pour
la fonction de miR-210-3p, le premier en condition nhormoxique, mimant les étapes
d’initiation de la cancérogenése, et le second en condition hypoxique mimant les
stades tardifs du PDAC.

Brievement, notre expérience sera basée sur une adaptation du protocole
« Tandem affinity purification of miRNA target mRNAs » publié par Nonne et ses
collaborateurs en 2010 (Nonne et al., 2010). Elle consiste en (1) la transfection de
miR-210-3p biotinylé dans les cellules cancéreuses pancréatiques, PANC89 PANC-
1. (2) La mise en culture des cellules transfectées en normoxie (21 % 0;) et en
hypoxie (1 % O;) pendant 48h. (3) La lyse des cellules. (4) La purification du
miR-210-3p en complexe avec ses cibles par affinité en utilisant des billes
magnétiques couplées a la streptavidine. (5) Le séquencage (RNAseq) et
identification des cibles de miR-210-3p.

Les résultats obtenus vont nous permettre (1) de mettre en évidence un
changement de cible entre les deux conditions et (2) identifier les cibles de miR-210-
3p dans les deux contextes cellulaires et mieux comprendre ses mécanismes
d’action et les processus dans lesquels il est impliqué, (3) confirmer I'existence d’'une
balance pro / anti-tumorale, et enfin (4) ouvrir de nouvelles perspectives d’études de
miR-210-3p et de ses cibles dans le PDAC.

2. Caractériser les effets de miR-210-3p sur la réponse aux chimiothérapies.

Bien que nous ayons observé une surexpression de miR-210-3p dans
certaines lignées cancéreuses pancréatiques résistantes a la gemcitabine et au
FOLFIRINOX, son implication dans la réponse cellulaire aux chimiothérapies reste a

élucider.

Au cours de nos expériences nous avons constaté que la surexpression de
miR-210-3p n’avait pas d’effet sur la réponse cellulaire suite a des traitements
chimiothérapeutiques de courte durée (seulement 72 h de traitement). Pour pallier a
cela nous envisageons de traiter de fagon chroniques les lignées stables AAVS1

miR-210-3p et anti-miR-210-3p et leurs contrdles a la gemcitabine et au

125

[ TR



FOLFIRINOX, selon les protocoles mis en place au laboratoire. Dans un premier
temps, nous allons réaliser un suivi de I'expression de miR-210-3p a différents cycles
du traitement au cours de I'acquisition de la chimiorésistance. Cette expérience nous
permettra de mieux comprendre le réle de miR-210-3p dans la chimiorésistance.
Nous supposons, qu’une surexpression précoce ou intermédiaire de miR-210-3p
pourrait étre associée a la mise en place des mécanismes de résistance, alors
qgu'une expression tardive serait en faveur d'un rbéle de maintien de la
chimiorésistance. Dans un second temps, nous allons nous intéresser aux variations
des Inhibitory concentration (IC50) au cours de I'acquisition de la chimiorésistance
dans les cellules surexprimant miR-210-3p ou son inhibiteur anti-miR-210-3p. Ces
résultats nous permettront de mettre en évidence le réle chimiosensibilisateur ou
chimiorésistant de miR-210-3p. Ces effets seront ensuite validés en cytométrie en
flux (Annexine V).
3. Evaluer in vivo le potentiel thérapeutique de miR-210-3p

Durant mon travail de thése, nous avons mis en évidence un potentiel
anti-tumoral de miR-210-3p dans notre modéle d’étude. Nous envisageons
d’approfondir nos recherches sur le potentiel thérapeutique de miR-210-3p dans le
cancer du pancréas. Notre approche in vivo consistera en l'injection en intra-tumoral
de miR-210-3p dans des tumeurs préalablement greffées sur des souris C57BL/6.

Pour cela, nous avons mis au point un modeéle d’allogreffes d’organoides
pancréatiques murins, dans des souris immunocompétentes syngéniques, C57BL/6,
afin de garder la composante immunitaire et de mimer I'environnement retrouvé dans
les tumeurs humaines. En effet, au cours de ma these, nous avons réalisé une
culture de cellules en 3D dans du Matrigel ®, dite «d’organoides», a partir de cellules
de pancréas, issues de nos modéles de souris KC traitées a la céruléine. Ensuite,
nous avons réalisé des mises au point d’allogreffes d’organoides, des souris
C57BL/6 qui nont pas été poursuivies en raison du contexte sanitaire lié au Covid-
19.

Afin de mettre en évidence le potentiel thérapeutique de miR-210-3p, nous
envisageons de réitérer I'expérience, et de réaliser des injections intratumorales d’'un
vecteur d’expression miR-210, puis d’évaluer ses effets sur la progression

carcinogénétique et I'apparition de métastases.
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Tissus et cellules utilisés

Tissus de patients

La cohorte de tissus de patients est constituée de neuf échantillons appariés
issus de tumeurs pancréatiques (PDAC) et des tissus sains adjacents
correspondants. Les échantillons tissulaires ont été collectés auprés de patients
atteints de PDAC a I'hdpital universitaire de Lille (Lille, France) (Tréhoux, 2015). Une
partie des tumeurs réséquées a été immédiatement fixée dans le formaldéhyde et
incluse en paraffine. Les patients n'avaient regcu aucune chimiothérapie avant la
chirurgie. Chaque patient a signé un consentement éclairé de non-opposition a

['utilisation de I'échantillon biologique a des fins de recherche.

Modéle murin Pdx-1 —-Cre/KrasG12D

Ce modéle préclinique du cancer du pancréas a été développé par Hingorani
et collaborateurs (Hingorani, 2003) afin de reproduire les étapes précoces de la
cancérogenese pancreatique. lls ont utilisé la technologie Cre-Lox, basé sur le
principe de la recombinaison homologue, pour générer des souris transgéniques
porteuses de la mutation activatrice du géne Kras (G12D) spécifiquement au niveau
pancréatique. Pour cela, un croisement a été réalisé entre des souris porteuses de
l'alléle LstopL-KrasG12D possédant en amont un codon stop flanqué de sites Lox P,
avec des souris exprimant une recombinase CRE sous le contréle du promoteur
Pdx-1, un facteur de transcription exprimé spécifiquement dans les cellules
pancréatiques. Les souris Pdx-1 —Cre/KrasG12D (KC) expriment la forme mutée
Kras G12D, suite a I'excision de la cassette « Stop » par I'action de la recombinase
CRE. Dés lI'age de trois a six semaines, ces souris développent des lésions PanINs
semblables aux PanINs humaines avec une progression histologique du stade PanIN

de bas grade au stade PanIN de haut grade.

Afin d’induire une progression des PanlINs vers un stade PDAC, les souris KC
ont été traitées a la céruléine, un agent inducteur de pancréatite aigle. Des
injections intrapéritonéales d'une solution de céruléine a 37,5 pg/ml ont été réalisées
sur des souris KC et des souris témoins WT agées de 6 mois en suivant deux étapes

de traitement. D'abord, un traitement aigu avec une injection toutes les heures
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pendant 6h (1er jour) suivi d'un traitement chronique avec une injection tous les jours
(5 jours par semaine) pendant 59 jours. Les souris sont ensuite sacrifiées et une
partie de leurs pancréas est fixée dans du formaldéhyde avant d’étre incluse en
paraffine. Toutes les procédures étaient conformes aux directives du comité de

protection des animaux (#00422.02) suivant la régle des 3R.

Nous avons constitué une cohorte de tissus pancréatiques murins a partir de
pancréas de souris KC agées de 3, 6, 9, 12 mois, de souris traitées a la céruléine, et

de souris wild-type (WT) contrdles. Chaque groupe est constitué de 6 souris.

Lignées cellulaires pancréatiques humaines :

Les HPDE

La lignée (Human Pancreatic Ductal Epithelial Cells) est dérivée de cellules
pancréatiques canalaires humaines non tumorales d’une patiente agée de 63 ans.
Ces cellules sont immortalisées par transduction d’'un vecteur rétroviral exprimant les
géenes E6 et E7 du papilloma virus humain (HPV)-16 (Liu, 1998 ). Les HPDE ont été
obtenues auprés du Dr M.S. Tsao (Centre Médical Universitaire du Nebraska,
UNMC, USA).
Les PANC89 ou T3M-4 : (RRID:CVCL_4056)

La lignée cellulaire cancéreuse humaine PANC89 est dérivée de métastase
des ganglions lymphatiques d’'un patient asiatique 4gé de 64 ans. Elles ont été
obtenues auprés du Dr FX Real (CNIO, Madrid).

Les PANC-1 (ATCC ® CRL-1469™)
La lignée cellulaire cancéreuse humaine PANC-1 est dérivée de tumeur

primaire de carcinome épithélioide d’un patient caucasien agé de 56 ans.

Les MIA PaCa-2 (ATCC® CRM-CRL-1420™)
La lignée cellulaire cancéreuse MIA PaCa-2 est dérivée de tumeur primaire

d’adénocarcinome pancréatique d’'un patient caucasien agé de 65 ans.
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Les BxPc-3 (ATCC® CRL-1687")
La lignée cellulaire cancéreuse BxPC-3 est dérivée d’'un adénocarcinome du

corps du pancréas d’'une femme caucasienne, agée de 61 ans.

Les 647-V : (RRID:CVCL_1049)

La lignée cellulaire urothéliale, 647-V a été établie a partir de tumeur primaire
de carcinome urothélial issue d’un patient caucasien agé de 59 ans. Les 674-V ont
été obtenues aupres du Dr FX Real (CNIO, Madrid). Ces cellules expriment MUC4 et

ne sont pas mutées SMAD4.

Les modeéles cellulaires MUC4-KD

Les modeles cellulaires 647-V et PANC89 MUC4-KD ont été établis par ARN
interférence (pRetroSuper MUC4 ShRNA). Le modéle contréle Mock a été obtenu

par transfection stable du vecteur vide (Jonckheere et al., 2012).

Les caractéristiques et les principales mutations des lignées cellulaires
cancéreuses suscitées sont présentées dans le tableau 7. Les lignées cellulaires
sont maintenues en culture a 37°C sous 5 % de COZ2. Les conditions de culture sont

résumées dans le tableau 8.

Tableau 7 : Caractéristiques des lignées cancéreuses pancréatiques. Adapté de Sipos
et al., 2003.

o - DPC4
Lignée Origine Grade KRAS SMAD4 MUC4
PANCS89 Métastase des G2 Muté WT Exprimé
ganglions lymphatiques
BxPc-3 Tumeur primaire G2 WT Muté Exprimé
PANC-1 Tumeur primaire G3 Muté WT Non exprimé
MIA PaCa-2 Tumeur primaire G3 Muté WT Non exprimé

WT: Wild-type (alléle sauvage)
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Tableau 8 : Composition du milieu de culture des différentes lignées cellulaires

Lignées " .
g . Composition du milieu de culture
cellulaires
HPDE Milieu keratinocyte, 50 pg/mL d’extrait pituitaire bovin ,5 ng/mL d’EGF
recombinant, 100 unité/mL pénicilline, 100 pg/mL streptomycine
PANC89 /
Capan-1 Milieu RPMI 1640, 15 % SVF, 2 mM L-glutamine, 100 u/mL pénicilline,
100 pg/mL streptomycine
PANC89 Mock et Milieu RPMI 1640, 15% SVF, 2 mM L-glutamine, 100 u/mL pénicilline,
MUC4-KD 100 pg/mL streptomycine, 300 pg/ mL G418
PANC-1/ DMEM, L-Glutamine 2 mM, 10 % (v/v) SVF
MIA PaCa-2 100 u/ml de pénicilline et 100 pg/ml streptomycine
Milieu RPMI 1640 ,10 % SVF (v/v), 2 mM L-glutamine, 100 u/mL pénicilline,
BxPc-3 :
100 pg/mL streptomycine, 1 mM pyruvate
Milieu RPMI 1640, 10 % SVF (v/v), 2 mM L-glutamine, 100 u/mL pénicilline,
647-V -
100 pg/mL, streptomycine
647-V Mock et Milieu RPMI 1640, 10 % SVF (v/v), 2 mM L-glutamine, 100 u/mL pénicilline,
MUCA4-KD- 100 pg/mL streptomycine, 300 pg/ mL G418

Etablissement de lignées cellulaires stables miR-210

Avec la collaboration du Dr Mouloud Soudi, ingénieur d’étude au sein de notre
laboratoire, nous avons établi des lignées cellulaires stables de surexpression et
d’inhibition de miR-210 en utilisant la stratégie d’édition du génome Crispr-Cas9. Le
systéme Crispr-Cas9 est un nouveau systéme simple, rapide et efficace pour couper
'ADN a un endroit précis du génome, dans n’importe quelle cellule. Il est constitué
d’'un « ARN guide », qui cible une séquence d’ADN particuliére, associé a I'enzyme
Cas9, qui, comme des ciseaux moléculaires, coupe I'ADN. En présence d’une
séquence d'ADN synthétique apportée expérimentalement dans la cellule, le

processus de réparation d’ADN l'integre au niveau de la coupure.

