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A
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ADAM
ADAMI2L
ADAMI2S
ADAMTS
ADAMTSL
Al

ALK1
ARNm
Arp2/3

B, C
bHLH
BMI1
BMP
BRCA1/2
CCNB
Cdc42
CDK1
CSC
CTBP

D,E
DLL 1
Dsh

EA
EAE
EGF
EGFR
EMT
Eph R
ER
ERK 1/2
ESE
ESRPI
ESS
Eve-1

ATP-Binding Cassette, sub-family C, member 3

A Disintegrin And Metalloproteinase

A Disintegrin And Metalloproteinase domain-containing protein 12 Long
A Disintegrin And Metalloproteinase domain-containing protein 12 Short
A Disintegrin And Metalloproteinase with ThromboSpondin motif

A Disintegrin And Metalloproteinase with ThromboSpondin motif Like
Adherens Junction

Activin-receptor Like Kinase 1

ARN messager

Actin-Related Protein 2/3 complex

homodimeric and heterodimeric basic Helix-Loop-Helix
B lymphoma Mo-MLV Insertion region 1

Bone Morphogenic Protein

BReast CAncer type 1/2 susceptibility protein

Cycline B

Cell Division Control protein 42 homolog
Cyclin-Dependant Kinase 1

Cellule Souche Cancéreuse

C-Terminal-Binding Protein

Delta-Like 1

Disheveled

Epissage Alternatif

Encéphalomyélite Auto-immune Expérimentale
Epidermal Growth Factor

Epidermal Growth Factor Receptor
Epithelial to Mesenchymal Transition
Ephrin Receptor

Estrogen Receptor

Extracellular signal-Regulated Kinases 1/2
Exonic Sequence Enhancer

Epithelial Splicing Regulatory Proteins 1
Exonic Sequence Silencer
ADAM-binding protein Eve-1
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FT-EMT
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HSGAG
HUVEC
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IGFBP3/5
IGF-1
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ILK

1P

ISE

ISS

JAM
JNK

Focal Adhesion Kinase
Apoptosis-mediating surface antigen FAS
Fibroblast Growth Factor

Fibroblast Growth Factor Receptor

Fetal Liver Kinase 1

Follistatin-Related Gene

Forkhead box protein C2

Forkhead box protein P3

Facteurs de Transcription de 'lEMT

GTPase-Activating Proteins

Growth and Differenciation Factor
Green Fluorescent Protein

G Protein-Coupled Receptor

Growth factor Receptor-Bound protein 2
Glycogen Synthase Kinase 3 beta

Heparin-Binding EGF-like Growth Factor
Histone DeACetylase 3

Human EGF Receptor 2

Hepatocyte Growth Factor

Hypoxia Induced Factor 1 alpha

Human Mammary Epithelial cell
heterogenous nuclear RiboNucleoProtein
heterogenous nuclear RiboNucleoProtein Al
heterogenous nuclear RiboNucleoProtein-M
Heparan Sulfate GlycosAminoGlycanes
Human Umbilical Vein Endothelial Cells

Insulin-like Growth Factor Binding Protein 3/5
Insulin-like Growth Factor 1

InterLeukine 6

Integrin Linked Kinase

Immuno-Précipitation

Intronic Sequence Enhancer

Intronic Sequence Silencer

Junctional Adhesion Molecules

c-Jun N-terminal Kinases
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LAP
LATS
LEF1
LHX2
LIM
LLC
LPS
LTBP

M

MAPK
MDCK
MDRI1

MEC
MeCP2
MEK 1/2
MET

MHI1
miRNA
MKK4
MMP
MMTV-Neu
MMTV-PyMT
mTORC2
Myc

N

NES

NF1
NF«B
NLS
NMuMG
NRAGE
N-WASP

O,P
OIS

p12-CDK2-AP1

pl4ARF
pl6INK4a
PACSIN3
Par6

Latency Associated Peptide

LArge Tumor Supressor kinase
Lymphoid Enhancer-binding Factor-1
LIM/Homeobox protein

Linl1, Isl-1 & Mec-3

Large Latent Complex
LipoPolySaccharide

Latent TGF-B-Binding Protein

Mitogen-Activated Protein Kinase
Madin-Darby Canine Kidney epithelial cells
MultiFrug Resistance protein 1

Matrice ExtraCellulaire

Methyl CpG binding Protein 2

MAPK/ERK Kinases 1/2

Mesenchymal to Epithelial Transition

Mad Homology 1

microRNA

Mitogen-activated protein Kinase Kinase 4
Matrix MetalloProteinase

Mouse Mammary Tumor Virus - Neural tumor
Mouse Mammary Tumor Virus - Polyoma virus Middle T-antigen
mammalian Target Of Rapamycin Complex 2
Myelocytomatosis oncogene

Nuclear Export Sequence

Nuclear Factor 1

Nuclear Factor-kappa B

Nuclear Localisation Sequence

Nontransformed Mouse Mammary Gland epithelial cells

Neutrophin Receptor-interacting melanoma Antigen-encoding GEne homolog
Neuronal Wiskott-Aldrich Syndrome Protein

Oncogen Induced Senescence

Cyclin-Dependent Kinase 2 Associated Protein 1

p14 Alternative Reading Frame

p16 INhibiting cyclin dependent Kinase 4, comprising 4 Ankyrin repeats
Protein kinase C and Casein kinase Substrate In Neurons protein 3
PARtioning defective 6
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PCAF
PDGF
PDK1
PH
PI3K
PIP2
PKA
PKC
P-LAP
PMA
PR
PRC2
Prrx1
PTB

R

Racl
Rackl
RBM35B
RBP
RGD
RhoA
RISC
RNA-ISH
ROCK
RORyT
ROS

S
S6K1
SAF-B
SARA
SCRIP
SH3
ShcA
SHH
shRNA
SLC
SMAD
snRNP
Sos

Sox
SR

p300/CBP Associated Factor
Platelet-Derived-Growth-Factor
Phosphoinositide-Dependent protein Kinase-1
Pleckstrin Homolgy
Phospholnositide 3-Kinase
PhosphatidylInositol-4,5-diPhosphate
Protéine Kinase A

Protéine Kinase C

Placental Leucine AminoPeptidase
Phorbol 12-myristate 13-acetate
Progesterone Receptor

Polycomb Repressive Complex 2
Paired Related homeobox 1
Polypyrimidine Tract-Binding protein

Ra-related C3 botulinum toxin substrate 1
Receptor for Activated C Kinase 1

RNA Binding Motif proteins

RNA Binding Protein

tripeptide Arg-Gly-Asp

Ras homology gene family, member A
RNA-Induced Silencing Complex

RNA In Situ Hybridization

Rho associated protein kinase

Retinoic acid-related orphan receptor gamma Thymocytes
Reactive Oxygen Species

ribosomal protein S6 Kinase beta-1

Scaffold Attachment Factor-B

Smad Anchor for Receptor Activation

Scribble

Src Homology domain 3

Src Homology 2 domain-containing-transforming protein C1
Sonic HedgeHog

small hairpin RNA

Small Latent Complex

Small body size Mother Against Decapentaplegic
small nuclear RiboNucleoProtein

Son Of Sevenless

SRY-related HMG-box

Serin-arginin Rich
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Src Sarcoma

STAT3 Signal Transducer and Activator of transcription 3
SVMPs Snake Venom MetalloProteinases

T

TACE TNF Alpha Converting Enzyme

TAK1 TGFp Activated Kinase 1

TAZ Transcriptional co-Activator with PDZ-binding motif
TCF T-Cell specific transcription Factor

TGF Transforming Growth Factor

Th17 T Helper 17 cell

TIF1y Transcription Intermediary Factor 1-gamma
TIMP1 Tissue Inhibitor of MetalloProteinases 1

TJ Tight Junction

TNBC Triple Negative Breast Cancer

TNFa Tumor Necrosis Factor alpha

TPA 12-06 TetradecanoylPhorbol-13-Acetate
TRAF6 TNF Receptor-Associated Factor 6

TSP1 Thrombospondine-1

TSR ThromboSpondine Repeats

TTTS Twin-to-Twin Transfusion Syndrome

TPRI TGFp Receptor type 1

UV,Y,Z

UTR UnTranslated Region

VASP V Asodilatator-Stimulated Phosphoprotein
VCAM-1 Vascular Cell Adhesion Molecule 1
VE-cadherin Vascular Endothelial Cadherin

VSMC Vascular Smooth Muscle Cells

YAP Yes-Associated Protein

ZEB Zinc E-Box finger-binding

701 Zona Occludens 1

ZONAB Z0-1 associated Nucleic Acid Binding protein
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CHAPITRE 1:

TRANSITION EPITHELIO-MESENCHYMATEUSE ET
CANCER

Initialement décrit comme « transformation épithélio-mésenchymateuse » par Elizabeth Hay
en 1968, suite a ses observations sur les changements phénotypiques de la ligne primitive des
embryons de poussins lors de la gastrulation, ce processus de dédifférenciation est maintenant
connu sous le nom de « transition épithélio-mésenchymateuse » (EMT pour epithelial to
mesenchymal transition) soulignant ainsi sa nature réversible. Depuis, le nombre de
publications sur I’EMT a considérablement augmenté (Figure 1 - histogramme bleu). La
transition mésenchymato-¢épithéliale (MET pour mesenchymal to epithelial transition) est le

Processus inverse.
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Figure 1 : Roles physiologiques et pathologiques du processus d'EMT.

Histogramme : Nombre de publications recensées dans pubmed sur I'EMT depuis 1890.
Graphique circulaire : Implications physiologiques et pathologiques de I'EMT. L'EMT joue
un role majeur au cours du développement embryonnaire et de la régénération tissulaire chez
l'adulte. Une réactivation anormale du processus d'EMT peut entrainer diverses maladies
comme le cancer et la fibrose (Schéma de Nieto, 2011).
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L'épithélium est un tissu treés différencié et trés organisé. Les cellules épithéliales sont tres
jointives de par leurs nombreuses jonctions cellulaires et possédent une polarité apico-basale
qui repose sur une matrice extracellulaire (MEC) particuliere appelée lame basale. Au cours
de ’EMT, les cellules épithéliales perdent leurs caractéristiques épithéliales, les jonctions
cellulaires se désassemblent, la polarité apico-basale est perdue, le cytosquelette se réorganise
et finalement les cellules acquiérent des marqueurs spécifiques des cellules
mésenchymateuses leur conférant des capacités importantes de migration et d'invasion

(Figure 2).

Epithelial phenotype Intermediate phenotypes Mesenchymal phenotype
as cells transition
ST TN JSOLERTIVY ST iy ) _—n .
L4148 TR GG
i 8 i § i i § S - Sy
Epithelial — —_— L S > Mesenchymal
cells ” ’ ) T T L _ cells
Progressive loss of epithelial markers

and gain of mesenchymal markers

Figure 2 : La Transition Epithélio-Mésenchymateuse.

Au cours de I'EMT, les cellules épithéeliales perdent leurs caractéristiques épithéliales et acquierent
progressivement un phénotype mésenchymateux. Cette transition se caractérise par la perte des
marqueurs épithéliaux tels que la E-cadhérine, la Cytokeratine et ZO1, accompagnée de l'acquisition
de marqueurs mésenchymateux tels que la N-cadhérine, la Vimentine ou encore la Fibronectine
(Schéma de Kalluri and Weinberg, 2009).

La multiplicité des processus biologiques impliquant 'EMT ont amené les scientifiques a
définir 3 sous-types d'EMT qui partagent un certain nombre d’éléments génétiques et
biochimiques mais sont liés a des mécanismes physiologiques différents (Figure 1 et 3).
L’EMT de type 1 est associée a I'implantation et a la formation de ’embryon, et le
développement d’organes.

L’EMT de type 2 est associée a la cicatrisation, la régénération tissulaire et la fibrose.

L’EMT de type 3 est associée aux cellules néoplasiques qui ont déja subi des modifications

génétiques favorisant leur croissance et qui acquicrent les propriétés adéquates a I’invasion

des tissus et a la formation de métastases.

22



A Type 1 EMT

Primitive
streak Epiblast

e 0 ——r ot

Primary mesenchyme Hypoblast

B Type 2EMT C Type 3EMT

Primary epithelial
cancer cell

I Basement J\ J/ 1\ N
membrane PN AP b 4N

s OO\ 8
S — \f‘ﬁ—s
%—Mesenchymal cell < (o ™ 4 Invasive and

metastatic cell

Figure 3 : Les différents types d'EMT.

L'EMT a été classée en trois sous-types selon l'implication physiopathologique. L'EMT de type 1 est
associée au developpement embryonnaire, l'EMT de type 2 est associée a la fibrose et 'EMT de type 3
est associee au cancer (Schéma de Kalluri and Weinberg, 2009).

I) Les différents types d'EMT

1.1) EMT de type 1 - Développement

L'EMT est un processus réversible, plusieurs cycles dEMT et de MET sont nécessaires a la
différenciation de types cellulaires spécialisés et a la formation des organes. Ces différents
cycles ont été classés selon 3 types : I'EMT primaire comprend notamment la gastrulation et
la formation de la créte neurale, 'EMT secondaire regroupe la formation de différents organes
dont les somites, le pancréas et le foie, et enfin 'EMT tertiaire aboutit au développement du

cocur.

a) EMT primaire

Gastrulation

La gastrulation est un processus majeur du développement de I'organisme puisqu'elle aboutit a
la formation des trois feuillets que sont l'ectoderme, le mésoderme et l'endoderme, et qui
donneront naissance aux différents types cellulaires et organes de l'individu (Figure 4). Elle

détermine par ailleurs les axes de l'embryon en particulier l'axe dorso-ventral. Chez les
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amniotes, 1'épiblaste, c'est a dire le revétement de I'embryon, comporte un épaississement
appelé ligne primitive vers laquelle migrent les cellules qui délaminent de l'ectoblaste en
passant dans un état mésenchymateux. L'invagination des cellules est contrélée par une région
appelée nceud de Hensen chez les mammiféres. Ces mécanismes mettent en jeu un réseau
complexe de signaux cellulaires et notamment les voies de signalisation Wnt, TGF/BMP et
FGF. Les mécanismes de signalisation aboutissent a 'induction de 1'expression du facteur de
transcription Snail. Ce facteur contrdle négativement l'expression du marqueur épithélial E-
cadhérine et I'ensemble des processus accompagnant 'EMT incluant la perte de polarité, des
changements de forme cellulaire ainsi que des capacités de motilit¢ et d'invasion. Des
embryons déficients en Snail ne sont pas capables de gastruler, et les cellules du mésoderme

ne peuvent pas réprimer la E-cadhérine (Carver et al., 2001; Nieto et al., 1994).

Hensen's node primitive streak

epiblast (ectoderm)

ol 2%
R .35/4,
ALY e

endoblast

endoderm
migrating cells displacing
mesoderm endoblast

[Jectoderm  [] mesoderm [ ] prospective endoderm  [] endoblast

Figure 4 : La Gastrulation.

La gastrulation permet la formation des trois feuillets de l'organisme : l'ectoderme, le mésoderme et
l'endoderme. Elle se caracterise par l'invagination de cellules épithéliales ayant subi I'EMT au niveau
de la ligne primitive. Schéma de Lewis Wolpert et al, Principles of developpement.

Formation de la créte neurale

La créte neurale commence a se former apres la gastrulation, elle donnera naissance aux
cellules gliales, a la majorité du systéeme nerveux périphérique, a quelques cellules endocrines,
aux mélanocytes et a une grande partie des os et cartilages du squelette facial et du cou.

L'EMT est indispensable a la migration de cellules de la plaque neurale vers le milieu de la

ligne dorsale, permettant la formation de la créte neurale (Figure S). La formation de la créte
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neurale implique les voies de signalisation Wnt, FGF, Notch, 1'acide rétinoique, et un gradient
oppos¢ de BMP4 et de ses antagonistes Noggin, Follistatin et Chordin. Ainsi, des voies de
signalisation similaires opeérent au cours de la gastrulation et de la formation de la créte
neurale. Néanmoins, alors que le défaut d'un seul géne au cours de la gastrulation peut étre
deélétere, 1'existence de boucles de régulation de différents inducteurs de 'EMT de la créte
neurale explique pourquoi I'absence d'un géne peut étre compensée. C'est le cas de Snail dont
l'absence empéche le déroulement de la gastrulation alors que les souris mutantes pour Snaill
et Snail2 peuvent toujours générer la créte neurale, malgré de multiples défauts crano-faciaux

(Carver et al., 2001; Murray and Gridley, 2006; Nieto et al., 1994).
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Figure S : Neurulation et migration de la créte neurale.

La créte neurale se forme suite a la migration des cellules de la plaque neurale ayant subies I'EMT
vers le milieu de la ligne dorsale. Les cellules de la créte neurale délaminent par la suite et migrent
vers les organes périphériques (Schéma de Wislet-Gendebien et al., 2012).

b) EMT secondaire et tertiaire

Suite & 1'EMT primaire, les cellules mésenchymateuses vont subir des éveénements de
différenciation, au travers du processus de MET, et donner naissance a différents tissus. Le
processus de MET est finement contrdlé par la répression de Snail. Puis de nouveau, les
cellules vont subir un nouveau cycle dEMT en réponse a leur microenvironnement pour
générer des cellules mésenchymateuses avec un potentiel de différenciation plus restrictif. Le
développement du cceur est un cas a part puisqu'il nécessite trois cycles successifs d'EMT et
de MET, qu'on appelle EMT tertiaire, et implique les voies de signalisation du TGFf, Notch

et ErbB ainsi que le facteur de transcription Snail.
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1.2) EMT de type 2 - Réparation Tissulaire et Fibrose

Dans le contexte de la réparation tissulaire en réponse a une agression, les tissus mettent en
place des mécanismes complexes visant a restaurer leur intégrité. Dans I'exemple du modele
de la peau, les kératinocytes doivent migrer au niveau de la blessure. Ils subissent une EMT
partielle, aboutissant a un phénotype intermédiaire ou "métastable", leur permettant de migrer
tout en conservant les contacts cellulaires. Dans ce contexte, I'expression de Snail2 au niveau
du front de migration est primordiale puisque son inactivation ou sa surexpression empéche et
accélere respectivement le processus de cicatrisation (Arnoux et al., 2008).

Une réparation anormale ou excessive peut conduire a la fibrose d'organes tels que le foie, le
rein ou le poumon. La fibrose se caractérise par une accumulation importante de matrice
extracellulaire, notamment de collagénes, dans le parenchyme. Cette MEC constitue alors une
barriere empéchant les échanges et la communication entre l'organe et le compartiment
sanguin aboutissant a la défaillance de 1'organe. Les myofibroblastes jouent un rdle majeur
dans la fibrogene¢se puisqu'ils constituent la principale source cellulaire productrice de
collagéne. La majorit¢ des myofibroblastes proviennent d'une transdifférenciation des
fibroblastes. Dans le foie, les cellules étoilées hépatiques (fibroblastes) sont activées en
myofibroblastes suite a une inflammation et une stimulation par différentes cytokines,
notamment le TGFp. Cette activation est associée a une modification de leur phénotype, a leur
prolifération et a la production d'un grand nombre de facteurs de croissance (dont le TGFp), et
surtout, a une sécrétion de composants matriciels et plus particulicrement des collagenes
interstitiels (collagéne I et III) (Mack and Yanagita, 2015). Cependant, les cellules étoilées ne
constituent pas la seule source de myofibroblastes et ceux-ci peuvent aussi provenir de la
dédifférenciation de cellules épithéliales via le processus d'EMT que ce soit dans le rein
(Iwano et al., 2002), le foie (Zeisberg et al., 2007a, 2007¢), et le poumon (Kim et al., 2006). 11
a par ailleurs été montré que les cellules endothéliales peuvent subir une EMT (ou EndMT
pour endothelial to mesenchymal transition) au cours de la fibrose cardiaque et pulmonaire
(Zeisberg et al., 2007b, 2008). En favorisant I'EMT et la génération de myofibroblastes a
partir de différents types cellulaires, le TGFp est la cytokine majeure impliquée dans la
fibrose. Ainsi, de trés nombreuses études menées dans différents modéles murins ont montré
que l'inhibition de la voie de signalisation du TGFB protege de la fibrose (Meng et al., 2015;
Saika et al., 2004; Sato et al., 2003; Tan et al., 2006; Zeisberg et al., 2003). Le TGFp est
lI'inducteur majeur de Snaill qui, surexprimé dans des cellules rénales de souris, est capable

d'induire a lui seul une fibrose (Boutet et al., 2006).
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1.3) EMT de type 3 - Contribution a la progression tumorale

a) La cascade métastatique

Les métastases (du grec, déplacement pour meta = prochaine et stasis = place) représentent
l'aboutissement d'un processus biologique a plusieurs étapes appelé "cascade métastatique”,
qui implique la dissémination de tumeurs primaires vers des organes distants et leur
adaptation a leur nouveau microenvironnement (Figure 6).

La cascade métastatique se compose des étapes suivantes :

1- Prolifération incontrolée des cellules tumorales.

2- Envahissement local de la matrice extracellulaire et du stroma environnant.

3- Intravasation dans les vaisseaux sanguins.

4- Survie dans la circulation sanguine.

5- Arrét au niveau d'organes distants.

6- Extravasation dans le parenchyme de l'organe distant.

7- Survie dans le microenvironnement étranger de l'organe distant pour former des
micrométastases.

8- Colonisation métastatique, prolifération et formation de macrométastases.

Primary tumor formation Local invasion Intravasation

Arrest at a
Extravasation distant organ site Survival in the circulation
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Figure 6 : La cascade métastatique.

La progression tumorale se fait en plusieurs étapes. La tumeur primaire envahit localement
les tissus avant de passer dans la circulation (intravasation). Elle doit ensuite survivre dans
le sang, puis s'arréter au niveau d'un organe distant avant d'atteindre les tissus secondaires
(extravasation). Enfin, la tumeur métastatique doit proliférer dans son nouveau
microenvironnement (colonisation) (Schéma de Valastyan and Weinberg, 2011).
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La propagation des métastases et leur résistance aux thérapies constituent la principale source
d'échec a la lutte contre le cancer puisque ce phénomene est responsable d'environ 90% de la
mortalit¢é due aux cancers (Spano et al., 2012; Sporn, 1996). Le processus d’EMT a été
propos¢é pour étre un mécanisme majeur de la cascade métastatique, a la fois pour que les
cellules cancéreuses s’échappent du site primaire et entrent dans la circulation sanguine, mais
aussi pour permettre la survie des cellules dans le sang, leur extravasation et la colonisation
des organes distants (Labelle et al., 2011). Par ailleurs, 'EMT pourrait conférer aux cellules
des marqueurs et capacités propres aux cellules souches, et générer ainsi des cellules souches

cancéreuses (Scheel and Weinberg, 2012).

b) L'"EMT in vivo : modéles murins

Si le role de I'EMT est bien décrit au cours du développement, de la cicatrisation et de la
fibrose, sa contribution a la progression tumorale reste encore aujourd'’hui controversée. En
effet, bien que les processus dEMT soient largement documentés dans des lignées cellulaires
cancéreuses, des preuves convaincantes ont tardé a étre publiées sur des échantillons
tissulaires. Et pour cause, déterminer la présence d'EMT/MET in vivo constitue un obstacle
majeur compte tenu de la difficulté a distinguer les fibroblastes du stroma des cellules
mésenchymateuses d'origine épithéliale, que ce soit par des approches histopathologiques,
immunohistochimiques ou moléculaires.

Les modeles de transplantations syngéniques ou xénogéniques de lignées cellulaires
cancéreuses chez la souris ont été largement utilisés pour définir les relations entre EMT et
métastases. Néanmoins, bien que ces modeles apportent de nombreuses informations
mécanistiques, les conclusions doivent étre prises avec précaution car ils ne prennent pas en
compte, par exemple, la co-évolution des cellules tumorales et du microenvironnement. Pour
les xénogreffes, I'¢tat de différenciation des lignées cellulaires, 1'absence d'une réponse
immunitaire normale ou encore les incompatibilités potentielles des facteurs de croissance
montrent les limites de ce type de modeles.

La premiere preuve d'existence d'EMT in vivo a été apportée dans des expériences de
"lineage-tracing" sur des mod¢les de souris transgéniques de cancer mammaire. En marquant
génétiquement les cellules tumorales et en réalisant des analyses d'immunofluorescence,
Trimboli et ses collegues ont montré la présence dans la tumeur primaire de cellules
tumorales d'origine épithéliale ayant perdu I'expression de la E-cadhérine et exprimant alors la

fibronectine (Trimboli et al., 2008). Outre les modeles de cancer du sein, la présence d'une
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EMT comme un événement précoce a aussi ¢t¢ démontrée dans un modele d'adénocarcinome

canalaire du pancréas (Rhim et al., 2012).

¢) L'EMT : un processus requis pour la génération de métastases?

S'il est maintenant clair qu'une partie des cellules tumorales peuvent subir I'EMT in vivo, cela
ne signifie pas qu'elle soit absolument nécessaire a l'invasion des cellules. C'est ce qui a pu
étre démontré dans deux modéles de cancer du sein (MMTV-Neu et MMTV-PyMT) dans
lesquels des métastases ont été détectées alors que I'EMT n'était pas visible, suggérant que
I'EMT n'est pas requise pour l'invasivité et les métastases dans le cancer du sein (Trimboli et
al., 2008). En accord avec cette étude, il a été montré dans un modéle murin MMTV-Neu que
la surexpression du TGFP dans des cellules épithéliales augmentait a la fois le grade de la
tumeur et la formation de métastases dans le poumon sans toutefois que les cellules de la
tumeur primaire ne montrent de marqueurs de 'EMT (Muraoka et al., 2003).

Pourtant, la surexpression des principaux facteurs de transcription impliqués dans I'EMT
parmi lesquels SNAIL1/2, TWIST1/2, ZEB1/2, FOXC2, SOX4, TEAD2, et LHX2, induit la
formation de métastases dans le cancer du sein montrant un lien entre I'EMT et la formation
des métastases.

L'ensemble de ces observations suggere que 'EMT facilite la formation de métastases in vivo
mais n'est pas le seul moyen dont disposent les cellules pour coloniser d'autres organes.
D'autres modes de migration ont d'ailleurs été décrits, notamment la migration de type amibe
caractérisée par des projections cytoplasmiques, une absence de contact entre les intégrines et
la MEC et 1'absence d'un clivage protéolytique de la MEC (Pankova et al., 2010). A noter
qu'un phénotype hybride amibe/mésenchymateux a été récemment décrit suggérant une
interconnexion des mécanismes d'invasion (Bergert et al., 2012). Il a aussi été proposé que les
cellules tumorales puissent s'échapper du site primaire par migration collective, soit des tissus
épithéliaux avec une minorité de cellules EMT pour "guider" les cellules épithéliales, soit des
tissus mésenchymateux (post-EMT) conservant leurs contacts intercellulaires grace a la N-

cadhérine (Maeda et al., 2005).

d) Extravasation

A l'image des leucocytes qui se rendent sur un site d'inflammation, les cellules cancéreuses
doivent adhérer a I'endothélium pour passer a travers et rejoindre l'organe qu'elles

coloniseront. Le role de I'EMT dans l'extravasation a été clairement montré dans un modele
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murin ou des cellules mésenchymateuses ou épithéliales (+/- Twist) issues d'une tumeur
primaire de la peau étaient remises en culture puis réinjectées a la souris par la veine de la
queue. Alors que l'extravasation était mesurée a 20% pour les cellules épithéliales, 75% des
cellules mésenchymateuses étaient retrouvées a l'extérieur des vaisseaux (Tsai et al., 2012).
En accord avec ces résultats, plusieurs études in vitro montrent que les cellules ayant subi
I'EMT possédent des molécules d'adhésion favorables a l'interaction avec les cellules
endothéliales. Par exemple, certaines intégrines, 1'antigéne CD44 et la N-cadhérine sont des
protéines importantes dans les processus d'extravasation et sont aussi induites au cours de
I'EMT (Bill and Christofori, 2015). Le TGFp, inducteur majeur de I'EMT, est capable
d'augmenter la perméabilité des capillaires facilitant ainsi l'extravasation. Par ailleurs, les
plaquettes peuvent jouer un réle important dans l'extravasation en sécrétant du TGFf

favorisant ainsi 'EMT et l'extravasation des cellules cancéreuses (Labelle et al., 2011).

e) MET, colonisation et microenvironnement

L'un des principaux arguments contre un role de I'EMT dans la génération de métastases vient
du fait que les cellules tumorales issues de sites de métastases semblent
histopathologiquement similaires aux cellules tumorales primaires dont elles sont issues. Pour
résoudre cette apparente contradiction, le processus inverse de ’EMT, la MET, a été proposée
(Christiansen and Rajasekaran, 2006) (Figure 7). Ce mécanisme est bien connu dans le
développement de 1’individu puisque plusieurs cycles d'EMT/MET sont nécessaires pour
former un organe viable, notamment le cceur. De plus, les cellules subissant 'EMT ont un
taux de prolifération faible, la MET pourrait leur permettre de proliférer a nouveau et de
former des macrométastases.

L'une des premieres études sur la MET date de 2006. En utilisant différents clones d'une
lignée humaine de carcinome vésical, la lignée parentale ayant un phénotype
mésenchymateux et les sous-clones un phénotype épithélial, il a été montré que les clones
mésenchymateux étaient plus invasifs lors d'une injection orthotopique comparés aux clones
épithéliaux. En revanche, lors d'une injection intracardiaque, le nombre de métastases était
plus important pour les clones épithéliaux, suggérant un role précoce de 'EMT dans la
progression tumorale, alors que la MET aurait un réle plus tardif (Chaffer et al., 2006). Ces
résultats ont été confirmés par 1’équipe d’Angela Nieto qui a montré que I’injection
intraveineuse de cellules épithéliales cancéreuses mammaires BT-549 (MET induite par

inhibition du facteur de transcription Prrx1) permet la formation de métastases dans les
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poumons, contrairement aux cellules mésenchymateuses parentales controles (Ocana et al.,
2012). Le role de la MET dans la colonisation a été ¢légamment démontré dans un modele
murin de carcinome squameux spontané dans lequel le géne Twistl est inductible a la
doxycyline dans les cellules épithéliales de la peau. La doxycycline est injectée soit par voie
orale soit au niveau de la tumeur pour provoquer une EMT (induite par Twistl) irréversible et
réversible respectivement. De facon intéressante, 20% des souris présentent des métastases au
niveau des poumons chez les souris controles non traitées et les souris traitée par voie orale
(EMT irréversible) alors que ce taux monte a 85% lors d'une injection orthotopique (EMT
réversible). Dans tous les cas, les cellules au niveau des métastases sont négatives pour
Twist]l suggérant que la répression de Twistl (et la MET) est requise pour la colonisation

(Tsai et al., 2012).
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Figure 7 : La MET, un processus nécessaire a la colonisation des organes secondaires.
La colonisation se caractérise par la prolifération de cellules épithéliales cancéreuses au
niveau du site de meétastase. Ceci implique soit une migration collective des cellules
tumorales avec des cellules épithéliales et mésenchymateuses, soit la réversion de cellules
partiellement ou completement mésenchymateuses par le processus de MET (Schéma adapté
de Christiansen and Rajasekaran, 20006).

31



Une autre hypothése n'impliquant pas le processus de MET est I’existence d’une EMT
partielle caractérisée par une migration collective de cellules mésenchymateuses et de cellules
¢épithéliales (Figure 7). Ainsi, les cellules mésenchymateuses localisées au niveau du front de
migration conduisent les cellules épithéliales dans la circulation qui vont ensuite étre capables
de survivre dans le sang et de coloniser les tissus ayant un microenvironnement adéquate.
Cette hypothése est étayée par les travaux de I’équipe de Guo-fu Hu. L’injection sous-cutanée
ou intraveineuse de cellules ayant subi 'EMT (transformées par p12-CDK2-AP1) a des souris
BALB/c athymiques n’aboutit pas a la formation de métastases, bien que ces cellules soient
retrouvées dans la circulation sanguine (Tsuji et al., 2008). En revanche, 1’injection des
cellules contrdles épithéliales en intraveineuse permet la formation de métastases pulmonaires
alors qu’elles n’étaient pas retrouvées dans le sang lors d’une injection sous-cutanée.
L’injection sous-cutanée a la fois des cellules mésenchymateuses et épithéliales permet aussi
de former des métastases et les deux types cellulaires sont retrouvés dans la circulation
sanguine suggérant un role de ’EMT dans I’intravasation plutot que dans la colonisation des
organes distants. Cette étude n’écarte néanmoins pas la possibilité¢ d’un réle de la MET dans
le processus de colonisation puisque la surexpression de pl2 dans ce modele bloque les

cellules dans 1’état mésenchymateux.

f) L'EMT chez l'"homme : exemple du cancer du sein

Pour vérifier la fiabilité des modeles murins de cancer du sein par rapport aux pathologies
humaines, des profils d'expression génique de 13 modéles murins ont ét€¢ comparés avec des
patients présentant différents sous-types de cancer du sein. Bien qu'il soit clair qu'aucun
modele murin a lui seul ne puisse refléter un sous-type de cancer mammaire humain, 1'analyse
a permis d'identifier de nombreuses caractéristiques communes pertinentes (Herschkowitz et
al., 2007).

Chez 'homme, les cancers du sein ont été classés selon leur profil d'expression de geénes et 5
sous-types ont ¢été¢ identifiés : luminal A, luminal B, HER2-enriched, basal-like, et normal-
breast like. Le nouveau sous-type claudin-low a été récemment identifi¢ a partir du groupe
basal-like, et présente la signature de type EMT la plus prononcée (Figure 8). Les sous-types
basal-like et claudin-low correspondent a la grande majorité des cancers dits triples négatifs
(TNBC), c'est a dire qui n'expriment pas les récepteurs HER2 (récepteur de I'EGF), PR
(progesterone receptor) et ER (estrogen receptor) et ne répondent pas aux traitements

hormonaux.
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Figure 8 : Classification moléculaire des différents sous-types de cancers mammaires.

(a) Les cancers mammaires sont classés sur la base de leur expression génique en six sous-
types, normal-like, Luminal A, Luminal B, HER2-enriched, Basal-like et claudin-low, du
phénotype le moins mésenchymateux au plus mésenchymateux. (b) Les tumeurs Basal-like et
claudin-low constituent la majorité des tumeurs triples négatives (schéma adapté de Prat and
Perou, 2009).

De facon surprenante, le pronostic vital pour les patients avec le sous-type claudin-low n'est
pas plus défavorable que celui des luminal B, Her2-enriched ou Basal-like (Prat et al., 2010).
Ces résultats sont d'autant plus surprenants que l'expression importante d'acteurs clés de
I'EMT tels que FOXC1, SOX4, LXH2, PRRX1 ou des protéines de la voie TGFf dans ces
tumeurs sont des facteurs de mauvais pronostic (Kuzmanov et al., 2014; Ocana et al., 2012;
Shipitsin and Polyak, 2008; Taube et al., 2010; Tiwari et al., 2013). En revanche, il a été
montré que le sous-type claudin-low était particuliérement plus résistant aux chimiothérapies,
comparé aux sous-types luminal A et B alors que le sous-type basal-like reste le plus résistant
(Prat et al., 2010). Ceci est a relier a I'observation que les phénotypes mésenchymateux sont
intrinsequement chimiorésistants (Li et al., 2008), et a l'appui de ces observations, une
réponse aux thérapies a été négativement corrélée avec une signature EMT (Taube et al.,
2010).

Pourquoi certains sous-types de cancers présentent une signature EMT ? Est-ce di a des
altérations génétiques ou épigénétiques aboutissant a une EMT stable, ou est-ce di a des
signaux pro-EMT provenant du microenvironnement ? La nécessité d'une réversion via MET
pour la colonisation d'organes distants argumente en faveur de la seconde hypothése. Cette

hypothése est supportée par le fait que les facteurs de transcription et d'autres génes pro-EMT
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ne sont pas souvent mutés dans les cancers humains ou dans les modéles murins (Bill and
Christofori, 2015). A l'inverse, le programme EMT est largement contr6lé par des signaux
pro-invasifs dans le microenvironnement, comme I'hypoxie, l'inflammation ou le manque de
nutriments. L'origine des cellules claudin-low reste inconnue, mais si elles proviennent de
cellules souches mésenchymateuses devenues cancéreuses comme il a été récemment proposé
(Prat and Perou, 2011), alors le terme d'/EMT serait inapproprié dans ce cas.

Le systeme de classification des sous-types de cancer est basé sur leur profil d'expression de
genes, il ne prend donc pas en compte I'hétérogénéité de la tumeur. Les cellules EMT
pourraient étre minoritaires au sein d'une tumeur, tout en ayant un impact, notamment sur la
résistance aux chimiothérapies. La détection de telles cellules par immunomarquage a été
rendue difficile a cause de l'absence d'un marqueur spécifique discriminant les cellules
mésenchymateuses d'origine épithéliale et les cellules mésenchymateuses stromales. Cette
difficulté a été contournée en utilisant une approche d'hybridation in situ 8 ARN (RNA-ISH)
sur des tumeurs de type HER2+. Dans cette étude, les auteurs ont identifié¢ des cellules
tumorales exprimant des marqueurs mésenchymateux (Yu et al., 2013). En utilisant une
approche bi-colorimétrique comprenant une collection de marqueurs épithéliaux et
mésenchymateux, cette étude a permis l'identification des cellules exprimant a la fois les
marqueurs ¢pithéliaux et les marqueurs mésenchymateux, mais pas nécessairement au niveau
du front de migration. De facon intéressante, le plus grand nombre de cellules "doubles
positives" a été retrouvé dans les cancers triples négatifs (basal-like et claudin-low tres
majoritairement), c'est a dire les cancers avec le plus mauvais pronostic. Cette EMT
"partielle" identifiée dans les tissus cancéreux pourrait étre suffisante pour permettre

l'invasion tout en conservant un degré de plasticité permettant une réversion de type MET.

IT) Le Programme EMT

De nombreux ligands extracellulaires activent et maintiennent 'EMT de fagon autocrine ou
paracrine. Le TGFB est un inducteur majeur de I'EMT au cours du développement
embryonnaire et de la progression tumorale. La voie Wnt mais aussi les voies associées aux
récepteurs a activité tyrosine kinase comme celles de 1'EGF, I'HGF, le PDGF ou encore le
FGF sont elles aussi capables d'induire I'EMT (Figure 9). Ces voies de signalisation
aboutissent a des régulations génétiques et épigénétiques qui se font a I'échelle du génome.
Des facteurs de transcription "maitres" régulent positivement ou négativement 1'expression de

nombreux geénes impliqués dans I'EMT. La régulation des geénes se fait également par
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l'intermédiaire de modifications épigénétiques telles que l'acétylation ou la méthylation, et de
l'expression de miRNA qui régulent la stabilité des ARN. De méme, certains génes subissent
un épissage alternatif au cours de 'EMT qui peut permettre la synthése de variants d'épissage
dont la fonction peut étre différente voire opposée a celle des variants exprimés dans les
cellules épithéliales. Ces modifications a large échelle ont donné au processus d'EMT une

dimension de "programme" EMT.
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Figure 9 : Voies de signalisation impliquées dans I'EMT.

La progression de I'EMT est régulée par une multitude de voies de signalisation qui peuvent coopérer
pour induire une EMT compleéte. Ces voies de signalisation sont induites par différents composants du
microenvironnement. Le TGFp induit I'EMT via ses voies de signalisation SMAD et non-SMAD (PI3K,
MAPK, RhoA). Ces derniéres sont aussi activées par d'autres récepteurs a activité tyrosine kinase tels
que I'EGFR ou le PDGFR et activent I'EMT. Les voies de signalisation de Wnt, Notch et Sonic
Hedghog (SHH) régulent aussi le programme EMT. L'inflammation et I'hypoxie sont aussi des
régulateurs de I'EMT a travers l'activation respectivement de Stat3 et de HIF la. Enfin, les composants
de la matrice extracellulaire comme le collagene de type I induisent 'EMT a travers les intégrines et
leur protéine effectrice ILK (integrin-linked kinase) (Schéma de Lamouille et al., 2014).

2.1) Régulation transcriptionnelle

Le changement d'expression des génes au cours de 'EMT est dicté par 3 familles de facteurs
de transcription considérés comme des régulateurs "maitres" de I'EMT : SNAIL, bHLH et
ZEB. L'importance relative de ces facteurs de transcription (FT-EMT) varie en fonction du
type cellulaire et de leur niveau d'expression dans ces types cellulaires. Ils controlent souvent
I'expression des uns et des autres et cooperent fonctionnellement sur les genes cibles avec
d'autres facteurs de transcription. D'une fagon générale, leur fonction est a la fois d'inhiber

l'expression des genes €pithéliaux et d'induire les génes mésenchymateux.
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a) Facteurs de transcription SNAIL

Les facteurs de transcription SNAIL1 (SNAIL) et SNAIL2 (SLUG) activent le programme
EMT au cours du développement, de la fibrose et du cancer (Barrallo-Gimeno and Nieto,
2005). Ils répriment les genes épithéliaux en se liant aux séquences d'ADN de type E-box via
leurs domaines C-terminal zinc-finger. L'inhibition par SNAIL de la transcription de la E-
cadhérine, protéine épithéliale majeure, a été particulierement étudiée. Suite a la fixation sur
le promoteur proximal du géne de la E-cadhérine, SNAILI recrute le complexe répresseur
Polycomb 2 (PRC2) qui coordonne la modification des histones, en particulier la méthylation
et l'acétylation des histones H3K4, H3K9 et H3K27. La méthylation de H3K9 et de H3K27
induit une conformation inactive de la chromatine tandis que l'acétylation de H3K9 marque
une conformation active de la chromatine. Cette action bivalente sur le promoteur de la E-
cadhérine est aussi retrouvée sur de nombreux promoteurs et crée ainsi un état d'équilibre prét
a &tre activé suite a un signal, contribuant a la nature réversible de I'EMT. L'activation de
genes mésenchymateux peut aussi passer par un mécanisme bivalent comme c'est le cas pour
le facteur de transcription gooscoide dont la transcription est induite par une triméthylation
répressive de H3K9 et une acétylation activatrice de H3K18 (Xi et al., 2011). De plus, les
facteurs de transcription SNAIL peuvent coopérer avec d'autres facteurs de transcription. C'est
par exemple le cas de SNAIL1 qui coopére avec ETS1 (dont I'activation dépend des MAPK)
pour activer l'expression de métalloprotéases de la matrice extracellulaire (MMP). Il coopere
aussi avec le complexe SMAD3/4 pour réprimer l'expression de la E-cadhérine suite a un

traitement au TGFp (Vincent et al., 2009).

b) Facteurs de transcription bHLH

Les facteurs de transcription bHLH (homodimeric and heterodimeric basic helix-loop-helix)
ont des fonctions majeures dans les phénomenes de différenciation. Parmi eux, TWISTI et
TWIST2 ont des roles clés dans 'EMT. Dans les cellules cancéreuses, TWIST1 réprime la E-
cadhérine tout en induisant la N-cadhérine de facon indépendante de SNAIL mais en
collaboration avec d'autres facteurs de transcription (Yang et al., 2012, 2010). Comme pour
SNAIL, TWIST régule les modifications de la chromatine en recrutant par exemple la
méthyltransferase SET8 responsable de la méthylation de H4K20, conduisant a la répression
de la E-cadhérine et l'activation de la N-cadhérine (Yang et al., 2012). De plus, TWIST1
active BMIl (B lymphoma Mo-MLV), un composant du complexe Ploycomb PRCI et

coopéere avec BMI1 pour réprimer l'expression de la E-cadhérine et de la protéine inhibitrice
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du cycle cellulaire p16/INK4A (Yang et al., 2010). Cette coopération met en jeu le complexe
Polycomb PRC2 qui triméthyle H3K27 au niveau du promoteur de la E-cadhérine (Yang et
al., 2010).

¢) Facteurs de transcription ZEB

Les facteurs de transcription ZEB1 et ZEB2 (zinc E-box finger-binding) peuvent aussi activer
et réprimer les genes de 'EMT en se fixant sur les séquences de type E-box. La répression
transcriptionnelle médiée par ZEB passe souvent par le recrutement du co-répresseur CTBP
(C-terminal-binding protein) bien que dans certaines cellules cancéreuses, la protéine BRGI
fasse office de co-répresseur (Sanchez-Tillo et al., 2010). Par ailleurs, ZEB1 interagit aussi
avec le co-activateur transcriptionnel PCAF (p300/CBP associated factor) et p300, ce dernier

passant d'un état de répresseur a activateur transcriptionnel (Postigo et al., 2003).

d) Autres facteurs de transcription

D'autres facteurs de transcription impliqués dans 'EMT ont été récemment identifiés. On peut
citer les facteurs de transcription appartenant aux familles FOX (forkhead box), SOX (SRY
box) ou encore GATA. Leurs cibles sont comparables a celles des facteurs de transcription

"maitre" avec lesquels ils peuvent coopérer pour réguler l'expression des genes de 'EMT.

2.2) Régulation épigénétique de 'EMT

L'EMT est un processus qui se fait en plusieurs étapes passant par des intermédiaires
partiellement épithéliaux ou partiellement mésenchymateux. Il a été proposé que le
programme de différenciation épithéliale soit un programme par défaut et qu'au contraire,
I'état dédifférencié des cellules mésenchymateuses nécessite un signal extracellulaire continu.
Par exemple, il a ét¢ montré que des cellules épithéliales stimulées au TGFB deviennent
mésenchymateuses mais réversent rapidement apres la fin du traitement. Il existe néanmoins
des cellules dans un état mésenchymateux stable qui ne dépendent plus de signaux pro-EMT.
C'est notamment le cas des cellules souches cancéreuses (CSC) qui posseédent des boucles de
régulation autocrines leur permettant de maintenir un phénotype mésenchymateux stable
(Scheel et al., 2011).

Ces degrés de différenciation sont dictés par des modifications épigénétiques a I'échelle du
génome. Ces modifications gouvernent I'expression de groupes de geénes au cours de I'EMT,

en favorisant une conformation ouverte (euchromatine) ou fermée (hétérochromatine) de la

37



chromatine. Dans les états métastables, c'est a dire les états réversibles, certains génes sont en
position bivalente, ils sont inactifs mais préts a étre activés rapidement en réponse a des
signaux de différenciation. Ce type de promoteur bivalent est observé dans certaines cellules
cancéreuses qui montrent des caractéristiques proches des cellules souches. Par exemple, dans
les cellules épithéliales mammaires humaines enrichies en CD44 (marqueur souche), le
promoteur de la E-cadhérine porte les modifications bivalentes H3K4me3 et H3K27me3 et est
éteint, tandis que les cellules CD24+, plus différenciées, possédent uniquement la
modification active H3K4me3 et expriment abondement la E-cadhérine (Maruyama et al.,
2011). Cette configuration permet aux cellules CD44+ une rapide différenciation en cellules
¢épithéliales a travers la perte de sa marque répressive H3K27me3 sur le promoteur de la E-
cadherine et potentiellement d'autres génes épithéliaux. A l'inverse, il a ét¢ montré que les
cellules CD24+ possedent aussi des génes bivalents, a I'état inactif, comme Twist et FGF2
alors que les CD44+ portent seulement la modification activatrice, suggérant que les CD24+
sont aussi prétes a une dédifférenciation rapide en CD44+ (Gupta et al., 2011). Ainsi les geénes
bivalents sont dans un état non stable, permissif, et peuvent répondre rapidement et de fagon
réversible a des signaux contextuels comme les facteurs de transcription associés a I'EMT.

A l'inverse, pendant certaines étapes de l'invasion tumorale, les cellules doivent réprimer leurs
genes €pithéliaux sur de longues périodes. Une telle répression stable peut s'expliquer par une
triméthylation de 1'histone H3K9 qui exerce une répression génique plus importante que la
modification H3K27me3. La marque répressive H3K9me3 est particuliérement importante
pour maintenir un phénotype mésenchymateux puisqu'elle est requise pour le recrutement
d'une ADN méthyltransférase, catalysant la méthylation de 'ADN (Cedar and Bergman,
2009). La méthylation des motifs CpG dans les promoteurs de gene constitue une inhibition
stable qui peut perdurer pendant plusieurs cycles cellulaires. Ce type de modification est
observé sur le promoteur de la E-cadhérine dans les cellules claudin-low, qui est I'état le plus
mésenchymateux dans le cancer du sein (Dong et al., 2012).

L'ensemble de ces observations montre que le programme EMT est une succession de
changements passant d'un état épithélial complet a un état mésenchymateux complet et qui est
régit par des modifications épigénétiques progressives de plus en plus stables vers le
phénotype mésenchymateux. La progression de ces modifications épigénétiques sont

résumées dans la Figure 10.
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Figure 10 : Les modifications épigénétiques régissent la plasticité des cellules épithéliales
et mésenchymateuses.

Le phénotype épithélial est ['état par défaut des cellules épithéliales. Des signaux
microenvironnementaux induisent la répression épigénétique de genes épithéliaux via la modification
d'histones qui définissent la plasticité des cellules épithéliales. La stabilité du phénotype
mésenchymateux dépend de la présence de signaux pro-EMT et le phénotype est réversé en leur
absence a moins que des modifications épigénétiques stables telles que la méthylation de l'histone
H3K9 ou la méthylation de I'ADN ne stabilisent le phénotype mésenchymateux des cellules (Schéma
de Tam and Weinberg, 2013).

2.3) Régulation post-transcriptionnelle de I'EMT

a) MicroRNAs

Les microRNAs (miRNAs) sont de petites molécules d'ARN non codantes de 20 a 22
nucléotides qui modulent post-transcriptionnellement 1'expression de genes en se liant de
maniere spécifique aux ARNm cibles au niveau de leur région 3'UTR non codante
(Figure 11).

La RNA polymérase II transcrit dans le noyau un long proprécurseur miRNA (pri-miRNA)
d'une centaine de nucléotides et contenant une coiffe en 5' et une queue polyA en 3'. Ce
précurseur est ensuite processé par la ribonucléase III Drosha en un précurseur miRNA (preé-
miRNA) de 70 a 80 nucléotides présentant une structure en épingle a cheveux. Il est ensuite
exporté du noyau grace a l'exportine 5 et clivé par le complexe Dicer qui supprime la boucle
et libére un ARN double brin mature de 22 nucléotides. L'un des brins d'ARN se fixe a la
protéine Argonaute, constituant ainsi le complexe RISC (RNA-induced silencing complex)
qui se lie de fagon spécifique aux régions 3'UTR de la séquence cible. La spécificité du

complexe RISC est donnée par une séquence de 2 a 8 nucléotides dans le miRNA.
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Figure 11 : Régulation de la stabilité des ARNm par les micro-RNA.

(Schéma de Mack, 2007).

De facon intéressante, les miRNA peuvent réguler leur cible de deux fagons différentes. Une
complémentarité presque parfaite avec sa cible entraine une dégradation de I'ARNm cible
tandis qu'une complémentarité partielle induit une baisse de la traduction (Pasquinelli, 2012).
Ainsi, un méme miRNA peut réguler 'expression de plusieurs cibles et contrdler différents
processus biologiques.

Les miRNAs ont émergé comme des régulateurs importants de la plupart des processus
physiologiques et pathologiques, notamment la formation des métastases, en controlant
I'EMT.

I1 a été montré que l'enzyme de maturation des miRNA, Dicer, est exprimée de fagon moindre
chez les patients présentant des métastases. De facon intéressante, l'expression de Dicer
diminue au cours de 'EMT et cette diminution est corrélée a une diminution globale de
I'expression des miRNA (Grelier et al., 2009). Ces données suggerent que le maintien du
phénotype épithélial implique une régulation par les miRNA.

Différentes signatures miRNA ont été associées aux différents sous-types de cancers
mammaires. Les TNBC, qui possédent une signature EMT et CSC marquée, présentent une
diminution globale des miRNA (Dvinge et al., 2013). Pour autant, il existe des miRNA dits
"oncogenes" et des miRNA dits "suppresseurs de tumeurs". Certains peuvent méme avoir ces
deux fonctions selon le contexte cellulaire. C'est le cas de miR-9 qui cible directement
I'ARNm de la E-cadhérine dans des cellules de cancer du sein alors qu'il cible la voie NFkB-
SNAIL1 augmentant ainsi 1'expression de la E-cadhérine dans des mélanomes (Liu et al.,

2012; Ma et al., 2010).
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Si les miRNA sont capables de réguler directement l'expression des marqueurs de I'EMT, ils
sont aussi impliqués de fagon indirecte en régulant I'expression des facteurs de transcription
régulateurs de I'EMT. On peut par exemple citer la famille miR-200 (miR-200f) qui cible
Zebl et Zeb2 sur 9 séquences cibles (Christoffersen et al., 2007). L'inhibition de ZEB1 dans
des cellules cancéreuses mésenchymateuses augmente 1'expression de miR-200f, résultant en
une boucle d'auto-régulation négative. Une autre cible de miR-200f est SUZ12, un composant
du complexe PRC2. Les modifications épigénétiques résultantes aboutissent a la répression de
la E-cadhérine et l'induction de ZEB1/ZEB2 soulignant encore une fois les roles ambivalents
que peuvent avoir les miRNA (Iliopoulos et al., 2010). Le méme type de boucle de régulation

négative existe entre le miR-34 et le FT-EMT SNAILI.

b) Epissage alternatif

L'épissage alternatif (EA) ajoute un degré supplémentaire de régulation au cours de I'EMT. 11
s'agit d'un mécanisme majeur permettant de produire une grande diversité d'acteurs protéiques
a partir d'un génome "limité. L'importance physiologique de I'EA a pu étre démontrée
puisqu'il est régulé de fagon dépendante du type cellulaire et tissulaire, a différents stades du
développement ou en réponse a des stimuli extracellulaires et l'activation de voies de
signalisation spécifiques (Nilsen and Graveley, 2010).

Les différents types d'EA communément observés sont représentés Figure 12. Ainsi, les
exons peuvent étre inclus ou exclus, seuls ou plusieurs a la fois (en tandem), certains sont
mutuellement exclusifs tandis que d'autres peuvent aboutir a la présence d'un site de
polyadénylation précoce, raccourcissant ainsi de manicre drastique la taille de ' ARNm. Par
ailleurs, un changement de l'extrémité 3'UTR dans 'ARNm le soumet a des régulations
différentielles par les miRNA et/ou des protéines de liaison, qui régulent la stabilité des
ARNmMm via cette extrémité.

L'épissage est réalisé par un complexe macromoléculaire appelé spliceosome, composé de 5
petites ribonucléoprotéines (snRNPs) et d'une centaine de protéines supplémentaires (Jurica
and Moore, 2003). L'épissage basal des exons nécessite la présence de séquences consensus
au niveau des sites 3' et 5' d'épissage. Le site 3' d'épissage faisant la jonction intron/exon se
caractérise par un dinucléotide AG a la fin de l'intron, précédé par une séquence riche en
pyrimidine (cytosine, thymine, uracile). Par ailleurs, le site d'épissage 3' posséde une séquence

appelée "point de branchement” (branchpoint) située 20 a 40 nucléotides en amont. Le site 5'
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d'épissage (liaison exon/intron) possede une séquence de 9 nucléotides au début de l'intron

commengant par le dinucléotide GU qui est invariant.

- ] I—

................................ Simple cassette exon
-“ . W alternative 5 splice sites
[ N ‘- "B Alternative 3’ splice sites

- o s e,
BB Tondem cassette exons

- H—_ - " Mutually exclusive exons

m Intron retention

pA pA Alternative 3 terminal exon/

B et site (APA3)

_ -—I. — Alternative 3' terminal exon/

polyA site [APAS)
e L. Alternative polyA (APA)

Figure 12 : Les différents types d'épissage alternatifs.

(Schéma de Warzecha and Carstens, 2012)

Plus les séquences d'épissage seront proches des séquences consensus, mieux ces séquences
seront reconnues par le spliceosome et plus 1'épissage sera efficace.

Comme pour la régulation transcriptionnelle, I'épissage peut-€tre influencé par des séquences
inhibitrices et activatrices. Celles-ci peuvent étre localisées dans les introns, et sont alors
nommeées intronic splicing silencers (ISS) et intronic splicing enhancers (ISE), ou dans les
exons ou elles sont nommeées exonic splicing silencers (ESS) et exonic splicing enhancers
(ESE). Ces séquences sont des sites de fixation pour des protéines de liaison aux ARN (RNA
binding proteins ou RBP). Parmi ces protéines, les hnRNP (heterogenous nuclear
ribonucleoproteins) et les protéines SR (serin-arginin rich) interagissent avec la machinerie
basale d'épissage pour activer ou bloquer les processus d'épissage.

La présence différentielle de certains variants d'épissage dans les cellules épithéliales et
mésenchymateuses a permis d'identifier plusieurs génes dont I'épissage était modifié au cours
de I'EMT (Warzecha and Carstens, 2012) comme le FGFR2 (Fibroblast growth factor
receptor 2), CD44, p120-catenin et Mena. De nombreux facteurs ont été identifiés pour
influencer I'épissage de FGFR2 (PTB, Tial/TIAR, Fox2, hnRNPM, hnRNPAT1), cependant
ces facteurs sont ubiquitaires et ne peuvent expliquer une régulation spécifique de 1'épissage
de FGFR2 (Baraniak et al., 2006; Hovhannisyan and Carstens, 2007). Grace a un crible
d'expression d'ADNc sur l'ensemble du génome, les protéines RBM35A et RBM35B (RNA
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binding motif proteins) ont été identifiées pour favoriser 'EA du géne FGFR2 (Warzecha et
al., 2009). L'expression de ces deux geénes dans des lignées cellulaires et des tissus murins a
révélé une spécificité pour les cellules épithéliales. De méme, 1'induction de 'EMT par une
transfection stable de Twistl dans les HMLE (human mammary epithelial cell) diminue
dramatiquement l'expression de ces deux protéines, renommées ESRP1 et ESRP2 (epithelial
splicing regulatory proteins 1 et 2). Dans l'exemple bien caractéris¢ des lignées tumorales
mammaires, il a été possible de classer les différents sous-types selon une signature de
I'épissage alternatif (Lapuk et al., 2010). Les résultats obtenus sont trés similaires a ceux
obtenus pour la classification des sous types selon l'expression génique effectuée par Neve
(Neve et al., 2006). Ce résultat était prédictible puisque les lignées claudin-low expriment
moins d'ESRPs comparées aux lignées luminales et basales-like (Neve et al., 2006).

Les nouvelles approches de RNAseq ont récemment permis 1'identification et la quantification
a haut débit des différents variants d'EA, donnant une vue plus précise et plus générale de la
diversité de ces variants. De fagon intéressante, les génes dont 1'épissage alternatif est affecté
et les génes qui différent par leur expression, ont des fonctions différentes soulignant un autre
degré de régulation du processus d'EMT. Ainsi les geénes dont 1'expression est affectée ont
plutot un role dans le métabolisme et les voies de signalisation contrdlant la prolifération, les
genes alternativement ¢€pissés jouant quant a eux un rdle dans le guidage axonal, la
signalisation liée aux intégrines et au récepteur ephrin, la formation des jonctions serrées et la
réorganisation du cytosquelette d'actine (Lapuk et al., 2010). L'expression ectopique des
ESRPs dans des cellules mésenchymateuses ou l'inhibition par siRNA dans des cellules
épithéliales est suffisante pour induire les marqueurs du phénotype inverse et est corrélée avec
les capacités d'invasion de ces cellules (Horiguchi et al., 2012a; Shapiro et al., 2011).
L'ensemble de ces études montre un role primordial des événements d'épissage alternatif au
cours de 'EMT. La signature d'épissage pourrait servir a identifier le type cellulaire d'une
tumeur (épithélial, mésenchymateux ou intermédiaire) et aider au diagnostique d'agressivité
des cancers. Par ailleurs, 1'un des défis a venir sera de déterminer les fonctions précises des

différents variants d'une méme protéine et leur impact au cours de 'EMT.

IIT) L’EMT dans le cancer : de I'invasion mais pas seulement

Nous avons vu dans la partie précédente comment l'expression des génes et des protéines de
I'EMT pouvait étre régulée. La perte des marqueurs épithéliaux et le gain de marqueurs

mésenchymateux confeérent a la cellule des propriétés importantes pour la progression
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tumorale, en particulier des capacités de migration et d'invasion. Néanmoins, les
caractéristiques des cellules ayant subit I'EMT ne se limitent pas a cela. En effet, elles sont
aussi capables de résister a la mort cellulaire induite par le systéme immunitaire, aux thérapies
anti-cancéreuses ou simplement a un microenvironnement non favorable. Par ailleurs,
l'acquisition des caractéristiques mésenchymateuses semble étre en étroite relation avec les
propriétés des cellules souches. Nous discuterons dans cette partie des mécanismes

moléculaires permettant aux cellules EMT de progresser dans la cascade métastatique.

3.1) Migration et invasion

La capacité des cellules a migrer et a envahir les tissus nécessite la perte de l'intégrité de
1'épithélium, caractérisé par un désassemblage des jonctions intercellulaires, associé a une
perte de la polarité apico-basale. De plus, les cellules ont besoin de créer des structures
spécialisées de migration et d'invasion. Ces structures membranaires peuvent étre de
différents types, on différencie ainsi les lamellipodes, les filopodes et les invadopodes (ou

invadosomes).

a) Perte de l'intégrité épithéliale

Des complexes protéiques de surface spécialisés forment des jonctions cellule-cellule pour
maintenir l'intégrité de 1'épithélium. Il s'agit des jonctions serrées au niveau subapical, des
jonctions adhérentes, des desmosomes et des jonctions Gap au pdle latéro-basal des cellules
(Figure 13). Lors de I'EMT, ces jonctions sont déstructurées, les protéines formant ces
jonctions sont relocalisées ou dégradées. En particulier, la E-cadhérine, un constituant majeur
des jonctions adhérentes, est clivée a la membrane plasmique puis dégradée (Yilmaz and
Christofori, 2009). De méme, la dissolution des jonctions serrées au cours de I'EMT
s'accompagne d'une diminution de la claudine, de 1'occludine et de ZO1 (Zona occludens 1)
(Huang et al., 2012). On observe par ailleurs une perturbation des desmosomes et un
désassemblage des jonctions GAP suite a une diminution des niveaux de connexines (Bax et
al., 2011; Huang et al., 2012; Yilmaz and Christofori, 2009).

Une caractéristique majeure de tous les tissus épithéliaux est leur polarité apico-basale, le coté
basal étant en contact avec la matrice extracellulaire, appelée lame basale dans ce contexte.
Chez les vertébrés, cette polarité est assurée par différents complexes protéiques incluant les
complexes "partitioning defective" PAR, les complexes Crumbs et les complexes Scribble (St

Johnston and Ahringer, 2010). Au cours de I'EMT, et en association avec la dissolution des
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jonctions intercellulaires, les complexes de polarit¢ sont perdus. En effet, en plus d'une
répression des genes codant pour les protéines de polarité, la perte de la E-cadhérine favorise
la perte de polarité en empéchant SCRIB d'interagir avec la membrane plasmique (Navarro et

al., 2005).
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Figure 13 : Perte de l'intégrité épithéliale et acquisition de structures de migration et
d'invasion.

Le phénotype épithélial est caracterisé par la présence de jonctions cellulaires de plusieurs types
incluant les jonctions serrées, les jonctions adhérentes, les desmosomes et les jonctions GAP (a). Ces
structures sont perdues au cours de l'EMT et remplacées par des structures de migration et d'invasion
(b). Le cytosquelette d'actine forme des fibres de stress propices a la migration. Le profil d'expression
des intégrines est modifie regulant ainsi différemment [l'adhésion des cellules a la MEC. Des
lamellipodes, filopodes et invadosomes se forment et permettent la migration et l'invasion a travers la
secrétion de MMP (Schéma de Lamouille et al., 2014).
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b) Structures de migration et d'invasion

Le cytosquelette d'actine est une structure trés dynamique, constamment remodelée et qui
nécessite une régulation trés fine. Il participe activement a la motilité¢ et a l'invasion des
cellules cancéreuses a travers la formation de projections (ou protrusions) membranaires. Ces
projections incluent les lamellipodes, qui forment de larges étendues membranaires, les
filopodes de forme pointue et les invadopodes, qui ont un rdle dans l'invasion grace a des
activités de dégradation de la MEC.

L'assemblage ramifi¢ de I'actine, caractéristique des lamellipodes, est contrdlé par le
complexe Arp2/3, lui méme controlé par des facteurs de nucléation de l'actine tels que les
complexes N-WASP ou WAVE eux-mémes recrutés a la membrane et activés par la petite
protéine G, Racl (Yilmaz and Christofori, 2009). Les lamellipodes interagissent avec leur
environnement via différentes molécules d'adhésion notamment des intégrines et des
cadhérines (Comunale et al., 2007; Wang et al., 2008).

Les filopodes sont des extensions de forme allongée, composés de fines fibres d'actine non
ramifiées, qui pénétrent dans l'environnement depuis la base des lamellipodes. Ils sont
considérés comme des senseurs pour la cellule et sont utilisés pour détecter des signaux
chimio-attracteurs ou des nutriments provenant par exemple des vaisseaux sanguins.
L'assemblage de l'actine est ici controlé par la fascine, diphanous et VASP eux-mémes
controlés par Racl et Cdc42 (Yilmaz and Christofori, 2009).

Pour envahir les tissus, les cellules doivent remodeler la MEC via l'action de protéases et
notamment des MMPs. Les invadosomes sont considérés comme le variant transformé des
podosomes, structure présente dans les cellules migratoires non transformées comme les
macrophages, les cellules dendritiques, les ostéoclastes, les cellules musculaires lisses ou
encore les cellules endothéliales. Une différence majeure entre ces deux structures est la
quantit¢ de MEC dégradée et leur demi-vie. En effet, alors que les invadopodes peuvent
subsister pendant plus d'une heure, les podosomes ont une activité de dégradation de la MEC
plus faible et une demi-vie de quelques minutes. En revanche, leur architecture est similaire
avec un noyau riche en filaments d'actine comprenant la machinerie d'assemblage de I'actine
(WASP, cortactin et Arp2/3) et un complexe multimérique autour de ce noyau comprenant
des intégrines, la vinculine, la taline et la paxiline (Yilmaz and Christofori, 2009). Les
invadopodes permettent aux cellules cancéreuses de dégrader la MEC grace a la libération de

protéases, notamment la collagénase MMP14 et la gélatinase MMP2 (Kelly et al., 1998).
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¢) Implication de l'EMT dans la migration et l'invasion

De nombreuses protéines importantes a la fois dans 'EMT et la formation des invadopodes
ont ét¢ identifiées, suggérant que les invadopodes pourraient étre le moyen pour les cellules
EMT d'envabhir les tissus. C'est le cas des facteurs de croissance EGF, HGF, PDGF et TGFf
qui induisent 'EMT et la formation des invadopodes (Yilmaz and Christofori, 2009). Dans ce
contexte, la tyrosine kinase intracellulaire Src est activée par 1'ensemble de ces facteurs de
croissance et son role dans la formation des invadosomes a été largement décrit (Yilmaz and
Christofori, 2009).

L'un des processus le plus important au cours de I'EMT est le "switch" des cadhérines, la E-
cadhérine étant remplacée par la N-cadhérine. A travers ce "switch", la cellule perd ses
capacités a adhérer aux cellules épithéliales voisines et au contraire acquiere une meilleure
affinité pour les cellules mésenchymateuses grace a des interactions homotypiques de la N-
cadhérine. Ces interactions sont plus faibles que les interactions homotypiques impliquant la
E-cadhérine et facilitent ainsi la migration cellulaire (Theveneau and Mayor, 2012). Comme
la E-cadhérine, la N-cadhérine est connectée au cytosquelette a travers ses interactions avec
I'a-caténine, la B-caténine et pl120 caténine. De plus, elle interagit avec des récepteurs a
activité tyrosine kinase comme le PDGF. Il a ét¢é montré que Twist induit I'expression de
PDGFRa qui est nécessaire a la formation des invadosomes et des métastases dans le cancer
du sein (Eckert and Yang, 2011).

L'EMT se caractérise aussi par un "switch" des filaments intermédiaires avec le remplacement
de la Cytokératine par la Vimentine. Ces deux molécules régulent le trafic des organelles et
des protéines membranaires, néanmoins, leur spécificité est différente. Par exemple, le trafic
de la E-cadhérine a la membrane est permis par la Kératine mais pas par la Vimentine
(Toivola et al., 2005). Des cellules épithéliales transfectées avec la Vimentine adoptent
rapidement une forme mésenchymateuse avec une perte des desmosomes, une motilité
cellulaire plus importante et une augmentation importante du turnover des points d'adhésion
focaux (Mendez et al., 2010).

La modification des interactions cellule-MEC est essentielle pour l'initiation et la progression
de I'EMT. Dans ce contexte, les intégrines jouent un role majeur dans la communication
cellule-MEC et MEC-cellule. Au cours de 'EMT, les cellules montrent un profil d'expression
des intégrines tres différent. Par exemple, les cellules perdent I'intégrine a6p4 et perdent ainsi
leur interaction avec la membrane basale (Yang et al., 2009). D'un autre c6té, I'intégrine a3f1

qui se lie a la laminine, est essentielle pour la progression de 'EMT induite par le TGFp, elle
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facilite les interactions entre les voies de signalisation B-caténine et SMAD (Kim et al., 2009).
L'expression de l'intégrine a5P1 est aussi augmentée lors de 'EMT, et permet 'adhésion
cellulaire a la fibronectine, autre marqueur de I'EMT, et la migration cellulaire (Maschler et
al., 2005). L'expression des intégrines 1 est responsable de l'interaction avec le collagéne de
type I, et perturbe la localisation membranaire de la E-cadhérine par un mécanisme
impliquant FAK (Focal adhesion kinase) (Koenig et al., 2006).

L'invasion des cellules tumorales nécessite non seulement une modification des interactions
cellules-MEC, mais aussi un remodelage important de la MEC, impliquant nécessairement
une étape de dégradation. Ce sont les MMPs dont l'expression est induite au cours de I'EMT
qui sont majoritairement impliquées dans cette dégradation, notamment MMP2 et MMP9
(Nistico et al., 2012). Néanmoins, le role des MMPs ne s'arréte pas a la dégradation des
composants matriciels (Kessenbrock et al., 2010). Par exemple, certaines MMPs ont aussi une
forte implication dans des activités de shedding (clivage d'ecto-domaine protéique), comme la
MMP3, qui clive le domaine extracellulaire de la E-cadhérine, contribuant ainsi a la perte des
jonctions adhérentes (Nistico et al., 2012). En outre, 1'implication de la MMP3 dans 'EMT est
tout a fait pléiotrope puisqu'elle est capable d'induire I'EMT en favorisant 1'épissage alternatif
de Raclb permettant ainsi la génération d'especes réactives de 1'oxygeéne (ROS) et l'induction
de l'expression de Snaill (Radisky et al., 2005). Un phénomene extrémement important i€ a
la dégradation de la MEC consiste en la libération de facteurs de croissance stockés au sein de
la matrice. La MMP28 par exemple, induit I'EMT en facilitant le relargage du TGFf stocké a
I'état latent dans la MEC (Illman et al., 2006).