Nous avons utilisé cette technique afin d’introduire nos constructions d’intéréts
dans le site AAVS1 (Adeno-associated virus integration site1) situé au niveau du
chromosome 19. Ce site est neutre de toute activité transcriptionnelle. A la différence
des stratégies de surexpression basées sur la transduction lentivirale, notre
approche exclut le risque de mutagenése insertionnelle et donc tout faux positif.
Globalement, I'établissement des lignées stables AAVS1-miR-210 a nécessité : (1) la
synthése des différentes constructions de fagcon a ce qu’elles soient prisent en
charge par la machinerie cellulaire (2) le clonage des constructions dans le vecteur

d’intérét AAVS1 (3) la transfection des constructions dans les différentes lignées
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cellulaires. (4) la dilution limite a une cellule par puits et enfin (5) I'obtention de clones

que nous avons caractérisés et validés par des expériences de RT-qPCR et wb.

D’un point de vue technique, nous avons établi les lignées cellulaires stables
PANC89 et PANC-1 AAVS1 miR-210-3p et anti-miR-210-3p et leurs contrdles
correspondants AAVS1 miR-scramble et anti-miR-control. Pour cela, les ADNs
codants pour miR-210-3p, anti-miR-210-3p, miR-scramble et anti-miR-control
(tableau 9) ont été clonés dans le vecteur d'expression pAAVS1-shRNA (#82697
Addgene), sous le promoteur U6. Le vecteur d'expression a ensuite été co-transfecté
avec pCas9 GFP (#44719 Addgene) et 'ARN guide AAVS1 (#41824 Addgene) en
utilisant le réactif de transfection Lipofectamine 3000 ™ (Thermo Fisher Scientific)
selon les instructions du fabricant. Les cellules PANC89 et PANC-1 positives ont été
sélectionnées en utilisant 2 ug/mL de puromicine (Promega) en traitement chronique.
Des expériences de génotypage par PCR ont ensuite été réalisées pour valider
l'insertion des constructions. L'expression du miR-210-3p mature a été analysée par
RT-qPCR.

Les lignées cellulaires stables Capan-1 LV-miR-neg et Capan-1 LV-miR-210
ont été obtenues par collaboration avec le Dr J. Torrisani (CRCT, Toulouse, France)

comme décrit précédemment dans (Lahdaoui et al., 2015).
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Tableau 9 : Séquences de blocks d’ADN utilisés pour I’établissement des lignées
stables.

Block

Orientation

Séquences (5’ -> 3’)

miR-scamble

Sens

5'-
CCGGTACACCATGTTGCCAGTCTCTAGGTGGGCGTATAGACGTGTTACACTGT
GAAGCCACAGATGTGTAACACGTCTATACGCCCATGGCGTCTGGCCCAACCAC

ACTTTTTG-3

Anti-sens

5-
AATTCAAAAAGTGTGGTTGGGCCAGACGCCATGGGCGTATAGACGTGTTACAC
ATCTGTGGCTTCACAGTGTAACACGTCTATACGCCCACCTAGAGACTGGCAAC

ATGGTGTA -3

miR-210-3p

Sens

5-
CCGGTACACCATGTTGCCAGTCTCTAGGAGCCCCTGCCCACCGCACACTGTGT
GAAGCCACAGATCTGTGCGTGTGACAGCGGCTGATGGCGTCTGGCCCAACCA

CACTTTTTG -3

Anti-sens

5-
AATTCAAAAAGTGTGGTTGGGCCAGACGCCATCAGCCGCTGTCACACGCACAG
ATCTGTGGCTTCACACAGTGTGCGGTGGGCAGGGGCTCCTAGAGACTGGCAA
CATGGTGTA-3

Anti-miR
-control

Sens

5
CCGGTAGAGCTCCCTTCAATCCAAGTGAAGAGCTCCCTTCAATCCAACGCGTA
GAGCTCCCTTCAATCCAAATCGAGAGCTCCCTTCAATCCAACGCGTAGAGCTC
CCTTCAATCCAAGTGAAGAGCTCCCTTCAATCCAACGCGTAGAGCTCCCTTCA

ATCCAAATCGAGAGCTCCCTTCAATCCAATTTTTG-3

Anti-sens

5
AATTCAAAAATTGGATTGAAGGGAGCTCTCGATTTGGATTGAAGGGAGCTCTAC
GCGTTGGATTGAAGGGAGCTCTTCACTTGGATTGAAGGGAGCTCTACGCGTTG
GATTGAAGGGAGCTCTCGATTTGGATTGAAGGGAGCTCTACGCGTTGGATTGA

AGGGAGCTCTTCACTTGGATTGAAGGGAGCTCTA-3

Anti-miR-
210-3p

Sens

5
CCGGTTCAGCCGCTGTCACACGCACAGGTGATCAGCCGCTGTCACACGCACA
GCGCGTTCAGCCGCTGTCACACGCACAGATCGTCAGCCGCTGTCACACGCAC
AGCGCGTTCAGCCGCTGTCACACGCACAGGTGATCAGCCGCTGTCACACGCA
CAGCGCGTTCAGCCGCTGTCACACGCACAGATCGTCAGCCGCTGTCACACGC

ACAGTTTTTG-3’

Anti-sens

5
AATTCAAAAACTGTGCGTGTGACAGCGGCTGACGATCTGTGCGTGTGACAGCG
GCTGAACGCGCTGTGCGTGTGACAGCGGCTGATCACCTGTGCGTGTGACAGC
GGCTGAACGCGCTGTGCGTGTGACAGCGGCTGACGATCTGTGCGTGTGACAG
CGGCTGAACGCGCTGTGCGTGTGACAGCGGCTGATCACCTGTGCGTGTGACA

GCGGCTGAA-3

SgRNA
AAVS1

5-GGGGCCACTAGGGACAGGATTGG-3’

Traitements chimiothérapeutiques

Les cellules sont ensemencées en plaque 96 puits a raison de 10* cellules par

puits et traitées a la gemcitabine pendant 72 h. Les concentrations de drogues 1C50

(Inhibition Concentration 50) utilisées ont été précédemment déterminées au

laboratoire et confirmées par une gamme de concentration croissante de
chimiothérapies (20 nM pour les PANC89, 2 uM pour les PANC-1). La sensibilité de
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ces cellules aux traitements chimiothérapeutiques a été évaluée a l'aide de tests
MTT.

Transfection cellulaire

La surexpression transitoire de miR-210-3p dans cellules cancéreuses
pancréatiques PANC89, PANC-1 et MIA PaCa-2 a été réalisée en utilisant 30 nM de
pre-miR™ mimics miR-210 ou miR-scramble contréle et I'agent de transfection
inverse siPORT™ NeoFX (Ambion, Thermo Fisher Scientific) selon les
recommandations du fournisseur. L'efficacité de la transfection a ensuite été évaluée
par RT-qPCR.

L’inhibition transitoire de la sous unité p50 de NF-kB dans les cellules
cancéreuses PANC89 a été réalisée en utilisant 5 pM de siRNA (NF-kB1,
Dharmacon Thermo Fisher Scientific) ou le siRNA contrdle (NT), suivant les
instructions du fabricant. L'efficacité de la transfection a ensuite été évaluée par

western blot.

La cotransfection de 1ug de plasmide rapporteur luciférase contenant le
3-UTR de MUC4, pGL3-MUC4-3'UTR (Promega), préalablement établi au
laboratoire (Lahdaoui et al., 2015), avec 30 nM de pre-miR-210 (Ambion) a été
réalisée a l'aide du réactif de transfection Lipofectamine 3000™ (Thermo Fisher

Scientific). Une mesure d’activité luciférase a été effectuée 48 h aprés la transfection.

La transfection du vecteur d’expression luciférase sous le contréle d'un
promoteur synthétique contenant des éléments de réponse NF-kB (kB-Luc) a été
réalisée avec le réactif de transfection Lipofectamine 3000™ (Thermo Fisher

Scientific). Un test d’activité luciférase a été réalisé 48 h aprés la transfection.

Test MTT

La viabilité cellulaire a été mesurée (1) dans les cellules surexprimant
transitoirement ou stablement miR-210-3p, l'anti-miR-210-3p ou leurs contrbles
respectifs le miR-scramble et I'anti-miR-control (2) dans des cellules surexprimant
transitoirement miR-210-3p ou miR-scramble, traitées ou pas a la gemcitabine. En
temps voulu (96 h post transfection et 72 h post traitement a la gemcitabine), 0,5

ng/mL d’une solution de sel de tetrazolium ou MTT (Sigma-Aldrich) est rajouté au
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milieu de culture et incubé pendant 1 h. Les cristaux de formazan, formés par le
meétabolisme du MTT au niveau mitochondrial, ont été dissous a I'aide de 100 uL de
diméthylsulfoxyde (DMSO, Sigma-Aldrich). La densité optique a été mesurée a 570
nm a l'aide du spectrophotométre pour microplaques Multiskan™ FC (Thermo
Scientific™).

Prolifération cellulaire

L’IncuCyte® (IncuCyte S3 Live-Cell Analysis System, Essen Bioscience) est un
systéme d'imagerie et d'analyse de cellules vivantes en temps réel qui permet une
quantification automatisée et une étude continue du comportement cellulaire. Afin
d’étudier la prolifération cellulaire, 10* cellules par puits sont ensemencées dans des
plaques 96 puits puis placées dans I'lncuCyte®a 37 °C en atmosphére humide avec
5 % de CO,. La confluence cellulaire est mesurée toutes les 12 h pendant 96 h. Les
résultats sont normalisés par rapport aux conditions contrdéles miR-scramble et anti-
miR-210-3p.

Test de migration par fermeture de blessure

Les cellules sont ensemencées a 3x10° cellules par puits dans des plaques
96 puits a fond plat, adaptées a ce test (ImageLock™ plates, Essen Bioscience) et
incubées a 37 °C jusqu'a la formation d’'un tapis cellulaire confluant. Les blessures
sont générées manuellement et de maniére homogéne dans tous les puits a I'aide du
96-well Wound Maker (Essen Bioscience). Les plaques sont ensuite placées dans
I’IncuCyte® pendant 24 h. La migration cellulaire est évaluée par la mesure du
pourcentage de fermeture de la blessure dans chaque puits toutes les 2 h pendant
24 h. Les résultats sont normalisés par rapport aux conditions contrbles miR-

scramble et anti-miR-control.