3.2) Résistance a la mort cellulaire et a la sénescence

a) Résistance a l'apoptose : implication des facteurs de transcription pro-EMT

L'acquisition d'un phénotype mésenchymateux peut aussi conférer a la cellule des capacités de
résistance a l'apoptose. A titre d'exemple, l'induction de 1'EMT par le TGFB dans des
hépatocytes feetaux de rat, déclenche l'apoptose de la plupart des cellules, mais une sous-
population exprimant les marqueurs mésenchymateux survit et résiste a I'apoptose induite par
le TGFp (Valdés et al., 2002). Il a été¢ montré que cet effet est médié par un effet autocrine des
ligands de I'EGFR (TGFa et HB-EGF) en réponse au TGFp (del Castillo et al., 2006). De
fagon similaire, le traitement chronique de cellules cancéreuses mammaires NMuMG par le
TGFp génere des cellules qui échappent a I'apoptose et expriment les marqueurs de 'EMT

(Gal et al., 2007). En accord avec ces observations, les facteurs de transcription pro-EMT tels
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que Snail, Twist et Zeb, induits par le TGFB au cours de I'EMT, sont connus pour avoir un
effet anti-apoptotique (Barrallo-Gimeno and Nieto, 2005; Puisieux et al., 2005). Dans des
hépatocytes adultes, qui ne subissent pas I'EMT en réponse au TGFp, la surexpression de
Snaill proteége les cellules de la mort induite par le TGFf en activant la voie NFkB (Franco et
al., 2010) démontrant bien le lien entre l'apparition du phénotype mésenchymateux et
I'échappement a la mort induite par le TGFf. Le rdle des facteurs de transcription impliqués
dans I'EMT a été plus largement démontré. Ainsi Snaill protege les cellules MDCK (Madin-
Darby Canine kidney epithelial cells) de la mort suite a une déprivation en facteurs de
croissance ou a un traitement au TNFa en activant les voies de survie MEK/ERK et
PIBK/AKT (Vega et al., 2004). Snaill et Snail2 régulent la mort induite par des dommages a
I'ADN en inhibant I'expression de génes pro-apoptotiques comme Bid et Puma et des geénes
impliqués dans la réponse aux dommages a 1'ADN. Par ailleurs, Snaill et 2 inhibent
directement l'expression de la protéine p53, acteur majeur de l'apoptose induite en réponse a
des dommages a I'ADN (Kajita et al., 2004).

Enfin, l'expression de Twist-1 protége les cellules contre la mort induite par p53 en réprimant
l'expression de p19**F (p14”**F/CDKN2A chez I'homme) , déstabilisant ainsi p53 (Maestro et
al., 1999).

Le role des facteurs de transcription Zebl et Zeb2 dans la résistance a l'apoptose a aussi été
suggéré. Ainsi Zeb2 favorise I'état G1/S des cellules en réprimant 1'expression de la cycline D
(Sayan et al., 2009) alors que le TGFp induit I'apoptose dans des cellules synchronisées en
G2/M et I'EMT dans des cellules synchronisées en G1/S (Yang et al., 2006b). De méme,
lI'inhibition de Zebl dans des cellules mésenchymateuses pancréatiques réverse 'EMT et
augmente leur sensibilit¢ a des drogues agissant sur I'ADN (Arumugam et al., 2009) et
l'ablation de Zebl rend les carcinomes squameux de la téte et du cou sensibles a un inhibiteur
de I'EGFR, l'erlotinib (Haddad et al., 2009).

b) Reésistance a l'anoiki

Le phénomeéne d'anoiki (ou anoikose en francais) se caractérise par une mort induite par une
absence de contacts cellulaires. Une résistance a I'anoiki est une caractéristique majeure des
cellules invasives optant pour un mode de migration individuelle. L'anoiki n'est pas un
mécanisme de mort & part enticre, il utilise le systeme classique d'apoptose avec le relargage
du cytochrome ¢ dans le cytoplasme et la formation de I'apoptosome, seul son mode

d'initiation est différent.
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La E-cadhérine joue un role primordial dans l'induction de la mort par anoiki. Ainsi, une
répression de la E-cadhérine dans des lignées cellulaires mammaires aboutit & une protection
des cellules contre 1'anoiki (Derksen et al., 2006). Trois mécanismes d'action d'anoiki ont été
décrits suite a la perte de la E-cadhérine au cours de 'EMT. La perte de la E-cadhérine libére
la B-caténine qui est phosphorylée et active la voie Wnt induisant la résistance a I'anoiki
(Onder et al., 2008). L'inhibition de la B-caténine restaure partiellement la sensibilité des
cellules a l'anoiki. Par ailleurs, I'ankyrine-G, protéine reliant le cytosquelette avec des
protéines transmembranaires, notamment la E-cadhérine, séquestre la protéine NRAGE dans
le cytoplasme des cellules épithéliales. Mais au cours de I'EMT, la répression de la E-
cadhérine et de l'ankyrine-G libére NRAGE qui peut agir comme répresseur transcriptionnel
du gene p14**F/CDKN2A, impliqué dans l'induction d'une mort par anoiki (Frisch et al.,
2013). Enfin, la perte de la E-cadhérine peut aboutir a la phosphorylation de la protéine YAP
(Yes-associated protein), protéine clé de la voie de signalisation Hippo, aussi impliquée dans
la sensibilité a I'anoiki (Frisch et al., 2013).

Une autre caractéristique majeure des cellules mésenchymateuses est leur absence de polarité,
caractérisée par une localisation membranaire anormale des complexes de polarité crumbs,
Par et scribble. Ces derniers jouent un rdéle majeur dans I'anoiki en modulant et en
synchronisant trois voies de signalisation impliquées a la fois dans I'EMT et 1'anoiki : Hippo,
TGFpB et Wnt. Le modele de régulation de l'anoiki par les complexes de polarité est présenté
en Figure 14. Dans les cellules épithéliales, les complexes de polarité cellulaire crumbs et
scribble stimulent la phosphorylation de YAP et TAZ (transcriptional co-activator with PDZ-
binding motif) par la kinase LATS (Large tumor supressor kinase), les maintenant ainsi dans
le cytoplasme. YAP et TAZ interagissent avec SMAD3 phosphorylée empéchant sa
translocation nucléaire méme lorsque le récepteur au TGFp est actif. De plus, TAZ interagit
avec Dsh (disheveled) et inhibe de cette maniere la voie canonique Wnt. Dans les cellules
ayant subit I'EMT, les complexes de polarité ne sont plus localisés a la membrane, permettant
ainsi la translocation nucléaire de YAP, TAZ et P-SMAD3 qui induisent 'expression des
genes de survie. De méme, 1'absence cytoplasmique de TAZ permet a Dsh d'étre activée par
un signal Wnt, et inhibe GSK3p empéchant ainsi la dégradation de la B-caténine qui peut
aussi étre transloquée dans le noyau et activer des genes de résistance a 1'anoiki (Frisch et al.,

2013).
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Figure 14 : Les complexes de polarité régulent 1'anoiki en controlant les voies de
signalisation TGFp, Hippo et Wnt.

(Schéma de Frisch et al., 2013).

Les composants de la matrice extracellulaire jouent aussi un role important dans la résistance
a l'anoiki. Par exemple, la fibronectine, induite par le facteur pro-EMT, NF«B, est sécrétée et
interagit avec les intégrines qui activent entre autre FAK et empéchent I'anoiki (Mehrotra et
al., 2010). De la méme manicre, il a été montré que le collagéne de type I est capable d'induire
I'EMT via la stimulation de FAK et de ILK (integrin-like kinase) qui vont stimuler les voies
de survie PI3K et MAPK (Shintani et al., 2008).

Les facteurs de transcription majeurs de 'EMT, Snail, Twist et Zeb, jouent un role indirect sur
l'anoiki en controlant I'expression des genes cités précédemment tels que la E-cadhérine, les
complexes de polarité ou encore la fibronectine. Leur rdle direct concerne une inhibition
générale de l'apoptose comme décrit précédemment, plutdét qu'un mécanisme spécifique a

I'anoiki.

c¢) EMT et sénescence cellulaire

La sénescence cellulaire a été proposée comme un mécanisme qui protége I'organisme contre
I'initiation et la progression cancéreuse. On distingue deux types de sénescence, la sénescence
réplicative qui implique la perte progressive des télomeres aux extrémités des chromosomes,

et la sénescence induite par un oncogene (OIS), décrite dans les cellules cancéreuses et qui
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met en jeu les régulateurs du cycle cellulaire p53 et p16Irlk4a (Serrano et al., 1997). L'OIS
semble étre principalement induite dans les tumeurs bénignes, suggérant un role contre la
transformation maligne et la nécessit¢ pour les tumeurs malignes d'outrepasser I'OIS
(Chandeck and Mooi, 2010).

Les facteurs de transcription impliqués dans I'EMT peuvent empécher la sénéscence. Par
exemple, Zebl diminue l'expression de p63 et p73, deux homologues de p53 impliquées dans
la sénescence cellulaire (Fontemaggi et al., 2001) via la répression des geénes de la cyclin-
dependant kinase 1(CDK1) et de la cycline B (CCNB) (Jung et al., 2001). Réciproquement,
p63 peut réprimer l'expression de Zebl en se fixant directement sur son promoteur (Testoni et
al., 2006). De méme, p53 peut inhiber Zebl via I'expression de miR200¢ indiquant que les
médiateurs de I'EMT peuvent empécher la sénescence et que les modulateurs de la sénescence
peuvent affecter négativement I'EMT. Le fonctionnement de 1'axe p53-miR200c-Zebl a été
montré dans des cellules endothéliales ou le traitement avec H,O, induit l'expression du
miR200c de fagon dépendante de p53 et réprime Zebl en lien avec un phénotype sénescent.
La surexpression dans ces mémes cellules d'une forme de Zebl insensible au miR200c inhibe
la sénescence induite par H,O, et p53 (Magenta et al., 2011). Zeb2, quant a lui, peut protéger
les cellules de la sénescence induite par 'EGFR en réprimant directement 1'expression de la
cycline D1 (Ohashi et al., 2010).

Le facteur Twist-1 peut aussi interférer avec les mécanismes de sénescence. Ainsi, Twist-1
inhibe la sénescence induite par c-Myc dans des fibroblastes de rat et 1'extinction de Twist-1
et 2 dans des cellules murines de cancer mammaire ou dans des cellules de mélanome aboutit
a l'arrét de la croissance en phase G1 et une augmentation de la sénescence (Ansieau et al.,
2008).

Enfin, le facteur Snail a été identifié comme un modulateur de la sénescence. Contrairement a
H-Ras et N-Ras, K-Ras n'induit pas immédiatement la sénescence, et son expression dans des
fibroblastes de souris induit la stabilisation de Snail-1, qui, en se fixant a p53, inhibe sa
fonction (Lee et al., 2009). Par ailleurs, la surexpression de Snail-1 bloque aussi le cycle

cellulaire en réprimant la cycline D2.

d) EMT et "oncogene addiction"

Le concept d'addiction a un oncogene repose sur l'observation de la dépendance des cellules
cancéreuses a un seul oncogeéne pour la prolifération et la survie en dépit d'une multitude de
protéines mutées (Sharma and Settleman, 2007). Dans ce contexte, l'acquisition d'un

phénotype EMT pourrait permettre aux cellules de ne plus étre dépendantes d'un oncogene
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unique. Des cellules de carcinome de poumon qui sont dépendantes de K-Ras pour leur
prolifération perdent cette dépendance aprés une EMT induite par le TGFB (Singh and
Settleman, 2009). Snail2 a par ailleurs été montré pour étre indispensable a la survie de
cellules cancéreuses mutées pour K-Ras alors qu'il ne I'était pas dans des cellules K-Ras WT

(Wang et al., 2010).

3.3) EMT et immunosuppression

L'EMT peut aussi conférer aux cellules une capacité a réduire les défenses immunitaires
participant ainsi a la progression tumorale. Par exemple, la co-culture de cellules de
mélanomes B16-F10 surexprimant Snail avec des cellules de la rate augmente 1'expression de
FoxP3 dans les lymphocytes T régulateurs CD4+, connus pour favoriser la progression
tumorale. Cet effet est médié en partie par une sécrétion de TGF (Kudo-Saito et al., 2009). In
vivo, des cellules de mélanomes surexprimant Snail sont résistantes a 1'immunothérapie. Il est
a noter que les agents immunosuppressifs utilisés lors de greffe d'organe pour éviter les rejets,
induisent une dédifférenciation des cellules épithéliales (Felton et al., 2011). Snail-1 peut
aussi induire le recrutement de macrophages en favorisant la sécrétion de I'IL6 et 1'[L8 et
affecter la migration des macrophages induite par le TGF dans la maladie de Crohn et chez

des patients atteints de rectocolite hémorragique (Hotz et al., 2009).

3.4) EMT et chimiorésistance

L'un des obstacles majeurs dans les thérapies anti-tumorales est le risque de rechute 1ié au fait
que certaines cellules sont résistantes aux thérapies utilisées et notamment aux
chimiothérapies.

De nombreuses études ont montré que l'induction d'une EMT par différentes cytokines ou
facteurs de transcription confere aux cellules une résistance aux chimiothérapies. A l'inverse,
apres traitement de cellules cancéreuses avec des chimiothérapies, les cellules montrent un
phénotype mésenchymateux. Par exemple, les cellules de la lignée épithéliale de carcinome
de colon, KM12L4, traitées a l'oxaliplatine expriment les marqueurs de 'EMT (Yang et al.,
2006a). Par conséquent, la question se pose de savoir si la chimiothérapie induit un phénotype
mésenchymateux ou si la chimiothérapie permet 1'enrichissement de cellules résistantes, c'est
a dire les cellules ayant subi 'EMT.

Bien qu'il soit clairement établi que les cellules mésenchymateuses sont résistantes aux
chimiothérapies, les mécanismes moléculaires restent mal connus. En effet, la plupart des

travaux réalisés montrent des mécanismes relatifs a une résistance a I'apoptose en général (et
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qui confeérent une chimiorésistance par la méme occasion) mais qui ne sont pas spécifiques a
la drogue en elle-méme. Plusieurs mécanismes permettent d’expliquer les résistances
spécifiques aux chimiothérapies : 1) altérations de la composition lipidique de la membrane
plasmique entrainant une diminution de la pénétration de la drogue dans la cellule ; 2)
augmentation de la capacit¢ de réparation de I’ADN, entrainant une diminution ou une
inhibition du phénoméne d’apoptose; 3) modifications de la cible de la drogue; 4)
métabolisation et inactivation de la drogue; 5) perte des récepteurs ou transporteurs de surface
empéchant la drogue d’entrer dans la cellule; 6) augmentation de 1'efflux de la drogue (Allen
and Weiss, 2010).

11 a été¢ montré que MDR1 (MultiDrug Resistance 1), une protéine de la famille des récepteurs
ABC, responsable de l'efflux de substances étrangeres a l'extérieur de la cellule, est fortement
induite dans des cellules subissant I'EMT en réponse a 1'adriamycine. Cet effet est dépendant
du facteur de transcription Twist-1 (Li et al., 2009b). De plus, l'induction de I'EMT par I'EGF
dans une lignée cancéreuse mammaire induit 1'expression du récepteur ABCC3, qui joue un
role majeur dans la résistance aux chimiothérapies (Stewart et al., 2015). De fagon
surprenante, une analyse protéomique sur des cellules traitées au TGFB montre une
augmentation des caractéres mésenchymateux et une diminution des protéines liées a la
réparation de 'ADN, suggérant que ce mécanisme n'intervient pas dans la chimiorésistance
des cellules EMT (D’Souza et al., 2014). Ces résultats ont été confirmés sur une lignée
tumorale mammaire MCF7 surexprimant MDRI, sélectionnée par degré croissant de
résistance a la doxorubicine. En effet, dans ces cellules ayant subit 'EMT (les plus résistantes
a la doxorubicine), les génes de réparation de I'ADN BRCA1/2 et p53 sont fortement réprimés
(Tsou et al., 2015). Néanmoins, ces protéines étant aussi impliquées dans 1'apoptose (Kumar
et al., 2012), on peut s'attendre a ce qu'elles soient effectivement réprimées au cours de

I'EMT.

3.5) EMT et cellules souches

En dépit de leur origine clonale, les tumeurs sont de nature hétérogene comprenant des
cellules avec des caractéristiques morphologiques et moléculaires variées (Pardal et al., 2003).
Cette hétérogénéité, longtemps expliquée par l'apparition de mutations, a été revisitée avec la
notion de cellules souches cancéreuses (Pattabiraman and Weinberg, 2014). Cette sous-
population, aussi appelée "cellules initiant le cancer" a la capacité de s'autorenouveler et de
régénérer 1'hétérogénéité des tumeurs avec un trés faible nombre de cellules. Elle a été

identifiée dans plusieurs cancers incluant la leucémie myéloide aigiie, le cancer du sein, le
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cancer du cerveau, le cancer du colon et le cancer du pancréas (Al-Hajj et al., 2003; Hermann
et al., 2007; Lapidot et al., 1994; O’Brien et al., 2007; Ricci-Vitiani et al., 2007; Singh et al.,
2004). En plus de pouvoir régénérer une tumeur, ces cellules initiant le cancer sont trés
résistantes aux thérapies hormonales et aux chimiothérapies (Chang et al., 2005) et sont
enrichies suite au traitement. Aussi, il est nécessaire de trouver de nouvelles cibles pour
¢liminer ces cellules cancéreuses souches potentiellement responsables des rechutes.

Deux modeles ont été suggérés quant a l'origine des cellules souches cancéreuses : le modele
hiérarchique dans lequel les CSC proviendraient de cellules souches devenues cancéreuses, et
le modele stochastique dans lequel les CSC proviendraient de cellules cancéreuses
différenciées ayant subit une dédifférenciation vers un état proche des cellules souches
(Figure 15). Ces deux possibilités existent probablement. Il est a noter que sur la base des
travaux de Bonnet et Dick, montrant que les CSC dans la leucémie possedent les marqueurs
CD34+/CD38- et des propriétés similaires a celles des cellules souches normales, il a été
suggéré que les CSC pourraient provenir de cellules souches normales ayant subi une

transformation (Bonnet and Dick, 1997).

Cellules souche Cellules souche saine

cancéreuse ‘ > @ D

Masse tumorale

Masse tumorale

Cellules Cellules
myoépithéliales luminales
Modele Hiérarchique Modele Stochastique

Adanté de Shinitcin and Pnlak 20NR
Figure 15 : Modeles permettant d'expliquer 1'hétérogénéité d'une tumeur.
Dans le modele stochastique, l'hétérogenéité des tumeurs est expliquée par la différenciation de
cellules cancéreuses en d'autres types cellulaires. Dans le modeéle hiérarchique, les cellules souches
devenues cancéreuses donneraient naissance a l'ensemble des types cellulaires tumoraux. L'EMT
pourrait induire la dédifférenciation des cellules tumorales en CSC (Schéma adapté de Shipitsin and
Polyak, 2008).
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De méme, il a été montré dans le cancer du sein, que la signature d'expression de génes des
cellules de type basal-like présentant une mutation du géne BRCA1 ¢tait similaire aux
progéniteurs de type luminal normaux. Cette é¢tude va dans le sens ou les CSC proviendraient
de cellule souches normales devenues cancéreuses.

Ces conclusions ont néanmoins €ét¢ mises a mal par des travaux montrant que des cellules
différenciées peuvent acquérir la multipotence des cellules souches embryonnaires par
l'introduction de quatre facteurs de transcription (Oct3/4, Sox2, c-Myc, et Klf4) (Takahashi
and Yamanaka, 2006; Yu et al., 2007). L'implantation de ces cellules, nommées iPS (induced
pluripotent stem), dans des souris immunodéprimées conduit a la formation d'une tumeur
complete. De plus, le facteur de transcription SOX2, qui induit la reprogrammation en cellules
souches pluripotentes, est amplifi¢ dans plusieurs cancers humains. A l'inverse, le facteur de
transcription pl6/INK4a, qui bloque la reprogrammation en cellules souches pluripotentes, est
deélété dans ces mémes cancers (Banito et al., 2009; Bass et al., 2009; Li et al., 2009a;
McCaughan et al., 2010; Utikal et al., 2009; Yuan et al., 2010).

Des preuves empiriques ont permis de connecter I'EMT a 1'émergence de cellules souches
cancéreuses. Des cellules épithéliales mammaires ayant subi I'EMT par un traitement TGFf3
ou par la surexpression de facteurs de transcription pro-EMT comme Snail présentent une
population CD44"€"/CD24"™ proche de celle des CSC mammaires. De méme, les cellules
souches mammaires normales ou cancéreuses présentent les marqueurs classiques de I'EMT.
De plus, les études menées par I'équipe de Weinberg ont montré que le profil d'expression de
geénes de cellules cancéreuses agressives est similaire a celui de cellules souches
embryonnaires (Ben-Porath et al., 2008).

Bien que de nombreuses études in vitro aient démontré que les cellules ayant subi une EMT
exprimaient aussi des marqueurs de cellules souches mammaires (a savoir CD44"€"/CD24"°"),
il est a noter que 'EMT et I'état souche d'une cellule peuvent parfois étre désynchronisés.
C'est par exemple le cas pour le facteur de transcription Prrx1 dont I'inhibition par shRNA
induit une épithélialisation accompagnée d'une acquisition des caracteéres souches (Ocana et

al., 2012).
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IV) Mécanismes d’activation de PEMT induite par le TGFp

Le TGFpB (Transforming growth factor B) est une cytokine multifonctionnelle qui régule le
développement et ’homéostasie cellulaire (Ikushima and Miyazono, 2011). La dérégulation
de Pactivité du TGFp est associée a de trés nombreuses pathologies comme la fibrose et le
cancer (Tian et al., 2011). Les 50 000 articles publié¢s a ce jour sur le TGFp (Pubmed, 2015)
soulignent la pléiotropie fonctionnelle de cette cytokine, capable de promouvoir et inhiber une
méme fonction biologique selon le contexte cellulaire. Ainsi, le TGFp inhibe la prolifération
des cellules épithéliales mais induit celle des cellules mésenchymateuses, il favorise la
différenciation mais augmente la pluripotence des cellules souches, il inhibe la croissance des
cellules tumorales mais favorise leur invasion. Dans ce contexte, Il est clairement admis que
le type cellulaire mais aussi le contexte cellulaire dans lequel agit le TGFf va déterminer la
réponse de la cellule (Massagué, 2012). Comprendre comment le TGF régule toutes ces
fonctions constitue aujourd’hui un enjeu majeur pour le développement de thérapies

spécifiques.

4.1) Ligands et récepteurs

La superfamille du TGFp est une large famille de cytokines structuralement proches qui doit
son nom au premier membre découvert en 1983 : le TGFB1 (Assoian et al., 1983). Elle
contient deux sous-familles : la sous-famille TGFp/Activine/Nodal et la sous-famille BMP
(bone morphogenic protein)/GDF (growth and differentiation factor)/MIS (Muellerian
inhibiting substance) qui ont des séquences similaires et des voies de signalisation
spécifiques. Il existe en réalité 3 types de TGFP nommés TGFB1, TGFB2 et TGFB3 qui sont
codés par trois genes distincts et aboutissent a trois protéines partageant 76 a 80%
d’homologie. Ces TGFP sont synthétisées par de nombreux types cellulaires dont les
plaquettes, les macrophages, les fibroblastes ou encore les cellules tumorales, sous forme d’un
précurseur homodimérique inactif constitué d’un propeptide, le LAP (latency associated
peptide), li¢ de facon covalente avec la forme active du TGFf (Figure 16). Le Pro-TGFp est
clivé par des enzymes de type furine a I'intérieur des cellules pour produire un TGF mature
qui reste associé de fagcon non covalente au LAP pour former le petit complexe latent (SLC,
small latent complex). Secrété sous cette forme SLC, le TGFP ne peut pas se fixer sur son
récepteur et la libération d’un TGFp actif requiert sa dissociation du LAP. Celui-ci se lie dans
le milieu extracellulaire avec une protéine de type LTBP (latent TGFB-binding protein), cet

agrégat trimoléculaire constitue le grand complexe latent (LLC, large latent complex). Ces
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deux complexes conduisent a la séquestration du TGFB dans la matrice. De nombreux
mécanismes dépendants ou non des protéases ont été impliqués et la Thrombospondine-1
(TSP1) est ’activateur majeur du TGFp in vivo. D’autres acteurs ont été impliqué comme la
plasmine, la thrombine, 1’¢lastase, les MMP2-9, les intégrines avp6 et avp8, mais aussi la

chaleur, les espéces réactives de I’oxygenes et plus récemment les forces mécaniques.
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Figure 16 : Latence du TGFp, activation et signalisation.

Le TGFp est synthétisée sous une forme inactive. Le pro-TGFp li¢ au LTBP et au peptide LAP est
sécrété dans la matrice extracellulaire ou il est stocké. Sa libération nécessite le clivage de LAP.
Alors, le TGFp libre se fixe sur ses récepteurs et induit les voies de signalisation SMAD et non-SMAD
(Schéma adapté de Horiguchi et al., 2012b).

Suite a son activation, le TGFp induit une réponse cellulaire en se fixant a des récepteurs
spécifiques, les récepteurs au TGFp de type I et II (TBRI et TPRII respectivement), ayant une
activité de type sérine/thréonine kinase (Massagué, 2012). Le TGFp se fixe au TPRII, qui est
constitutivement actif, formant ainsi un complexe hétérodimérique qui peut alors recruter
TPRI et ’activer par phosphorylation. La transduction du signal a partir des récepteurs
jusqu’au noyau est assurée par la phosphorylation des protéines SMADs (voie canonique) ou
par I’activation de voies dites non SMAD (non canoniques). Tous les membres de la famille
TGFB fonctionnent avec des récepteurs différents qui recrutent des protéines SMAD
différentes (Figure 17). Des régulateurs extracellulaires peuvent moduler le signal TGFp.
Ainsi, le betaglycane, un protéoglycane transmembranaire aussi connu comme récepteur au
TGFp de type III, a ét¢ montré pour médier la liaison du TGFp au récepteur de type Il avec
une meilleure affinité sans initier la transduction d’un signal, ce systéme agissant plutot
comme un concentrateur de ligand a proximité du TPRIL. D'autres protéines solubles telles
que la décorine ou l'a2-macroglobuline, agissent comme des pieges, séquestrant le TGFp et

empéchant ainsi sa fixation au récepteur.
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Figure 17 : Complexité des ligands et récepteurs de la famille TGFp/BMP.

La régulation extracellulaire de la signalisation des récepteurs de la famille TGFf/BMP est complexe.
Un premier degré de complexité implique la combinatoire de dimérisation des récepteurs. Un méme
ligand peut se fixer sur des récepteurs différents comme le TGFp qui peut se fixer sur le couple
TBRII/TBRI et TBRII/ALKI et induire respectivement la voie SMAD2/3 et SMAD1/5/8. La fixation des
ligands sur leurs récepteurs peut-étre facilitée par des récepteurs accessoires tels que le Betaglycan et
l'Endogline pour le TGFJf. Enfin, d'autres protéines peuvent agir sur la biodisponibilité des ligands en
les séquestrant. C'est le cas du peptide LAP, qui est lié au TGFf dés la synthése de la protéine, ou
encore de la Décorine et de l'a2-Macroglobuline (Schéma de Shi and Massagué, 2003).

4.2) Voies de signalisation

a) Activation de la voie canonique SMAD

Les protéines SMAD tiennent leur nom des protéines homologues MAD (mother against
decapentaplegic) de la drosophile et des protéines SMA (small body size) de Caenorhabditis
elegans (Derynck et al., 1996). Les protéines SMAD sont classées en 3 catégories : les R-
SMAD (receptor regulated smads), les Co-SMAD (common mediator smads) et les -SMAD
(inhibitory smads)(Figure 18). La structure des R-SMAD et des Co-SMAD est similaire, avec
un domaine MH1 (mad homology 1) responsable de la fixation a I'ADN, une région linker
flexible, un domaine MH2 responsable de I'activité transcriptionnelle et une séquence
consensus SSXS a leur extrémité C-terminale. Les I-SMAD, inhibiteurs des R-SMAD, n'ont

en revanche que le domaine MH2.
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Figure 18 : Structure des protéines SMAD.

A T'état de repos, SMAD2/3 (R-SMAD) sont ancrées a la membrane sous forme dimérique
grace a des protéines comme SARA, les domaines MHI1 et MH2 étant associés l'un a l'autre.
Suite a la fixation du TGF sur les récepteurs de type Il et, ce dernier phosphoryle le TBRI sur
sa séquence GS localisé entre le domaine transmembranaire et le domaine kinase. Le TPRI,
alors actif, phosphoryle et active SMAD2 et SMAD3 via son activité sérine/thréonine kinase a
la fois dans le domaine linker et au niveau de son extrémité C-terminale. A noter que les
récepteurs de la famille des BMP sont quant a eux capables d'activer les R-SMAD 1, 5 et 8.
Les R-SMADs  forment ensuite des hétérotrimeres avec SMAD4 (Co-SMAD) qui
transloquent dans le noyau et régulent ainsi 'activité transcriptionelle de nombreux genes. Les
SMAD inhibitrices SMAD6 et SMAD7 (I-SMAD) empéchent 1'activation des R-SMAD par
le récepteur. SMADG inhibe préférentiellement les voies des BMP en interagissant avec les R-
SMAD activées et empéchent la formation du complexe avec SMAD4. SMAD?7 inhibe a la
fois la signalisation TGFB et BMP. Il peut former un complexe stable avec le récepteur de
type I bloquant ainsi la phosphorylation des R-SMAD, ou recruter des E3 ubiquitines ligases,
telles que Smurfl/2, aboutissant a 1'ubiquitination et la dégradation des récepteurs de type I.
De plus, SMAD?7 inhibe aussi la signalisation TGFP au niveau du noyau en interagissant avec
des répresseurs transcriptionnels tels que des histones déacétylases ou en empéchant la
fixation des R-SMAD a I'ADN. Puisque la transcription de SMAD7 est notamment activée
par le TGFB, SMAD?7 constitue un rétrocontrole négatif dont l'activité régule la durée et

I'amplitude du signal TGF.
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Figure 19 : Implication de la voie SMAD dans la régulation des génes de I'EMT.

Les protéines SMAD activées sont des facteurs de transcription qui régulent directement l'expression
de genes de I'EMT, réprimant les genes épithéliaux, et activant les genes mésenchymateux. lls régulent
aussi indirectement les genes de I'EMT en activant l'expression des facteurs de transcription "maitres"
de l'EMT comme Snail, ZEB et bHLH (Schéma de Xu et al., 2009).

L'implication des protéines SMAD dans 'EMT a été largement documentée (Figure 19).
L'augmentation de l'expression de SMAD2/3 et SMAD4 induit I'EMT ou la facilite lorsque le
TPRI est transfecté sous forme active dans les cellules de souris NmuMG (Piek et al., 1999;
Valcourt et al., 2005) alors que l'expression d'un dominant négatif de SMAD2 et SMAD3
bloque I'EMT dans ce systeme (Valcourt et al., 2005). La contribution de SMAD2 a 'EMT a
néanmoins été remise en cause par une étude réalisée sur des souris délétées du gene SMAD2
ou SMAD3 uniquement dans les hépatocytes. Les hépatocytes SMAD2”" avaient un aspect
morphologique mésenchymateux et des capacités de migration accrues alors que les
hépatocytes SMAD3-/- étaient incapables de faire 'EMT suite a un traitement au TGFB (Ju et
al., 2005). Cependant, une autre étude a montré que la surexpression de la forme active de
SMAD?2 facilite l'invasion des cellules tumorales fusiformes (issues de kératinocytes) et
potentialise fortement 'EMT lorsque H-Ras est co-surexprimé (Oft et al., 2002).

De la méme maniere, SMAD4 est indispensable a 'EMT. L'inhibition par siRNA de SMAD4
ou l'expression d'un dominant négatif de SMAD4 empéche 'EMT induite par le TGF dans

des hépatocytes de souris (Kaimori et al., 2007) et des lignées tumorales pancréatiques
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humaines (Takano et al., 2007). A l'inverse, la surexpression de SMAD?7 bloque I'EMT
induite par le TGFp (Saika et al., 2004; Xu et al., 2007).

b) Voies de signalisation non-SMAD

Le TGFP peut aussi induire 'activation de voies de signalisation dites non canoniques ou non-
SMADs, qui sont des voies généralement activées par les récepteurs a activité tyrosine kinase
(Figure 20). Ce sont les voies MAPK (Mitogen activated protein kinase), RhoA et PI3K.
Selon les modeles cellulaires, les voies non-SMAD peuvent suivre ou non une cinétique

comparable a celle des SMAD.
Les voies MAP kinases

Voie Ras - ERK

En réponse au TGFp, la protéine adaptatrice ShcA s'associe au récepteur du TGFf de type I et
est phosphorylée par celui-ci sur une sérine et une tyrosine, permettant ainsi le recrutement de
Grb2 et Sos. Le complexe ainsi formé, initie l'activation de Ras, une petite protéine G qui
induit la cascade de signalisation Raf-MEK1/2-ERK1/2 (Lee et al., 2007). Par ailleurs, une
autre étude a montré que ShcA et Grb2 sont recrutées au niveau du récepteur de type II
lorsque le récepteur est phosphorylé par Src (Galliher and Schiemann, 2007). Il faut noter
cependant que l'activation de ERK par le TGFp est plus faible que l'activation par des
récepteurs a activité tyrosine kinase comme I'EGFR.

Cette voie est impliquée dans I'EMT induite par le TGFp. En effet, I'utilisation d'un inhibiteur
chimique contre MEK1/2 empéche l'induction d'un phénotype mésenchymateux apres
traitement au TGFP dans des cellules épithéliales murines (Xie et al., 2004). De méme,
l'activation de la voie ERK par I'EGF permet l'induction d'une EMT par le TGFp apres 24H
de traitement, temps auquel les cellules ne répondent pas en présence de TGF uniquement
(Grande et al., 2002; Uttamsingh et al., 2007). La coopération du TGFp et de la voie ERK
pourrait €tre en partie due a une augmentation de Snail2 menant a une répression de la E-
cadhérine (Schmidt et al., 2005) et a une augmentation de la sécrétion de TGFP (Lehmann et
al., 2000). Le TGFJ est aussi capable d'induire la voie ERKS dans des hépatocytes murins de
fagcon dépendante de Src. Cette activation permet une augmentation de 1'expression protéique
de Snaill, et est réversée lorsque les cellules sont transfectées avec un dominant négatif de

MEKS, activateur directe de ERKS (Marchetti et al., 2008).
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Figure 20 : Voies de signalisation non canoniques du TGFp.

En plus des voies SMADs, le TGFf peut activer d'autres voies classiquement activées par des
récepteurs a activité tyrosine kinase. Parmi elles, on compte les voies MAPK (p38, JNK, ERK), la voie
PI3K et la voie RhoA. Chacune d'elles joue un role important dans I'EMT induite par le TGFf
(Schéma de Xu et al., 2009).

Voies p3SMAPK et JNK

Le TGFp est aussi capable d'activer les voies p38MAPK et JNK via un mécanisme commun.
En effet, la protéine TRAF6 (E3 ubiquitine ligase) interagit avec le TPRI et s'auto-ubiquitine
en réponse a un signal TGFp. Cette ubiquitination est nécessaire pour l'activation de TAK1
(TGFP activated kinase) qui phosphoryle a la fois MKK3/6 et MKK4, activateurs de
p38MAPK et JNK respectivement (Sorrentino et al., 2008). Ces voies de signalisation sont
nécessaires a I'EMT induite par le TGFp puisque l'inhibition de p38MAPK, JNK, ou TRAF6
empéche 'EMT induite par un traitement au TGFp (Alcorn et al., 2008; Yamashita et al.,
2008; Yu et al., 2002).

Voie RhoA

Les protéines Rho-like GTPases, comprenant les sous-familles Rho, Rac et Cdc42, sont des
régulateurs clés de l'organisation du cytosquelette, de la migration cellulaire, de la polarité
cellulaire et de I'expression génique. L'activation de RhoA en réponse au TGFp active ROCK
(Rho-associated protein kinase) qui agit sur la formation des fibres de stress d'actine. De plus,
le TGFp active la kinase LIM, en aval de ROCK, qui inactive la cofiline, impliquée dans la
dépolymérisation de l'actine (Vardouli et al., 2005).
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L'utilisation d'un dominant négatif de RhoA inhibe I'EMT induite par le TGFpB. De fagon
surprenante, l'utilisation de dominants négatifs de SMAD3, Racl ou JNK n'a pas d'effet dans
ce modele (Bhowmick et al., 2001a). Néanmoins, la régulation de RhoA est complexe, et
implique un contrdle spatio-temporel de l'activité de RhoA. En particulier, au niveau des
jonctions serrées, Par6 interagit avec le récepteur de type I au TGFp. En réponse au TGFp, le
récepteur de type Il s'associe au récepteur de type I et induit la phosphorylation de Par6 qui
recrute Smurfl ce qui a pour conséquence une ubiquitination et une dégradation de RhoA au
niveau des jonctions serrées, facilitant ainsi leur désassemblage (Ozdamar et al., 2005).
L'utilisation d'une protéine Par6 ne pouvant pas recruter Smurfl inhibe I'EMT induite par le
TGFp. Donc, le TGFp induise a la fois l'activation de RhoA d'une fagon générale dans la
cellule, mais aussi sa dégradation localement au niveau des jonctions serrées, les deux types

de régulation étant nécessaires a I'EMT induite par le TGF.

Voie PI3K

La PI3K (Phosphatidyilinostitol-triphosphate kinase) est impliquée dans de nombreux
processus cellulaires tels que la survie, la prolifération, la migration ou la différenciation
cellulaire. Il existe trois classes de PI3K. Les enzymes de classe I sont des hétérodimeres
régulés par les récepteurs tyrosine kinase et les récepteurs couplés aux protéines G
effectuant la conversion de phosphatidylinositol 2-phosphate (PIP2) en
phosphatidylinositol 3-phosphate (PIP3). Ces hétérodimeres sont notamment composés
de sous-unités régulatrices p85 contenant un domaine SH3 et d'une sous-unité effectrice
p110, plusieurs variants existant parmi ces sous-unités.

A l'instar des facteurs de croissance agissant via des récepteurs a activité tyrosine kinase, le
TGFp est capable d'induire la voie PI3K, menant a I'activation de la kinase AKT. L'activation
de la PI3K mene a la phosphorylation du PIP2 en PIP3. Le PIP3 résultant sert d'ancrage
membranaire a des protéines possédant un domaine plextrin homology (PH) comme AKT et
PDKI1. Il en résulte une phosphorylation de AKT par PDKI1 et par le complexe mTORC2
(aussi appelé PDK2) sur deux sites différents et a l'activation complete de AKT. En aval, le
complexe mTORCI est activé par AKT, et active lui-méme d'autres effecteurs dont S6K1,
une kinase impliquée dans la traduction et la prolifération cellulaire.

L'activation de la PI3K par le TGFP implique une interaction directe de la sous-unité
régulatrice p85a de la PI3K avec les récepteurs de type I et II (Yi et al., 2005). Comme pour
les voies de signalisation précédemment décrites, l'inhibition de la voie PI3K par des

inhibiteurs de la PI3K, ou par un dominant négatif de AKT, résulte en l'inhibition de 'EMT
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induite par le TGFB (Bakin et al., 2000a; Kattla et al., 2008). De fagon intéressante, la voie
PIBK/AKT/mTOR/S6K est induite au cours de I'EMT suite a un traitement au TGFp.
Néanmoins, l'inhibition de mTOR par la rapamycine inhibe la migration et 1'invasion associée
au phénotype EMT mais ne bloque pas les changements de marqueurs de I'EMT (Lamouille
and Derynck, 2007). Par ailleurs, l'activation de S6K a, en plus d'un rdle dans la traduction, la
capacité d'induire transcriptionnellement Snaill et de promouvoir I'EMT (Pon et al., 2008).
En méme temps, la glycogen synthase 3-beta (GSK3f), dont l'activation est inhibée par la
voie AKT, joue un réle anti-EMT en favorisant la dégradation de Snail (Zhou et al., 2004).

4.3) Coopération avec d'autres récepteurs

Comme illustré ci-dessus, le TGFf peut induire des voies de signalisation non-SMAD qui
sont aussi activées par d'autres récepteurs a activité tyrosine kinase. L'EMT peut étre induite
par une grande variété de signaux, notamment les voies Wnt et Notch qui n'activent pas les

mémes voies que le TGFP mais qui coopéerent avec les voies du TGFp (Figure 21).

a) Voie Wnt

La voie de signalisation canonique induite par les glycoprotéines Wnt via leur liaison a un
récepteur complexe composé d'une protéine a sept domaines transmembranaires (Frizzled)
implique la B-caténine, qui est aussi un composant des jonctions serrées reliant la E-cadhérine
au cytosquelette. En réponse a Wnt, la protéine Disheveled est activée et inhibe GSK-3f qui
lui-méme induit la phosphorylation et la dégradation de la B-caténine. La [-caténine
s'accumule ainsi dans le cytoplasme et forme un complexe avec les facteurs de transcription
TCF et LEF1. Les complexes sont ensuite transloqués dans le noyau et induisent les génes
cibles.

Dans le contexte de I'EMT, il a ét€¢ montré que SMAD2 et SMAD4 forment un complexe avec
LEF1 au niveau du promoteur de la E-cadhérine permettant ainsi son inhibition. De méme, la
formation d'un complexe entre SMAD4 et LEF1 est requise pour l'acquisition de caracteres
mésenchymateux et de propriétés migratoires (Nawshad et al., 2007). Au cours de la
morphogenese du ceeur, qui implique le processus d'EMT induite par le TGFp, la B-caténine
est indispensable puisque son absence dans des embryons de souris provoque une formation

anormale des septums (Liebner et al., 2004).
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Figure 21 : Interactions fonctionnelles entre les voies SMAD et les voies de Wnt et Notch
dans I'EMT.

1l existe une coopération entre les voies de signalisation SMAD et les voies de signalisation Wnt et
Notch nécessaire a I'EMT induite par le TGFp (Schéma de Lamouille and Derynck, 2007).
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b)Voie Notch

La voie Notch peut étre activée par différents ligands : Delta ou Delta-like et Jagged ou
Serrate. Quand un ligand se lie au récepteur Notch, Notch subit deux clivages consécutifs. Le
premier est réalis¢é par ADAMI17 (aussi appelée TACE pour TNFa converting enzyme) au
niveau extracellulaire et libere le fragment extracytoplasmique de Notch. Le second clivage
est réalis¢ par un complexe vy-secretase au niveau intracellulaire. Ainsi, le domaine
intracellulaire de Notch est libéré dans le cytoplasme puis est transloqué dans le noyau ou il se
lie aux facteurs de transcription RBPJK/CBF1/Su(H) et convertit ce complexe répresseur en
un complexe activateur de génes cibles incluant les génes Hey et Hes. La signalisation Notch
est impliquée dans I'EMT lors de la progression tumorale et du développement cardiaque.

Il a été montré que le facteur de transcription Heyl, une cible bien connue de la voie Notch,
est requis pour I'EMT induite par le TGFP et pour la migration. Plus précisément, le TGFf
induit I'expression de Heyl et de Jaggedl de fagon dépendante de SMAD3. Apres un délai de
quelques heures, l'expression de Heyl est a nouveau augmentée, cette fois de fagon

indépendante de SMAD3 mais dépendante de Notch (Zavadil et al., 2004).
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4.4) La Matrice Extracellulaire, un déterminant majeur de la réponse au TGFf

Comme nous 1'avons vu précédemment, la réponse cellulaire au TGFf dépend du contexte et
du type cellulaire dans lequel il agit. La MEC est un déterminant majeur de la réponse
cellulaire au TGFp. Dans ce contexte, les intégrines jouent un role important pour médier la
communication entre la cellule et la MEC. En particulier, les intégrines contrdlent l'activité du
TGFpB et vice versa. Par exemple, les intégrines avpl, avB3, avp5, avp6, avp8 et adpl
peuvent se lier au peptide LAP et stimuler la libération du TGF actif (Shi et al., 2011). Ainsi,
des souris dont le peptide LAP est muté sur la séquence de fixation aux intégrines (via le
motif RGD) ont un phénotype similaire a celui des souris KO TGFB (Dickson et al., 1995;
Yang et al., 2007). Les intégrines peuvent aussi jouer un role directement sur les voies de
signalisation du TGFp. En particulier, l'intégrine B1 et ILK, voie de signalisation classique
associée aux intégrines, sont nécessaires a I'EMT induite par le TGFB (Serrano et al., 2013;
Truong et al., 2014). De méme, la liaison d'intégrines spécifiques au récepteur au TGFf de
type II induit la phosphorylation de FAK et Src, deux autres kinases impliquées dans le
processus d'EMT (Galliher and Schiemann, 2006; Scaffidi et al., 2004). Les intégrines ne sont
pas les seuls déterminant de la réponse TGFp. Les métalloprotéases matricielles ainsi que les
ADAM (A Disintegrin and Metalloprotease) jouent un role majeur dans l'activation et la voie
de signalisation du TGFp. Par exemple les MMP2 et MMP9 participent la libération du TGFf
latent (Yu and Stamenkovic, 2000) , et leur expression est induite par le TGFf au cours de
I'EMT (Kim et al., 2007). Enfin, notre laboratoire a démontré que la métalloprotéase ADAM-
TS1 permet aussi la libération du TGFp latent par un mécanisme n'impliquant pas son activité
protéolytique (Bourd-Boittin et al., 2011), et quADAM12 module la signalisation du TGFf
que ce soit vis a vis des voies SMAD (Atfi et al., 2007) ou non SMAD (Leyme et al., 2012).
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CHAPITRE 11 :

ADAM12, UNE ADAMALYSINE IMPLIQUEE DANS LE
CANCER

I) La famille ADAM
ADAMI12 appartient a la famille des ADAM pour A Disintegrin And Metalloprotease, qui

constitue avec les métalloprotéases de venin de serpent (SVMPs) et les ADAM contenant des
motifs thrombospondine (ADAMTS) la famille des adamalysines (Figure 22). Avec la
famille des Matrix Metalloproteinases, les adamalysines représentent plus de 80 % des
protéines de la famille des metzincins qui forme le principal groupe de la famille des
métalloprotéases dépendantes du Zinc.

A B
’ Protéasesa zinc

Gluzincines | ’ Metzincines | Aspzincines
|
| | | | | "
MMP . | . . . \
)
(matrixines) ’ Adamalysines Astacines Serralysines Pappalysines o
|
! \ !
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°,
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Figure 22 : Classification des métalloprotéases dépendantes du zinc, et structure du
domaine catalytique des métalloprotéases.
Les protéines ADAMSs appartiennent a la famille des Adamalysines qui constituent, avec les

MMPs, la majorité des protéines de la famille des métalloprotéases dépendantes du zinc (A).
Les métalloprotéases possédent un domaine catalytique commun caractérisé par un motif
HEXXHXXGXXH avec trois résidus histidine liant l'atome de zinc et une structure "met-turn"
au niveau du site actif (B).

A ce jour, 24 ADAMSs, 20 ADAMTS et 6 ADAMTSL ont ét¢ identifiées chez I’homme avec
une structure commune composée de domaines retrouvés dans les métalloprotéases
matricielles (MMP et MT-MMP pour membrane-type métalloprotéase) et les métalloprotéases
de venin de serpent, SVMP (Figure 22 et Figure 23). Les ADAMTSL (ADAMTS-like)
constituent une nouvelle famille ne présentant ni domaine MMP, ni domaine Disintegrin mais
partageant un domaine conservé riche en cystéines avec les ADAMTS et présent dans la

protéine matricielle Papiline (Figure 23).
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Figure 23 : Organisation multidomaine des métalloprotéases matricielles et des
adamalysines.

Le role des ADAMs a été essentiellement 1i¢ a leur activité protéolytique qui participe a
I’activation de nombreux effecteurs de la signalisation, comme le récepteur a I’EGF via le
clivage de ses ligands, HB-EGF, TGFa ou encore I’amphiréguline. Cependant, seulement la
moiti¢ des ADAMs présentent une activité catalytique in vitro et seules cinq d’entre elles ont
des substrats identifiés (Edwards et al., 2008; Murphy, 2008). Contrairement aux ADAMs qui
sont essentiellement des protéines transmembranaires, les ADAMTS (ADAMs avec des
motifs thrombospondine) et ADAMTSL (ADAMTS-like, sans domaine protéolytique) sont
des protéines sécrétées. Ces protéines sont caractérisées par un domaine ancestral commun
contenant un ou plusieurs motifs thrombospondine, TSR (ThromboSpondine Repeats), qui
facilite leur ancrage dans la matrice extracellulaire (Brunet et al., 2015; Dubail and Apte,
2015).

Les Adamalysines ont été associées a un trés grand nombre de processus physiologiques et
pathologiques comme la fertilité, le développement du cceur et du tissu adipeux,
l'ostéoarthrite, la maladie d'Alzheimer ou encore le cancer pour n'en citer que quelques uns
(Dubail and Apte, 2015; Edwards et al., 2008). De nombreuses altérations de I’expression des

Adamalysines ont été associées a la progression tumorale et leurs effets sont trés pléiotropes,
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modifiant la communication et la signalisation cellulaire et contribuant aux modifications du
microenvironnement (Cal and Lopez-Otin, 2015; Duffy et al., 2009).

C’est dans le contexte de maladies chroniques hépatiques que notre équipe a identifié la
prot¢ine ADAMI12 comme un nouvel acteur de la progression tumorale du carcinome
hépatocellulaire.

ADAMI12 a été identifiée en 1995 par les travaux du Pr. Fujisawa Sehara. C’est en
recherchant des protéines homologues aux fertilines a et , impliquées dans la fusion des
spermatozoides avec I’ceuf, qu’ont ét¢ découvertes les meltrines a, P et y respectivement
renommées ADAM12, ADAMI19 et ADAMY (Yagami-Hiromasa et al., 1995). Comme les
fertilines, les meltrines peuvent jouer un rdle dans les processus de fusion notamment dans le
contexte de formation des myotubes chez la souris. A la suite de cette identification, de
nombreuses études ont permis de caractériser les fonctions physiopathologiques dans

lesquelles ADAMI12 est impliquée.

IT) Expression génique d'ADAM12

Le gene ADAMI12 humain est localisé sur le chromosome 10926 et conduit a I’expression de
deux principaux variants d’épissage alternatif : une forme longue membranaire ADAMI2L, et
une forme courte sécrétée ADAMI12S qui n’est pas présente chez la souris (Kurisaki et al.,
2003; Yagami-Hiromasa et al., 1995). De plus, un autre site d’épissage a €té récemment mis
en évidence au niveau de I’exon 4 dans des cellules épithéliales mammaires et des cellules

cancéreuses mammaires (Duhachek-Muggy et al., 2013) (Figure 24).
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Figure 24 : ADAM12 : Epissage, structure et domaines fonctionnels.
L'épissage alternatif d'ADAMI2 apres l'exon 18 résulte en la synthése d'une forme sécrétée

ADAM12S (short) et d'une forme membranaire ADAMI2L (long), qui posséde en plus un
domaine transmembranaire et une queue cytoplasmique.

2.1) Expression tissulaire

La distribution tissulaire d’ADAMI2 est essentiellement limitée a des tissus mésenchymateux
(Figure 25). Au cours du développement chez la souris, ADAMI2 est exprimée dans les
condensations mésenchymateuses a I’origine des muscles squelettiques et des os (Kurisaki et
al., 1998). L’ARNm d’ADAMI2 est absent du muscle adulte chez la souris mais réapparait
lors de la régénération musculaire (Galliano et al., 2000). L’expression d’ADAM12 a aussi
¢été retrouvée dans les myoblastes au cours de leur fusion (Galliano et al., 2000) tandis qu’elle
disparait dans les myotubes différenciés (Cao et al., 2003). Plus généralement, 'expression
d'ADAMI2 a été associée inversement a la différenciation des cellules mésenchymateuses
dont les adipocytes (Kawaguchi et al., 2003), les ostéoblastes (Inoue et al., 1998; Verrier et
al., 2004), les ostéoclastes (Abe et al., 1999; Verrier et al., 2004), les chondroblastes
(Kveiborg et al., 2006), les cellules étoilées hépatiques (Le Pabic et al., 2003), les
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trophoblastes du placenta (Gilpin et al., 1998). ADAMI2 est aussi présent dans les

oligodendrocytes qui constituent le type différencié de ces cellules (Bernstein et al., 2004).
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Figure 25 : Expression tissulaire d'ADAM12 chez I'humain.

L'expression d'ADAM 12 est associée a la différenciation des tissus mésenchymateux des muscles, des
os et du tissu adipeux (panel de gauche). Son expression est forte dans les cellules non différencices et
faible dans les cellules apres différenciation. ADAMI2 est aussi exprimée au niveau du cerveau dans
les cellules différenciées tels que les oligodendrocytes et les astrocytes mais son expression au cours
de la différenciation de ces cellules n'est pas connue. Par ailleurs, l'expression d'’ADAMI2 est
retrouvée dans de nombreux tissus cancéreux (panel de droite) au niveau des cellules cancéreuses ou
des cellules stromales. Dans le cancer mammaire, l'expression d'ADAMI12L est présente dans le sous-
type claudin-low, connu pour avoir la signature mésenchymateuse la plus forte.

2.2) Régulation transcriptionelle

Notre équipe a montré pour la premiere fois que 1’expression d’ADAM]12 était induite par le
TGFP dans les cellules étoilées hépatiques via la p70S6 kinase (Le Pabic et al., 2003, 2005).
Plus récemment, 1'équipe de Solomon a confirmé cette induction de 1’expression d’ADAM12

par le TGFP dans la lignée de fibroblaste d’embryon de souris NIH3T3 et dans la lignée de
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cellules épithéliales de glandes mammaires de souris NMuMG (Solomon et al., 2010). Les
auteurs ont démontré que 1’induction de I’expression d’ADAMI12 résulte en réalit¢ d’une
dérépression du géne via I’inactivation du co-répresseur SnoN. En effet, SnoN est un
régulateur négatif de la signalisation TGFp, il se lie aux SMADs nucléaires et réprime leur
activité transcriptionelle (Deheuninck and Luo, 2009)(Figure 26). En réponse au TGFp,
SnoN est ubiquitiné et dégradé, levant ainsi la répression des geénes cibles des SMADs. Ainsi,
la surexpression de SnoN empéche I’induction d’ADAM12 par le TGFp et au contraire, son
inhibition favorise I’expression d’ADAM12 (Solomon et al., 2010). Un autre mécanisme de
régulation par le TGFf faisant intervenir la voie NFkB a été mis en évidence dans les cellules
de la lignée de carcinome mammaire MDA-MB-231 (Ray et al., 2010). Les auteurs ont
identifié¢ un élément de réponse dans le promoteur (-329/-318) sur lequel se fixe directement
NF«B. L’altération de ce site ou la perturbation de la voie NFkB diminue I’induction de
I’expression d’ADAM]12 induite par le TGFp. Une troisieme étude publiée la méme année a
mis en évidence le role de 1’histone HDAC3 dans la régulation de I’expression d’ADAM12
par le TGFB démontrant I’implication des modifications épigénétiques de la chromatine
(Barter et al., 2010). En effet, ’histone déacétylase HDAC3 est induite suite a un traitement
au TGFpB via les voies ERK et PI3K et permet de réguler positivement I’expression
d’ADAMI12 en favorisant une conformation ouverte de la chromatine. En parall¢le de ces
travaux, une séquence conservée en 5S’UTR du géne humain d’ADAMI12 agissant comme un
répresseur transcriptionnel a été identifié (Ray et al., 2011). Il s’agit d’une séquence NRE
(negative response element) contenant de multiples répétitions dinucléotidiques capables
d’adopter une conformation appelée Z-DNA. Cette séquence est capable de fixer MeCP2
(methylCpG binding protein 2) et coopere avec NF1, qui se fixe en amont de la séquence Z-
DNA, pour exercer un effet inhibiteur sur la transcription ’ADAM12 (Ray et al., 2012). De
facon intéressante, SnoN (Solomon et al., 2010) et les complexes Z-DNA/MeCP2/NF1 sont
diminués dans des lignées cancéreuses du sein comparées a des lignées mammaires normales
(Ray et al., 2011, 2012) suggérant que ces deux systémes contribuent a la dérégulation de
I’expression d’ADAMI12. Les récentes observations sur le role de TIF1ly, un inhibiteur de
SMADA4, sont en accord avec le concept de dérépression du géne ADAMI2 pour expliquer
l'induction de son expression. En effet cette étude montre que I’invalidation de TIFly induit
spontanément la transition épithélio-mésenchymateuse et conduit a I’expression de nombreux

genes parmi lesquels ADAMI12 est le plus induit (Hesling et al., 2011).
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2.3) Régulation post-transcriptionnelle

I a ét¢ montré que la forme ADAMI2L mais pas la forme ADAMI2S pouvait étre
surexprimée dans certains cancers (Kodama et al., 2004; Rocks et al., 2006), suggérant une
régulation de I'épissage alternatif ' ADAM12. Néanmoins, ce type de régulation n'a jamais été
prouvé. En revanche, les ARNm codant pour ces deux isoformes ont des régions 3' non
traduites différentes et une régulation préférentielle de la stabilit¢ de 'ARNm d'ADAMI12L

impliquant les microARN a pu étre montrée dans différents modeles.
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Figure 26 : Régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle d'ADAM12.

En 2011, Li et al ont décrit un mécanisme de régulation en cascade ou la surexpression de
Notchl induit ’activation de NFkB qui régule négativement miR-29a qui lui-méme régule
négativement 1’expression ’ADAM12L (Figure 26). De fagon surprenante, la surexpression
de la forme constitutivement active de Notchl dans des cellules de rein embryonnaire
humaines (HEK 293) et des cellules de tumeur mammaire humaine (MCF7) induit
I’expression de la forme membranaire d’ADAMI2 alors que la forme courte n’est pas
significativement induite. Le variant court 'ADAMI12 n’a pas la séquence cible pour le miR-
29a dans son extrémité 3’-UTR et n’est donc pas sensible aux régulations post-
transcriptionnelles par Notch (Li et al., 2011). Ces résultats ont été confirmés trés récemment

dans des lignées de cancers mammaires ou l'expression de miR200b/c, miR29b/c et miR30d
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est inversement corrélée uniquement avec l'expression d'ADAMI2L dans des lignées de
cancers mammaires. La surexpression de ces miR dans les cellules exprimant ADAMI12L (et
donc avec une faible expression endogene de ces mémes miR) inhibe drastiquement
I'expression protéique d'ADAMI2L mais pas d'ADAMI2S (Duhachek-Muggy and
Zolkiewska, 2015). A noter que le TGFf est aussi un régulateur négatitf des miR200 et miR29
(Wendt et al., 2009) suggérant une répression possible de ces miR dans l'induction de

l'expression d'ADAM12 en réponse au TGF.

IIT1) ADAM12, une protéine multidomaine et multifonctionnelle

A T’instar des autres protéines ADAM, ADAMI12 posséde une structure composée d’un pro-
domaine, un domaine métalloprotéase, un domaine disintégrine, un domaine riche en
cystéines, un domaine EGF-like, un domaine transmembranaire et une queue cytoplasmique
(Figure 27). Le variant sécrét¢ ADAMI12S retrouvé chez I’homme ne possede pas les deux
derniers domaines qui sont remplacés par une séquence de 33 acides aminés en C-terminal
(Gilpin et al., 1998). Chacun de ces domaines posséde une activité propre leur permettant
d’assurer une fonction complexe d’interface entre le milieu extracellulaire et le milieu

intracellulaire (Figure 27 et Figure 28 ).

ADAM12S ADAM12L
L >
HB-EGF/ IGFBP3 et 5 / Delta-like / Ephrine A1
q el S E-cadhérine/Kit|1/VE-cadherin/Flk-1/Tie-2/VCAM-1/P-LAP
Fibronectine / Collagéne IV / Gélatine
LRP-1

A
E.GF- EGF- TBRIl/ FLRG
like like Intégrines 1/ Sydécan-4

Domaine
transmembranaire

Queue cytoplasmique

C-Src/ Grb2 / Fish
PI3K / ILK
PKCe / Rackl / Evel / PACSIN3
Actininel/2

Figure 27 : ADAM12 : Structure et Domaines fonctionnels.
Le domaine catalytique d'ADAMI2L et d'ADAMI2S est actif et clive différents types de

substrats impliqués dans la signalisation cellulaire, les contacts inter-cellulaires ou qui sont
des constituants de la MEC. Les domaines disintégrine, riche en cystéine, EGF-like ainsi que
la queue cytoplasmique interagissent avec de nombreuses protéines impliquées dans la

signalisation cellulaire, l'adhésion et l'organisation du cytosquelette. La liste des protéines
décrites est valable pour ADAM12S, ADAMI2L ou les deux variants.
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La sécrétion d'ADAMI2S ne semble pas €tre soumise a régulation et est donc sécrétée de
fagon constitutive. En revanche, la localisation membranaire ' ADAMI12L est soumise a une
régulation qui va en partie déterminer son activité, a la fois vis a vis de ses substrats et vis a
vis de ses intéractants. Nous verrons dans la partie suivante quels types de signaux peuvent

induire une translocation dADAM12L a la membrane.

3.1) Maturation et trafic intracellulaire d’ADAM12

a) Maturation d'ADAM1I12

ADAMI?2 est synthétisée dans le réticulum endoplasmique granuleux et est maturée dans
I’appareil de Golgi. Au cours de son passage dans le réseau trans-golgien, ADAMI12 est
clivée par une furin-like proproteine convertase au niveau de son prodomaine, ce qui permet
son activation catalytique (Loechel et al., 1998). La présence de ce pro-peptide est nécessaire
a son transport vers la membrane plasmique, probablement parce qu’il lui confére un
repliement correct (Loechel et al., 1999). De fagon surprenante, le prodomaine reste li¢ de
fagon non-covalente aprés clivage dans le trans-golgi (Wewer et al., 2006). La forme
membranaire ADAMI12L est retenue dans le réseau trans-golgi et sa rétention nécessite a la
fois la queue cytoplasmique et le domaine transmembranaire alors que les domaines de liaison
de type SH3 ne sont pas nécessaires (Hougaard et al., 2000). En accord avec ces observations,
un mutant ADAMI2L dont le domaine cytoplasmique a été délété, est spontanément
transloqué a la membrane. Cette spécificité a été confirmée dans des études ou le
remplacement de la partie cytoplasmique d’ADAMI2L par celle d’ADAMY induit sa
translocation membranaire démontrant la spécificité de la queue cytoplasmique d'ADAM12
dans le controle de la rétention (Cao et al., 2003). Il est a noter qu'une surexpression de la
protéine couplée a la GFP conduit & une accumulation de la protéine en zone périnucléaire

avec une fraction trés minoritaire a la membrane (Hougaard et al., 2000).

b) Translocation membranaire en réponse aux intégrines

Les premieres données sur la régulation du transport membranaire d’ADAMI2L ont été
apportées par [’équipe d’Ulla Wewer sur des cellules mésenchymateuses de
rhabdomyosarcome. Suite a un traitement au phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), connu
pour activer les protéines kinases C (PKC), ADAMI2L interagit avec I’isoforme PKCg puis
est transloquée a la membrane (Figure 28). Ce phénoméne est dépendant de 1’activité de

phosphorylation de PKCe, bien qu’aucune phosphorylation d'ADAMI2L n’ait été mise en
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¢vidence (Sundberg et al., 2004). Notre laboratoire a identifi¢ par crible double hybride un
autre intéractant ’ADAMI12L, Rackl, qui forme un complexe ternaire avec ADAMI12L et
PKCe dans des cellules étoilées hépatiques (Bourd-Boittin et al., 2008). La stimulation de ces
cellules par le collageéne I, composant majeur du microenvironnement fibrotique et tumoral,
induit la translocation membranaire ’ADAMI12L de fagon dépendante de PKCe/Rackl, et
des intégrines P1. De facon intéressante, l’intégrine B1 est elle-méme un intéractant
d’ADAMI2L et la formation de ce complexe pourrait résulter de la translocation

membranaire dépendante de Rack1 (Kawaguchi et al., 2003).

¢) Translocation membranaire en réponse aux récepteurs couplés aux protéines G

Parmi les nombreux intéractant d’ADAMI12L, deux protéines associées aux mécanismes
d’endocytose, PACSIN3 et Eve-1 interagissent avec le domaine P2 (domaine riche en
prolines) d’ADAMI12L situé dans la queue cytoplasmique, et sont impliquées dans le clivage
des ligands immatures de 'EGFR par ADAMI2 en réponse a une activation des récepteurs
couplés aux protéines G (GPCR) (Mori et al., 2003; Tanaka et al., 2004) (Figure 28).
PACSIN3 et Eve-1 qui sont aussi capables de se lier a ADAM9, ADAM10, ADAMIS et
ADAMI19 permettent a la cellule de transactiver le signal des GPCR vers ’EGFR. Ainsi,
I’inhibition de PACSIN3 et Eve-1 conduit a la diminution du shedding des ligands immatures
de I’EGFR (pro-HB-EGF, pro-TGFa, pro-amphiregulin, pro-epiregulin) induit par le
traitement au 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA). Les roles de PACSIN3 et Eve-1
dans le trafic intracellulaire suggérent que ces protéines puissent permettre le clivage de
substrats ' ADAMI12L en favorisant sa translocation membranaire en réponse a un signal des

GPCRs.

d) Relocalisation d’ADAMI2L dans les domaines membranaires spécialisés, podosomes,
invadosomes et radeaux lipidiques

Il a été montré qu’ADAMI2L interagit directement avec ¢-Src (Kang et al., 2000; Suzuki et
al., 2000) (Figure 28). c-Src est le prototype de la famille des tyrosine kinases non
récepteurs qui est composée de 9 membres chez les vertébrés Src, Yes, Fgr, Frk, Fyn, Lyn,
Hck, Lck and Blk. Les signaux impliquant les kinases de type Src controlent une trés grande
variété de processus biologiques comme la prolifération, la différentiation, la motilité et
I’adhésion. Ces kinases contiennent un domaine N-terminal d’ancrage a la membrane et
deux domaines SH3 et SH2 impliqués dans I’association et 1’activation de substrats. c-Src a

deux fonctions importantes : comme tyrosine kinase, elle phosphoryle des substrats
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spécifiques et comme protéine adaptatrice, elle se lie a des protéines via les domaines
SH2 et SH3 positionnant ainsi 1’activité tyrosine kinase a l’intérieur de complexes
moléculaires.

L'interaction entre ADAMI2L et c-Src met en jeu le domaine SH3 de c-Src et le domaine P2
riche en proline d’ADAMI12L, et induit la phosphorylation ’ADAMI12L. ADAMI2L et c-Src
sont alors relocalisés dans des structures riches en actine a la périphérie cellulaire (Stautz et
al., 2010). Ces structures ont été identifiées comme des invadosomes, structures riches en
actine présentes a la surface cellulaire et conférant aux cellules cancéreuses des capacités de
migration et de dégradation de la matrice extracellulaire. Ces invadosomes requicrent
I’interaction d’ADAMI12L avec c-Src ainsi que la présence de 1’intégrine avB3. Ces structures
contiennent des protéines associées aux radeaux lipidiques, la cavéoline-1 et MMP14, et la
déplétion du cholestérol empéche la formation des invadosomes (Albrechtsen et al., 2011).
Plus récemment, il a ét¢ montré que le domaine cytoplasmique dADAMI2L permet la
relocalisation de MMP14 au niveau des invadosomes facilitant ainsi la dégradation de la MEC
et une protection contre l'apoptose (Albrechtsen et al., 2013). Cette régulation de la MMP14
implique l'intégrine avp3.

A noter que la protéine adaptatrice Fish, un substrat de Src, interagit aussi avec ADAM12 et
les deux protéines sont colocalisées dans les podosomes des cellules murines NIH3T3
transformées par Src (Abram et al., 2003).

Par ailleurs, une approche protéomique a récemment permis d'identifier ADAM12 comme la
protéine la plus relocalisée dans les radeaux lipidiques de cellules souches mésenchymateuses
humaines suite a un traitement au TGFP. Dans ce contexte, 1’inhibition dADAMI2L par
siRNA abroge la différenciation des cellules mésenchymateuses en cellules musculaires lisses

induite par le TGFB (Kim et al., 2012).

e) Internalisation constitutive d’ADAMI12L

La présence ’ADAMI12L a la surface cellulaire est essentielle pour exercer son activité de
shedding bien que cette condition ne semble pas suffisante (Stautz et al., 2012a). Nous venons
de voir quels types de signaux pouvaient relocaliser ADAMI2L a la membrane plasmique,
néanmoins ADAMI12L peut aussi étre internalisée. Ainsi, il a pu étre montré qu’ADAMI12L
¢tait internalisée constitutivement par un mécanisme dépendant des clathrines et de la protéine
adaptatrice Grb2. Cette dernicre interagit avec ADAMI12L par le méme domaine que c-Src, a

savoir le domaine riche en prolines P2 et dans une moindre mesure avec le domaine P3. La
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déplétion en cholestérol par un traitement au Méthyl—-cyclodextrine modifie la localisation

d’ADAMI2L mais n’intervient pas dans son internalisation (Stautz et al., 2012a).