Immunoprécipitation de la chromatine (ChiP)

Un million de cellules PANC89 Mock ou MUC4-KD ont été ensemencées dans
une boite de 10 cm? La fixation des protéines chromatiniennes a I'ADN a été
réalisée par l'ajout de 1 % formaldéhyde suivit d’'une incubation de 10 minutes a
température ambiante. La réaction a été arrétée par l'ajout de 0,125 M de glycine
incubé pendant 5 minutes. Les cellules ont été lavées avec du PBS 1X, grattées et

collectées par centrifugation. La chromatine a été préparée a partir de noyaux
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purifiés par deux étapes d'extraction successives a 4 °C pendant 10 minutes, avec
[50 mM Hepes/KOH (pH 7.5) ; 140 mM NaCl ; 1 mM EDTA ; 10% Glycérol ; 0.5 %
NP-40 ; 0.25% Triton X-100] et [200 mM NaCl ; 1 mM EDTA ; 0.5 mM EGTA ; 10 mM
Tris (pH 8.0)]. Les noyaux ont été remis en suspension dans [50 mM Tris (pH 8,0) ;
0,1% SDS ; 1% NP-40 ; 0,1% Na-Deoxycholate ; 10 mM EDTA ; 150 mM NacCl],
complétés par un cocktail d'inhibiteurs de protéase (Sigma, P8340) et soniqués avec
le Bioruptor Power-up (Diagenode), ce qui a permis d'obtenir des fragments d'ADN
génomique d'une taille globale de 150-300 pb. La chromatine a été récupérée par
centrifugation a 14 000 x g pendant 10 min a 4 °C et l'immunoprécipitation a été
réalisée pendant une nuit a 4 °C avec des anticorps spécifiques dirigés contre le
facteur de transcription NF-kB p50 (N-19, sc-1191) et le contrble IgG non spécifique
(IgG-HRP bovine anti-chévre, sc-2350). Les complexes immuns ont été récupérés en
ajoutant des billes magnétiques couplées a la protéine G et incubées pendant 2 h a
4°C. Les billes ont été lavées comme suit : Tampon a faible teneur en sel [0,1 % de
SDS ; 1 % de Triton X-100 ; 2 mM d'EDTA ; 20 mM de Tris (pH 8,0) ; 150 mM de
NaCl] (x2), tampon a forte teneur en sel [0,1 % de SDS ; 1 % de Triton X-100 ; 2 mM
d'EDTA ; 20 mM de Tris (pH 8. 0) ; 500 mM NaCl] (x2), tampon de lavage LiCl [10
mM Tris (pH 8.0) ; 1% Na-deoxycholate ; 1% NP-40, 250 mM LiCl ; 1 mM EDTA]
(une fois), et TE complété avec 50 mM NaCl (x2). L'élution des complexes de
protéines-ADNs a été effectuée a 65°C en utilisant un tampon d'élution (5 mM Tris-
HCI, pH 8.0, 25 mM EDTA, 10% (v/v) SDS). Aprés réversion de la fixation avec 5 M
de NaCl et digestion des protéines associées a la chromatine avec la protéase-K
(Qiagen), I'ADN a été purifié a l'aide du kit NucleoSpin Gel and PCR Clean up
(Macherey-Nagel™). Les analyses par RT-qPCR ont été réalisées sur 1 pl de
chromatine a l'aide du kit SsoFast Evagreen Supermix (BioRad) et du thermocycleur
CFX96 (Bio-Rad). Les amorces sont énumérées dans le tableau 10.
L'enrichissement de la chromatine a été normalisé par rapport aux Input selon les

recommandations de Bio-Rad.
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Tableau 10 : Liste des amorces utilisées pour les expériences de ChIP

Position a partir TSS Orientation Séquences (5" ->3')
-159/-282 S-ens 5-GACCACCTCGGGCCGTACCAT-3
Anti-sens 5-CTTTTCTGCACGTCTGCCCG-3
-262/-419 S-ens 5-CGGGAAGAGGGGCAGCTC-3
Anti-sens 5-ATGGTACGGCCCGAGGTGGTC-3
-1061/-1170 Sens 5-CATGGGCTGGTTCGGAAGCTC-3
Anti-sens 5-CATGACCTCCCTGCCTCGG-3
-1475/-1596 Sens 5-GGTGCCTGTGAAATTGGCAGGAC-3’
Anti-sens 5-GGGACAAGAAGGGGCAAGAGGAC-3’

Extraction d’ARN et RT-qPCR

L’extraction des ARNs totaux est réalisée a 'aide du kit NucIeoSpin® miRNA
(Macherey-Nagel) selon le protocole préconisé par le fournisseur. Les ARNs sont
dosés a l'aide du spectrophotométre NanoVue™ Plus. La pureté des ARNs est
estimée par le calcul des ratios 260 nm/280 nm et 260 nm/230 nm. La mesure de
I'expression de miR-210-3p est effectuée par RT-gPCR a I'aide du protocole TagMan
MicroRNA Assay (Thermo Fisher Scientific) sur le thermocycleur CFX96" Real-Time
System (Bio-Rad). Brievement, les ADNs complémentaires (ADNc) sont synthétisés
a partir de 5 ng d’ARNSs totaux en utilisant des amorces spécifiques TagMan et le kit
TagMan MicroRNA Reverse Transcription. La qPCR est réalisée en triplicat sur
plaque 96 puits. Un volume de 1,33 pl du produit de RT est ajouté dans un mélange
réactionnel contenant 1x de TagMan Gene Expression Master Mix, 10 pM d’amorces
spécifigues au miR-210-3p (hsa-miR-210-3p, 000512), RNU48 (001006) et
snoRNA202 (001232) (Thermo Fisher Scientific). Le volume final est ajusté a 20 ul
avec de l'eau stérile. La réaction d’amplification est réalisée selon le programme
suivant : un cycle d’activation de I'enzyme a 95 °C pendant 10 min suivi de 40 cycles
comportant chacun une étape de dénaturation a 95 °C pendant 15 secondes (s) et
une étape d’hybridation/élongation de 60 s a 60 °C. Les données sont analysées
grace au logiciel Bio-Rad CFX Manager (Bio-Rad, V.3.0). Les niveaux d'expression
de miR-210-3p ont été normalisés sur celles de RNU48 (cellules et tissus humains)
ou celle de snoRNA202 (échantillons de souris). Le niveau d’expression des

conditions contrbles a arbitrairement été fixé a 1.
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Western blotting

Les cellules sont lysées dans du tampon de lyse RIPA (Radio Immune
Precipitation Assay, Sigma-Aldrich) contenant un cocktail d’inhibiteurs de protéases
(Complete miniprotease inhibitor cocktail, Roche Applied Science). Apres le dosage
des protéines effectué a l'aide du protocole Bicinchoninique Acid Assay, BCA,
(Thermo Fisher Scientific), 20 ug de protéines de chaque lysat sont dénaturés
pendant 5 min a 100 °C en présence d’'un volume équivalent de la solution de charge
SDS-loading-buffer 2X (Tableau 11). Le mélange est ensuite déposé sur un gel de
polyacrylamide NUPAGE® Bis-Tris 4-12 % (Thermo Fisher Scientific) ou sur un gel
d’agarose 2 % pour MUC4 (Tableau 12). A la fin de I'électrophorése, les protéines
sont transférées sur une membrane de nitrocellulose 0,2 um (Amersham) qui est
ensuite saturée avec une solution de PBS 1 X contenant 0,2 % de Tween 20 (TBS-T)
ainsi que 5 % de lait écrémé pendant 2 h a 20 °C. La membrane est lavée 3 fois
avec du TBS-T 1 X pendant 5 min puis incubée avec I'anticorps primaire (Tableau
13) pendant une nuita 4 °C ou 2 h a 20 °C. Aprés 3 lavages de 5 min avec du TBS-T
1X, la membrane est mise en contact avec I'anticorps secondaire dilué au 1/10000°
pendant 1 h a 20 °C. Aprés trois derniers lavages, la révélation est réalisée a l'aide
du kit Super Signal WestPico (Thermo Fisher Scientific) aprés 5 min d’exposition.
L’acquisition d’image est effectuée sur un appareil LAS 4000 (Fujifilm). La
quantification des intensités des bandes détectées est réalisée a I'aide du logiciel
Imaged (National Institutes of Health). La valeur obtenue pour chaque échantillon est
normalisée par rapport a la valeur de la protéine contrdle 3-actine.

Tableau 11 : Composition du SDS-loading-buffer 2X.

Composé Quantité
Tris-HCI 0.5MpH 6.8
SDS 4% (v/v)
-mercaptoéthanol 10% (v/v)
Glycérol 20 % (v/v)
Bleu de bromophénol 0.5 % (p/v)
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Tableau 12 : Composition du gel d’agarose 2 % pour western blot MUCA4.

Composé Quantité
Agarose 2 % (p/v)
Tris-HCL 0.4 % (v/v) de 3M pH 8,8

Sodium Dodécylsulfate (SDS)

0,05 % (v/v)

Tableau 13 : Listes des anticorps de western blot.

Antigéne . Source
Description Taille Quantrl‘te de Clone Dilution
Nom (kDa) proteines Espece et fabricant
: Clone 8G7 | 1/200°
Mucine MUC4 900 m MAb SCBT TBS-T
Phospho-Akt p-AKT
Voie (Ser473) 0 m PADb 58C7$F% 1 1/500°
PI3K/Akt AKL 92704 TBS-T
Pan-Akt r PADb
CST
20 pg M-20
Csl}; (iileire Cycline D1 35 r PAb sc 718 %ggf)T
SCBT
. N-19 e
‘%eF%“ SMAD2/3 | 55 gPAb | sc6030 | 500
SCBT
Protéine . AC-15 1/5000°
controle p actine 42 mMAb | scpr | TBS-T

m = mouse, r = rabbit, Mab = Anticorps monoclonal, g = cheévre, PAb = Anticorps
polyclonal, sc = Santa Cruz Biotechnology ©, cst = Cell Signaling Technology

Test d’activité luciférase

Les cellules préalablement transfectées avec un vecteur rapporteur luciférase

(pGL3 ou kB-LUC) sont lysées par I'ajout de 110 ul du tampon Reporter Lysis Buffer

(RLB, Promega) suivi d’'une incubation 15 minutes a 37°C. Les lysats sont

centrifugés a 14 000 x g pendant 2 min a 4 °C. Le surnageant contenant les

protéines totales est récupéré dans un tube de 1,5 ml et un dosage protéique BCA

est réalisé sur 4 pl d’échantillon. L’activité luciférase a été évoluée dans 20 pl

d’échantillon aprés apport extemporané de son substrat le Luciferase Assay Reagent

(Promega) a l'aide du luminométre Mithras LB 904 (Berthold Technologies). Les

activités luciférase mesurées sont rapportées a la quantité de protéines totales de

chaque échantillon.
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Xénogreffes

Nous avons utilisé comme modele animal des souris males CB17-SCID
immuno-déficientes agées de 7 semaines. Elles sont fournies par JANVIER LABS.
Les xénogreffe sont réalisées par injection en sous cutanées de 10° cellules Capan-1
LV-miR-neg et LV-miR-210-3p (pLenti4/TO/GFP-miR-210) dans un volume de 200 pl
contenant 100ul de Matrigel® (Corning) et 100 pl de milieu de culture RPMI 1640
(Thermo Fisher Scientific). Le volume tumoral de chaque xénogreffe est mesuré
deux fois par semaine. Cette procédure est réalisée en accord avec le comité éthique

CEEAT5 (protocole 12.2012). Nous disposions de 6 souris par condition.

Immunohistochimie
Manuelle

Des sections de 5 ym de tissus pancréatiques de souris KC et WT agées de 3
a 12 mois ou traitées a la céruléine ont été utilisées pour réaliser des marquages
immunohistochimiques de Muc4. Aprés déparaffinage et inhibition des peroxydases
endogénes Les lames ont été incubées dans du tampon de blocage, blocking
reagent, fourni dans le kit M.O.M. (Vector Laboratories). Les lames sont incubées
30 min a température ambiante avec un volume de 100 ul d’anticorps primaire anti-
Mucé4 (1G8, sc-33654) dilué au 1/200°™ dans la solution de dilution commerciale
M.O.M (kit M.O.M, Vector Laboratories). Aprés avoir rincé quatre fois les lames au
PBS 1X, un volume de 100 pl d’anticorps secondaire anti-souris biotinylé (M.O.M.
biotinylated anti-mouse IgG reagent, kit M.O.M.) est appliqué pendant 10 min a T°
ambiante. Quatre lavages de 5 min dans du PBS 1X sont réalisés. Les lames sont
incubées pendant 5 min a température ambiante dans la solution VECTASTAIN®
ABC Reagent (Vector Laboratories) préparée 30 min auparavant selon les
instructions du fournisseur. Les lames sont rincées six fois pendant 5 min dans du
PBS 1X. Incubation de 2 a 3 min dans la solution chromogéne de 3,3-
diaminobenzidine tétrahydrochloride (DAB, Sigma-Aldrich) préparée 1h auparavant
selon les instructions du fournisseur. Les lames sont placées a I'abri de la lumiére. Le
chromogéne est oxydé par la peroxydase et donne un précipité brun insoluble dans
l'eau et les solvants organiques. Les lames sont ensuite rincées a l'eau
déminéralisée afin d’arréter la réaction. La contre-coloration est réalisée avec la

solution d’hématoxyline (Sigma-Aldrich) pendant 1 min. Les lames sont rincées a
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I'eau courante puis dans une solution de carbonate de lithium saturée et de nouveau
rincées a I'eau courante. La contre-coloration permet de marquer en bleu les noyaux
des cellules. Enfin, les lames sont déshydratées, montées et conservées a

température ambiante.