3.2) Activité métalloprotéasique d’ADAMI12L et ’ADAM12S

a) ADAM 12 est une métalloprotéase active

Comme les MMPs, ADAMI2 possede une séquence consensus de liaison au zinc
HEXXHXXGXXH, prédite pour avoir une activité métalloprotéasique active. Les études de
cristallographie sur ADAM17/TACE et ADAM33 ont montré une structure semblable a celle
des MMPs avec la présence caractéristique d’une structure appelée « met-turn » retrouvée
chez les metzincins (Figure 22). L’activit¢é métalloprotéasique d’ADAMI12L est gardée
inactive par un mécanisme appelé « cystein-switch » commun avec les MMPs. La cystéine
présente au niveau du prodomaine interagit avec l’ion zinc présent au niveau du site
catalytique. Le clivage du prodomaine par une furine au cours de la maturation dans 1’appareil
de golgi libére I’ion zinc ce qui rend ADAMI2 active (Cao et al., 2002; Loechel et al., 1999).
Cependant, le cystein-switch est inactif dans le cas d’autres ADAMs, notamment ADAMI10 et
ADAMI17/TACE (Leonard et al., 2005; Moss et al., 2007).

b) Substrats d’ADAMI12

Voie de signalisation de l'insuline

Des études in vitro ont montré qu’ADAMI12S mais pas ADAMI2L était capable de cliver
I’IGFBP3 et 'IGFBP5 (Figure 28), des protéines impliquées dans la séquestration des
facteurs de croissance insuline-like IGF-I et IGF-II (Loechel et al., 2000; Shi et al., 2000). Le
clivage de I'lGFBP3/5 implique une interaction avec ADAMI2S qui est dépendante du
domaine disintégrine et est inhibée par TIMP3. Dans les circonstances normales, IGFBP3 est
présente dans le plasma sous forme compléte, mais chez la femme enceinte, I'lGFBP3 est
clivée, ce qui augmente la biodisponibilité¢ de 1'GF. L'IGFI et II ont un réle majeur dans la
croissance fcetale, la trisomie 21 (syndrome de Down) et la trisomie 18. Ainsi, un niveau
faible d'ADAMI12S dans le sérum de femmes enceintes est un marqueur de mauvais
pronostique pour la trisomie 21 et de la trisomie 18 (Laigaard et al., 2005a, 2006). Par
ailleurs, il a été montré que le clivage de I'lGFBP5 par ADAMI2S était impliqué dans la
prolifération des chondrocytes, avec pour conséquence, une érosion ostéoarthritique des

cartilages (Okada et al., 2008).
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Figure 28 : Schéma non exhaustif des fonctions d'ADAMI2L et d'ADAMI12S

potentiellement impliquées dans le cancer.
Pour une meilleure lisibilité, la figure est disponible en Annexe 1.

Voie de signalisation de I'EGF

Il a ét¢ montré¢ quADAMI2L régule le clivage de plusieurs ligands impliqués dans
I’activation de la voie EGFR. Ainsi, ADAMI2L peut cliver le pro-HB-EGF dans des
cardiomyocytes stimulés par des agonistes des GPCR et favoriser I’hypertrophie cardiaque
(Asakura et al., 2002) (Figure 28). De méme, le clivage du pro-HB-EGF induit par des esters
de phorbol est diminué¢ dans des fibroblastes de souris pour lesquels ADAMI12 est inhibée
(Kurisaki et al., 2003). Une autre étude a pu mettre en évidence le clivage de pro-HB-EGF
dans les cellules épithéliales bronchiques, stimulant ainsi leur prolifération et diminuant leur
apoptose (Rocks et al., 2008). De plus, d’autres ligands de I’EGFR peuvent étre clivés par
ADAMI12 in vitro tels que I’EGF, la betacelluline (Horiuchi et al., 2007) ou encore
I’amphiréguline (Roy and Moses, 2012). La pertinence de ces données dans un contexte
physiologique reste controversée. En effet, les résultats obtenus par différentes équipes varient
selon le type cellulaire, selon 1’expression endogéne ou exogeéne ou selon l'approche
expérimentale utilisée (gain ou perte de fonction). De méme, le clivage de I’amphiréguline par

ADAMI12 n’a pu étre observé qu’en absence d’ADAMIO0 (Roy and Moses, 2012). Par
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ailleurs, il a ét¢ montré que le clivage des ligands de I'EGFR par ADAM12 en réponse a une
activation des GPCR impliquait les protéines PACSIN3 et Eve-1 (voir paragraphe 2.1)c)).
Voie de signalisation Notch

Le ligand Delta-like 1 (DLL1) est 'un des 5 ligands du récepteur Notch, récepteur clé
impliqué dans le développement de 1’organisme. L’activation de Notch est particuliére
puisque 1’association de DLL1 en cis ou en trans aboutit respectivement a I’inhibition et
’activation de la voie de signalisation Notch. Ainsi, le clivage de DLL1 par ADAMI12 en cis
léve I’inhibition exercée sur Notch permettant I’activation de la voie de signalisation
(Dyczynska et al., 2007) (Figure 28). Puisque Notch induit I’expression d’ADAMI12L (Li et
al., 2011), une boucle de régulation positive se met alors en place. A l'inverse, le shedding de
DLL1 par ADAMI2 en trans lors de la différenciation myogénique contribue a l'inactivation
de la voie Notch facilitant ainsi la progression dans la différenciation (Sun et al., 2008).
Autres types de clivages

Outre ses capacités a libérer des ligands, ADAMI12 peut aussi cliver des récepteurs
membranaires. En effet, il a été montré quADAMI2L clive la protéines LRP-1 (Low-density
lipoprotein receptor-related protein-1), un large récepteur membranaire impliqué entre autre
dans la clairance des protéases matricielles, I'endocytose ou encore la signalisation cellulaire
(Etique et al., 2013; Selvais et al., 2011) . De facon intéressante, ce clivage a lieu dans des
domaines membranaires pauvres en cholestérol.

Trés récemment, il a été montré que la E-cadhérine pouvait étre clivée par ADAMI2S
permettant ainsi la fusion des trophoblastes (Figure 28), un processus nécessaire aux bonnes
fonctions placentaires (Aghababaei et al., 2015). L'inhibition de la protéine kinase A (PKA),
annule l'activation transcriptionnelle dADAMI12L et dADAMI2S ainsi que la fusion des
trophoblastes.

La protéine P-LAP (Placental Leucine Aminopeptidase) est une enzyme capable de dégrader
I’oxytocine, hormone favorisant le travail et 1’accouchement. Elle existe sous forme
membranaire au niveau du placenta et sous forme sécrétée dans le sérum maternel. Son niveau
atteint son maximum au terme de la grossesse. La recherche d’enzymes pouvant cliver P-LAP
a permis de mettre en évidence les protéines ADAM comme sheddases potentielles puisque
I’utilisation d’inhibiteurs spécifiques des MMPs tels que TIMP1 et TIMP2 n’ont pas d’effet
sur le clivage de P-LAP alors que I’inhibition des ADAMSs réduit son clivage (Ito et al., 2004).
De cette manicre, il a ét¢ montré quADAMY et ADAMI12, qui sont fortement exprimées dans

le placenta, sont impliquées dans le clivage de P-LAP au cours de la grossesse.
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Cing nouveaux substrats ont été récemment identifiés : Kitll, VE-cadhérine (vascular
endothelial cadherin) (Figure 28), Flk-1 (fetal liver kinase 1), Tie-2, and VCAM-1 (vascular
cell adhesion molecule 1), des protéines membranaires impliquées dans 1'adhésion et dont les
4 dernicres sont exclusivement exprimées par les cellules endothéliales (Frohlich et al., 2013).
Ce clivage est exclusivement médié en cis par ADAMI12L. In vivo, I'expression d'ADAMI12 a
¢été retrouvée dans les vaisseaux de tumeurs mammaires, mais pas dans les vaisseaux de tissus
mammaires normaux suggérant une fonction d ADAM12 dans la néovascularisation tumorale.
Par ailleurs, ADAMI2L est capable de cliver I'ephrine A1, un ligand des récepteurs Eph a
activité¢ tyrosine kinase impliquée dans la prolifération cellulaire, 1'angiogenese et la
néovascularisation (Ieguchi et al., 2013) (Figure 28).

Finalement, il a ét¢ montré qu'ADAMI2S dégrade plusieurs composants de la matrice
extracellulaire incluant la fibronectine, le collagene de type IV, et la gélatine mais pas le
collagéne de type I ni la caséine (Roy et al., 2004). Ces données suggérent qu’ADAMI12
pourrait participer au remodelage matriciel, néanmoins une autre étude n’a pas pu confirmer
une activité sur les substrats cités ci-dessus (Jacobsen et al., 2008). En revanche, cette étude a
permis de montrer le clivage par ADAMI12S de la transferrine S-Carboxyméthylée, substrat

bien connu des MMPs.

3.3) Fonctions indépendantes de 1'activité métalloprotéase

a) Interaction avec des molécules d'adhésion

Interactions avec les intégrines

Les interactions entre les cellules jouent un réle majeur, et les intégrines participent largement
aux processus d'adhésion cellule/MEC et cellule/cellule. Les études d'Eto et ses collaborateurs
ont permis d'identifier l'interaction entre ADAM12 et l'intégrine a9p1 (Figure 28), de facon
indépendante du motif classique d'interaction RGD présent dans les intégrines (Eto et al.,
2000). Cette interaction repose sur la séquence R(X6)DLPEF présente dans la boucle
disintégrine de nombreuses ADAMSs (Eto et al., 2002). ADAM10 et ADAMI17 qui n'ont pas
cette séquence ne peuvent pas se lier a l'intégrine a9B1 (Eto et al., 2000). De fagon
intéressante, cette interaction requiert l'activation de l'intégrine grace a la présence d'ions
bivalents (Mg2+, Ca2+ et Mn2+), comme c'est le cas pour l'interaction des intégrines avec de
nombreux ligands de la MEC. Dans ce contexte d'interaction, l'étalement des cellules
nécessite l'activation de la PI3K, autre intéractant dADAMI2L (Thodeti et al., 2005).

L'interaction dADAMI12 et de l'intégrine a9B1 est physiologiquement importante puisque
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I'adhésion médiée par cette interaction est indispensable a la différenciation des cellules
myogéniques (Lafuste et al., 2005). Bien que l'intégrine a9B1 semble étre l'intégrine
privilégiée, ADAMI2 peut interagir avec d'autres intégrines en son absence. En effet,
l'utilisation d'anticorps bloquant l'intégrine a9 n'inhibe que partiellement 1'adhésion des
cellules ensemencées sur des boites recouvertes de protéines ADAMI12 recombinantes. Il en
va de méme pour les intégrines a2, a3 et a6. En revanche, 1'utilisation d'anticorps bloquant
l'intégrine B1 inhibe totalement I'adhésion cellulaire. De plus, dans des cellules de carcinome,
qui n'expriment pas l'intégrine a9B1, les cellules sont tout de méme capables d'adhérer a
ADAMI2 suggérant I'implication d'autres intégrines a dans 1'adhésion cellulaire (Thodeti et
al., 2005).

Effectivement, il a été montré que les domaines disintégrine et riches en cystéines ' ADAMI12
interagissent avec l'intégrine a7p1, la principale intégrine liant la laminine, et jouant un role
important dans le développement, la régénération et les pathologies musculaires.
L'implication de ces interactions dans l'adhésion cellulaire a été confirmée dans des
myoblastes de rat et nécessite la présence de Mn”", qui n'est pas requise pour une interaction
de forte affinité avec la laminine (Zhao et al., 2004). En conséquence, l'induction de
l'activation de la tyrosine kinase FAK, I'un des premiers effecteurs des intégrines, est plus
faible lors d'une interaction avec ADAMI12 comparée a la laminine. Par ailleurs, il a été
montré dans un modele murin de dystrophie musculaire de Duchenne (maladie génétique
causée par une inactivation fonctionnelle de la dystrophine), que la surexpression dADAM12
permettait de compenser les effets de la pathologie a court terme (Kronqvist et al., 2002).
L'analyse des mécanismes sous-jacents montre que la surexpression d'ADAMI12 dans les
muscles squelettiques augmente l'expression et la relocalisation extrasynaptique de
composants des complexes d'adhésion cellulaire musculaire tels que l'intégrine a7B1 et de
l'utrophine, un homologue fonctionnel de la dystrophine (Moghadaszadeh et al., 2003).
Interaction avec les syndecans

Les syndecans (1 a 4) constituent un des principaux groupes de la famille des protéoglycanes
a héparanes sulfates transmembranaires, protéines de surface constituées d’un corps protéique
attaché de facon covalente a un ou plusieurs héparanes sulfates glycosaminoglycane.
Le domaine extracellulaire des syndecans est trés variable et possede de trois a cinq héparanes
sulfates différents. Ils participent a 1’établissement des points d’adhésion focaux et sont des
co-récepteurs de nombreux ligands de la matrice extracellulaire. Le domaine cytoplasmique

des syndécans extrémement bien conservé, est composé de deux régions constantes C1 et C2
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et d’une région variable V. Seuls les syndécans-4 possédent dans leur domaine intracellulaire
un site de 7 résidus aminoacides liant le phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP2) impliqué
dans I’activation de la PKCa indispensable a I’étalement cellulaire et la réorganisation
du cytosquelette.

Les cellules cancéreuses mammaires MDA-MB231 sont capables d'adhérer au domaine
recombinant riche en cystéine ' ADAMI2L via une interaction avec un héparane sulfate, plus
tard identifi¢ comme le syndécan-4 (Iba et al., 1999, 2000) (Figure 28). Cette interaction
permet aux cellules de s'attacher mais pas de s'étaler. L'étalement des cellules nécessite
l'activation de l'intégrine B1, par un mécanisme impliquant l'activation de la PKCa et de
RhoA (Thodeti et al., 2003).

Par ailleurs, il a ét¢ montré que les héparanes sulfates glycosaminesglycanes (HSGAG)
¢taient aussi impliqués dans la régulation de l'activité protéase dADAMI12. En effet, les
héparanes sulfates, 1'héparine ainsi que les protéoglycanes de surface peuvent se fixer sur le
prodomaine et le domaine métalloprotéase d'ADAMI12 et empécher l'activation de son
domaine catalytique, comme démontré par une diminution du clivage du pro-EGF et de

I'l[GFBP3 (Serensen et al., 2008).

b) Interaction avec des molécules de signalisation intracellulaire

Voies de signalisation PI3K et ILK

L'influence d'ADAM12 sur la signalisation cellulaire fait intervenir de nombreux mécanismes
et affecte soit la libération des ligands de signalisation, soit la cascade de signalisation elle-
méme. Ainsi, le role d'ADAMI2S est principalement 1ié a son activité¢ protéolytique
conduisant a la libération de facteurs de croissance stockés dans la MEC. Les effets de la
forme membranaire ADAMI12L sont plus complexes. Nous avons déja vu quADAMI12L peut
interagir avec la kinase c-Src via sa queue cytoplasmique permettant ainsi une relocalisation
des protéines au niveau de régions particulieres de la membrane (Stautz et al., 2010). Les
mémes auteurs ont identifié une interaction avec une autre protéine de signalisation, la PI3K
(Figure 28). Cette kinase, qui peut étre activée par les récepteurs a activité tyrosine kinase
mais aussi par le récepteur a activité sérine/thréonine kinase du TGFp, joue des roles majeurs
dans de nombreuses fonctions cellulaires telles que la survie, la prolifération, la migration ou
la différentiation cellulaire. L'interaction entre ADAMI2L et la PI3K est directe et fait
intervenir les domaines P1, P2 et PS5 riches en proline d'ADAMI12 avec un domaine SH3 de la
sous-unité régulatrice p85a de la PI3K (Kang et al., 2001). L'utilisation d'une protéine de

fusion GFP contenant le domaine PH (Pleckstrin Homology) de fixation au PIP3 a permis de
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montrer un role potentiel dADAMI12L dans 'activation de la PI3K. Cette activation pourrait
étre médiée par une relocalisation de la PI3K au niveau de ses substrats lipidiques. De fagon
intéressante, notre équipe a récemment identifi¢é ILK comme un nouvel intéractant
d'ADAMI2L et démontré que l'expression d'ADAMI2L induit la voie de signalisation
associée a la survie cellulaire via l'induction de la cascade PI3K, AKT, GSK3p de fagon
dépendante d'ILK et de l'intégrine 1 (Leyme et al., 2012) (Figure 28).

ADAM12 est un régulateur de la voie TGFp

FLRG (follistatin-related gene) est une glycoprotéine sécrétée semblable a la follistatine qui
joue un réle de séquestration de I’activine A, ligand du récepteur au TGF. L’équipe de Ruth
Rimokh a montré qu’ADAMI2S, et potentiellement ADAMI2L, pouvait interagir avec
FLRG et la follistatine via son domaine riche en cystéines (Bartholin et al., 2005). Plusieurs
¢tudes ont montré un role d’ADAMI12 et de D’activine A dans la différenciation des
ostéoclastes (Abe et al., 1999; Boissy et al., 2003; Koseki et al., 2002; Verrier et al., 2004).
Cette ¢tude indique que FLRG pourrait contribuer a la formation des os en inhibant la
différenciation des ostéoclatses.

Notre laboratoire a par ailleurs montré une implication directe d’ADAMI12 dans la
signalisation du TGFp. En effet, ADAM12 interagit avec la partie extracellulaire du récepteur
de type II au TGFB (TPRII) et favorise 1’activation des voies SMAD en permettant
I’internalisation clathrine-dépendante du récepteur et le protégeant de sa dégradation (Atfi et
al., 2007) (Figure 28). L’utilisation d’un mod¢le bioinformatique s'appuyant sur des données
biologiques qualitatives a permis de montrer qu’ADAMI12 augmente le taux d’internalisation

des récepteurs du TGFp et prolonge leur signalisation (Gruel et al., 2009).
IV) Physiopathologie d'ADAM12

4.1) Développement

L'expression d'ADAMI12 au cours du développement embryonnaire chez la souris est
essentiellement retrouvée dans les cellules mésenchymateuses condensées a l'origine des
muscles squelettiques, des os et des visceres (Kurisaki et al., 1998). L'équipe de Kurisaki et
ses collegues a néanmoins mis en évidence que seulement 30% des souris dont le gene
Adaml2 est invalidé meurent avant le sevrage, la plupart au cours de la premiére semaine
(Kurisaki et al., 2003). En revanche, les souris viables sont normales et fertiles. Elles ne
présentent pas de défauts musculaires ou de problémes dans la régénération des muscles

squelettiques. Quelques souris présentent une réduction du tissu adipeux brun, mais ce

85



phénotype reste rare. Le tissu adipeux brun fait partie des deux types de tissus adipeux avec le
tissu adipeux blanc. Il est responsable de la thermorégulation, en particulier chez les nouveaux
nés qui ne peuvent pas frissonner, mais est aussi présent chez l'adulte. Les 30% de 1étalité
chez les souris ADAMI12-/- pourraient étre dus a une mauvaise thermorégulation liée a une
diminution du tissu adipeux brun chez les souriceaux.

Compte tenu des multiples mécanismes impliquant ADAMI12, la survie des souris Adam12-/-
suggere des mécanismes compensatoires comme pour les autres protéines ADAMs (Horiuchi
et al., 2005). De facon étonnante, des souris triple KO Adam9/Adam10/Adam12 sont viables
et fertiles alors que l'invalidation du seul gene Adamli0 est létale, suggérant une grand

plasticité dans ces phénoménes de compensation (Sahin et al., 2004).

4.2) Myogenése et dystrophie musculaire

Le développement des muscles squelettiques implique la formation de myotubes multinucléés
résultant de la fusion des myoblastes (Figure 29). Ce processus nécessite la fusion des
membranes plasmiques et les protéines transmembranaires telles que les intégrines et les

cadhérines jouent un réle majeur.

Cellules satellites Myoblastes Myofibres
» — =5 }4 =y -y
)
. - e e L Fusion en Maturation en
Quiescence  Activation Prolifération Différenciation )
Myotubes Myofibres

Figure 29 : Différents stades de la myogenése.

Les cellules satellites sont quiescentes dans le muscle adulte normal et peuvent étre activées par
exemple suite a un dommage musculaire. Une fois activées, les cellules satellites proliférent et
produisent des myoblastes, qui proliferent a leur tour avant de fusionner en myotubes qui maturent en
myofibres (Adapté de Zammit et al., 2006).

Comme révélé dans les premieres études sur ADAMI2, celle-ci est nécessaire a la fusion des
myoblastes (Gilpin et al., 1998; Yagami-Hiromasa et al., 1995). L'implication d ADAMI12
dans la myogenése a ensuite été renforcée par les observations des souris Adaml2-/- qui
présentent une déficience au niveau des muscles intracapsulaires du cou (Kurisaki et al.,
2003). En utilisant un mode¢le de fusion des myoblastes (cellules C2C12), I'¢équipe de Engvall
a montré que l'expression d'Adami2, mais pas d'Adam9/10/15/17/19, est induite au moment

de la fusion des myotubes, un processus nécessitant l'interaction d'ADAMI12 avec l'a-
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actinine-2 (Galliano et al., 2000). In vitro, 1’expression d’Adami2 est associée a
I’activation des cellules satellites musculaires murines quiescentes favorisant la régénération
musculaire et est impliquée dans la formation des myotubes (Borneman et al., 2000).

Etant donné l'implication dADAMI12 dans la myogenese et la régénération musculaire, des
¢tudes ont tenté d'utiliser ces propriétés pour réparer des déficiences musculaires. Ainsi, chez
des souris déficientes en dystrophine (modéle mdx), la surexpression d ADAMI2 réduit la
nécrose et l'inflammation des tissus musculaires (Kronqvist et al., 2002). ADAM12 semble
compenser le déficit en dystrophine en augmentant 1’expression et la relocalisation
extrasynaptique de I’intégrine a7 et de ’'utrophine, homologue fonctionnel de la dystrophine,
renforgant et stabilisant les membranes plasmiques (Moghadaszadeh et al., 2003). Néanmoins,
l'effet d ADAMI12 n'est pas stable et le traitement des souris mdx avec le transgene ADAM12
pendant un an conduit a la perte de muscle squelettique et de son remplacement par du tissu
adipeux et fibreux. De plus, les processus de régénération musculaire sont retardés aggravant
la pathologie (Jorgensen et al., 2007). Dans un autre mod¢le de dystrophie musculaire plus
sévere, le modele déficient en laminine2 dyw, la surexpression d'ADAMI12 n'a pas d'effet sur
le phénotype clinique malgré une augmentation de la régénération et du nombre de fibres
musculaires (Guo et al., 2005). Par conséquent, l'utilisation thérapeutique d'ADAM12 pour

lutter contre les déficiences musculaires n'a pas fait I'objet de développement.

4.3) Adipogenese

L'adipogenese consiste en la différenciation de pré-adiocytes en adipocytes matures (Figure
30). 11 existe deux types de tissus adipeux : le tissu adipeux blanc, zone de stockage des
triglycérides important pour les besoins énergétiques de 'organisme, et le tissu adipeux brun
nécessaire a la thermorégulation de 1'individu.

Les souris invalidées pour le gene ADAM12 présentent une réduction du tissu adipeux brun
suggérant un rdle dans l'adipogenese (Kurisaki et al., 2003). De plus, les souris surexprimant
ADAMI12 montrent une invasion adipocytaire au niveau des muscles (Kawaguchi et al.,
2002). Les souris femelles présentent une augmentation de poids liée a une augmentation de
la masse graisseuse corporelle, tandis que les souris males ont une faible augmentation de
poids et ne deviennent pas obeses. Il a par ailleurs été montré un réle dADAMI12 dans la
formation du tissu adipeux blanc chez l'adulte. En effet, les souris A4dam 12 -/- présentent une
résistance a la prise de poids suite a un régime riche en graisses (Masaki et al., 2005). La
capacit¢ dADAMI12 a induire la voie de signalisation de l'insuline via une dégradation de

I'lGFBP3/5 pourrait expliquer son role dans 1'adipogenése. Pourtant, les souris surexprimant
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ADAMI12S ne présentent pas un exces de clivage de I'lGFBP3 dans le sérum (Kawaguchi et
al., 2002). De méme, l'inhibition d'ADAM12 dans des fibroblastes embryonnaires murins ne
montre pas de différence dans le clivage de 'lGFBP3 (Masaki et al., 2005). En accord avec
ces observations, la surexpression d’ADAMI12S n’induit pas de modification des paramétres
métaboliques tels le taux de cholestérol, d’insuline et de triglycérides (Kawaguchi et al.,
2002) et des souris Adami2-/- soumises a un régime riche en graisse ne présentent pas de

troubles métaboliques significatifs (Masaki et al., 2005).

Détermination et différenciation de I'adipocyte
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mésenchymateuse
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Figure 30 : Différents stades de 1'adipogenése.
Apres une phase de croissance, l'adipoblaste atteint la confluence en culture, condition requise pour
différenciation en préadipocytes. Les pré-adipocytes se différencient ensuite pour donner les
Adipocytes matures. Schema de biologiedelapeau.fr.

Les mécanismes moléculaires sous-jacents ont été précisés et il a ét€ montré que l'expression
d'’ADAMI12 est maximale dans les pré-adipocytes et diminue au cours de la différenciation
des adipocytes (Kawaguchi et al., 2003). Dans un systéme de différenciation des adipocytes in
vitro, la surexpression dADAMI12L mene a une inhibition des fonctions de l'intégrine B1
conduisant a une réorganisation corticale du cytosquelette d'actine, a une diminution des

points d'adhésion focaux et de 1'adhésion a la fibronectine.

4.4) Physiologie osseuse
Le tissu osseux est en constant remodelage. Les ostéoblastes et les ostéoclastes sont les deux
types cellulaires agissant sur le remodelage osseux en sécrétant de la MEC ou en résorbant

l'os respectivement (Figure 31).
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Figure 31 : Remodelage du tissu osseux par les ostéoblastes et les ostéoclastes.

Le remodelage du tissu osseux est controlé par les ostéoblastes, qui sont responsables de la
formation osseuse, et des ostéoclastes, qui sont responsables de la résorption osseuse. Les
ostéoblastes proviennent de progéniteurs mésenchymateux via le stade préostéoblaste. Ils
peuvent aussi se différencier en ostéocytes qui s'incrustent dans la matrice extracellulaire
osseuse. Les ostéoclastes sont des cellules multinucléées dérivées des macrophages de la
moelle osseuse. La balance entre les ostéoblastes et les ostéoclastes contréle ['homéostasie
osseuse. Schéma de Acceleration of New Biomarkers Development and Discovery in
Synergistic Diagnostics of Coronary Artery Disease par Ewa Stepien.

Bien qu'”ADAMI12 ne soit que faiblement exprimée dans les tissus osseux adultes (Yagami-
Hiromasa et al., 1995), une expression importante a été décrite dans les ostéoblastes de souris
nouveaux nés (Harris et al., 1997). ADAMI12 a finalement été associée a la différenciation des
ostéoblastes et a la formation des ostéoclastes en favorisant la fusion cellulaire de leurs
précurseurs mononucléaires respectifs (Abe et al., 1999; Inoue et al., 1998). De la méme
fagon, ADAMI12 serait impliquée dans la fusion des cellules géantes multinucléées
présentes dans les tumeurs osseuses (Tian et al., 2002) et autour d’implants de hanche lors
de synovites induites par les macrophages (Ma et al., 2005) ou elle est surexprimée et activée.
L’ostéoarthrite ou arthrose se caractérise par une dégénérescence anormale des cartilages qui
recouvre les extrémités des os. La recherche de génes candidats pour prédire la progression de
I’ostéoarthrite a mis en évidence une association entre des polymorphismes dans le

gene Adaml?2 et la progression de la maladie (Kerna et al., 2009; Valdes et al., 2004, 2006).
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En relation avec ces observations, I’expression d’ADAMI12 est augmentée dans les cartilages
ostéoarthritiques comparés aux cartilages sains (Okada et al., 2008). L’expression
d’ADAM12 dans les chondrocytes isolés est induite par le TGFp qui favorise la prolifération
et le clivage d’IGFBPS par ADAMI12 (Okada et al., 2008). En accord avec ces observations,
des études ont mis en évidence la corrélation entre le niveau d'expression de la protéine
ADAMI2S dans les articulations du genou et dans le tissu synovial et la gravité¢ de

I’ostéoarthrite (Kerna et al., 2011, 2014).

4.5) Grossesse et pathologies du feetus

Les deux formes d'ADAMI12 sont largement exprimées dans le placenta (Gilpin et al., 1998).
De plus la formé sécrétée dADAMI2 a été retrouvée dans le sérum de femmes enceintes
(Laigaard et al., 2003). Les concentrations sont de 180ug/L a la semaine 8, 670ug/L a la
semaine 16 et de 1200ug/L a terme. Par ailleurs, ces concentrations sont significativement
plus faibles chez les femmes dont I'enfant est atteint du syndrome de Down (trisomie 21) ou
du syndrome d'Edwards (trisomie 18), au cours du premier trimestre (Laigaard et al., 2003,
2005a, 2006). Des essais de seconde génération ont néanmoins remis en question l'utilité
pronostique d'ADAMI12S bien qu'il puisse étre utilis€ en combinaison avec d'autres
marqueurs afin de diminuer le nombre de faux positifs (Christiansen et al., 2010). ADAM12S
est aussi diminuée dans le sérum de femmes qui développent une pré-éclampsie (hypertension
artérielle gravidique, cause majeure de mortalit¢é maternelle dans les pays développés) au
cours de leur grossesse (Laigaard et al., 2005b). Un faible taux d'ADAM12S dans le sérum est
aussi prédictif de fausse couche et de grossesse extra-utérine avant que cela ne soit détectable
par échographie (Yang et al., 2014). Enfin, la diminution d'ADAMI2S et d'autres marqueurs
permet  d'identifier les embryons atteints du syndrome transfuseur-transfusé
(en anglais : Twin-to-twin transfusion syndrome ou TTTS) avant que les symptomes ne soient
visibles (Miura et al., 2014).

Chez la souris, ADAMI2 a été décrite comme indispensable a la prolifération des cellules
stromales lors de la décidualisation utérine (différenciation des cellules stromales en cellules
déciduales) soulignant une implication trés précoce au moment de I’implantation du
blastocyte (Zhang et al., 2009). Les mécanismes d’action d’ADAMI12 dans ce contexte
pourraient €tre associés a la dégradation de I’'IGFBP3/5, et donc de I'activation de la voie de
I'[GF, qui joue un role important dans la croissance feetale (Forbes and Westwood, 2008).

Par ailleurs, il a ¢ét¢ montré qu'ADAMI12S favorise la fusion des trophoblastes

( couche cellulaire continue formée de fibroblastes qui limite 1'ceuf, et qui constituera le futur
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placenta), un processus nécessaire pour assurer les fonctions placentaires, en agissant sur le
clivage de la E-cadhérine (Aghababaei et al., 2015). Une autre étude a permis de démontrer
un réle d'ADAMI2 dans l'invasion des trophoblastes par un mécanisme impliquant
I'étalement des cellules de facon dépendante de l'intégrine Bl (Biadasiewicz et al., 2014).
ADAMI12 clive aussi P-LAP, une enzyme capable de dégrader I’oxytocine, hormone
favorisant le travail et 1’accouchement (Ito et al., 2004) soulignant ainsi les multiples
implications d'ADAM]12, et plus particulierement ADAMI12S, au cours du développement et

de la grossesse.

4.6) Désordres neurologiques

La sclérose en plaque est une pathologie neurologique auto-immune caractérisée par une
démyélinisation et une inflammation du systéme nerveux central. L’encéphalomyélite auto-
immune expérimentale (EAE) est un modele murin trés utilisé pour étudier la sclérose en
plaque. Un crible des MMPs, des ADAMs, et des TIMPs, a permis d'identifier une
surexpression d ADAMI12 au niveau des lymphocytes T dans les souris atteintes d'EAE (Toft-
Hansen et al., 2004). L'expression d'ADAMI12 a aussi été retrouvée presque exclusivement
dans les oligodendrocytes, une localisation tres différente des autres ADAMs (Bernstein et al.,
2004). Bien que la fonction d'ADAMI12 dans ces cellules ne soit pas connue, on peut faire
I'hypothése qu'elle joue un rdle dans la libération des ligands de I'EGFR et de 1'l[GFR. En
effet, les ligands de I'EGFR jouent de nombreux roles au niveau du systéme nerveux central et
sont exprimés a la fois par les neurones et les oligodendrocytes. De méme, I'lGFBP3 est
fonctionnellement reliée au développement des oligodendrocytes et a la régénération de la
gaine de myéline (Bernstein et al., 2004). Néanmoins, l'expression dADAMI12 n'est pas
cantonnée aux oligodendrocytes. En effet, apres induction d'une démyélinisation, la principale
source 'ADAMI12 dans les régions du cerveau affectées par la perte des oligodendrocytes
sont les astocytes (Baertling et al., 2010). Les astrocytes isolés et stimulés par le LPS ou le
TNF-a synthétisent ADAMI12 de fagon NFxB-dépendante. Dans ce contexte, ADAMI2
pourrait favoriser la prolifération des astrocytes, ou celle des cellules progénitrices des
oligodendrocytes, dans les régions démy¢élinisées du cerveau.

Les lymphocytes Th17 sont une sous-population de lymphocytes T caractérisés par leur
sécrétion d'IL-17, une cytokine pro-inflammatoire impliquée dans divers maladies auto-

immunes dont I'EAE (Komiyama et al., 2006) (Figure 32).
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Figure 32 : Les différents sous-types de lymphocytes CD4+.

Suite a leur activation par un microenvironnement inflammatoire, les cellules T CD4+ se différencient
en cellules Thl, Th2, Thi7 ou T régulateur. Le TGFf et [l'IL6 induisent la polarisation
(différenciation) Thil7, sécrétant en particulier une forte quantité d'IL17 (Schéma de Maniati et al.,
2010).

Zhou et ses collegues ont montré qu' ADAMI2 est exprimée a la fois dans les lymphocytes
Th17 et les lymphocytes T régulateurs et que cette expression est induite par des cytokines
pro-Th17 et le facteur de transcription associé RORyt (Zhou et al., 2013). De fagon
surprenante, l'inhibition d'ADAMI2 en présence de cytokines polarisantes pro-Thl7
augmente le nombre de lymphocytes polarisés Th17 ainsi que la sécrétion d'IL17 dans ces
cellules. Il est a noter que le blocage du TGFp par des anticorps bloquant ou I'inhibition de ses
voies de signalisation aboutit au méme effet reliant ainsi les fonctions du TGFf et 'ADAMI12
dans la régulation des fonctions des cellules Th17. ADAMI12 pourrait limiter la production de
cytokines pro-inflammatoire par les cellules Thl7, ainsi que les effets déléteres d'une
production excessive de ces cytokines.

ADAMI?2 a aussi été impliquée dans la maladie d'Alzheimer, une maladie neurodégénérative
notamment caractérisée par une accumulation du peptide P-amyloide dans le milieu
extracellulaire. Le peptide B-amyloide induit la phosphorylation de la protéine Fish, qui régule
la localisation dADAMI2 et entraine la mort neuronale (Malinin et al., 2005). Cet effet

nécessite le domaine métalloprotéase d'ADAM12.
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Enfin le géne d’ADAM12 est localisé sur le chromosome 10g26.3, au sein d’un locus de geéne
li¢ a la schizophrénie et I’expression d’ADAMI12 est fortement diminuée dans les
oligodendrocytes des patients atteints de schizophrénie (Farkas et al., 2010). Néanmoins les

mécanismes d'action ne sont pas établis.

4.7) Hypertrophie cardiaque

L'hypertrophie cardiaque se caractérise par une augmentation globale du poids du cceur et
d'une hypertension artérielle pouvant conduire a des arréts cardiaques. Les vasoconstricteurs
tels que l'angiotensine II, la phénylephrine, ou encore I'endothéline-1 sont des inducteurs bien
connus de lhypertrophie cardiaque et leur inhibition est favorable dans le cas d'une
perturbation cardiaque (Asakura et al., 2002). Ces vasoconstricteurs agissent par
l'intermédiaire de GPCRs qui conduisent & la transactivation de I'EGFR. Nous avons vu
précédemment qu'un signal GPCR pouvait permettre la translocation membranaire
d'ADAMI12 et le clivage du HB-EGF. Dans ce contexte, il a été montré dans un modéle murin
d'hypertrophie cardiaque, que l'inhibition d'ADAMI12 diminue le shedding du HB-EGF et
atténue l'hypertrophie cardiaque (Asakura et al., 2002). Ces résultats ont été validés chez
I'humain avec une augmentation de l'expression d'ADAMI2 chez les patients atteints de
cardiomyopathie obstructive hypertrophique (Fedak et al., 2006). De plus, il a été montré que
l'effet médi¢ par ADAMI12 nécessite son activation transcriptionnelle par la MMP2, les deux

protéines étant controlées transcriptionnellement par ADAM17 (Wang et al., 2009a, 2009b).

V) ADAM12 dans le cancer

5.1) ADAM12 est surexprimée dans le cancer

Au sein de la famille ADAM, ADAMI12 est le membre le plus associé¢ aux pathologies
cancéreuses. Elle est surexprimée dans un grand nombre de cancers chez I'humain (Tableau 1
et Figure 25) et son expression est corrélée a l'agressivité de la tumeur, notamment dans le
cancer du sein.

ADAMI2 est majoritairement exprimeée par les cellules tumorales, bien que son expression ait
été aussi retrouvée dans le stroma de certains cancers. Par exemple, notre laboratoire a montré
que ce sont les cellules étoilées activées (stromales) qui sont responsables de l'expression
d'ADAMI12 dans la fibrose et le cancer du foie. Cependant les cellules tumorales du colon qui

métastasent dans le foie expriment ADAMI12 (Le Pabic et al., 2003).
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Organe Type cellulaire Corrélation Références
Humain Mammaire Cellules tumorales et stromales | Normal vs Cancer vs Cancer Agressif (Iba et al., 1999)
Vessie Cellules tumorales Normal vs Cancer (Frohlich et al., 2006)
Foie Cellules stromales Normal vs Cancer (Le Pabic et al., 2003)
Poumon Cellules tumorales Normal vs Cancer vs Cancer Agressif (Rocks et al., 2006)
Os Normal vs Cancer (Tian et al., 2002)
Estomac Normal vs Cancer (Carl-McGrath et al.,
2005)
Colon Normal vs Cancer (Iba et al., 1999)
Cerveau Normal vs Cancer (Kodama et al., 2004)
Nasopharynx Normal vs Cancer (Kornberg et al.,
2005)
Prostate Normal vs Cancer (Dogru et al., 2014)
Ovaires Normal vs Cancer vs Cancer Agressif | (Cheon et al., 2015)
Souris Mammaire Cellules tumorales et stromales (Peduto et al., 2006)
Prostate
Intestin

Tableau 1 : ADAMI12 est surexprimée dans de nombreux cancers et est associée a un
mauvais pronostic.

L'expression d'ADAM12 est augmentée dans le cancer (normal vs cancer) et est corrélée au stade de
la maladie et au mauvais pronostic des patients (cancer vs cancer agressif). (Tableau adapté de
Kveiborg et al., 2008).

Des études qui distinguent I'expression d'ADAMI12L et 'ADAMI12S ont permis de mettre en
¢vidence une surexpression des deux variants (Frohlich et al., 2006; Le Pabic et al., 2003), ou
d'ADAMI12L uniquement (Iba et al., 1999; Kodama et al., 2004; Rocks et al., 2006). En
revanche, aucune étude n'a montré une surexpression du variant ADAMI12S uniquement. Ces
observations sont surprenantes puisque le seul mécanisme moléculaire qui a été décrit pour
modifier l'expression spécifique d'un variant est la dégradation de ' ARNm d'ADAMI12L par
des miRNA, mécanisme qui ne peut pas expliquer une surexpression d ADAMI2L seulement.
Cela suggere qu'il existe d'autres mécanismes favorisant l'expression dADAMI12L ou bien
inhibant l'expression 'ADAMI12S.

L'expression différentielle des deux variants a été particulierement bien étudiée dans les
différents sous-types de cancers du sein. Il a ainsi été montré quADAMI2L mais pas
ADAMI12S est surexprimée dans le sous-type claudin-low, le sous-type avec la signature
EMT Ila plus forte, comparé aux autres sous-types (Normal-like, Luminal A/B, HER2-
enriched, basal-like) (Li et al., 2013) (Figure 25). De facon intéressante, d'autres ADAMs
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catalytiquement actives (ADAMSs 8, 9, 10, 17, 19, 28, 33) sont aussi surexprimées dans le

sous-type claudin-low, mais pas exclusivement.

5.2) ADAMI12 est fonctionnellement impliquée dans le cancer

Dans un mod¢le murin de cancer spontané de la prostate, les souris ADAMI12-/- présentent
une meilleure survie et un volume tumoral plus faible, suggérant un effet promoteur
d'ADAMI12 dans le cancer (Peduto et al., 2006). Il est a noter que dans ce modg¢le, ainsi que
dans les modeéles murins de cancers mammaires et de l'intestiny ADAMI12 est retrouvée dans
les cellules stromales plutét que dans les cellules tumorales elles-mémes. Rappelons par
ailleurs que 1'effet observé est uniquement di au variant membranaire ADAMI12L, la forme S
n'étant pas présente chez la souris.

Le role de la forme ADAMI12S humaine a été¢ montré dans un modéle murin de xénogreffe de
cancer mammaire surexprimant les protéines recombinantes humaines ADAMI2S ou un
mutant ADAMI2L dont la queue cytoplasmique a été délétée. Chacune des deux formes
diminue la survie des souris, augmente le volume tumoral ainsi que le taux de métastases
(Kveiborg et al., 2005). Cet effet pro-tumoral a été attribué a la capacité d'ADAMI12S a
protéger les cellules tumorales de l'apoptose, et au contraire, a sensibiliser les cellules
stromales a l'apoptose par un mécanisme n'impliquant pas l'activit¢ métalloprotéase
d'ADAMI12. En accord avec ces observations, il a été proposé que la mort des cellules
stromales dans les carcinomes mammaires humains pourrait étre un nouveau marqueur de
I'invasivité tumorale (Rouleau-Dubois et al., 2004). Plus récemment, la méme équipe a
montré que l'inhibition ADAMI12 dans le méme modéle murin diminuait le volume tumoral
et le nombre de métastases dans les poumons (Frohlich et al., 2011). Dans ce modéle ou
ADAMI12 est présent a la fois dans le stroma et dans les cellules tumorales, il a ét¢ montré
que la présence d'/ADAMI12 dans le stroma n'avait pas d'impact sur la prolifération tumorale.
En revanche, les cellules stromales permettent une induction de 1'expression dADAM12 dans
les cellules tumorales, probablement via la sécrétion de TGF.

L'impact de chacune des formes a par ailleurs été évalué dans un modele de xénogreffe en
utilisant la lignée mammaire épithéliale MCF7 (luminale B) surexprimant soit le variant
ADAMI2L, soit le variant ADAMI2S, soit le variant sécrété catalytiquement inactif
ADAMI12S E351Q. Les résultats montrent une augmentation du volume tumoral dans les
poumons chez les souris greffées avec les cellules surexprimant ADAMI12L et ADAMI12S

alors que les cellules surexprimant ADAMI12S présentent une augmentation pouvoir invasif
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(Roy et al., 2011). Le mutant ADAMI12S E351Q n'a en revanche aucun effet suggérant que

l'effet pro-tumoral médié¢ par ADAMI12S est dépendant de son activité métalloprotéase.

5.3) Mécanismes d'action
S'l est clair quADAMI2 joue un role dans la progression tumorale, les mécanismes
moléculaires impliqués restent a étre ¢lucidés et en particulier la contribution de chaque

1soforme.

a) Effet sur la prolifération

L'effet 'ADAMI12 sur la prolifération varie selon le mod¢le et le variant d'ADAM12 utilisé.
Ainsi, il a été montré dans des lignées gastriques tumorales (AGS, MKN28, MKN45, NCI-
N87) et une lignée de cancer mammaire (MCF7), que des anticorps bloquant anti-ADAM12
augmentent faiblement la prolifération suggérant un réle inhibiteur de la prolifération (Carl-
McGrath et al., 2005; Lendeckel et al., 2004). En revanche, la surexpression des deux
isoformes d’ADAMI12 confére un avantage prolifératif aux cellules cancéreuses MCF-7
en absence de stimulation par les cestrogenes suggérant que la diminution d’ADAM12 en
combinaison avec une thérapie endocrine pourrait augmenter l'efficacité¢ du traitement (Roy
and Moses, 2012). Cet effet est médié par une augmentation de l'activation des voies de
signalisation des MAPK. D'autre part, la surexpression d'ADAMI2 dans des lignées de
cancers osseux et pulmonaires induit une augmentation de la prolifération de fagon
dépendante du clivage de I'HB-EGF (Georges et al., 2013; Rocks et al., 2008).

L'utilisation de cellules MCF7 surexprimant ADAMI12L ou ADAMI2S dans un modele
murin de xénogreffe a permis de mettre en évidence quUADAM12 est capable d'induire une
augmentation du volume tumorale sans affecter cependant le taux de prolifération des cellules
tumorales (Roy et al., 2011). Cependant, en surexprimant ADAM12S dans le modéle murin
de cancer mammaire PyMT, la méme équipe a montré quU'ADAMI12S et ADAMI12S E351Q
induisaient une augmentation de la prolifération (Frohlich et al., 2011).

Malgré un effet clair d ADAM12 sur la croissance tumorale, son action sur la prolifération est
plus ambigiie et dépend du modéele utilisé. ADAMI2L pourrait n'avoir aucun effet prolifératif

dans les cellules différenciées comme les MCF7.

b) Effet sur l'apoptose
En plus de son effet sur la prolifération tumorale, il a ét¢ montré quUADAMI2 pouvait

moduler la résistance a 1'apoptose. En effet, les cellules tumorales surexprimant ADAM12S
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présentent une résistance accrue a l'apoptose (Kveiborg et al., 2005; Roy et al., 2011), tandis
que son expression dans les cellules stromales induit une sensibilité a l'apoptose, qui ne
dépend pas de l'activité métalloprotéase d'ADAMI12S, du moins in vitro (Kveiborg et al.,
2005). D'autres études ont montré une implication dADAMI12L dans la protection contre
I'apoptose. Ainsi, la surexpression dADAMI12L dans des cellules épithéliales bronchiques
normales induit une protection des cellules contre la mort induite par I'etoposide, par un
mécanisme impliquant le clivage de I'HB-EGF (Rocks et al., 2008). De méme, la
surexpression d'ADAM12L dans des cellules MCF7 réduit leur apoptose dans des gels 3D de
collagéne, cette fois, par un mécanisme n'impliquant ni son activit¢ métalloprotéase ni son

domaine cytoplasmique (Albrechtsen et al., 2013).

¢) Effet sur la migration et l'invasion

Comme nous l'avons vu précédemment, I'expression d'ADAMI2 est corrélée a des
phénotypes tumoraux plus agressifs. L'utilisation de mod¢les murins a permis de montrer un
role dADAMI12 a la fois dans la croissance tumorale mais aussi dans la formation des
métastases, suggérant donc un rdle pro-migratoire et/ou pro-invasif d'ADAMI2. La
surexpression d'ADAMI12S mais pas d'ADAMI2L dans les cellules MCF7 augmente leurs
capacités de migration et d'invasion en formant plus de métastases que les cellules MCF7
contrdles (Roy et al., 2011). D'autres études ont néanmoins mis en évidence un effet pro-
migratoire et pro-invasif des deux variants dADAM12 dans des modeles de cancer de la téte,
du cou et de la peau (Rao et al., 2012, 2014). De méme, il a ét¢ montré dans les cellules de
tumeurs mammaires MCF10DCIS.com, quUADAMI2L favorise la formation de sphéres,
synonyme d'une bonne capacité d'invasion (Li et al., 2013). Ainsi, il semble que les propriétés
pro-invasives dADAMI12S et dADAMI2L soient liées au modele cellulaire. En particulier,
ADAMI2L a un effet pro-invasif dans les cellules MCF10DCIS.com, un mod¢le
partiellement épithélial mais pas dans les cellules épithéliales MCF7. Comme pour l'effet sur
la prolifération, l'action pro-invasive d'ADAMI12L pourrait n'étre possible que pour des
cellules dans un état partiellement mésenchymateux.

Trés récemment, I'ephrine Al a été montrée pour étre clivée par ADAMI2L en réponse au
TGFB (Ieguchi et al., 2013). L'ephrine Al ainsi libérée pourrait favoriser la présence de
métastases au niveau des poumons en augmentant la perméabilité de l'endothélium. Ainsi,
ADAMI2L pourrait favoriser indirectement la formation des métastases en régulant le

microenvironnement endothélial. De méme, ADAMI2L est capable de cliver plusieurs
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molécules d'adhésion endothéliales comme la VE-cadhérine, suggérant un rdle dans la

néovascularisation et I'extravasation des cellules tumorales (Frohlich et al., 2013).

d) Effet sur la chimiorésistance

L'implication potentielle 'ADAMI2L dans la chimiorésistance est argumentée notamment
par la surexpression ' ADAMI2L dans le sous-type claudin-low des cancers mammaires, qui
présente une forte résistance aux chimiothérapies (Li et al., 2013). De méme, le traitement de
cancers mammaires par une thérapie endocrine montre un enrichissement de I'expression
d'ADAMI2L alors que son expression diminue chez les patients présentant une rémission

compléte.

4.4) ADAMI12S comme marqueur pronostique

La forme sécrétée ADAMI2S est excrétée dans les urines et constitue un marqueur efficace et
surtout non invasif de la progression tumorale. Ainsi, des taux élevés d'ADAMI2S dans les
urines de patientes présentant un cancer du sein sont associés a la gravité de la maladie (Roy
et al., 2004). Les quantités d'ADAMI12S dans les urines sont aussi associ¢es au cancer de la
vessie, ce taux diminuant apres résection de la tumeur et augmentant dans les cas de
récurrence (Frohlich et al., 2006). La présence d'ADAM12 comme marqueur pronostique du
cancer de la vessie a été brevetée par I'équipe d'Ulla Wewer en 2009. Plus tard, la présence
d'ADAMI2S dans les urines a été associée a l'agressivité des cancers de l'ovaire (Cheon et al.,

2015), de l'intestin (Shimura et al., 2015) et de la prostate (Dogru et al., 2014).

5.5) Mutations d'ADAM12 dans le cancer

Six mutations non-sens ont été identifiées dans le cancer du sein pour ADAMI12 (Sept 2013,
COSMIC database - Catalogue of  Somatic = Mutations in  Cancer,
http://cancer.sanger.ac.uk/cancergenome/projects/cosmic/). Comparé aux autres protéines
catalytiquement actives des ADAMs, le nombre de mutations dans le géne codant pour
ADAMI12 est relativement €levé, ce qui peut €tre expliqué par sa localisation au niveau du
chromosome 10q26.2, une région formant des structures secondaires sensibles aux mutations

(Dillon et al., 2013). La localisation des différentes mutations est schématisée dans la Figure

33.
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D301H - inhibition de la maturation dADAM12
- Rétention dans le RE
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o ) ‘—Traficl normal T596A B * GA79E Rétention dans le RE
- Activité protéolytique déficiente Disintegrin
- Inhibition de la maturation d’ADAM12 EGF-like - Maturation correcte
-Rétention dans le RE  G668A R612Q - Trafic normal
- Clivage de I'EGF normal
Queue cytoplasmique
L792F - Maturation correcte
(motif dileucine) - Trafic normal

- Clivage de I'EGF normal

Figure 33 : Mutations d'ADAM12 retrouvées dans le cancer du sein.

Sur les 6 mutations, 4 inhibent les fonctions d'ADAM12. Les mutations D301H (équivalent
D299H chez la souris), G479E (équivalent G477E chez la souris) et G668A empéchent la
maturation de la protéine en la séquestrant dans le réticulum endoplasmique (Dyczynska et
al., 2008; Qi et al., 2014). La mutation TS96A dans le domaine riche en cystéine permet le
trafic normal de la protéine jusqu'a la membrane mais perd son activité métalloprotéase,
suggérant que le prodomaine et le domaine métalloprotéase ne sont pas les seuls domaines
affectant l'activité catalytique (Qi et al., 2014). Aucune différence de maturation, de trafic ou
de protéolyse n'a été identifiée pour les mutations de la queue cytoplasmique L792F et du
domaine EGF-like R612Q (Qi et al., 2014; Stautz et al., 2012b). 11 est a noter que 1'ensemble
de ces observations a ét¢ montré par des études de surexpression, qui ne prennent pas en
compte la régulation physiologique complexe d'ADAM]12. De facon intéressante, les formes
portant les deux mutations qui ne modifient pas la fonction dADAMI12 sont exprimées dans
les cancer triple négatifs, alors que les formes possédant les mutations pertes de fonction ne
sont pas exprimées dans les TNBC, confortant le role d'ADAM12 dans ce type de cancer (Qi
et al., 2014).
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OBJECTIFS DE THESE

Role d'ADAM12 dans la Transition Epithélio-Mésenchymateuse

Les échanges entre les cellules tumorales et le microenvironnement jouent un rdle essentiel
dans le développement des tumeurs. Dans ce contexte, la nouvelle famille de
métalloprotéases, les Adamalysines (ADAM/ADAMTS) constituent aujourd’hui des
régulateurs majeurs de la progression tumorale en agissant sur la biodisponibilité des
médiateurs de la communication cellulaire que sont les cytokines, chimiokines et facteurs de
croissance (Duffy et al., 2009; Kessenbrock et al., 2010). L’échec des thérapies ciblant les
activités des autres métalloprotéases et la mise en évidence de la diversité des mécanismes
impliquant les Adamalysines font apparaitre celles-ci comme de nouvelles cibles
thérapeutiques.

Parmi les Adamalysines, la protéine ADAMI12 se distingue par ses multiples implications.
Elle peut étre synthétisée a la fois par les cellules tumorales et les cellules stromales et ses
capacités d’adhésion et de protéolyse, deux fonctions jouant un role majeur dans le
développement des cancers, font d’elle une nouvelle cible thérapeutique d’intérét (Jacobsen
and Wewer, 2009; Kveiborg et al., 2008). Le gene humain code pour une forme
transmembranaire ADAMI12L et une forme sécrétée courte issue d’un €pissage alternatif,
ADAMI2S, qui sont toutes deux surexprimées dans le cancer. ADAMI2S aurait un rdle
dépendant de son activité catalytique et associé a I’invasivité tardive des cellules tumorales
alors que la forme longue agirait indépendamment de son activité protéolytique dans les
stades précoces (Frohlich et al., 2011; Roy et al., 2011). Le rdle direct dans la transduction du
signal est porté par les interactions du domaine cytoplasmique d’ADAMI2L avec différents
acteurs de la signalisation tels que c-SRC, p850PI3K, FISH, EVE-1, PACSIN3 et des
composants du cytosquelette comme [’a-actinine. Les ADAMSs sont caractérisées par des
domaines spécifiques ; un prodomaine, un domaine métalloprotéase, disintégrine, riche en
cystéine, transmembranaire et cytoplasmique. Les domaines disintegrine et riche en cystéine
d’ADAMI12 sont responsables de son interaction avec les intégrines et les syndécans de
surface modulant les signaux cellules-cellules et cellules-matrice. Par conséquent ADAMI12
se situe au cceur d’un réseau d’interactions protéiques clairement associé a la signalisation

cellulaire.
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Au cours de ces derniéres années, notre équipe a :

- mis en évidence 1’association de la protéine ADAMI12 avec la progression tumorale du
carcinome hépatocellulaire (Le Pabic et al., 2003, 2005).

- montré son réle dans la régulation de ’activité du facteur de croissance TGF (Atfi et al.,
2007; Gruel et al., 2009).

- caractérisé son implication dans la signalisation dépendante des intégrines et la survie

cellulaire (Bourd-Boittin et al., 2008; Leyme et al., 2012).

(SHD19 SH3PXD2A
2 YES1
.7',‘ v
SRC PACSING
Bourd-Boittin et al. - |/
2008, JBC | GNB2L1 B o A AM12
- \ Leyme et al 2012
PRKCE , B Mol Cell Biol
X |- TGFBR2
gl Atfi et al 2007
PRKCD /| J Cell Biol
PIK3R1
GRB2
e

ACTN2
ACTN1

Figure 34 : Réseau d'interaction des 14 protéines partenaires d'ADAMI12L d'aprées la
base de données STRING.

Les interactions non présentes dans la base de données ont été ajoutées en vert. Les trois protéines
identifiees par l'équipe sont surlignées en rouge.

La reconstruction in silico du réseau d’interaction protéique suggere un role clé ’ADAM12
dans [altération de la signalisation du TGFB associée a la transition épithélio-
mésenchymateuse et I’invasion métastasique. En effet, ADAMI12 a été largement décrite
comme une protéine impliquée dans la différentiation des cellules mésenchymateuses. Son
expression est régulée par le TGFB qui lui-méme régule ces processus de différentiation.
Cependant, I’expression d’ADAMI12 a été identifiée dans de nombreuses cellules et lignées
tumorales d’origine ¢épithéliale humaine suggérant une réexpression au cours de la
dédifférenciation des cellules tumorales (Kveiborg et al., 2008). Compte tenu de ces
observations et des travaux de notre équipe, nous avons émis I’hypothése d'un role
d’ADAMI12 dans I'EMT.

ADAMI12 pourrait contribuer a cette transition en modulant les voies de signalisation du

TGFp d’un profil canonique, dépendant des protéines SMAD a des voies dites "non SMAD"
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qui sont fortement induites dans le cancer comme la voie PI3K/AKT (Zhang, 2009). En effet,
la signalisation du TGFf passe par la fixation a un récepteur a thréonine kinase, TPRII qui
recrute le TPRI et conduit a la phosphorylation des protéines SMAD qui vont réguler la
transcription des genes cibles. Il existe d’autres voies de signalisation dépendantes des
récepteurs au TGFB (Bierie and Moses, 2006). Les voies non SMAD dépendent aussi du
récepteur de type II mais activent les systtmes MAP kinase, Rho-likeGTPases, et
phosphatidylinositol-3-kinase/AKT. En accord avec cette hypothése, notre équipe vient de
montrer quADAMI12L interagit avec ILK (Leyme et al., 2012), décrite comme un
intermédiaire de signalisation dans I'EMT (Li et al., 2003) et ce nouveau complexe
ILK/ADAMI12 est associ¢ a I’activation de la voie PI3K/AKT. De plus, parmi les intéractant
connus d’ADAMI12L, les protéines ITGB1, PIK3R1, et GRB2 sont indispensables & 'EMT
induite par le TGFB (Bakin et al., 2000b; Bhowmick et al., 2001b; Galliher-Beckley and
Schiemann, 2008) et la protéine Src est nécessaire pour phosphoryler le récepteur de type II
au TGFp activant ainsi la voie p38MAPK lors de I'EMT (Galliher and Schiemann, 2006).
L’ensemble de ces observations souligne le lien entre les réseaux de signalisation ADAMI2 et
TGFp, potentiels nouveaux partenaires lors de la progression tumorale conduisant a 'EMT.
Mes objectifs de thése visent a évaluer le role éventuel d’ADAM12 dans la transition
épithélio-mésenchymateuse.

Pour cela, nous avons dans un premier temps analysé 1’association de son expression avec les
marqueurs de la transition épithélio-mésenchymateuses dans un panel de lignées de cancer du
sein et dans des biopsies de patientes présentant une tumeur mammaire. Nous avons ensuite
¢tudi¢ l'effet de la surexpression et d'une inhibition d'ADAM12 dans le modele de cellules
épithéliales mammaires non tumorales MCF10A connu pour subir I'EMT lors d'un traitement
au TGFp. Enfin, nous avons caractérisé les mécanismes sous-jacents, en particulier déterminé
les domaines d'ADAMI12 impliqués dans I'EMT et analysé les effets d'ADAMI12 en relation
avec les voies de signalisation du TGFf impliquées dans 'EMT.

Ce travail a fait 1'objet d'une publication présentée dans la premiere partie "Résultats". En
complément de ce travail, nous avons réalisé un certain nombre d'expérimentations qui sont

présentées sous forme de "Résultats complémentaires".
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RESULTATS

L'article "The disintegrin and metalloprotease ADAM12 is associated with TGFpB-induced
epithelial to mesenchymal transition" a été accepté pour publication au journal Plos One le 15
septembre 2015.

Contexte : L'expression dADAMI12 a été largement décrite pour étre augmentée dans plusieurs
types de cancers, néanmoins les mécanismes moléculaires impliqués restent a démontrer. Nous
avons précédemment décrit que I'expression d ADAM12 est induite par le TGFp et quADAM12
induit l'activation de voies de signalisation associées au TGF( via une interaction avec le
récepteur de type II au TGFp. Dans ce contexte, nous avons recherché le role d'ADAMI12 dans
la transition épithélio-mésenchymateuse, un processus majeur impliqué dans la progression
tumorale et dont le principal inducteur est le TGFp.

Résultats : Nos résultats montrent une corrélation de I'expression dADAMI12L et dADAMI12S
avec les marqueurs mésenchymateux Vimentine et N-cadhérine et une corrélation inverse avec
le marqueur épithéliale E-cadhérine dans une large cohorte de tumeurs mammaires et dans des
lignées de cancer mammaires. Dans le modele de cellules épithéliales mammaires non tumorales
MCFI10A, l'expression dADAMI2L est induite au cours de I'EMT induite par le TGFP. La
surexpression d'ADAMI12L dans les MCFIOA induit spontanément un phénotype
mésenchymateux caractéris€ par une baisse de la E-cadhérine et une augmentation de la
Vimentine. Cet effet est médié par la queue cytoplasmique et non par l'activité métalloprotéase
puisque la forme mutée sur le domaine métalloprotéase est toujours capable d'induire 'EMT
contrairement a ADAMI12S ou a une protéine ADAMI2L délétée pour sa queue cytoplasmique.
L'induction du phénotype mésenchymateux par la surexpression d'ADAMI2L dans les
MCFI10A est associée a une résistance a l'apoptose, caractérisée par une résistance au cisplatine
et au FasL, et une baisse de la prolifération cellulaire. Par ailleurs, la surexpression dADAMI12L
augmente le niveau basal d'activation des voies de signalisation associées au TGFp : SMAD3,
AKT et ERK. La voie de signalisation ERK et le récepteur de type I au TGFP sont
particulicrement importants pour 'EMT induite par la surexpression dADAMI2L puisque
l'inhibition de ERK ou de TBRI permet la réversion partielle du phénotype. La stimulation des
cellules MCF10A surexprimant ADAM12L augmente I'EMT induite par le TGF3 comparé aux
cellules controles suggérant une action synergique d'ADAMI12L et du TGF.

Conclusion : L'ensemble de ces résultats montre un réle pour la forme membranaire

d'ADAMI12 dans I'EMT via la stimulation de voies de signalisations associées au TGF.
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Abstract

The increased expression of the Disintegrin and Metalloprotease ADAMI12 has been associated
with human cancers, however its role remain unclear. We have previously reported that ADAM12
expression is induced by the transforming growth factor, TGF- and promotes TGF-B-dependent
signaling through interaction with the type II receptor of TGF-B. Here we explore the implication of
ADAMI12 in TGF-B-mediated epithelial to mesenchymal transition (EMT), a key process in cancer
progression. We show that ADAMI12 expression is correlated with EMT markers in human breast
cancer cell lines and biopsies. Using a non-malignant breast epithelial cell line (MCF10A), we
demonstrate that TGF-B-induced EMT increases expression of the membrane-anchored ADAMI12L
long form. Importantly, ADAMI2L overexpression in MCF10A is sufficient to induce loss of cell-
cell contact, reorganization of actin cytoskeleton, up-regulation of EMT markers and
chemoresistance. These effects are independent of the proteolytic activity but require the
cytoplasmic tail and are specific of ADAMI2L since overexpression of ADAMI12S failed to induce
similar changes. We further demonstrate that ADAMI12L-dependent EMT 1is associated with
increased phosphorylation of Smad3, Akt and ERK proteins. Conversely, inhibition of TGF-$3
receptors or ERK activities reverses ADAMI12L-induced mesenchymal phenotype. Together our
data demonstrate that ADAMI2L is associated with EMT and contributes to TGF-B-dependent

EMT by favoring both Smad-dependent and Smad-independent pathways.
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Introduction

ADAMI12 is a member of the ADAM (a metalloprotease and disintegrin) protein family, a class of
cell surface glycoproteins whose functions have been implicated with cell adhesion, migration,
proteolysis and signaling [1]. During the last decade, ADAMI2 emerged as the most strongly
functional ADAM in human tumor development. Up-regulation of ADAMI12 has been described in
numerous cancers, including breast [2—5], colon [2], hepatocellular carcinomas [6], glioblastomas
[7], stomach [2,8], oral cavity [9], bladder [10], lung [11,12] and giant cell tumors of bone [13].
ADAMI2 has been shown to regulate tumor progression in mouse models either by increasing
tumor cell resistance to apoptosis [3], by providing stromal support [14] or by inducing cell
proliferation [15]. In addition genome-wide analyses of human breast and colorectal cancers
identified ADAM12 as a new candidate cancer gene [16]. As a whole, ADAM12 is now considered
as a negative prognosis marker for human bladder [10,17] and breast cancers [18,19] and is
suggested to be an important player in tumor-stromal crosstalk that supports tumor progression
[20].

At the molecular level, human ADAM12 exists as two alternatively splicing forms. The long
transmembrane form (ADAMI12L) is composed of pro-, metalloprotease, disintegrin, cysteine-rich,
and transmembrane domains and a cytoplasmic tail. The short secreted form (ADAM12S) lacks the
C-terminal transmembrane and cytoplasmic domains. Recent finding enlightened the differential
role of the long and short forms of ADAM12 leading to the hypothesis that ADAMI12L might be
involved in the early-stage of breast cancer and ADAMI2S might be rather implicated in the
migration and invasion of cancer cell [15]. While the role of ADAMI2S in cancer has been
associated with its proteolytic activity, ADAMI2L has been demonstrated to exhibit oncogenic
properties through protease-dependent and -independent activities [21]. ADAMI2L interacts with
14 proteins involved in signaling pathways and we recently demonstrated that they form together a
highly connected protein network [22].

Importantly, most of these components are implicated in TGF-$ signaling pathways which
play a pivotal role in epithelial-mesenchymal transition (EMT), cell proliferation and metastasis

[23]. TGF-B signals through a heteromeric complex of two types of transmembrane serine/threonine
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kinases, the type I (TBRI) and type II (TPRII) receptors. TGF-B binding to TPRII induces the
recruitment and phosphorylation of TPBRI which transduces signals to downstream intracellular
substrates, the Smad proteins. Alternatively, non-canonical Smad pathways initiated by TGF-p
receptors include Ras/MAP-kinase pathway, Jun N-terminal kinase (JNK) and p38 MAP-kinase
pathways, Rho-like GTPase signaling pathways, and phosphatidylinositol-3-kinase/AKT pathway.
We have previously identified ADAMI12 as an interacting partner of TPRII which increases
phosphorylation of the signaling Smad proteins and up-regulates TGF- transcriptional activity and
receptor trafficking [24,25]. We have also identified two other ADAMI12-binding proteins that
include RACK1 [26] a receptor for protein kinase C and partner of Smad3 [27] and the integrin
linked kinase ILK [22] a key player in TGF-B-dependent EMT [28]. Additionally, ADAMI2 has
been shown to bind beta 1 integrin (ITGB1), the regulatory subunit of phosphoinositide-3-kinase
p85a (PI3KR1), the adaptor protein Grb2 and the protein kinase C PKC-delta [21] which have been
involved in TGF-B-dependent EMT [29]. Similarly, ADAMI12 interacts with the proto-oncogene
Src [30] and beta 3 integrin ITGB3 [31] which are required for TBRII phosphorylation and EMT
[32].

In this study we investigated the functional association of ADAMI12 with TGF-B-dependent EMT in
cancer. We show that ADAM12 expression is correlated with expression of EMT markers in human
breast tumor samples and breast cancer cell lines. Using the non-malignant breast epithelial cell line
MCF10A, we demonstrate that TGF-3 treatment induces ADAMI12L expression during the course
of TGF-B-dependent EMT. Importantly forced expression of ADAMI12L in MCF10A cells induces
loss of polarity, reorganization of actin cytoskeleton, up-regulation of EMT markers and
chemoresistance. These effects are independent of its proteolytic activity and are associated with the

activation of ERK-dependent pathways.
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Material and Methods

Tissue samples.

Human tissue samples were obtained from the Biological Resource Center of Centre Léon Bérard
(http://www.centreleonberard.fr/) after approval by the Comité de Protection des Personnes
Lyon-Est and by the institutional review board and ethics committee of Centre Léon Bérard
(French agreement number: DC-2008-99). Patient gave written informed consent after acquisition
of information from the physicians. Tissue specimens were collected before any therapy from 89
patients suffering from breast cancer diagnosed between 1993 and 2001. The mean patient age at
surgery was 51 + 11years (range, 2783 years). The mean size of tumors was 3.9 + 3.1 cm and

forty-four percent of the patients showed metastasis at the time of diagnosis.

Cell culture and treatment

The human breast cancer cell lines (S1 Table) were generously provided by Dr. R. Rimokh (CRCL,
Lyon) and grown in different cell culture media as described [33]. The mammary epithelial cell line
MCF10A was obtained from American Type Culture Collection and MCF10A cells infected with
LXSN-K-RasV12 or an empty vector [34] were provided by Dr BH Park (Baltimore, MD, USA).
Primary human mammary epithelial cells (HMEC) infected with a retrovirus carrying hTERT, H-
Ras-V12 Ras and SV40 large T antigen were provided by Dr RA Weinberg (Cambridge, MA,
USA) [35]. HMECs immortalized by hTERT and Ras were designated HMEC-TR. HMECs
immortalized by SV40 large T, hTERT and Ras were designated HMEC-LTR. The human
mammary epithelial cells (MCF10A) were cultured in (1:1) DMEM:F12 medium supplemented
with 5% horse serum, 100 ng/ml cholera toxin, 20 ng/ml EGF, 500 ng/ml hydrocortisone, and 10
pg/ml insulin. Epithelial mesenchymal cell transition was induced by treatment with recombinant
TGF-B1 (Peprotech, France) at 5 ng/ml. The expression vectors for GFP-ADAMI12L, ADAMI12S
and the protease inactive mutant ADAMI12L-E351Q, were a gift from Dr. U. Wewer (Biotech
Research & Innovation Centre (BRIC), University of Copenhagen). To generate lentiviral
constructs, full length GFP-ADAM12L was subcloned into the pLVX-Puro vector (Clontech) and

ADAMI2L-E351Q and ADAM12S were subcloned into the pPLVX-AcGFP1-N1 vector (Clontech).
5



132 To produce viral particles, HEK293T cells were transfected with lentiviral constructs and the
133 packaging vectors pMD2.G and psPAX2 using calcium phosphate transfection. At 48 hours after
134  transfection, supernatant containing lentiviruses were collected and centrifugated at 130000g for 2h
135 at 4°C on a 20% sucrose cushion to concentrate viruses. MCF10A cells were incubated with
136  lentiviral particles for 48h and next selected and maintained in medium supplemented with 2pg/ml
137  puromycin. Cytofluorimetric methods were used to enrich in positive cells before all experiments.
138  For ADAMI12 knockdown, MCF10A cells were incubated with GIPZ Lentiviral shADAMI12
139  Transduction Particles (VGHS5518 from Fisher Scientific, France) or with non-targeting shRNA
140  control particles according to the manufacturer”s instructions. When indicated, cells were treated
141 with TPR1inhibitor, SB431542 (10uM), ERK/MEK inhibitor U0126 (10 uM) and PI3K inhibitor,
142 Wortmannin (10 pM).