Afin de d’établir les scores d'immunomarquages de Muc4 plusieurs mesures
ont été réalisées. La surface des PanINs a été mesurée dans chaque section
marquée a l'aide du logiciel ImagedJ et d’'une macro spécifique et rapportée a la
surface totale du tissu. L'immunomarquage a été analysé et un score allant de 1 a 3
a été attribué en fonction de l'intensité du marquage ; faible (1), modérée (2) ou forte
(3). Le pourcentage de cellules marquées dans les tissus tumorales (surface
couverte de PanINs) a été évalué et scoré de 1 a4 : 1 (0-25 %), 2 (25-50 %), 3 (50-
75 %) et 4 (75-100 %). Le score total de marquage Muc4 a été calculé en multipliant
les valeurs de surface de PanINs avec les scores d'intensité et de pourcentage de

cellules marquées.

Automate

Des sections de 5 ym de tumeurs Capan-1 LV-miR-neg et LV-miT-210-3p
incluses en paraffine ont été utilisées pour réaliser des marquages
immunohistochimiques a l'aide du kit de détection NexES iVIEW DAB sur 'automate
BenchMark GX (Ventana®). Aprés un déparaffinage suivi d’un traitement avec un
inhibiteur des peroxydases endogenes (iVIEW inhibitor), I'anticorps primaire anti-Ki-
67 (NLC KI67p Novocastra, dilué au 1/1000°) est appliqué pendant 30 min a 37 °C.
Les lames sont ensuite incubées avec I'anticorps secondaire (iVIEW biotinylated Ig
mouse and rabbit) avant d’étre mises en contact avec de la streptavidine couplée a la
peroxydase de Raifort. Le substrat DAB (3,3—diaminobenzidine) est ensuite ajouté.
Une contre-coloration a I'hématoxyline plus bluing reagent est réalisée. Les tissus
sont ensuite déshydratés puis les lames sont montées. Plusieurs photos
représentatives de chaque lame sont prises au grossissement: x10 et x20. Le
nombre de cellules Ki-67 positives a été mesuré a l'aide du logiciel Imaged et

rapporté au nombre total de cellules.
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Prédiction des miARNs ciblant potentiellement MUC4

Les prédictions bioinformatiques des cibles potentielles de miR-210-3p ont été
effectuées a partir de trois bases de données : TargetScan (www.targetscan.org,)

Microcosm (www.ebi.ac.uk/enrightsrv/) microcosm et MiRanda (www.microrna.org).

Les logiciels de prédiction se basent sur plusieurs critéres : la complémentarité de la
région seed, la conservation de cette séquence au cours de I'évolution, et la stabilité

de linteraction.

Analyse des données GEO

Plusieurs miRnome publique du cancer du pancréas ont été analysés a partir
de la base de données NCBI Gene Expression Omnibus (GEOQO)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). Le profil d'expression des miR-96-5p, miR-132-
3p et miR-210-3p ont été analysés a l'aide du logiciel GEO2R analyser.

Tests statistiques

Les analyses statistiques ANOVA, t-tests et tests de corrélation (Spearman et
Pearson) ont été réalisées a l'aide du logiciel GraphPad Prism 4. Les résultats sont

présentés sous forme de moyennes d’un ftriplicat d’expériences indépendantes.
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Simple Summary: We aimed at characterizing microRNAs activated downstream of MUC4-associated
signaling in pancreatic adenocarcinoma. We investigated the MUC4-miR-210-3p reciprocal regulation
and deciphered miR-210-3p biological roles in vitro and in vivo. We showed a MUC4-miR-210-
3p negative feedback loop that involves NF-kB in PDAC-derived cells and the miR-210-3p anti-
tumoral functions, suggesting a complex balance between antagonistic pro-oncogenic functions of
the oncomucin MUC4 and anti-tumoral roles of the miR-210-3p.

Abstract: Background: Pancreatic adenocarcinoma (PDAC) is a deadly cancer with an extremely poor
prognosis. MUC4 membrane-bound mucin is neoexpressed in early pancreatic neoplastic lesions
and is associated with PDAC progression and chemoresistance. In cancers, microRNAs (miRNAs,
small noncoding RNAs) are crucial regulators of carcinogenesis, chemotherapy response and even
metastatic processes. In this study, we aimed at identifying and characterizing miRNAs activated
downstream of MUC4-associated signaling in pancreatic adenocarcinoma. MiRnome analysis com-
paring MUC4-KD versus Mock cancer cells showed that MUC4 inhibition impaired miR-210-3p
expression. Therefore, we aimed to better understand the miR-210-3p biological roles. Methods: miR-
210-3p expression level was analyzed by RT-qPCR in PDAC-derived cell lines (PANC89 Mock and
MUC4-KD, PANC-1 and MiaPACA-2), as well as in mice and patients tissues. The MUC4-miR-210-3p
regulation was investigated using luciferase reporter construct and chromatin immunoprecipitation
experiments. Stable cell lines expressing miR-210-3p or anti-miR-210-3p were established using
CRISPR/Cas9 technology or lentiviral transduction. We evaluated the biological activity of miR-210-
3p in vitro by measuring cell proliferation and migration and in vivo using a model of subcutaneous
xenograft. Results: miR-210-3p expression is correlated with MUC4 expression in PDAC-derived cells
and human samples, and in pancreatic PanIN lesions of Pdx1-Cre; LstopL-KrasG12D mice. MUC4
enhances miR-210-3p expression levels via alteration of the NF-«B signaling pathway. Chromatin im-
munoprecipitation experiments showed p50 NF-kB subunit binding on miR-210-3p promoter regions.
We established a reciprocal regulation since miR-210-3p repressed MUC4 expression via its 3’-UTR.
MiR-210-3p transient transfection of PANC89, PANC-1 and MiaPACA-2 cells led to a decrease in
cell proliferation and migration. These biological effects were validated in cells overexpressing or
knocked-down for miR-210-3p. Finally, we showed that miR-210-3p inhibits pancreatic tumor growth
and proliferation in vivo. Conclusion: We identified a MUC4-miR-210-3p negative feedback loop
in early-onset PDAC, but also revealed new functions of miR-210-3p in both in vitro and in vivo
proliferation and migration of pancreatic cancer cells, suggesting a complex balance between MUC4
pro-oncogenic roles and miR-210-3p anti-tumoral effects.
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1. Introduction

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is an extremely aggressive and highly
drug-resistant cancer. At the time of diagnosis, more than 80% of PDACs are already
locally advanced or metastatic. In addition, the 5-year survival rate of patients with local
or metastatic PDAC treated with surgery or palliative chemotherapy, respectively, remains
very low (<10%) [1,2]. Owing to its dramatic prognosis and the failure of conventional
therapies, PDAC is the third leading cause of cancer death in the United States and it
is predicted to be the second cause by 2030 [3]. Understanding PDAC carcinogenesis
mechanisms and identifying the main factors of its invasiveness are crucial for patient care
improvement and the development of new therapeutic approaches. Pancreatic precancer-
ous lesions are the starting point of PDAC development. The most common lesions are
pancreatic intraepithelial neoplasia (PanIN) [4]. Their initiation and progression are fre-
quently associated with an abnormal synthesis of mucins and especially with neoexpression
of mucin-4 (MUC4), which is undetectable in the normal pancreas [5]. Furthermore, MUC4
neoexpression is positively correlated with PDAC progression and aggressiveness [6].

MUCH4 is a high molecular weight O-glycoprotein (up to 930 kDa). This heterodimeric
membrane-bound protein is composed of two subunits: MUC4x and MUC43. The ex-
tracellular mucin-type subunit, MUC4«, represents a typical hyper-glycosylated region.
The membrane-bound EGF-like subunit, MUC4f3, contains EGF-like domains and is im-
plicated in receptor-ligand interactions with the transmembrane growth factor receptor
ErbB2/HER?2 [7]. MUC4 alone and the MUC4-ErbB2 complex contribute to pancreatic
tumorigenesis via the regulation of cell signaling pathways related to cell proliferation,
survival, motility [8] and chemotherapy metabolism [9]. Several genes activated down-
stream of MUC4-regulated cell signaling have been investigated. Indeed, Skrypek et al.
demonstrated a transcriptional activation of the human nucleoside transporters hCNT1 via
the MUC4-regulated NF-kB pathway in pancreatic cancer cells [9]. However, it remains
unknown whether MUC4 is implicated in microRNA (miRNA) gene regulation and thereby
controls epigenetic mechanisms.

MiRNAs are evolutionarily conserved small non-coding RNA (18-25 nt) that are
negative post-transcriptional regulators of gene expression via the interaction with 3’ UTR
of targeted mRNAs inducing either their cleavage or translation inhibition [10]. MiRNAs
have been demonstrated as regulators of biological processes and cellular homeostasis
during the initiation and the progression of many diseases, including cancers. Oncogenic
or tumor-suppressor effects have been described depending on their expression level,
mRNA targets and environmental conditions. Because of their high stability, miRNAs can
be isolated from body fluids, paraffin-embedded or fresh tissue samples and measured
by qPCR [11,12]. Altogether, miRNAs seem to be interesting therapeutic targets and
potential biomarkers.

MiR-210 is one of the most frequently dysregulated miRNAs in PDAC [13]. It is highly
expressed in pancreatic cancer tissues [14,15], as well as in the patients’ plasma [16,17]. miR-
210 overexpression in PDAC tissue samples was shown as a predictor of poor outcome [15],
whereas an increased plasma level was linked to better patient survival [17]. Moreover,
plasma miR-210 concentration combined with other miRNA levels has a good diagnostic
value for PDAC [18,19]. However, implication of miR-210 in pancreatic carcinogenesis
remains unclear. Moreover, some studies described miRNAs such as miR-219-1-3p or
miR-150 as negative regulators of MUC4 in pancreatic cancer cells [20,21]. However, it
remains unknown whether miR-210-3p is a MUC4 regulator.

In this manuscript, we demonstrated for the first time a reciprocal regulation between
a mucin and a miRNA. Indeed, we identified and characterized a MUC4-miR-210-3p
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negative feedback loop in PDAC, but we also elucidated the miR-210-3p roles in vitro and
in vivo on proliferation and migration of pancreatic cancer cells.

2. Results
2.1. MiR-210-3p Is Overexpressed in PDAC

In order to identify miRNAs potentially regulated by MUC4, we analyzed a miRnome
dataset based on MUC4 knock-down (MUC4-KD) 647-V cancer cells (unpublished data,
GSE137130) and observed a decrease in miR-210 relative expression level in MUC4-KD
compared to Mock control cells by reverse transcription quantitative polymerase chain
reaction (RTqPCR, p < 0.001) (Supplemental Figure S1).

Based on these observations, we then investigated miR-210-3p study in pancreatic
cancer samples. MiR-210-3p expression was evaluated by RT-qPCR in both PDAC human
tissues and pancreatic cancer cell lines. We found a significant miR-210-3p overexpression
in nine paired human PDAC tissues compared to their corresponding non-tumoral adjacent
tissues (4.7 £ 3.8-fold increase, p = 0.0112, Figure 1A). We obtained a similar result in the
GSE41369 PDAC dataset (4.2 + 4.9-fold increase, p = 0.0320, Figure 1B). In addition, miR-
210-3p overexpression was found in PDAC cell lines PANC89 and PANC-1 compared
with normal human pancreatic ductal HPDE cells (Figure 1C). Interestingly, the highest
miR-210-3p expression level fold change (5.93 & 0.73 fold change) was observed in PANC89
cells expressing MUC4 compared to PANC-1 and MIA PaCa-2 cells that do not express
MUC4 (1.8 & 0.05 fold change, and 0.43 £ 0.02-fold, respectively, Figure 1C,D).

We also determined that MUC4 down-expression in PANC89 cells by shRNA (Figure 1F)
leads to a significant decrease in miR-210-3p relative expression level compared to the cor-
responding Mock control cells (38.10 £ 4.15% decrease, p = 0.0008) (Figure 1E). We verified
the decrease in MUC4 expression following stable shMUC4 transfection (Figure 1F).

Altogether, our results show a miR-210-3p overexpression in PDAC samples and
suggest an association between MUC4 and miR-210-3p expression in PDAC-derived cells.

2.2. MiR-210-3p Expression Is Positively Correlated with Muc4 Expression during
Pancreatic Carcinogenesis

In order to establish a link between MUC4 and miR-210-3p in early-stage PDAC, we
evaluated miR-210-3p expression level by RT-qPCR and Muc4 immuno-staining scores
by immunohistochemistry (IHC) in Pdx1-Cre; K-rasG12D (KC) transgenic mouse model
of pancreatic cancer. The KC mouse model harbors PanIN formation that increases in
size and number over time (3 to 12 months) (Figure 2A). As expected, we did not observe
any PanIN in Pdx1-Cre; K-rasWT (WT) control mice. Moreover, caerulein intraperitoneal
injections enhanced a loss of normal exocrine histology and promoted PanIN progression
as previously described by Guerra et al. (2007) [22]. We confirmed the Muc4 sustained
expression in the cell membrane in PanIN lesions at every age, as previously observed
in [23], and also in pancreas from caerulein-treated KC mice. In contrast to miR-210-3p,
we did not observe a Muc4 basal expression in WT mice normal pancreas. Muc4 immuno-
staining scores showed a statistically significant increase in Muc4 expression at 12 months
old and in caerulein-treated mice compared to WT mice (Figure 2B). Interestingly, as
observed in MUC4 IHC, RTqPCR analysis demonstrated that miR-210-3p expression is also
significantly increased at 12 months old and in caerulein-treated mice (Figure 2C). Muc4
immuno-staining scores and miR-210-3p relative expression level were positively correlated
with both Pearson’s and Spearman’s r higher than 0.7 (Figure 2D). In addition, we also
noticed a positive correlation between MUC4 and miR-210-3p RNA relative expression
levels in patients from a TCGA PAAD public dataset (Spearman r = 0.2719, p < 0.001)
(Figure S2).
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Figure 1. MiR-210-3p is overexpressed in PDAC tissues and pancreatic cancer cell lines compared
to normal pancreas. (A) RT-qPCR analysis of miR-210-3p relative expression level in nine paired
human pancreatic cancers and their corresponding non-tumoral adjacent tissues. Expression levels
are evaluated using 2-ACt method (ACt = Ct miR-210—Ct RNU48). (B) Analysis of miR-210-3p
expression level in GSE41369 PDAC dataset using GEO2R analyzer. (C-E) RT-qPCR analysis of
miR-210-3p relative expression in PANC89, PANC-1 and MIA PaCa-2 pancreatic cancer cells, HPDE
normal human pancreatic ductal cells (C) and PANC89 Mock and MUC4-KD cells (E). Expressions
were determined according to the 27AAC method (AACt = (Ct miR-210—Ct RNU48)—Ct HPDE).
Three independent experiments were performed. (D-F) Western blotting analysis of MUC4 and
[-actin expression in PANC89, PANC-1, MIA PaCa-2, HPDE (D) and Mock and MUC4-KD PANC89
cells (F). * p < 0.05 and ** p < 0.001 indicate statistical significance compared to normal tissues. ns
indicates no statistical significance. At least three independent experiments were conducted.

Altogether, our results highlight a positive correlation between MUC4 and miR-210-3p
expression levels in mice and patients” PDAC samples and suggest a potential MUC4
implication in miR-210-3p regulation.
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Figure 2. MiR-210-3p expression is correlated with Muc4 expression in PanIN lesions. (A) Hematoxylin and eosin stainings
(upper panel) and Muc4 immunohistochemical staining (lower panel) were performed in pancreatic tissues from Pdx1-Cre;
LStopL-K-rasG12D (KC) (3, 6, 9, 12 months and 8-month-old caerulein-treated mice) and Pdx1-Cre; K-rasWT (WT) control
mice (12 months), representative of six mice per age. Scale bar: 100 um. (B) An immunostaining score of Muc4 expression
was calculated in PanIN lesions from KC mice treated, or not, with caerulein. *** indicates statistical significance (p < 0.001)
compared to WT mice. (C) miR-210-3p relative expression level was evaluated by RT-qPCR in PanINs pancreatic tissue
from KC mice treated or not with caerulein and K-ras WT control mice. Data are expressed according to the 2722t method
(AACt = (Ct miR-210-3p—Ct SNO202)—Ct K-rasWT). MiR-210-3p expression in WT control mice was arbitrarily set to 1. **
p <0.01, *** p < 0.001 indicates a statistical significance compared to WT mice. (D) Correlation analysis between miR-210-3p
expression and Muc4 expression in PanIN lesions. Statistical analyses were performed using Pearson’s and Spearman’s
correlation coefficients (7 = 0.7460, r = 0.7673, respectively, p < 0.0001).

2.3. MUC4 Regulates miR-210 Expression at the Transcriptional Level

We previously demonstrated MUC4 involvement in transcriptional gene regulation
via NF-kB pathway modulation [9]. In this study, we investigated whether miR-210-3p
expression level was also subject to this MUC4 regulatory mechanism via the NF-«B signal-
ing pathway. We first confirmed the MUC4 impact on NF-«B pathway activity in PANC89.
Indeed, we showed that MUC4-KD in PANCS89 cells induce a 57.4 £+ 9.9% significant
decrease in relative luciferase activity of the kB-Luc synthetic promoter compared to Mock
cells (p < 0.0001, Figure 3A). We then performed transient NF-«B knock-down in PANC89
cells and validated NF-«B p50 siRNA efficacy by Western blot analysis showing a strong
decrease in p50 NF-kB subunit expression (41%, p < 0.001, Figure 3B). We observed a
significant decrease in miR-210-3p expression level in PANC89 p50 NF-«kB knock-down
cells compared to non-targeting (NT) siRNA control cells (62.7 & 3.0% decrease, p < 0.0001,
Figure 3C). Using the Eukaryotic Promoter Database (https://epd.epfl.ch//index.php,
accessed on 8 January 2019), we analyzed the miR-210 promoter and identified numerous
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kB putative binding sites in silico. We then investigated p50 NF-«B subunit direct binding
on the miR-210 promoter following chromatin immunoprecipitation experiments. We ob-
served a p50 NF-«B binding enrichment compared to IgG negative control on four miR-210
promoter regions (P1-P4), encompassing seven different kB p50 binding sites tested in
PANCS89 cells (Figure 3D,E). Interestingly, we observed that these NF-kB p50-miR-210
promoter interactions were lost in PANC89 MUC4-KD cells.
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Figure 3. MUC4 regulates miR-210 expression through NF-kB pathway. (A) Luciferase activity of the kB-Luc synthetic
reporter construct was measured 48 h following transient transfection in Mock and MUC4-KD PANCS89 cells. Luciferase
activity in Mock cells was set as 100%. *** indicates statistical significance compared to mock cells (p < 0.001). Three
independent experiments were performed. (B) Western blotting analysis of NF-kB p50 and (3-actin expression in siNF-«B
p50 transfected cells and corresponding siNT control. P50/ -actin ratio is indicated on the histogram. (C) RT-qPCR
analysis of miR-210-3p relative expression in NF-«B siRNA (siNF-«kB p50)-transfected PANC89 cells. Expression in siNT
control cells was arbitrarily set to 1. *** indicates statistical significance compared to siNT control cells (p < 0.001). Three
independent experiments were performed. (D) miR-210 promoter schematic representation. kB predicted binding sites
are indicated with white boxes. Four primer pairs (p) were used for ChIP assays and are indicated with colored arrows.
(E) Chromatin immunoprecipitation of miR-210 promoter regions (P1[—1596/—1496], P2[—-1070/—1061], P3[—419/—262]
and P4[—282/—159] with NF-«kB p50. Chromatin enrichment was normalized to the input. Three independent experiments

were performed.

Altogether, these results indicate that MUC4 transcriptionally regulates miR-210-3p
expression via NF-«kB pathway activation and direct p50 binding on the miR-210 promoter.

2.4. MiR-210-3p Represses MUC4 Expression in PDAC-Derived Cells

After demonstrating that MUC4 mediates miR-210 expression regulation (Figure 3),
we aimed at determining the existence of MUC4 and miR-210-3p reciprocal regulation.
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Using the MicroCosm Targets miRNA database, (European Bioinformatic institute), we
identified in silico three putative miR-210-3p binding sites in MUC4 3/-UTR at positions
219-240 (site #1), 159-182 (site #2) and 248-268 (site #3), respectively (Figure 4A). In order
to study MUC4 regulation by miR-210-3p, we generated stable PANC89 AAVSI cell lines
expressing miR-210-3p, anti-miR-210-3p or their corresponding controls miR-scramble and
anti-miR-control, respectively. We validated that our cell models harbored an increased
miR-210-3p relative expression level in AAVS1-miR-210-3p cells (3-fold) and a decreased
relative expression level in AAVS1-anti-miR-210-3p cells (54% decrease) compared to
their corresponding controls, miR-scramble and anti-miR-control, respectively (Figure 4B).
Western blot analysis showed a strong MUC4 expression inhibition in PANC89 AAVS1-miR-
210-3p cells (91% decrease, p < 0.001, Figure 4C) compared to AAVS1-miR-scramble cells.
On the contrary, anti-miR-210-3p induced an increase in MUC4 expression level (1.9-fold,
p < 0.01) compared to AAVS1- anti-miR-control cells. Finally, we investigated whether
miR-210-3p regulates MUC4 expression through its 3'-UTR. Therefore, we performed a
co-transfection of MUC4 3/-UTR-luciferase reporter construct and miR-210-3p in PANC-1
cells to prevent interference or sponge effect of endogenous MUC4 mRNA. We observed a
significant reduction in relative luciferase activity in PANC-1 cells overexpressing miR-210-
3p compared to PANC-1 miR-scramble cells (34.4 & 9.3% decreases, p = 0.0215, Figure 4D).
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Figure 4. MiR-210-3p represses MUC4 expression via its 3'-UTR. (A) Identification of three putative miR-210-3p binding sites
in MUC4 3/-UTR at the positions 219-240 (site #1), 159-182 (site #2) and 248-268 (site #3). (B) RT-qPCR analysis of miR-210-
3p relative expression level in PANC89 stably transfected with miR-210-3p and anti-miR-210-3p and their respective controls,

miR-scramble and anti-miR-control, using CRISPR/Cas9 recombination at AAVSI integration site. Expression levels are
evaluated with the 2-22Ct method (AACt = (Ct miR-210—Ct RNU48)—Ct miR-scramble or miR-control). (C) Western
blotting analysis of MUC4 and {3-actin expression in PANC89 AAVS1-miR-210-3p, PANC89 AAVSI1-antimiR-210-3p and their
controls PANC89 miR-scramble and PANC89 miR-control. The density of each band was measured by image]J and control
density was arbitrarily set to 1. MUC4/ 3-actin ratios are indicated on the histograms. Three independent experiments were
performed. (D) PANC-1 cells were co-transfected with the pGL3-MUC4-3/-UTR reporter plasmid and the miR-210-3p or
miR-scramble. Luciferase activity was measured 48 h after transfection and set as 100% in miR-scramble transfected cells.