143

144 Relative quantification of mRNA

145  Real-time quantitative PCR (RT-qPCR) was performed using the fluorescent dye SYBR Green
146  methodology with the SybrTM Green I qPCRTM Core Kit (Eurogentec, Seraing, Belgium) and the
147 ABI Prism 7700 (Perkin-Elmer, Foster city, CA, USA. The sequences of primer pairs are described
148  in Table 1.

149

150  Table 1: List of oligonucleotide primer pairs used in real time RT-PCR

151
Name Sense Anti-sense
ADAMI12L |CAC CAT TGA AAA ACT AAG GTG TGT |GAG CCT GAC AGG GTT GGA AG
ADAM12S |[CTG GGC ACC TCC CTT CTG TGC TTC TGC TTG CCG GA
Vimentin |[CCA AACTTT TCC TCC CTG AACC GTG ATG CTG AGA AGT TTC GTT GA
N-cadherin [GTG CAT GAA GGA CAG CCT ATG CCA TCT TCA TCC ACCTT
[E-cadherin |[GTC ATC CAA CGG GAA TGC A TGA TCG GTT ACC GTG ATC AAA A
TGF-p TGC GCT TGA GAT CTT CAA ACA GGG CTA GTC GCA CAG ACCTC
Twist GCA AGA TTC AGA CCC TCA AGC CTC CAT CCT CCA GAC CGA GA
IFibronectin GAA GAG CGA GCC CCT GAT GGG GTC TTT TGA ACT GTG GA




152

153

154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172

173

174
175
176
177

B-catenin AA ATG GCA GTG CGTTTA G TTT GAA GGC AGT CTG TCG TA
18S GC CGC TAG AGG TGA AAT TC TTG GCA AAT GCT TTC GCT C

Western blotting

Cells lysates were subjected to SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and transferred to
nitrocellulose membranes (GE Healthcare, UK). The membranes were incubated for 1 hour in Tris-
buffered saline containing 0.1% Tween 20 and 5% non-fat dry milk and incubated overnight with
primary antibodies. The bound antibodies were visualized using horseradish peroxidase-conjugated
antibodies against rabbit or mouse IgGs (DAKO, Les Ulis, France) using an enhanced
chemiluminescence system (Millipore, Billerica, MA, USA). Antibodies were; ADAMI2
polyclonal antibody from Sigma-Aldrich. Anti-a-phospho-p38 (Thr180/Tyr182), anti-p38 MAPK,
anti-Smad2 (86F7); anti-phospho-Smad2 (Ser465/467), anti-Smad3, anti-phospho-Smad3
(Ser423/425), anti-phospho-Akt (Ser473) (D9E), anti-Akt (C67E7), anti-phospho-ERK1/2
(T202/Y204) (E10), anti-ERK1/2 (137F5), anti-phospho-JNK (Thr183/Thr185) (G9), E-cadherin
(24E10), N-cadherin, anti-cleaved caspase 3 (Aspl75) (5A1E) and anti-Bid were from Cell
Signaling (Saint Quentin en Yvelines, France). Anti-actin and anti-JNK were from Santa Cruz
Biotechnology (CA, USA). Anti-vimentin (V9) was from Dako. ADAMI2 enrichment from
MCFI10A cell lysates was performed using affinity chromatography on a HiTrap Con A column.
Briefly protein extracts were homogenized in binding buffer (20 mM Tris-HCL, pH 7.5, 500 mM
NaCl, 0.05% Chaps). After several washes with the binding buffer, proteins were eluted with 20
mM Tris-HCI1 (pH 7.5), 500 mM NacCl, 0.2% Chaps and 0.5 M methyl a-D-mannopyranoside.

Densitometry analyses were performed with ImageJ software.

Immunostaining and imaging

To detect actin, E-cadherin and vimentin in MCF10A, cells were fixed with 4% paraformaldehyde
for 15min and permeabilized with 0.1% Triton X-100 in PBS before incubation with rabbit E-
cadherin antibody (Cell Signaling) followed by alexa 555-conjugated anti-rabbit (Cell Signaling),
vimentin antibody (Dako) followed by alexa 555-conjugated anti-mouse (Cell Signaling) or
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rhodamine-phalloidin (Interchim, Montlugon, France). The slides were washed, mounted and

viewed using an automated LEICA DMRXA2 microscope.

Cell Proliferation

MTT assay was used to measure cell proliferation and survival. Briefly, cell numbers were
investigated by incubating cells with MTT for 2 h. The resultant formazan was dissolved in DMSO,
and absorbance was measured at 550 nm on Spectramax microplate reader (Molecular Devices,

Wokingham, UK).

Migration assay

For Wound Healing assays, the confluent monolayer was scratched using a pipette tip and incubated
with 2.5 pg/ml mitomycin without serum and images were captured using an automated LEICA
DMRXAZ2 microscope at the indicated times. For Boyden chambers assays (Millipore, Molsheim,
France), epithelial cells (3 x 10° cells per chamber) were added to the top chamber in low serum
(1%)-containing medium. The bottom chamber was filled with low serum (1%)-containing medium.
Cells were cultured for 24 h at 37 °C. To quantify migration, cells were mechanically removed from
the top side of the membrane using a cotton-tipped swab, and migrating cells from the reverse side
were fixed with methanol and stained with Giemsa. For each experiment, five representative
pictures were taken for each insert, then cells were lysed and absorbance at 560 nm correlated to the

amount of Giemsa stain was measured.

Soft agarose colony formation assay

Anchorage-independent cell growth was determined by analyzing colony formation of cells in soft
agar. Cells (1 x 10*) were resuspended in 1 ml of top agar (MCF10A media containing 0.35%
Noble agar (USB Corp., Cleveland, OH) warmed to 40 °C). The cell suspension was layered onto 1
ml of set bottom agar (MCF10A media containing 0.5% Noble agar) in a 6-well plate. One milliliter
of medium was added on the top agar and changed once per week to compensate for evaporation.

Colonies greater than 100 cells were scored after 4 weeks.



207 Viability assay

208  For cytotoxicity assays, cells (2.5x10%) were seeded in 96-well plates. Cells were treated with
209 cisplatin or FasL for the indicated time and cell viability was determined by the MTT assay.
210  Absorbance was measured at 550nm on Spectramax microplate reader (Molecular Devices,
211  Wokingham, UK), and percentage of viability was calculated as the absorbance ratio of treated to
212 untreated cells.

213
214 Caspase-3/7 activity

215  For cisplatin and FasL-induced toxicity experiments, caspase-3/7 activity was measured using
216  ,,SensoLyte Homogeneous AMC Caspase-3/7 Assay™ kit (Anaspec, Le-Perray-en-Yvelines,
217  France) following manufacturer's instructions. Briefly, cells were incubated with the caspases-
218  3/7 substrate Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4-methylcoumarin (DEVD-AMC) for 1h at 37°C and
219  cleavage of the substrate AMC by caspases was measured by spectrofluorometry (Molecular
220  Devices) at 380/440nm (ex/em). Results were expressed as Vmax.

221
222 Bioinformatic tool and database

223 Gene array data were extracted from the genomics data repository, Gene Expression Omnibus
224 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). Text mining analysis was performed using CoPub tool
225  (http://services.nbic.nl/copub?).

226
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Results

ADAMI12 is associated with the expression of mesenchymal markers

in breast cancer cell lines and human breast tumors.

To evaluate the putative implication of ADAMI12 in EMT, we first performed in silico analyses
using transcriptional data previously reported for breast cancer cell lines [36,37]. Cell lines have
been shown to cluster into basal-like and luminal expression subsets and the basal-like cell lines
resolved into two distinctive clusters, Basal A and Basal B. [38]. Because Basal B cells have a
mesenchymal-like appearance while Basal A cells exhibit luminal-like morphology, we searched
for genes differentially expressed between Basal B cell lines and the more differentiated Luminal
and Basal A cell lines. For that purpose, microarray data were extracted from Gene Expression
Omnibus (GEO) database repository and we performed new analyses using SAM (Significance
Analysis of Microarrays) tool. As detailed in S2 Table, we identified 665 genes overexpressed in
Basal B cells including ADAM12 and EMT-associated genes such as CDH2, SNAI2 and VIM. To
further characterize the relationships between these genes, we performed a text mining analysis of
the 100 most statistically significant genes to build clusters of co-cited genes. As shown in Fig. 1A,
ADAMI12 is linked with several members of TGF-B signaling such as TGFBI1 itself, the receptor
TGFBR2 and the antagonizing protein FSTL3 but also with the metalloproteases MMP2 and
ADAM19, the N-cadherin (CDH2), the fibroblast activation protein FAP, the actin regulatory
protein CAPG and a member of the hyaluronan-binding protein family, TNFAIP6.

To confirm these data, we performed new RT-PCR experiments on an independent set of 20 breast
cancer cell lines. We observed again a strong correlation between expression of ADAMI12L and
ADAMI12S with expression of N-cadherin (R=0.75 and R=0.64, p<0.001) and vimentin (R=0.58
and R=0.41, p<0.001) but not with that of E-cadherin (Fig. 1B). In agreement with the meta-
analyses, we found increased expression of ADAMI2L and ADAMI2S in Basal B cell lines
compared with Luminal/BasalA cell lines. To further validate the association of ADAMI2
expression with EMT, we used primary human mammary epithelial cells (HMECs), immortalized
by hTERT and Ras (HMEC-TR) or by SV40 large T, hTERT and Ras (HMEC-LTR) that we

treated with TGF-B to induce EMT as previously described [39]. We showed again that ADAMI12
10
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expression is highly induced in TGF-B-treated cells with mesenchymal phenotype and this
expression is correlated with vimentin and N-cadherin expression (S1 Fig.).

To investigate the physiological relevance of these observations, we next analyzed the expression of
ADAMI12 in 79 breast tumor samples. Steady-state ADAMI2L and ADAMI2S, N-cadherin,
vimentin, TGF-f and E-cadherin mRNA levels were measured by real-time PCR. As shown in
Fig. 2A, expression of ADAMI2L and ADAMI2S was significantly correlated with that of N-
cadherin (R=0.52 and R=0.44, p<0.001), vimentin (R=0.55 and R=0.70, p<0.001) and TGF-$
(R=0.61 and R=0.46, p<0.001) but not with that of E-cadherin. As previously demonstrated in liver
cancer [6], ADAMI2L and ADAMI12S mRNA levels were highly correlated (R=0.79, p<0.001).
Importantly, the increased expression of ADAMI2L (0.8£0.9 versus 1.2+1.1, p<0.05) and
ADAMI2S (0.7£0.9 versus 1£1.3, p<0.05) in breast samples was associated with the presence of
metastases supporting evidences for the involvement of ADAMI12 in human tumor aggressiveness
(Fig. 2B). Together, these data demonstrated that expression of ADAMI12 is correlated with the
expression of EMT markers in breast cancers and confirmed the association of ADAMI2

expression with aggressiveness.

ADAMI12 expression is induced in epithelial cells that undergo TGF-J-
dependent EMT.

To characterize the dynamics of ADAMI12 expression during EMT, we used the non-transformed
human breast mammary epithelial cell line MCF10A. As expected, TGF-f treatment rapidly
induced the expression of the mesenchymal marker vimentin and reduced the expression of the
epithelial marker E-cadherin (Fig. 3A). ADAMI12 which is not expressed in epithelial cells at the
basal state (time 0) is detected at 48 hours and significantly increased 96 hours after the onset of
TGF-f stimulation. Western blotting identified expression of a 110kDa band corresponding to the
ADAMI12L preform, the mature form being undetectable in these conditions. As control, epithelial
cells treated with the TPRI inhibitor, SB431542 did not show mesenchymal transition and
ADAMI2L expression. Using immunofluorescence experiments, we confirmed decrease of E-

cadherin, increase of vimentin staining and actin fibers formation after TGFf treatment (S2 Fig.).
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To confirm the association of ADAMI12L expression with EMT in mammary epithelial MCF10A
cells, we showed that Kras-transformed MCFI10A cells which display EMT phenotype highly
expressed ADAMI2L (Fig. 3B). Because TGF-B-induced EMT has been associated with changes in
TGF-B-signaling pathways [40], we next analyzed Smad-dependent and Smad-independent
pathways in our model. As shown in Fig. 3C, TGF-f treatment induced both the Smad-dependent
pathway characterized by the phosphorylation of Smad2 and the Smad-independent pathways
characterized by the phosphorylation of Akt and p38 MAPK. Our results demonstrate that the
expression of ADAMI12L is induced in non-malignant breast epithelial cells stimulated by TGF-3
suggesting that ADAM12L is a new marker for TGF-B-dependent EMT.

Overexpression of ADAMI2L induces mesenchymal phenotype in

MCF10A mammary epithelial cells.
To explore the role of ADAMI12L in EMT, we exogenously expressed GFP-ADAMI12L C-terminal

fusion protein in MCF10A cells using a lentiviral expression system. As illustrated in Fig. 4A and
4B, enforced expression of ADAMI2L in MCF10A cells triggered cellular morphologic changes.
ADAMI12L-overexpressing MCF10A cells exhibited a spindle shape, fibroblast-like phenotype
with accumulation of stress fibers and loss of cell-cell contact assessed by dramatic reduction of E-
cadherin and increased vimentin immunostaining. By contrast, MCF10A control cells retained an
epithelial phenotype that include rounded-shaped cells, high E-cadherin and low vimentin labeling,
cortical staining of actin and cell-cell contacts. To investigate the induction of EMT transcriptional
program in ADAMI12L-overexpressing MCF10A cells, we performed gene expression analyses.
We showed a decrease in mRNA levels of the epithelial markers that include E-cadherin and [3-
catenin and an increase in mRNA levels of mesenchymal markers that include N-cadherin,
vimentin, fibronectin and the transcriptional repressors Zebl and Twist (Fig. 4C). These results
were confirmed by western blotting, showing that E-cadherin is strongly down-regulated whereas
vimentin is up-regulated in ADAMI12L-overexpressing MCF10A (Fig. 4D). Importantly, silencing
ADAMI12 expression in ADAMI12L-overexpressing MCF10A reverse the expression of the
epithelial marker, E-cadherin (Fig. 4E and 4F).
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Because we have previously shown that ADAMI12 overexpression modulates Smad-dependent
TGF-B and PI3K/Akt pathways [22,24], we investigated the activation of signaling pathways in
ADAMI12L-overexpressing MCF10A cells. As illustrated in Fig. 4G, ADAMI2L-overexpressing
cells showed significant increase amount of phosphorylated forms of Smad3 (*****5"*>*p_Smad3),
Akt (*™P-Akt) and ERK ("™2°*TY2%p_ERK), while phosphorylation of Smad2 (5*¢¥Se#67p.
Smad2), p38 (M18TI82p_538) and INK (T83¥TI85p_JNK) was not significantly modified (not
shown). Interestingly the increase in Smad3 phosphorylation was always more pronounced than for
Smad2 suggesting that the effect of ADAMI2L is more likely Smad3-specific. In accordance with
this, Smad3 but not Smad2 has been shown critical to induce TGF--mediated EMT [41,42]. Note
that the expression of both immature (137 kDa) and activated (117 kDa) GFP-ADAMI12L forms
was detected in ADAM12L-overexpressing MCF10A cells suggesting that the maturation process is

functional in these cells.

ADAMI12L-induced EMT is independent of its catalytic activity but

requires its cytoplasmic tail.

To further explore the molecular mechanisms underlying this novel modulation of EMT by
ADAMI2L, we next compared MCF10A cells which exogenously expressed either ADAMI12L or
the catalytically deficient ADAM12-E351Q mutant or the short ADAMI12S form. As illustrated in
Fig. 5A, the catalytically deficient ADAM12-E351Q mutant induced a mesenchymal phenotype to
an extent similar to that of wild-type ADAMI12L suggesting that proteolytic activity of ADAMI2L
is not required for EMT induction. In contrast, ADAMI12S-overexpressing MCF10A cells retained
an epithelial phenotype demonstrating that ADAMI2L is specifically involved in EMT. To validate
these observations, we next quantified the amount of the epithelial marker E-cadherin and the
mesenchymal marker vimentin. In accordance with the mesenchymal phenotype, we found a
significant increased expression of vimentin and a decreased expression of E-cadherin in
ADAMI2L- and ADAMI12-E351Q mutant-overexpressing cells (Fig. 5B). In contrast, E-cadherin
and vimentin expression in ADAMI12S-overexpressing cells was similar to that of control cells
demonstrating the differential role of the two forms of ADAMI2. To further investigate the

mechanisms involved in ADAMI2L-induced EMT, we generated MCF10A cells overexpressing
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cytoplasmic domain deletion mutant (ADAM12L-Acyto). As shown in Fig. 6, the cytoplasmic tail
is required for the ADAMI12L-induced EMT since overexpression of the deletion mutant failed to
induce a mesenchymal phenotype but retained high cadherin expression and cell-cell contacts. As

previously reported, ADAMI2L-Acyto is targeted to the cell membrane [43].

Overexpression of ADAMI12L induces chemoresistance.

Because EMT phenotype has been associated with chemoresistance, we investigated the effects of
cisplatin on ADAMI12L-overexpressing cells. As shown in Fig. 7A, ADAMI2L overexpression
confers resistance to cisplatin-induced death. This effect is correlated with a decrease in caspase 3/7
activity. In accordance with these results, we showed that ADAMI12L-overexpressing cells are
protected against FasL-induced apoptosis supporting the implication of ADAMI2L in death
resistance (Fig. 7B). As expected, ADAMI2LACyto- and ADAM12S-overexpressing cells did not
show significant resistance to cisplatin while ADAMI12L-E351Q-overexpressing cells are
chemoresistant to a similar extend that of ADAMI12L-overexpressing cells (Fig. 7C). This effect of
ADAMI2L is specific of the non-cancerous human breast epithelial cell line MCF10A since
overexpression of ADAMI12L in MCF7, MDA-MB231 and MDA-MB436 cells did not induce
cisplatin chemoresistance (S3A Fig.). Accordingly, overexpression of ADAMI2L in these breast
cancer cell lines did not modify E-cadherin and vimentin expression (S3B Fig.).

Together, these results demonstrate that expression of ADAMI2L in the non-malignant breast
epithelial cell line MCFI0A induces a mesenchymal phenotype linked to the acquisition of
chemoresistance. Of note, these effects are associated with a decrease in cell proliferation without

changes in migration and invasion (S4 Fig.).

ADAMI12L expression contributes to EMT through TGF-B receptor-
dependent and independent pathways

Because ADAMI2L expression is induced during TGF-B-induced EMT (Fig. 3) and because
ADAMI12L overexpression is sufficient to induce EMT (Fig. 4), we next investigated the overlaps
between TGF-B and ADAMI2L effects in promoting EMT. For that purpose, we compared the

effect of TGF-f treatment of ADAMI12L-overexpressing MCF10A cells with that of control cells.
14



370
371
372
373
374
375
376
377
378
379
380
381
382
383
384
385
386
387
388
389
390
391
392
393
394
395
396
397
398
399
400

As illustrated in Fig. 8A, we observed a stronger decrease in E-cadherin and a higher increase in
vimentin expression in ADAMI12L-overexpressing cells compared to control cells. This effect is
sensitive to the concentration of TGF-B for E-cadherin expression while the amount of vimentin
between ADAMI12L-overexpressing cells and controls differed only for weak TGF- concentration
since TGF- treatment rapidly saturated the induction of vimentin (Fig. 8B). These data
demonstrate that the presence of ADAMI2L in epithelial MCF10A cells enhances the effect of
TGF-B in inducing EMT phenotype. Note that blocking TGF-B-dependent induction of endogenous
ADAMI12L expression in MCF10A slightly but not significantly prevent the E-cadherin decrease
and vimentin increase upon TGF-f stimulation (S5A-B Fig.). In addition, inhibiting ADAMI12
expression in MDA-MB231 and MDA-MB436 mesenchymal cells that express endogenous
ADAMI12 did not reverse their mesenchymal phenotype (S5C Fig.). Together these data suggest
that ADAM12L contributes but is not essential to TGF-B-induced EMT in cultured MCF10A cells.
In order to further evaluate the overlap between ADAMI2L and TGF- effects, we investigated
whether the inhibition of TGF- signaling decreased EMT phenotype induced by ADAMI12L. For
that purpose, cells were treated with a selective inhibitor of TGFR1 (SB431542) that blocks the
initialization of TGF-p dependent signaling pathways at the receptor level. As shown in Fig. 9A,
SB431542 treatment of ADAMI2L-overexpressing cells induced a significant increase in E-
cadherin expression (2 + 0.2 fold, p<0.05) and a slight decrease in vimentin expression (0.74 £+ 0.1
fold, p<0.05) suggesting that inhibition of TGF-f receptors partially restored the epithelial
phenotype. The efficiency of SB431542 treatment was shown by the decrease in Smad2
phosphorylation. Because expression of ADAMI2L is associated with changes of Smad-
independent signaling pathways (Fig. 4G), we investigated the effects of ERK and PI3K inhibitors
on ADAMI12L-induced mesenchymal phenotype. ADAMI12L-overexpressing MCF10A cells were
incubated with either a highly selective inhibitor of MEK/ERK kinases, U0126 or the specific
inhibitor of phosphoinositide 3-kinase (PI3K), Wortmannin. As shown in Fig. 9B and S6 Fig.,
U0126 treatment induced a dramatic decrease in vimentin and N-cadherin and an increase in E-
cadherin. Unlike U0126, treatments with Wortmannin did not reverse EMT phenotype in
ADAMI12L-overexpressing cells (Fig. 9C and S6 Fig.). Together, these results provide strong
evidence for the implication of TGFBR and MEK/ERK-dependent pathways in ADAM12L-induced
mesenchymal phenotype.
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Discussion

Epithelial mesenchymal transition is a complex cell-biological program whereby epithelial tumor
cells loose polarity and cell-cell adhesion to acquire mesenchymal phenotype. Using transcriptomic
data from a large panel of breast cancer cell lines, we demonstrated that ADAM12 clustered with
EMT gene signature suggesting that ADAMI12 is a component of EMT protein networks. We
further showed that expression of ADAMI2 is correlated with expression of EMT markers in
human breast cancer samples and the presence of metastases. The association of ADAMI12 with
breast cancer aggressiveness is in accordance with the induction of metastasis in vivo by ADAM12-
overexpressing breast cell lines [3,15] and the association of ADAMI12 with metastases in triple-
negative breast cancer [44]. Additionally ADAMI12 expression has been recently identified in
transcriptomic data from claudin-low tumors [45] which have been previously associated with EMT

core signature [46]. Together these studies point out ADAMI12 as a new EMT marker.

ADAMI12 is associated with TGF-p dependent EMT.

ADAMI12 has been identified as a regulator of mesenchymal cell differentiation while its
expression has been mainly associated with cancer epithelial cells suggesting that increased
ADAMI12 expression in tumor cells is associated with dedifferentiation of epithelial cells towards
mesenchymal phenotype. This point was clearly demonstrated by our results showing that treatment
of the non-malignant breast epithelial cell line MCF10A with TGF-$ induced EMT and ADAMI12
expression. In support of this, ADAM]12 expression has been identified as a gene primarily induced
in MCF10A cells silenced for TIF1y, a negative regulator of TGF-B transcriptional activity, and
characterized by EMT phenotype [47]. Similarly, down-regulation of SnoN, a negative regulator of
TGF-f signaling, has been shown to enhance both EMT in lung and breast cancer cells [48] and
TGF-B-induced expression of ADAMI12 [49]. Interestingly, there is a direct relationship between
ADAMI12 expression and cell differentiation processes regulated by TGF-B. On one hand, TGF-
inhibits mesenchymal cell differentiation promoting progenitor cells proliferation and ADAMI?2 is
mainly associated with undifferentiated proliferative state of mesenchymal cells such as

chondrocytes [50], adipocytes [51], myoblasts [52] and osteoblasts [53]. On the other hand, TGF-3
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acts as a major inducer of EMT and we now demonstrate that TGF-B-induced ADAMI12L
expression in epithelial cells is correlated with EMT process. Of note, EMT is associated with the
gain of epithelial stem-cell properties [54] and recent findings demonstrated functional association
of ADAMI12 with TGF-B-dependent stem cell differentiation [55] and identified ADAMI2 as a
marker of embryonic stem cells [56] thereby suggesting that ADAMI2 might be an important

player in stem cell differentiation.

The long but not the short ADAM12 form induces mesenchymal
phenotype.

A major finding in the present study is the demonstration that ADAMI2L expression in non-
malignant human breast epithelial cell line MCF10A induces phenotypical changes associated with
EMT that include loss of cell-cell contact, accumulation of stress fibers and increased expression of
specific markers. Importantly we further demonstrate that ADAMI12L expression in epithelial cells
confers chemoresistance, a known feature of mesenchymal cells. Unlike ADAMI2L, the
overexpression of ADAMI12S does not induce changes in epithelial phenotype. These data are in
accordance with the differences previously reported between the long and short forms. ADAMI12L
but not ADAMI12S transcripts were found overexpressed in human non-small-cell lung carcinomas
[11] and inversely associated with survival rate in lung adenocarcinoma patients [57]. In human
breast cancer, ADAMI2L expression has been found higher in early-stage of tumorigenesis, both
isoforms being induced in late-stage diseases [15]. Similarly, we show that expression of
ADAMI2L but not ADAMI2S is induced within 48 hours in MCF10A stimulated by TGF-B
supporting the hypothesis that ADAMI12L is an earlier marker of tumor development. However,
ADAMI12L over-expression does not affect cell motility and does not induced proliferation of
normal epithelial cell lines. Absence of changes in motility have been similarly reported in MCF7
breast cell line [15] and lung cancer cell lines [58] and no proliferation was reported in normal
breast epithelial [59]. By contrast, ADAMI2L overexpression has been shown to promote
proliferation of bronchial epithelial immortalized cells [60] and small cell lung carcinoma cell lines

[58] suggesting that the effect of ADAMI12L depends on the differentiation state of cells.
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Cooperative effect of ADAMI12L and TGF-P signaling pathways in
EMT.

The functional mechanism associating ADAM12 and TGF-f signaling is supported by our previous
work showing that ADAM12 interacts with TBRII which recruits TBRI to induce TGF-f signaling
pathways [24]. Numerous ADAMI2 interacting proteins are required for TGF-B signaling-
dependent EMT such as ILK, ITGBI, PIK3R1, Grb2, and Src. Here, we demonstrate for the first
time that ADAMI12L expression in MCF10A cells results in both phosphorylation of Smad3 and
ERK, two key proteins involved in TGF-B-mediated EMT[42][61]. Together our data support
evidence for the involvement of ADAMI12 in activation of pathways similar to that induced by
TGF-B. In accordance with this hypothesis, we demonstrate that specific inhibitors of TPR1
(SB431542) and MEK/ERK pathway (U0126) can reverse ADAMI2L-induced EMT suggesting
that ADAMI2L acts through the TGF-f receptor and involves ERK pathway in absence of TGF-3
ligand. An interesting point is that the effects of ADAMI12L and TGF-p ligand are additive thereby
providing evidences for a cooperative role of ADAMI2L during the course of TGF-B-induced
EMT. Because ADAMI12 expression is induced by TGF- [6][62] and that activation of signaling
pathways occurs independently of TGF-B stimulation in ADAMI2L-overexpressing cells,
ADAMI2L could induce ligand-independent activation of TGF-P receptors-dependent pathways.
Similarly, changes of ADAM12-overexpressing cells toward mesenchymal-like phenotype could be
associated with secretion of new potential ligands for TGF-B receptors. In support of this
hypothesis, type I collagen which is produced by numerous mesenchymal cells and which regulates
ADAMI2 translocation to the membrane [26] has been shown to activates EMT through Smad3-
dependent pathways in absence of TGF-3 stimulation [63].

To conclude, our present study establishes ADAMI12 as a new EMT marker in human breast
cancers. Importantly, expression of ADAMI12L in non-malignant breast epithelial cells promotes
EMT through TGF-f receptor-dependent pathways involving ERK phosphorylation. These findings
support new functions for ADAMI12L in cancer acting as a signaling molecule that contributes to

the complexity of TGF-f signaling pathways in EMT process.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1. ADAMI12 is associated with mesenchymal-like phenotype of Basal-B cell lines. Based on
gene expression data of breast cell lines (n=51) from Neve et al.[36] and Kao et al.[37], statistical
analyses identified 635 overexpressed genes in Basal-B cell lines compared with Luminal and
Basal-A cells (Detailed in S2 Table). (A) Text mining analysis of the 100 most statistically
significant upregulated genes in Basal-B cell lines using CoPub tool. Nodes represent genes and
edges represent co-citation in abstract. Black lines indicate ADAMI12 connections. (B) Spearman
correlation analyses of steady-state ADAMI2L, ADAMI12S, vimentin, E-cadherin and N-cadherin
mRNA levels (Top). Comparative distribution of mRNA levels of ADAMI12, vimentin, E-cadherin,
N-cadherin and TGF-$ between Lum/Basal-A and Basal B cell lines (Bottom). (***,p<0.001 ;
** p<0.01 ; *, p<0.005).

Fig. 2. Expression of ADAM12 in human breast cancer biopsies (n=79). ADAMI2 expression is
correlated with mesenchymal markers (A) and the presence of metastases (B). Total RNA was
extracted from breast tissue samples and the steady-state ADAMI2L and ADAM12S, N-cadherin,
vimentin, TGF-B and E-cadherin mRNA levels were measured by real-time PCR. (A) Spearman
correlation analyses of steady-state ADAM12L, ADAMI12S, vimentin, E-cadherin, N-cadherin and
TGF-f mRNA levels. (B) Comparative analysis of ADAMI12L, ADAMI2S and vimentin mRNA
levels in breast samples from patients without (-) and with (+) metastases. (*, p<0.05; **,p<0.01

5% 5<0.001).

Fig. 3. ADAMI12 expression is induced in breast epithelial cell line treated with TGF-f. (A),
MCF10A cells were stimulated with TGF- (5ng/ml) for 24, 48 and 96 hours and control cells were
incubated with the type I TGF-B receptor inhibitor, SB431542 (10 uM). Concanavalin A-
immobilized magnetic nanoparticles were used for selective enrichment of glycoproteins including
ADAMI2. The levels of vimentin, E-cadherin and ADAMI12 were determined by western blot
analyses. Top, representative western blots. Bottom, densitometric analyses of protein amounts in
cells. Results are expressed as mean+SD from 3 independent experiments (*, p<0.05). (B) Western
blot analyses of protein extracts from MCF10A and K-RAS transformed MCF10A epithelial cells
25



723
724
725
726
727
728
729
730
731
732
733
734
735
736
737
738
739
740
741
742
743
744
745
746
747
748
749
750
751
752

cultured for 48h. (C) Cells were stimulated with TGF-$ (5ng/ml) for 24, 48 and 96 hours and levels
of phosphorylated Ser465/Ser467P-Smad2, Ser473P-Ak and Thr180/Tyr182P-p38 were determined
by western blot analysis. Immunoblots for ADAMI2 and actin are shown as controls. Top,
representative western blots. Bottom, densitometric analyses of protein amounts in cells. Results are

expressed as mean+SD from 3 independent experiments (*, p<0.05).

Fig. 4. Overexpression of ADAMI2L in MCF10A breast epithelial cells induces a
mesenchymal phenotype. MCF10A cells were infected with lentiviruses expressing either GFP-
ADAMI2L fusion protein (ADAMI2L) or the control protein GFP (Control). After antibiotic
selection, cells were further enriched using flow cytometry and cultured for 48 hours. (A) Bright
field pictures were captured to show cell morphology. (B) Cells were fixed and immunostained for
E-cadherin, vimentin or stained with rhodamine-conjugated phalloidin to monitor actin stress fibers
cytoskeletal actin. (C) Real-time PCR analyses of epithelial (E-cadherin and [B-catenin) and
mesenchymal (N-cadherin, vimentin, Zebl, fibronectin and Twist) markers. Results are expressed
as fold changes in ADAMI12L-overexpressing cells compared with control cells. (D) Western blot
analyses of E-cadherin and vimentin in ADAMI12L-overexpressing cells. (E and F) ADAM12-
overexpressing MCF10A cells were transfected with 100 nM non-targeted siRNA (siControl) or
ADAMI2 siRNA (siADAM]12). After 48 hours, E-cadherin expression was analyzed by Western
blotting (E). The efficiency and specificity of RNA interference in cell extracts was confirmed by
ADAMI12 blots (F). (G) Western blot analyses of phosphorylated Ser465/Ser467P-Smad2,
Ser423/Ser425P-Smad3,  Ser473P-Ak, Thr202/Tyr204P-ERK,  Thr180/Tyr182P-p38 and
Thr183/Thr185P-JNK in ADAMI12L-overexpressing cells and control cells, 48 hours post-seeding.
Immunoblots for ADAM12L and HSC-70 are shown as control. Left, representative western blots.
Right, densitometric analyses of protein amounts in cells. Results are expressed as mean+SD from 3

independent experiments (*, p<0.05; **, p<0.01).

Fig. 5. ADAMI12-dependent EMT does not require catalytic activity and is specific of

ADAMI12L. MCF10A cells were infected with lentiviruses expressing either the fusion proteins

GFP-ADAMI12L, GFP-ADAM12-E351Q, GFP-ADAMI2S or the control protein GFP (Control).

After antibiotic selection, cells were further enriched using flow cytometry and cultured for 48
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hours. (A) Bright field pictures were captured to show cell morphology. Cells were fixed and
immunostained for E-cadherin or stained with rhodamine-conjugated phalloidin to monitor actin
stress fibers cytoskeletal actin. (B) The levels of vimentin and E-cadherin were determined by
western blot analyses. Left, representative western blots. Immunoblots for ADAM12L, ADAMI12S
and HSC-70 are shown as control. Right, densitometric analysis of protein amounts. Results are

expressed as mean+SD from 6 independent experiments (*, p<0.05; **, p<0.01).

Fig. 6. The cytoplasmic tail is required for ADAMI12L-induced EMT. MCF10A cells were
infected with lentiviruses expressing either the fusion proteins GFP-ADAMI12L, the cytoplasmic
domain deletion mutant (GFP-ADAMI12L-Acyto) or the control protein GFP (Control). After
antibiotic selection, cells were further enriched using flow cytometry and cultured for 48 hours. (A)
Cells were fixed and immunostained for E-cadherin (B) The levels of vimentin and E-cadherin were
determined by western blot analyses. Left, representative western blots. Immunoblots for ADAM12
and HSC-70 are shown as control. Right, densitometric analysis of protein amounts. Results are

expressed as mean+SD from 3 independent experiments (*, p<0.05).