* p < 0.05 indicates statistical significance compared to miR-scramble cells (p = 0.0215). ** indicates p < 0.01; *** indicates

p < 0.001. Three independent experiments were performed.

Altogether, these results show that miR-210-3p represses MUC4 expression via
its 3’-UTR.
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2.5. MiR-210-3p Inhibits PDAC-Derived Cell Proliferation and Migration In Vitro

We further investigated the miR-210-3p biological roles in vitro in PANC89 (expressing
MUC4), PANC-1 and MIA PaCa-2 (not expressing MUC4) pancreatic cancer cells by per-
forming transient and stable transfections. MiR-210-3p transfection efficacy was evaluated
by RT-qPCR (Figure S3). We first assessed MTT assays to evaluate global miR-210-3p effects
on cell viability. We observed a significant decrease in cell viability in all transient and stable
miR-210-3p overexpressing cells compared to miR-scramble overexpressing cells (20-40%
decrease p < 0.001 Figure 5A). On the contrary, anti-miR-210-3p induced a significant in-
crease in cell viability in PANC-1 and PANC-89 AAVS1 anti-miR-210-3p cells compared to
AAVSI anti-miR-control cells (63.4 &= 0.02 and 72.48 4= 0.02% increase, respectively, p < 0.001
Figure 6A). We then studied miR-210-3p’s roles in cell proliferation using Incucyte™ tech-
nology. Cell confluency was significantly decreased in miR-210-3p overexpressing cells
while miR-210-3p inhibition significantly enhanced PANC89 and PANC-1 cell proliferation
compared to control conditions (Figures 5B and 6B). Finally, we performed wound healing
assays in order to investigate miR-210-3p’s impact on cell-migration in pancreatic cancer
cells. We showed that miR-210-3p overexpression significantly reduces the cell-migration
compared to miR-scramble cells. Moreover, anti-miR-210-3p enhances cell-migration in
PANCS89 and PANC-1 cells compared to anti-miR-control cells (Figures 5C,D and 6C,D).
Interestingly, we noticed that the highest miR-210-3p effects on cell viability, proliferation
and migration processes were observed in MUC4-expressing PANCS89 cells compared to
PANC-1 and MIA PaCa-2 cells.

Altogether, these results highlight the anti-tumoral roles of miR-210-3p in pancreatic
cancer cells.

2.6. MiR-210-3p Inhibits Pancreatic Tumor Growth In Vivo

In order to investigate miR-210-3p’s in vivo functions, we used Capan-1 PDAC cells
that were previously transfected with a lentivirus encoding miR-210-3p (LV-miR-210-3p
and LV-miR-neg control cells). First, we validated a strongest miR-210-3p overexpression
using RTqPCR analysis (13.8 4 1.2-fold change, p < 0.001, Figure 7A). We confirmed
the in vitro miR-210-3p anti-proliferation effect in Capan-1 LV-miR-210-3p compared to
LV-miR-neg cells (38.1% decrease, p < 0.001) (Figure 7B) as previously demonstrated in
Figures 5 and 6. These cells were then subcutaneously xenografted in SCID mice and tumor
growth was evaluated for 51 days. We observed that LV-miR-210-3p Capan-1 tumors were
significantly smaller than LV-miR-neg control tumors (42% decrease, p < 0.05) at 39 days
and the difference was sustained until mice were euthanized (Figure 7C). Tumors were
extracted and Ki67 index was analyzed by immuno-staining (Figure 7D,E). We observed a
statistically significant decrease in the Ki-67" cell percentage in tumors from LV-miR-210-3p
(66.6 £ 18.9 decrease, p = 0.0245) compared to miR-neg control tumors. Moreover, Western
blot analysis of Capan-1 LV-miR-210-3p cells showed a decrease in proliferation-associated
protein levels, such as 5474 phospho-Akt, constitutive Akt and Cyclin D1 compared to
Capan-1 LV-miR-neg control cells (Figure 7F and Figure S4).

Altogether, these results demonstrate that the miR-210-3p ectopic over-expression
inhibits Capan-1 cell proliferation and decreases tumor growth in vivo.
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Figure 5. Transient expression of miR-210-3p inhibits proliferation and migration of pancreatic cancer cells. (A) PANCS89,
PANC-1 and MIA PaCa-2 cells were transiently transfected with miR-210-3p or miR-scramble for 96 h. Cell viability
was assessed using MTT assays. MiR-scramble condition was arbitrarily set to 1. Three independent experiments were
performed. (B) Cell confluency was evaluated using the Incucyte™ apparatus over 96 h following miR-210-3p or miR-
scramble transient transfection of PANC89, PANC-1 and MIA PaCa-2 cells. Three independent experiments were performed.
(C) Wound-healing assays were performed in transient transfected miR-210-3p or miR-scramble cells. Wound area was
measured every 6 h for 24 h using an Incucyte™ instrument. Experiments were performed in triplicate. * p < 0.05, ** p < 0.01
and *** p < 0.001 indicate statistical significance compared to miR-scramble. Three independent experiments were performed.
(D) Representative images of wound healing in PANC89, PANC-1 and MIA PaCa-2 cells.
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Figure 6. Stable expression of miR-210-3p and anti-miR-210-3p regulate the proliferation and migration of pancreatic
cancer cells. PANC89 and PANCT1 cells were stably transfected with either miR-210-3p, anti-miR-210-3p or miR-scramble
and anti-miR-scramble corresponding controls using CRISPR/Cas9 recombination at the AAVS] integration site. (A) Cell
viability was assessed using MTT assays. MiR-scramble or anti-miR-scramble conditions were arbitrarily set to 1. Three
independent experiments were performed. (B) Cell confluency was evaluated using the Incucyte™ instrument every
12 h during 96 h. Three independent experiments were performed. (C) Wound-healing assays were performed after

seeding 30,000 cells. Wound area was measured every 6 h during 24 h using the Incucyte™ instrument. Three independent
experiments were performed. (D) Representative images of wound healing in PANC89 and PANC-1 cells expressing miR-
210-3p or anti-miR-210-3p. * p < 0.05, ** p < 0.01 and *** p < 0.001 indicate statistical significance compared to miR-scramble

or anti-miR-control.
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arbitrarily set to 1. (B) Proliferation of Capan-1 LV-miR-210 cells compared with their controls, LV-miR-neg (** p < 0.01 or
*** p < 0.001). Three independent experiments were performed. (C) Subcutaneous xenografts of Capan-1 LV-miR-210-3p
and Capan-1 LV-miR-neg control cells in SCID mice. Tumor growth (mm?) was evaluated until mice were euthanized.
*p < 0.05 and *** p < 0.001 indicate statistical significance of miR-210-3p compared with miR-neg control. (D) Ki-67
immuno-histochemical staining was performed on xenografted tumors. Original magnification: x10 (upper panel) and
%20 (lower panel). (E) Ki-67* percentage was calculated and represented as histograms. * p < 0.05 indicates statistical
significance of miR-210-3p compared to miR-neg control. (F) Western blot analysis of S474 phospho-Akt, Akt, Cyclin D1 and
[-actin protein expression in Capan-1 LV-miR-210-3p and Capan-1 LV-miR-neg control cells. Akt/3-actin, pAKT/{3-actin,
and Cyclin D1/ 3-actin ratios are indicated on the respective histograms. Three independent experiments were performed.
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*** p < 0.001 indicates statistical significance compared to Capan-1 LV-miR-neg control cells.

3. Discussion

In the present manuscript, we observed that both MUC4 and miR-210 are overex-
pressed in PDAC. Interestingly, inhibition of MUC4 expression leads to a decrease in
miR-210-3p relative level via the alteration of the NF-kB signaling pathway. Moreover,
we also showed that miR-210-3p represses MUC4 expression via its 3’-UTR, suggesting a
negative feedback regulation loop. Finally, we characterized miR-210-3p roles in PDAC
using in vitro and in vivo approaches and showed that it acts as an anti-tumor miRNA.

MUCH4 is a key actor in pancreatic carcinogenesis [24,25]. Since its neoexpression in
PanIN’s earlier stages, MUC4 contributes to progression and aggressiveness of PDAC.
Several in vitro and in vivo studies demonstrated that MUC4 modulates pancreatic tumor
growth, cell proliferation, invasion and apoptosis [8,9,26,27]. Nevertheless, the underlying
mechanisms associated with MUC4 expression remain to be fully deciphered. In this study,
we identified miR-210-3p as a MUC4-regulated microRNA and deciphered the NF-kB
mechanism involved in this regulation. Finally, we demonstrated the miR-210-3p effects
on the biological properties of pancreatic cancer cells. MiR-210-3p was initially described
in ovarian cancer as a crucial player in tumor onset and a key regulator of the hypoxia
response [28]. MiR-210-3p is a predominant hypoxia HIF1 x-inducible microRNA in a broad
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spectrum of cancer types, including pancreatic cancer. In addition to its well-described
role as a hypoxic regulator, miR-210-3p is also expressed under normoxia conditions and
modulates tumor initiation [29]. In this study, we aimed at investigating MUC4-miR-210
roles in earlier stages of pancreatic tumor formation before the hypoxia response activation.
We identified and characterized the MUC4-miR-210-3p feedback regulation loop in PDAC
cells under normoxia conditions and showed that miR-210-3p inhibits pancreatic cancer cell
proliferation and migration. We also observed that MUC4 is induced in hypoxic conditions
and that miR-210-3p relative level is reduced when MUC4 expression is inhibited (MUC4-
KD cells) compared to control Mock cells (Jonckheere, unpublished results).

In PDAC, both MUC4 and miR-210-3p are up-regulated [5,14,15,25] and associated
with poor prognosis [15,30]. In this study, we revealed a positive correlation between
Muc4 expression and miR-210-3p during PanIN initiation and progression. Moreover, the
inhibition of MUC4 in PDAC cells induces a significant decrease in miR-210-3p expression
levels. Our result suggests a potential implication of MUC4 in miR-210-3p transcriptional
regulation. Indeed, it is now established that MUC4 is able to modulate gene expression
through cell signaling activation as we observed a significant decrease in NF-«B activity in
MUC4-KD PANCS89 pancreatic cancer cells. For instance, we previously showed that MUC4
induced hCNT1 upregulation in PDAC cells via NF-«kB pathway modulation [9]. NF-xB
is a family of dimeric transcription factors central to inflammatory responses, immunity;,
cellular differentiation, proliferation and survival in multicellular organisms [31]. The
NEF-«B network dysregulation has been implicated in a wide range of diseases, including
cancers. In PDAC, it promotes tumor progression by regulating genes implicated in prolif-
eration, angiogenesis and survival. The NF-kB pathway is well known to be constitutively
activated in PDAC compared to normal pancreas [32]. The regulatory network formed
by transcription factors and miRNA has been extensively studied. The mir-210 gene is
located in an intron of a noncoding RNA, miR210HG, located on chromosome 11p15.5
(NCBI, gene, 406992). A functional NF-kB p50-binding site was identified and acts as tran-
scriptional activator of miR-210 expression in pre-eclampsia disease [33]. In our work, we
demonstrated that NF-«B inhibition in PANC89 pancreatic cancer cells using siNF-«B p50
significantly decreased the miR-210-3p relative level. Based on this result, we investigated
NE-«kB p50 implication on miR-210-3p transcriptional regulation under MUC4 control in
pancreatic cancer cells. Mapping of a 2-kb core promoter region immediately upstream
of the miR-210-3p stem-loop structure allowed us to identify several putative kB binding
sites. Structural and functional studies revealed that NF-«xB p50 can physically interact
with the miR-210 promoter and transactivate it in PDAC-derived cells. Interestingly, we
demonstrated that the MUC4-KD abolished NF-«B p50-miR-210 promoter interactions
via NF-«kB activity inhibition. We previously showed NF-kB subunit accumulation in the
cytoplasmic fraction of MUC4-KD cancer cells [9].

In silico analysis of MUC4 3’-UTR allowed us to identify three miR-210-3p binding
sites. This result suggests that MUC4 is a potential miR-210 target. Complex regulation
of MUC4 has been demonstrated, as MUC4 is regulated (1) at the epigenetic level via
DNA methylation and histone modifications [34], (2) at the transcriptional level via the
epidermal growth factor [35], transforming growth factor 3 [36,37] and Kras-activated
MAPK and NF-kB pathways [23] and (3) at the post-transcriptional level via miRNAs.
Indeed, in PDAC-derived cells, MUC4 is a functional target of miR-150 [21] and miR-219-
1-3p [20]. Similarly, in this report, we demonstrate that miR-210-3p is a MUC4 regulator.
We demonstrated that miR-210-3p inhibits MUC4 expression at the post-transcriptional
level via the MUC4 3’-UTR. In this study we showed that MUC4 and miR-210-3p regulate
each other. MiR-210-3p transcriptional activation by MUC4 appears to be sustained during
pancreatic carcinogenesis as their expressions are positively correlated and both MUC4
and miR-210-3p are overexpressed in PDAC cells and tissues.

Conversely, we hypothesize that MUC4 escapes miR-210-3p regulation during late
pancreatic cancer stages since MUC4 is aberrantly upregulated in advanced PDAC even
in the presence of high miR-210-3p expression levels. Accordingly, we observed similar
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findings in KC mice, which harbored strong MUC4 immuno-staining and high levels
of miR-210-3p, suggesting that cellular mechanisms promoting MUC4 expression can
overcome miR-210-3p-induced repression. This could be due to altered expression of
other miR-210 targets that trap the miRNA in other regulons. We therefore suggest that
the MUC4-miR-210 negative feedback loop is exclusively effective in earlier stages of
pancreatic cancer in order to maintain cell homeostasis and inhibit tumor initiation under
normoxic conditions (Figure 8).
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Figure 8. Schematic representation of overall miR-210-3p tumor suppressor/oncogenic effects in PDAC cells. Left: MUC4-

miR-210-3p negative feedback loop that we identified under normoxic conditions. Right: Hypothetical model of miR-210-3p
regulation and roles under hypoxia, drug resistance or metastasis signaling. Green arrows represent activating signals.
Red arrows represent inhibitor signals. Short red line represents miR-210-3p. RISC: RNA-induced silencing complex. TF:
transcription factors.

Although miR-210 tissue expression is inversely correlated to survival in PDAC pa-
tients [15], we showed that miR-210-3p ectopic expression inhibits in vitro proliferation and
migration of pancreatic cancer cells and tumor growth in a xenograft model. Several studies
show controversial miR-210-3p effects on pancreatic cancer cells biological processes. It is
well known that miRNAs had different roles depending on their origin, spatiotemporal
expression, environmental stimuli and cell types. Indeed, several studies demonstrated an
oncogenic miR-210-3p effect. Yang and colleagues suggested that miR-210-3p in exosomes
derived from gemcitabine-resistant pancreatic cancer stem cells induce drug resistance in
gemcitabine-sensitive pancreatic cancer [38]. Moreover, miR-210 mediates the occurrence
of epithelial-mesenchymal transition (EMT) of pancreatic cancer cells under hypoxia [39].
In contrast, other studies suggested a miR-210-3p tumor-suppressing effect as it inhibits
pancreatic cell proliferation [40] and represses the initiation of tumor growth under nor-
moxic conditions [29]. The overall balance between miR-210-3p pro- and anti-tumorigenic
effects may depend on its spatiotemporal expression (center or periphery of tumor, early
or late phases of cancer) and environmental stimuli (such as hypoxia, chemotherapy).
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In summary, we show for the first time the existence of a reciprocal regulation loop
between MUC4 and miR-210-3p. Moreover, our findings indicate that miR-210-3p could be
a good anti-tumor candidate by inhibiting both MUC4 expression and tumor initiation.

4. Conclusions

In the present work, we showed for the first time the existence of a feedback regulation
between MUC4 and miR-210-3p. We observed that both miR-210-3p and MUC4 expression
levels are increased in pancreatic cancer. We deciphered the complex MUC4-miR-210-3p
negative regulation loop in PDAC. Indeed, we observed that MUC4 activates miR-210-
3p transcriptional expression via NF-kB pathway modulation and leads to miR-210-3p
overexpression in pancreatic cancer cells and tissues. On the contrary, miR-210-3p inhibits
MUCH4 expression via its 3’ UTR in vitro. Finally, we demonstrated in vitro and in vivo
anti-proliferative and anti-migratory effects of miR-210-3p in PDAC, suggesting a complex
balance between oncogenic roles of MUC4 and anti-tumoral roles of miR-210-3p.

5. Materials and Methods
5.1. Human Pancreatic Ductal Tumor Sample

A total of nine paired human PDAC tissues and their corresponding adjacent normal
tissues were collected from PDAC patients in Lille University Hospital (Lille, France) [41].
Every patient signed an informed consent form of non-opposition to research use of
a biological sample. A part of surgically resected samples was immediately fixed in
formaldehyde and embedded in paraffin. All patients were naive of any chemotherapy
prior to surgery.

5.2. Pdx1-Cre; LSL-KrasG12D Mouse Model

Pdx1-Cre (C57Bl/6 background) and LStopL-KrasG12D (C57Bl/6 background) trans-
genic mice were previously described in [23]. LSL-KrasG12D and Pdx1-Cre mice were
maintained as heterozygous lines and crossed to obtain Pdx1-Cre; LSL-KrasG12D (KC).
After sacrifice and dissection, pancreas from 3-, 6-, 9- and 12-month old KC and WT control
mice were fixed and embedded in paraffin.

Intraperitoneal injections of 37.5 ug/mL caerulein solution were performed on 6-
month-old KC and WT control mice following two processing steps. First, an acute
treatment with an injection every hour for 6 h (1st day) followed by a chronic treatment
with an injection every day (5 days a week) for 59 days. At the end of the protocol, pancreas
were dissected, fixed and embedded in paraffin. All procedures were in accordance with
the guideline of Animal Care Committee (#00422.02).

5.3. Cell Lines and Culture Conditions

PANCS9 pancreatic cancer cells and 647-V bladder cancer cells were obtained from
Dr FX Real (CNIO, Madrid, Spain). MIA PaCa-2 (ATCC® CRL-1420™) and PANC-1
(ATCC® CRL-1469™) pancreatic cancer cells were purchased from the American Type
Culture Collection (ATCC). MUC4 knocked-down (MUC4-KD) cells were obtained as
described previously [9]. Cells were cultured in RPMI (PANC-89, Capan-1, 647-V) or
DMEM (MIA PaCa-2, PANC-1) media containing, respectively, 15% (PANC-89 and Capan-
1) and 10% (other cells) of heat-inactivated Fetal Bovine Serum and supplemented with
2mM L-glutamine and 1% penicillin-streptomycin solution at 37 °C in a 5% CO, humidified
atmosphere. These cell lines were authenticated according to the procedures recommended
by the ATCC Institute.

5.4. Gene Expression Omnibus Microarray

Public pancreatic cancer microarray (GSE41369) was analyzed from the NCBI Gene
Expression Omnibus (GEO) database (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/, accessed on 8
December 2018). The mir-210 expression profile was established using nine tumors and
adjacent non-tumor tissues from PDAC cases. Data were analyzed using GEO2R software.
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5.5. Cell Transient Transfection

Transient miR-210-3p overexpression was performed using 30 nM of pre-miR-210-
3p and siPORTNeoFX transfection reagent (Ambion, Thermo Fisher Scientific, Illkirch-
Graffenstaden, France). Transient NF-kB knockdown was performed using 5 pM siRNA
(NF-«kB1) from Dharmacon (Thermo Fisher Scientific, [llkirch-Graffenstaden, France). The
manufacturer’s instructions were followed in both protocols. Controls were performed
using pre-miR-scramble and non-targeting siRNA (NT). Transfection efficiency was eval-
uated, respectively, by RT-qPCR and Western blot analysis. Co-transfection of 1 pg of
pGL3-MUC4-3'UTR luciferase reporter plasmid obtained as described previously [20] and
30 nM of pre-miR-210-3p was performed using Lipofectamine 3000™ transfection reagent
(Thermo Fisher Scientific, lllkirch-Graffenstaden, France). Transfection of kB-Luc synthetic
promoter containing three kB-binding sites was performed with Lipofectamine 3000™
transfection reagent (Thermo Fisher Scientific, Illkirch-Graffenstaden, France). A luciferase
reporter assay was performed 48 h post transfection.

5.6. Luciferase Reporter Assay

Relative luciferase activity was evaluated using a Mithras Microplate Reader LB 940
(Berthold Technologies, Bad Wildbad, Germany) on cell lysates extracted using Reagent
Lysis® Buffer (Promega, Madison, WI, USA). Protein concentration was determined using
the bicinchoninic acid method. Relative luciferase activity was normalized (/total protein
concentrations) and expressed as a percentage of fold activation compared to control
conditions. Each experiment was performed in triplicate.

5.7. Establishment of miR-210 Stable Cell Lines by CRISPR/Cas9 Genome Editing

PANCS89 and PANC-1 AAVS1 miR-210-3p and anti-miR-210-3p and their correspond-
ing controls AAVS1 miR-scramble and miR-control stable cell lines were established using
the genome editing strategy. The coding DNAs for miR-210-3p, anti-miR-210-3p, miR-
scramble and miR-control (Table 1) were cloned into pAAVS1-shRNA expression vector
(#82697 Addgene, Watertown, MA, USA), under the U6 promoter and flanked by Adeno-
Associated Virus Integration Site 1 (AAVS1) homology arms sequences. The expression
vector was co-transfected with pCas9_GFP (#44719 Addgene, Watertown, MA, USA) and
AAVS] guide RNA (#41824 Addgene, Watertown, MA, USA) using Lipofectamine 3000 ™
Transfection Reagent (Thermo Fisher Scientific, Illkirch-Graffenstaden, France) according
to the manufacturer’s instructions. Positive PANC89 and PANC-1 cells were selected with
2 pug/mL of puromicin (Promega, Madison, WI, USA) chronic treatment. Genotyping exper-
iments by AAVS1 PCR were then performed to validate the insertion of the constructs. Ex-
pression of mature miR-210-3p was quantified by RT-qPCR as described below. pCas9_GFP
was a gift from Dr K. Musunuru (Addgene plasmid #44719; http:/ /n2t.net/addgene:44719;
RRID: Addgene_44719, Watertown, MA, USA) [42]. pAAVS1-shRNA was a gift from Dr A.
Mullen (Addgene plasmid #82697; http:/ /n2t.net/addgene:82697; RRID: Addgene_82697,
Watertown, MA, USA) [43]. gRNA_Cloning Vector was a gift from Dr G. Church (Addgene
plasmid #41824; http:/ /n2t.net/addgene:41824; RRID:Addgene_41824, Watertown, MA,
USA) [44]. Capan-1 LV-miR-neg and Capan-1 LV-miR-210 stable cell lines were obtained
from Dr J. Torrisani (CRCT, Toulouse, France) as previously described in [20].
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Table 1. Sequences of DNA blocks used for CRISPR/Cas9 cloning.

Block

Sense

Sequence (5" — 3')

miR-scamble

Forward

5-CCGGTACACCATGTTGCCAGTCTCTAGGTGGGCGTATAGACGTGTTACACTGTGAAGC
CACAGATGTGTAACACGTCTATACGCCCATGGCGTCTGGCCCAACCACACTTTTTG-3

Reverse

5-AATTCAAAAAGTGTGGTTGGGCCAGACGCCATGGGCGTATAGACGTGTTACACATCT
GTGGCTTCACAGTGTAACACGTCTATACGCCCACCTAGAGACTGGCAACATGGTGTA-3’

miR-210

Forward

5'-CCGGTACACCATGTTGCCAGTCTCTAGGAGCCCCTGCCCACCGCACACTGTGTGAAG
CCACAGATCTGTGCGTGTGACAGCGGCTGATGGCGTCTGGCCCAACCACACTTTTTG-3

Reverse

5-AATTCAAAAAGTGTGGTTGGGCCAGACGCCATCAGCCGCTGTCACACGCACAGATCT
GTGGCTTCACACAGTGTGCGGTGGGCAGGGGCTCCTAGAGACTGGCAACATGGTGTA-3

Anti-miR-control

Forward

5-CCGGTAGAGCTCCCTTCAATCCAAGTGAAGAGCTCCCTTCAATCCAACGCGTAGAGC
TCCCTTCAATCCAAATCGAGAGCTCCCTTCAATCCAACGCGTAGAGCTCCCTTCAATC
CAAGTGAAGAGCTCCCTTCAATCCAACGCGTAGAGCTCCCTTCAATCCAAATCGAGA
GCTCCCTTCAATCCAATTTTTG-3'

Reverse

5-AATTCAAAAATTGGATTGAAGGGAGCTCTCGATTTGGATTGAAGGGAGCTCTACGCG

TTGGATTGAAGGGAGCTCTTCACTTGGATTGAAGGGAGCTCTACGCGTTGGATTGAAGG

GAGCTCTCGATTTGGATTGAAGGGAGCTCTACGCGTTGGATTGAAGGGAGCTCTTCACT
TGGATTGAAGGGAGCTCTA-3

Anti-miR-210-3p

Forward

5'-CCGGTTCAGCCGCTGTCACACGCACAGGTGATCAGCCGCTGTCACACGCACAGCGC

GTTCAGCCGCTGTCACACGCACAGATCGTCAGCCGCTGTCACACGCACAGCGCGTTCA

GCCGCTGTCACACGCACAGGTGATCAGCCGCTGTCACACGCACAGCGCGTTCAGCCGC
TGTCACACGCACAGATCGTCAGCCGCTGTCACACGCACAGTTTTTG-3

Reverse

5-AATTCAAAAACTGTGCGTGTGACAGCGGCTGACGATCTGTGCGTGTGACAGCGGCTG

AACGCGCTGTGCGTGTGACAGCGGCTGATCACCTGTGCGTGTGACAGCGGCTGAACGC

GCTGTGCGTGTGACAGCGGCTGACGATCTGTGCGTGTGACAGCGGCTGAACGCGCTGT
GCGTGTGACAGCGGCTGATCACCTGTGCGTGTGACAGCGGCTGAA-3'

SgRNA AAVSI

5'-GGGGCCACTAGGGACAGGATTGG-3'

5.8. Chromatin Immunoprecipitation (ChIP)

Crosslinking of chromatin proteins to DNA was performed for 10 min at RT by adding
formaldehyde drop-wise directly to the cell-culture medium to a final concentration of
1%. The reaction was stopped by the addition of 0.125 M glycine for 5 min. Cells were
washed with 1x PBS, scrapped, and collected by centrifugation. Chromatin was prepared
from nuclei purified by two successive extraction steps at 4 °C for 10 min, with 50 mM
Hepes/KOH (pH 7.5); 140 mM NaCl; 1 mM EDTA; 10% Glycerol; 0.5% NP-40; 0.25% Triton
X-100] and [200 mM NaCl; 1 mM EDTA; 0.5 mM EGTA; 10 mM Tris (pH 8.0). Nuclei were
resuspended in 50 mM Tris (pH 8.0); 0.1% SDS; 1% NP-40; 0.1% Na-Deoxycholate; 10 mM
EDTA; 150 mM NaCl, supplemented with protease inhibitor cocktail (Sigma, P8340) and
sonicated with Bioruptor Power-up (Diagenode, Toyama, Japan), yielding genomic DNA
fragments with a bulk size of 150-300 bp. Chromatin was recovered by centrifugation
at 14,000x g for 10 min at 4 °C and immunoprecipitation carried out overnight at 4 °C
with specific antibodies directed against NF-«kB p50 transcription factor (N-19, sc-1191)
and the non-specific IgG control (bovine anti-goat IgG-HRP, sc-2350). Immune complexes
were recovered by adding protein G-coupled magnetic beads and incubated for 2 h at
4 C. Beads were washed as follows: low salt buffer (0.1% SDS; 1% Triton X-100; 2 mM
EDTA; 20 mM Tris (pH 8.0); 150 mM NaCl) (x2), high salt buffer (0.1% SDS; 1% Triton
X-100; 2 mM EDTA; 20 mM Tris (pH 8.0); 500 mM NacCl) (x2), LiCl wash buffer (10 mM
Tris (pH 8.0); 1% Na-deoxycholate; 1% NP-40, 250 mM LiCl; 1 mM EDTA] (once), and TE
supplemented with 50 mM NaCl) (x2). Elution of cross-linking complexes was performed
at 65°C using elution buffer (5 mM Tris—-HCl, pH 8.0, 25 mM EDTA, 10% (v/v) SDS). After
reversion of cross-linking with 5 M of NaCl and digestion of chromatin-associated proteins
with protease-K (Qiagen), DNA was purified using NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit
(Macherey-Nagel™, Allentown, PA, USA). RT-PCR analyses were conducted on 1 pL of
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chromatin using SsoFast Evagreen Supermix kit (Bio-Rad, Marnes La coquette, France) and
CFX96 real-time PCR system (Bio-Rad, Marnes La coquette, France). Primers are listed in
Table 2. Chromatin enrichment was normalized to input samples.

Table 2. Primer sequences for ChIP experiments.

Position from TSS Orientation Sequences (5" — 3')
Forward 5'-GACCACCTCGGGCCGTACCAT-3'
159/ 282 Reverse 5-CTTTTCTGCACGTCTGCCCG-3
Forward 5'-CGGGAAGAGGGGCAGCTC-3'
262/ ~419 Reverse 5'-ATGGTACGGCCCGAGGTGGTC-3’
Forward 5'-CATGGGCTGGTTCGGAAGCTC-3’
~1061/=1170 Reverse 5-CATGACCTCCCTGCCTCGG-3'
Forward 5-GGTGCCTGTGAAATTGGCAGGAC-3'
—1475/-15% Reverse 5-GGGACAAGAAGGGGCAAGAGGAC-3'

5.9. RNA Isolation and Quantitative Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-gPCR)

Formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) sample RNAs (from mice and human cells)
were purified, respectively, using NucleoSpin® miRNA (Macherey-Nagel™, Allentown,
PA, USA) and RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit (Ambion, Life Technologies,
Tokyo, Japan). MiRNA was measured by RT-qPCR using a TagMan® MicroRNA Assays
protocol (Thermo Fisher Scientific, Illkirch-Graffenstaden, France) and CFX96 ™ Real-Time
System (Bio-Rad, Marnes La Coquette, France). Briefly, 5 ng of total RNA was reverse
transcribed using a TagMan MicroRNA Reverse Transcription kit, including Tagman
microRNA primers specific for miR-210-3p (hsa-miR-210-3p, 000512), RNU48 (001006) and
snoRNA202 (001232) from Thermo Fisher Scientific, following manufacturer’s instructions.
The qPCR was carried out using TagMan Gene Expression Master Mix II with Tagman
microRNA specific primers using recommended PCR cycling conditions. Expression levels
were normalized using RNU48 (human cells and tissues), or snoRNA202 (mice samples)
and were measured using the 2744t method.

5.10. Immunoblotting

Total protein extraction and Western blotting analysis were carried out as described
before [45,46]. After Western blotting, the nitrocellulose membrane (0.2 pm, Schleicher
et Shiill, Life Technologies, Tokyo, Japan) was incubated with Akt (9272, Cell Signaling
Technology, 1/500, Danvers, MA, USA), Cyclin D1 (M-21, sc 718, 1/500), NF-kB p50 (clone
H-119, 1/500), and MUC4 (clone 8G7, 1/200) from Santa Cruz Biotechnology Inc and
B-actin (AC-15, 1/10000, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France). Antibodies
were diluted in 5% (w/v) non-fat dry milk in Tris-buffered saline (Tween-20). MUC4 and
-actin antibodies were diluted in Tris-buffered saline Tween-20 and incubated overnight
at 4 °C. Peroxidase-conjugated secondary antibodies were used (Sigma-Aldrich, Saint-
Quentin-Fallavier, France). Immunoreactive bands were visualized with the LAS4000
device (Fujifilm, Courbevoie, France) using the Super Signal® West Pico chemoluminescent
substrate (Thermo Scientific, lllkirch-Graffenstaden, France). Band density was quantified
with the image analysis software Image] and represented as histograms.

5.11. Analysis of Cell Properties

MTT assay: Cell viability was measured using MTT assay. Briefly, 10* cells were
cultured over 96 h. MTT (Sigma-Aldrich, 0.5 ng/Ml, Saint-Quentin-Fallavier, France)
was then added to the medium for 1 h. Formazan crystals were dissolved using 100 pL
of dimethyl sulfoxide (DMSO Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France). Optical
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density was evaluated at 570 nm using the Multiskan™ FC microplate photometer (Thermo
Scientific™, Illkirch-Graffenstaden, France).

Cell proliferation: Cells were seeded in 96-well plates and incubated in the live cell
imaging system IncuCyte® (IncuCyte S3 Live-Cell Analysis System, Essen Bioscience, Ann
Arbor, MI, USA). Cell confluency was measured and analyzed every 12 h over 96 h using
the IncuCyte software. Experiments were performed in triplicate.

Wound Healing assay: cells were seeded at 3 x 10° in 96-well plates (ImageLock™
plates, Essen Bioscience, Ann Arbor, MI, USA) and incubated until confluence. Wounds
were homogenously generated manually using the 96-well Wound Maker (Essen Bioscience,
Ann Arbor, MI, USA). Pictures were collected every 2 h during 24 h using IncuCyte®
apparatus before wound widths were analyzed. Results are expressed as wound confluency,
which is the ratio of the occupied area of the initially scratched area to the total area of
the scratch.

5.12. Subcutaneous Xenografts

Subcutaneous injection of CAPAN-1 LV-miR-neg or LV-miR-210 cells (10° cells in
100 pL of Matrigel (R & D)) was performed into the flank of 8-week-old male severe
combined immunodeficient mice (CB17, Charles Rivers, France). Groups consisted of six
mice. Tumor volume was monitored by measuring length (L) and width (W) using the
formula (W? x L). All procedures were evaluated by the animal care committee (Comité
Ethique Expérimentation Animale Nord Pas-de-Calais, #14123-2018012517309750).

5.13. Immunohistochemistry

Hematoxylin and eosin staining were performed on 5um tissue sections. Primary
antibodies specific for mouse Muc4 (1G8, Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, TX, USA)
and human Ki-67 (NLC Ki-67p Novocastra) were used for immunostaining as described
previously [20,23]. The PanINs area was measured in each section using Image] software
(National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) with a specific macro and reported
relative to the total tissue area. The intensity of immunostaining was evaluated as follows:
weak (1), moderate (2), or strong (3). Percentage of PanIN-stained cells: 1 (0-25%), 2
(25-50%), 3 (50-75%), and 4 (75-100%). Total Muc4 staining score was calculated by
multiplying the PanIN areas with intensity and percentage scores. The number of Ki-67-
stained cells was measured using Image] software (version 1.53k, National Institutes of
Health, Bethesda, MD, USA) and reported to the total cell count.

5.14. Statistical Analyses

At least three independent experiments were performed for every assay. ANOVA and
Student’s t-test statistical analyses were performed using Graphpad Prism 4.0 software
(Graphpad softwares Inc., La Jolla, CA, USA). p < 0.05 was considered as statistically significant.

Supplementary Materials: The following are available online at https:/ /www.mdpi.com/article /10
.3390/ cancers13246197/s1, Figure S1: MUC4 inhibition induced a decrease in miR-210-3p relative
level in 647-V cells, Figure S2: MUC4 and miR-210 expression levels are correlated in TCGA-PAAD
dataset, Figure S3: Evaluation of miR-210 expression in transient and stable expression cell models,
Figure S4: Full pictures of Western blots.
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