Fig 7. Overexpression of ADAM12L induces chemoresistance in MCF10A cells. (A) Cisplatin-
induced apoptosis is analyzed by quantification of cell viability and caspase 3/7 activity. Dose
effects are measured after 24h of treatment and kinetic effects are measured with a dose of 20pg/ml.
(B) Fas-L induced apoptosis is analyzed by quantification of cell viability and caspase 3/7 activity.
Dose effects are measured after 24h of treatment and kinetic effects are measured with a dose of
75 ng/ml. All results are expressed as the mean £SD from four independent experiments (*, p<0.05;
** p<0.01). (C) Comparative analysis of cell viability between MCFI10A cells overexpressing
either ADAMI2L, ADAMI2L-E315Q, ADAMI12L-Acyto or ADAMI12S compared with control
cells after 24H of cisplatin treatment with a dose of 20ug/ml.

Fig. 8. ADAMI12L expression facilitates TGF-p-dependent EMT. MCF10A overexpressing GFP-
ADAMI12L or GFP (control) were treated with TGF-B for indicated period of time (A) and for
increasing concentrations of TGF- (B). Dose effects are measured after 96h of treatment and

kinetic effects are measured with a dose of 5Sng/ml. The expression of vimentin and E-cadherin
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were analyzed by western blot and quantified by densitometry. Top, Results are expressed as ratio
of protein expression in GFP-ADAMI12L-overexpressing cells to control cells (mean+SD) from

four independent experiments (*, p<0.05; **, p<0.01). Bottom, representative western blots.

Fig. 9. Inhibition of TPRI or ERK-MAPK reverses ADAMI12L-induced mesenchymal
phenotype. MCF10A cells overexpressing GFP-ADAMI12 were treated (+) or not (-) with (A) the
selective inhibitor of TGFBRI, SB431542 (10uM), (B) a highly selective inhibitor of both MEK1
and MEK?2, U0126 (10uM), and (C) the PI3K inhibitor, Wortmannin (10uM) for 72 hours. The
expression of vimentin and E-cadherin was analyzed by western blot and quantified by
densitometry. Data are expressed as mean+SD from four independent experiments (*, p<0.05; **,

p<0.01).

SUPPORTING INFORMATION

S1 Fig. ADAMI12 expression is induced in TGF-B treated immortalized HMEC. Primary
human mammary epithelial cells (HMEC) infected with a retrovirus carrying hTERT, H-Ras-V12
Ras and SV40 large T antigen were kindly provided by Dr RA Weinberg (Cambridge, MA,
USA) (37). HMECs immortalized by hTERT and Ras were designated HMEC-TR. HMECs
immortalized by SV40 large T, hTERT and Ras were designated HMEC-LTR. Cells were treated
with 10ng/ml recombinant TGF-B for 15 days. Total RNA was extracted and the steady-state
ADAMI12L and ADAM12S, N-cadherin, vimentin, TGF-3 were measured by real-time PCR.

S2 Fig. TGF- induces EMT in MCF10A cells. MCF10A cells were treated with TGF-p and
fixed at indicated times. Cells were immunostained for E-cadherin, vimentin or stained with

rhodamine-conjugated phalloidin to monitor actin stress fibers cytoskeletal actin.

S3 Fig. Overexpression of ADAMI12L in tumoral mammary cell lines did not modify
chemoresistance. (A) Cisplatin-induced apoptosis is analyzed by quantification of cell viability
and caspase 3/7 activity. Dose effects are measured after 24h of treatment and kinetic effects are

measured with a dose of 20ug/ml. Dose effects are measured after 24h of treatment and kinetic
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effects are measured with a dose of 20ug/ml. All results are expressed as the mean =SD from four
independent experiments (*, p<0.05; **, p<0.01). (B) Western blot analyses of E-cadherin and

vimentin in ADAMI12L overexpressing tumor cell lines.

S4 Fig. Overexpression of ADAMI2L does not affect cell migration and reduces cell
proliferation. (A) Control MCF10A or ADAMI2L-overexpressing MCF10A cells were
subjected to a wound healing assay in presence of mitomycin (2.5 pg/ml). The pictures were
taken immediately after incision (0 hour) and at 20 hours after incision using a 10x objective.
The area of wound was quantified using Java's image J software. Left, representative pictures.
Right, quantification of data from four independent experiments. (B) Migration assays in Boyden
chambers. Left, representative pictures. Right, quantification of data from four independent
experiments. (C) Soft agarose colony formation assays. Left, representative pictures. Right,
quantification of data from four independent experiments. (D) Proliferation assays. Control
MCF10A or ADAMI12L-overexpressing MCF10A cells were subjected to MTT assay at 0, 24, 48
and 72h and doubling time was calculated. Results are expressed as the mean +SD from four

independent experiments (**, p<0.01).

S5 Fig. ADAMI12 expression is not essential for TGF-B-induced EMT. (A) Validation of
effects of Lentiviral ShADAMI12 Transduction Particles (1, 2 and 3) in ADAM]12-overexpressing
MCF10A clones (left panel, RT-qPCR). (B) MCF10A clones expressing sh directed against
ADAMI12 (shADAMI12 (1), shADAMI2 (2), shADAMI12 (3) or control sh (shC)) were treated
with TGF-f for 96 hours. E-cadherin and vimentin expression was analyzed by western blots and
the amount of proteins was quantified by densitometry. Results are expressed as the mean £SD of
three independent experiments. (C) Stable and transient transfection of MDA-MB-231 and
MDA-MB-436 cells with sh and siRNA targeting ADAM12, respectively. Expression of vimentin

and E-cadherin was analyzed 48h after seeding using western blots.

S6 Fig. Inhibition of TPRI or ERK-MAPK reverses ADAMI12L-induced mesenchymal
phenotype. MCF10A cells overexpressing GFP-ADAM]12 were treated or not with the selective
inhibitor of TGFBRI, SB431542 (10uM), a highly selective inhibitor of both MEK1 and MEK2,
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U0126 (10uM), and the PI3K inhibitor, Wortmannin (10uM) for 72 hours. Cells were fixed and

immunostained for E-cadherin.

S1 Table. Description of breast cancer cell lines. ER, Estrogen receptor, PR, progesterone

receptor, and Her2, human epidermal growth factor receptor 2.

S2 Table. Common list of genes upregulated in Basal B cell lines compared with Basal A and

Luminal cell lines from Kao et al, 2009 and Neve et al, 2006.
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RESULTATS COMPLEMENTAIRES

Les résultats complémentaires comprennent des informations supplémentaires qui s'inscrivent
dans la continuité de la publication. L'ensemble de ces résultats sera discuté dans la discussion
générale. Ils sont subdivisés en deux parties. La premicre évalue plusieurs hypothéses selon
lesquelles ADAMI12 pourrait fonctionner avec d'autres protéines au niveau des radeaux
lipidiques pour induire 'EMT. La seconde partie est une analyse protéomique des partenaires

d'ADAMI12L, réalisée sur le modele de surexpression MCF10A-ADAMI12L.

I) Relocalisation d'ADAMI12L dans les radeaux lipidiques

1.1) TGFP et radeaux lipidiques

Beaucoup de récepteurs et les molécules de signalisation qui leur sont associées s'organisent
au sein de compartiments membranaires spécifiques appelés "radeaux lipidiques". Ces
radeaux lipidiques sont des domaines membranaires dynamiques enrichis en cholestérol et en
sphingolipides et sont caractérisés par leur densité et leur insolubilité aux détergents non
ioniques.

Les récepteurs au TGF se localisent dans des microdomaines qui contribuent a la dynamique
de signalisation et a sa régulation (Roy and Wrana, 2004). Il est ainsi admis que les récepteurs
sont internalisés dans I’endosome a partir de zones riches en clathrines, optimisant le signal
d’activation des SMADs dans ’endosome précoce alors que 1’extinction de ce signal
s’effectue via les microdomaines de type radeaux lipidiques au sein desquels les récepteurs
colocalisent avec le complexe SMAD7-SMURF2. De facon intéressante, la variabilité des
voies de signalisation induites par le TGFp a été associée a la localisation des récepteurs au
cours de ’EMT. Ainsi, dans des kératinocytes en culture, les voies de signalisation SMAD et
AKT sont induites lorsque le récepteur est localisé dans des microdomaines non radeaux
lipidiques, alors que les voies MAPK p38 et ERK sont activées dans les radeaux lipidiques
(Zuo and Chen, 2009). Dans ce modele, I'inhibition de la voie AKT n'a pas d'effet sur I'EMT
induite par le TGFP mais bloque la migration des cellules. En revanche, 1'inhibition de la voie
ERK ou une perturbation des radeaux lipidiques bloque a la fois 'EMT et la migration induite
par le TGFp. Ainsi, la localisation du récepteur au TGFf dans les radeaux lipidiques est
nécessaire a 'EMT induite par le TGF.

Comme nous l'avons décrit dans l'introduction (chapitre II), la dynamique d'ADAMI12

implique aussi sa relocalisation a la membrane dans des microdomaines membranaires. De
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facon tout a fait intéressante, ADAMI12 a été identifiée dans les radeaux lipidiques de cellules
souches mésenchymateuses dérivées du tissu adipeux (hASCs pour human Adipose Tissue-
derived Mesenchymal Stems Cells) traitées au TGFp, ces hASC se différenciant en cellules
musculaires lisses (SMCs pour Smooth Muscle Cells) (Kim et al., 2012). Par une approche
protéomique haut débit combinée a une analyse ontologique, les auteurs ont identifi¢ 21
protéines différentiellement enrichies dans les radeaux lipidiques apres traitement des cellules
au TGFp comparativement a des cellules non traitées (18 positivement et 3 négativement). La

liste des protéines est détaillée dans le Tableau 2.

Gene Symbole | Log2 ratio Protéine Fonction principale
ADAMI12 6,23 ADAM metallopeptidase domain 12 (meltrin alpha) Adhésion cellulaire
LDLR 4,73 Low density lipoprotein receptor Homéostasie du cholestérol
PKD2 4,44 Polycystic kidney disease 2 Homéostasie du calcium
SDCI 3,58 Syndecan 1 Signalisation
FAS 3,36 Fas (TNF receptor superfamily, member 6) Apoptose
CTNNBI1 2,45 Catenin beta 1 Assemblage des jonctions adhérentes
ADAMI10 2,38 ADAM metallopeptidase domain 10 Signalisation
KIDINS220 2,18 Kinase D-interacting substrate of 220 kDa Activation de ERK
DYSF 1,88 Dysferlin, limb girdle muscular dystrophy 2B Homéostasie du calcium
CD99 1,59 CD99 molecule Adhésion cellulaire
ATP1B1 1,40 ATPase, Na+/K+ transporting, beta 1 polypeptide Métabolisme
NCSTN 1,30 Nicastrin Maturation de protéines
ITGAV 1,03 Integrin, alpha V Angiogenése
CALR 1,02 Calreticulin Homéostasie du calcium
CD47 1,01 CD47 molecule Homéostasie du calcium
RAPIA 1,00 RAPI1A, member of RAS oncogene family Activation de ERK
ADAMI17 0,76 Disintegrin and metalloproteinase 17 Adhésion cellulaire
FLOT1 -0,70 Flotillin-1 Formation des caveolae
FLOT2 -0,33 Flotillin-2 Formation des caveolae
CAV2 -0,99 Caveolin-2 Formation des caveolae
CAV1 -1,64 Caveolin-1 Formation des caveolae

Tableau 2 : Liste des protéines relocalisées dans les radeaux lipidiques en réponse au
TGFB.

Le score est donné en Log2 du ratio entre la quantité d'une protéine présente dans les radeaux
lipidiques de cellules traitées au TGFf pendant 72H par rapport aux cellules non traitées. Les scores
positifs représentent une relocalisation vers les radeaux lipidiques tandis que les scores négatifs
représentent une délocalisation des radeaux lipidiques (Tableau issu de Kim et al., 2012).

ADAMI2 est la protéine avec le score de relocalisation dans les radeaux lipidiques le plus
¢levé et les auteurs démontrent que l'inhibition de I'expression d'ADAM12 dans les hASCs

inhibe la différenciation en SMCs induite par le TGFB. Par conséquent, la dynamique
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d'ADAMI12 pourrait étre indispensable a la différenciation des hASCs en SMCs induite par le
TGF.

Par analogie avec notre modele d'EMT induite par le TGFB et dans le but de mieux
caractériser les mécanismes moléculaires impliquant ADAMI12, nous avons cherché les
relations entre ces différentes protéines, dont ADAMI2, relocalisées dans les radeaux
lipidiques en réponse au TGFp. Il existe peu de relations fonctionnelles évidentes entre ces
différentes protéines. On retrouve 4 protéines impliquées dans I'homéostasie calcique (PKD?2,
DYSF, CALR et CD47), 3 protéines de la famille ADAM (ADAMI12, ADAMIO et
ADAMI17) impliquées dans le shedding des ligands de I'EGFR et dans 1'adhésion cellulaire,
ainsi que 2 protéines impliquées dans l'activation des voies de signalisation MAPK, la
Kidins220 et RaplA. Dans notre modele MCF10A, nous avions montré que l'induction de la
voie ERK suite a une surexpression d'ADAMI2L était importante puisque son inhibition
réversait le phénotype EMT induit par la surexpression d ADAMI12L. La Kidins220 et Rap1
constituent donc des partenaires potentielles intéressantes puisque ces protéines pourraient
contribuer a l'activation de la voie ERK dans notre modele.

Nous nous sommes donc intéressés aux possibles interactions fonctionnelles entre ADAMI12L
et RaplA. Dans un premier temps, nous décrirons brievement les protéines d'intérét, puis nous

présenterons les résultats préliminaires obtenus.

1.2) Interactions fonctionnelles d'ADAMI12L avec Rapl

Rapl est une petite protéine G comme Ras qui est activée par de nombreux stimuli
extracellulaires et qui est largement impliquée dans le controle de 1'adhésion médiée par les
intégrines. Elle a été identifiée comme le produit d'un geéne réversant la transformation de
cellules par K-Ras. Récemment, il a été¢ montré que Rapl joue un rdle dans la formation des
jonctions cellulaires. De fagon intéressante, des activateurs de Rapl comme C3G et PDZ-GEF
sont directement liés a la E-cadhérine et d'autres protéines de jonctions. De méme, plusieurs
protéines de jonctions cellulaires comme AF6 et des protéines controlant le cytosquelette
d'actine sont des effecteurs de Rap1 (Kooistra et al., 2007). Balzac et al. ont montré que Rapl
est activée lors de I'endocytose (et donc la perte) de la E-cadhérine et qu'en retour elle permet
la formation des points d'adhésion focaux via les intégrines, fournissant un relai moléculaire
entre les jonctions adhérentes et les points d'adhésion focaux (Balzac et al., 2005).

Rapl1 est li¢e a la signalisation du TGFp. Ainsi l'activation de Rapl mene a I'augmentation de
l'expression de TPRII (Fralix et al., 2003) et augmente 1'intensité et la durée d'activation des

voies de signalisation p38MAPK, SMAD2 et SMAD3 en réponse au TGFB (Nikolaos
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Patsoukis et al., présentation orale au 53¢ congreés de American society and Hematology,
2011). Dans les macrophages, le TGFp inhibe dans un premier temps l'activation de Rapl et
permet ainsi leur migration via un mécanisme impliquant RhoA. En revanche, lors d'un signal
TGFp plus long, la synthése d'AMPc permet l'activation de Rapl qui inhibe alors RhoA et
arréte la migration des macrophages (Moon et al., 2013).

Enfin, Rap1 est aussi impliquée dans 'EMT. En effet, I'inhibition de la petite protéine G Rnd1
dans les MCF10A conduit a l'activation de Rapl, qui inhibe p120-Ras-GAP et conduit
finalement a 1'activation de Ras et de la voie MAPK et donc a I'induction de I'EMT (Okada et
al., 2015).

De facon trés intéressante, il a ét€ montré que Rapl coopére avec la protéine Kidins220, aussi
mise en évidence dans le crible, pour activer la voie ERK. En effet, suite & un signal de type
neurotrophine (NGF par exemple), la Kidins220 est phosphorylée sur sa tyrosine 1096 et va
alors interagir avec le domaine SH2 de CRKL qui peut alors interagir avec C3G via son

domaine SH3 et induire Rap1 et la voie ERK (Arévalo et al., 2006) (Figure 35).

Kidins220

Figure 35 : Modé¢le d'activation de la voie ERK par la Kidins220 et Rap1.

En l'absence de signal, la Kidins220 interagit avec la kinase CRKL via le domaine SH3 de CRKL. En
presence d'un signal de type neurotrophine, la Kidins220 est phosphorylée sur sa tyrosine 1096 et
peut alors interagir avec le domaine SH2 de CRKL. Le domaine SH3 ainsi libéré de CRKL interagit
avec C3G qui active ensuite Rapl et la voie ERK.
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1.3) Résultats

En raison de l'implication de Rapl dans l'activation de la voie ERK, dans la signalisation
TGEFP et dans 'EMT, et du fait de sa relocalisation avec ADAM12 dans les radeaux lipidiques
suite a un traitement au TGFp, nous avons recherché une interaction fonctionnelle avec
ADAMI12 dans notre modele d'EMT induite par la surexpression dADAMI2L.

Dans un premier temps, nous avons recherché si la protéine Rapl était suractivée dans les
cellules MCF10A surexprimant ADAMI12L. Pour cela, nous avons utilisé un kit de détection
de Rap1-GTP. Comme montré en

Figure 36, Rapl n'est pas activée dans les cellules MCFI10A contrdles ou surexprimant
ADAMI2L puisque l'intensité¢ de la bande est similaire a celle du contrdle négatif GDP. De
plus nous n'avons pas pu mettre en évidence une interaction d ADAMI2L avec RaplA dans

les cellules MCF10A-ADAMI2L (Figure 36).

A B
e N\
&S MCF10A-12L
& & 8o
N A IP Tot 1gG 12L
— v w@® | Rap1-GTP — ADAM12L
- - RaplA - RaplA

Figure 36 : ADAMI2L n'active pas et n'interagit pas avec Rapl.
(A) Rapl-GTP dans les cellules MCF104-GFP ou MCF104-ADAMI12L-GFP a été purifiée par pull-

down puis les produits ont été analysés par western blot avec un anticorps dirigé contre Rapl.
L'incubation des lysats protéiques des cellules MCF10A surexprimant la GFP avec le GDP ou le GTP
servent respectivement de controle négatif et de contréle positif. (B) Les lysats protéiques des cellules
MCF10A surexprimant ADAMI2L ont été immunopreécipités avec un anticorps IgG non spécifique ou
anti-ADAM 2L et les produits d'immunoprécipitation ont été analysés par western blot.Tot : Lysats
totaux (20ug).

Nous avons par ailleurs analysé la localisation subcellulaire d'ADAMI12L et de RaplA dans
des cellules traitées ou non au TGFp. Pour cela, nous avons extrait différentes fractions
membranaires a l'aide d'un gradient de sucrose, ce qui nous a permis de séparer les fractions
de haute densité (radeaux lipidiques) des fractions de faible densité (membranes non radeaux
incluant les membranes intracellulaires comme les endosomes). La purification correcte des
différentes fractions membranaires a été vérifiée a 1'aide de marqueurs des radeaux lipidiques

Flotilline-1 et Cavéoline-1, et du marqueur endosomal EEA1 (Figure 37). Les fractions 1 et

2 correspondent aux fractions radeaux lipidiques et les fractions 3 et 4 correspondent aux
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fractions non radeaux lipidiques. A 1'état basal, ADAMI12L est présent dans I'ensemble des
fractions dans les MCF10A surexprimant ADAMI12L. De fagon intéressante, nous avons pu
confirmer la relocalisation d'ADAMI2L dans les radeaux lipidiques suite a un traitement au
TGFB. Néanmoins nous n'avons pas pu mettre en évidence la présence de Rapl dans les
fractions analysées alors qu'elle est présente dans la fraction totale (résultats non montrés).
L'absence de Rapl peut étre liée a un probléme de détection et de nouvelles expériences sur
des quantités plus importantes de microdomaines sont nécessaires. Par ailleurs, la localisation
de Rapl n'étant pas exclusivement liée aux membranes, il est nécessaire de compléter cette
¢tude en réalisant des expériences d'immunofluorescence pour analyser la distribution de
Rapl dans les compartiments cellulaires et visualiser éventuellement des modifications de

cette distribution dans les cellules traitées au TGFp.

-TGFB +TGFpB
Fractions  CE 1 2 3 4 CE 1 2 3 4
. “ R | -. EEA1
— [rr—— Flotilline-1
R, — | | ﬁ | Cavéoline-1

ADAMI2L

Figure 37 : Localisation d'ADAM12L dans les radeaux lipidiques en réponse au TGFp.
Les MCF 104 surexprimant ADAMI12L-GFP ont été traitées au TGFp pendant 72H puis les protéines
ont été séparées sur un gradient de sucrose par ultracentrifugation. Quatre fractions ont été
récupérées et analysées par western blot. Les fractions 1 et 2 correspondent aux membranes de type
radeau lipidique et les fractions 3 et 4 correspondent aux autres domaines membranaires.

En conclusion, nos résultats préliminaires ne montrent pas d'effet de la surexpression
d'ADAMI2L sur le niveau d'activit¢ de la protéine Rapl et I'approche par
immunoprécipitation (IP) ne permet pas de mettre en évidence une interaction directe.
Cependant, des expériences complémentaires sont nécessaires pour optimiser la détection de
la protéine RaplA par immunofluorescence et permettre des études de colocalisation dans

différents types cellulaires.
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IT) Recherche de partenaires pour ADAM12 au cours de I'EMT

Afin de rechercher des partenaires d'ADAMI2L potentiellement impliqués dans ses effets sur
I'EMT, nous avons réalis¢ une analyse protéomique globale des protéines co-
immunoprécipitées avec ADAMI2L dans les cellules MCF10A surexprimant ADAMI12L.
L'analyse protéomique a été réalisée avec la plate-forme de protéomique du centre de
recherche de Québec. Nous avons dans un premier temps mis au point les conditions de co-
immunoprécipitation d'ADAMI2L a l'aide d'anticorps spécifiques dans notre modele
MCFI10A surexprimant ADAMI12L. Les résultats montrent bien la présence dADAMI12L
dans I'IP ADAMI12L, alors qu'elle est absente dans I'IP non-spécifique IgG de lapin (Figure
36).

Les produits immunoprécipités par les anticorps anti-ADAMI12L ou des IgG de lapin ont été
séparés par électrophorese sur un gel de polyacrylamide a 10% en conditions dénaturantes.
Les gels ont été découpés en 7 bandes et chacune d'elles a été soumise a I'analyse
protéomique. Brievement, les protéines sont digérées par la trypsine pour libérer des peptides,
lesquels sont séparés par chromatographie liquide en phase reverse (nanoL.C) puis analysés
par spectrométrie de masse a ¢€lectrospray (ES MS/MS). La liste des pics de MS/MS est
ensuite générée en utilisant le logiciel ProteinPilot avec l'algorithme paragon puis les
protéines sont identifiées via le logiciel Mascot.

258 protéines ont ¢té identifiées dans les deux IP parmi lesquelles 94 ont un enrichissement
supérieur ou €gal a 3 dans les [P ADAMI12L comparés aux IP non spécifiques IgG. La liste de
ces 94 intéractants potentiels est donnée dans le Tableau 3. Pour des raisons de lisibilité,
seule une partie du tableau est fournie dans le Tableau 3, l'intégralité des données incluant

notamment les scores d'IP pour les 94 protéines est fournie en Annexe 2.
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Symbole Gene Protéines identifiées Fold Change | Symbole Gene Protéines identifiées Fold Change
ADAM12 Metalloprotease-disintegrin 12 transmembrane isoform La INF NPEPPS cDNA FLJ56108, highly similar to Puromycin-sensitive aminopeq INF
Raichu404X Raichu404Xx INF GMPS cDNA FLI57604, highly similar to GMP synthase (glutamine-hyd INF
usP25 Isoform USP25m of Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 25 INF HADH cDNA, FLI95242, highly similar to Homo sapiens L-3-hydroxyac INF
EIF4G1 EIF4G1 protein OS=Homo sapiens GN=EIF4G1 PE=2 SV=1 INF COPB1 Coatomer subunit beta INF
TIP2 Tight junction protein 2 (Zona occludens 2) INF MCM6 DNA replication licensing factor MCM6 INF
UBC Polyubiquitin-C (Fragment) INF HYOU1 Hypoxia up-regulated protein 1 INF
AP2A1 Isoform B of AP-2 complex subunit alpha-1 INF NUMA1L Isoform Numa-m of Nuclear mitotic apparatus protein 1 INF
DDX5 cCDNA FLI53366, highly similar to Probable ATP-dependent RNA helica: INF MUC19 MUC19 variant 12 INF
RPS14 40S ribosomal protein S14 INF PDE6H Retinal cone rhodopsin-sensitive cGMP 3',5'-cyclic phosphodies| INF
TBC1D15 Isoform 2 of TBC1 domain family member 15 INF VPS35 Vacuolar protein sorting 35 variant (Fragment) INF
RARS Arginine--tRNA ligase, cytoplasmic INF RPS2 40S ribosomal protein S2 INF
DDOST Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase suburj INF RPS8 40S ribosomal protein S8 INF
RPS15A HCG1994130, isoform CRA_a INF ITPR3 Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 3 INF
PLEKHAS Pleckstrin homology domain containing, family A member 5, isoform INF PFKP Isoform 2 of ATP-dependent 6-phosphofructokinase, platelet t INF
AFG3L2 AFG3-like protein 2 INF LONP1 Lon protease homolog, mitochondrial INF
HADHA Epididymis tissue sperm binding protein Li 14m INF MIA3 Melanoma inhibitory activity protein 3 INF
ATP50 ATP synthase subunit O, mitochondrial INF MYO1B MYO1B variant protein INF
F2 cCDNA FLI54622, highly similar to Prothrombin INF NFATS Nuclear factor of activated T-cells 5, tonicity-responsive, isofor! INF
CYTSA CYTSA protein INF NUP205 Nuclear pore complex protein Nup205 INF
LRRFIP1 Isoform 2 of Leucine-rich repeat flightless-interacting protein 1 INF TROPH Polytrophin INF
ALDH18A1 Isoform Short of Delta-1-pyrroline-5-carboxylate synthase INF DDX17 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX17 INF
ATAD3A ATPase family AAA domain-containing protein 3A INF RPS11 40S ribosomal protein S11 15
C4B [Complement C4-B INF SLC25A5 IADP/ATP translocase 2 73
RPL14 60S ribosomal protein L14 INF HNRNPM Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M 73
AHCY Adenosylhomocysteinase INF EIF4A1 cDNA FLJ78244, highly similar to Homo sapiens eukaryotic tran 6,9
TIP1 Tight junction protein ZO-1 INF IQGA1 HCG1991735, isoform CRA_a 6,5
MYO1C Unconventional myosin-Ic INF RPS20 Isoform 2 of 40S ribosomal protein S20 6,5
RPS27 40S ribosomal protein S27 INF TGFBI Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3 57
hnRNPU cDNA FLJ44920 fis, clone BRAMY3011501, highly similar to Heterogen| INF RPL22 60S ribosomal protein L22 57
TARS cCDNA, FLI96812, highly similar to Homo sapiens threonyl-tRNA synthd INF IGKC Ig kappa chain C region 4,9
C5 [Complement C5 INF PYGB Glycogen phosphorylase, brain form 4,5
RPS26 HCG20716 INF SERPINAL Serpin peptidase inhibitor, clade A (Alpha-1 antiproteinase, ant 4,5
DDX21 Isoform 2 of Nucleolar RNA helicase 2 INF TAGLN2 Transgelin-2 (Fragment) O 4,5
PRDX5 Isoform 3 of Peroxiredoxin-5, mitochondrial INF ARPC4 Isoform 3 of Actin-related protein 2/3 complex subunit 4 4,1
ZC3H14 Isoform 4 of Zinc finger CCCH domain-containing protein 14 INF PABPC1 Poly(A) binding protein, cytoplasmic 1, isoform CRA_b 4,1
DOCK10 sp|Q96BY6 | DOC10_HUMAN-DECOY Dedicator of cytokinesis protein INF DRIP4 Dopamine receptor interacting protein 4 4,1
RPL6 60S ribosomal protein L6 INF N/A 1gG L chain 3,7
AP1G1 cCDNA FLJ461909 fis, clone TESTI4007965, highly similar to AP-1 comple} INF ITGB4 Integrin beta 3,7
NUP205 cDNA FLI50996, highly similar to 60S ribosomal protein L4 INF RPL27 60S ribosomal protein L27 3,2
PGAMS5 Isoform 2 of Serine/threonine-protein phosphatase PGAMS5, mitochor] INF RPL11 Cell growth-inhibiting protein 34 3,2
CIT Isoform 4 of Citron Rho-interacting kinase INF RAB1B Ras-related protein Rab-1B 3,2
RPS9 Ribosomal protein S9, isoform CRA_a INF RPL23 Ribosomal protein L23, isoform CRA_b 3,2
EWSR1 RNA-binding protein EWS INF KRT81 Keratin, type Il cuticular Hb1 3,2
RPL23A 60S ribosomal protein L23a INF PPIB Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B 3,2
RNPEP Aminopeptidase B INF PRIC295 Peroxisome proliferator activated receptor interacting complex| 3,2
DDX3X ATP-dependent RNA helicase DDX3X INF LMNA Isoform C of Prelamin-A/C 3,1
CFL1 cCDNA FLI51435, moderately similar to Cofilin-1 INF TUBA4A Isoform 2 of Tubulin alpha-4A chain 3

Tableau 3 : Liste des protéines avec un enrichissement supérieur ou égale a 3 dans les
immunoprécipitats ADAM12L comparativement au controle.

La protéine avec le score le plus élevé et qui n'est retrouvée que dans I'IP ADAMI2L est
ADAMI2L elle-méme (score = 91) (Annexe 2). En deuxiéme position, on trouve une
protéine dénommée Raichu404X (score = 28), une protéine chimérique (Ras and interacting
protein chimaeric unit) composée des protéines Ras ou Rapl et de Raf ainsi que des tags
fluorescents CFP et YFP (Mochizuki et al., 2001). Dans notre cas, il est clair qu'il s'agit en
réalit¢ du Tag GFP de notre protéine qui n'a pas pu étre identifiée en tant que telle puisque
l'analyse protéomique a utilis€ uniquement une base de données humaine. Le score de ces

deux protéines permet de valider la spécificité de notre analyse.

3.1) Analyse protéomique globale

Afin de faciliter I'analyse des résultats et d'enlever une partie du bruit de fond, nous avons
arbitrairement analysé les protéines dont le score est au moins 3 fois supérieur dans I'IP
ADAMI2L comparée a I'IP IgG. On obtient ainsi 94 protéines dont 68 sont totalement
absentes de '[P IgG (Figure 38).
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258 protéines identifiées

Fold increase < 3

68 protéines = 26 protéines 164 protéines

Analyse ontologique et de réseaux

FILTRE CRAPOME avec un seuil de 10%

26 protéines 6 protéines

Analyse de réseaux

Figure 38 : Analyse protéomique des intéractants potentiels d'ADAM12L.

Les 258 protéines identifiées dans le crible ont été classées selon leur score. Les protéines
classées ON/OFF sont celles qui ont été détectées uniquement dans I'IP ADAMI2L. 68
protéines ont un fold increase infini. 26 protéines aussi identifiées dans I'IP non spécifiques
ont un fold increase supérieur a 3. L'utilisation d'un filtre CRAPOME a permis d'éliminer le
bruit de fond et de diminuer les intéractants potentiels a 32 protéines.

a) Analyse Ontologique

Pour caractériser les protéines identifiées par le crible, nous avons recherché les termes
ontologiques associés a chacune des protéines sur la base des trois niveaux d’annotation GO
(Gene ontology) : les processus biologiques, les fonctions moléculaires et la localisation
cellulaire. Pour cela, nous avons utilis¢ FATIGO, un outil disponible a partir de la suite
Babelomics (http://babelomics.bioinfo.cipf.es/) et qui prend en entrée une liste d’identifiants,
annote chacun avec les termes GO et évalue statistiquement la représentativité de ceux-ci par
comparaison avec une autre liste (dans notre cas la référence est le génome, soit plus de 20000
identifiants). Les enrichissements sont présentés dans le Tableau 4 (test hypergéométrique
p<0.05). La diversité des annotations ne permettant pas d’identifier des éléments clés, nous
avons analysé les regroupements de ces termes en utilisant I’application REVIGO

(http://revigo.irb.hr/) qui prend en compte l'architecture du graphe des ontologies. En entrée

sont soumises les ontologies et leur p-value et le format de sortie est une représentation des
enrichissements ontologiques basés sur la valeur statistique et la proximité des annotations.
Les représentations graphiques présentées sur les Figure 39, Figure 40 et Figure 41 ne

montrent pas d’enrichissement particulier dans un processus connu pour impliquer ADAM12.
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Processus biologiques

response to oxygen levels(GO:0070482)

translational initiation(GO:0006413)

protein activation cascade(GO:0072376)

Fc-gamma receptor signaling pathway involved in phagocytosis(GO:0038096)

Fc-gamma receptor signaling pathway(G0O:0038094)

immune response-regulating cell surface receptor signaling pathway involved in phagocytosis(GO:000)
phagocytosis(GO:0006909)

response to hypoxia(GO:0001666)

response to decreased oxygen levels(GO:0036293)

Fc receptor mediated stimulatory signaling pathway(G0:0002431)

acute inflammatory response(G0:0002526)

nuclear-transcribed mRNA poly(A) tail shortening(GO:0000289)

complement activation, classical pathway(GO:0006958)

nuclear-transcribed mRNA catabolic process, deadenylation-dependent decay(GO:0000288)
nuclear-transcribed mRNA catabolic process(GO:0000956)

cell cycle G2/M phase transition(GO:0044839)

humoral immune response mediated by circulating immunoglobulin(GO:0002455)

nuclear periphery(GO:0034399)

mitochondrial nucleoid(GO:0042645)
nucleoid(G0O:0009295)

basolateral plasma membrane(GO:0016323)
brush border(GO:0005903)

apical part of cell(GO:0045177)

pore complex(GO:0046930)

basal plasma membrane(GO:0009925)

blood microparticle(GO:0072562)

outer membrane(GO:0019867)

cytoplasmic stress granule(GO:0010494)
cytosolic small ribosomal subunit(GO:0022627)
neuronal cell body(GO:0043025)

basal part of cell(GO:0045178)

organelle outer membrane(GO:0031968)
Golgi-associated vesicle membrane(GO:0030660)

energy reserve metabolic process(GO:0006112)

Fonction moléculaire

G2/M transition of mitotic cell cycle(GO:0000086)

regulation of epidermal growth factor receptor signaling pathway(GO:0042058)
complement activation(GO:0006956)

regulation of ERBB signaling pathway(GO:1901184)

positive regulation of type I interferon production(GO:0032481)

nucleus organization(GO:0006997)

cellular component disassembly involved in execution phase of apoptosis(GO:0006921)
alpha-amino acid biosynthetic process(GO:1901607)

positive regulation of collagen metabolic process(GO:0010714)

positive regulation of G-protein coupled receptor protein signaling pathway(GO:0045745)
immunoglobulin mediated immune response(GO:0016064)

positive regulation of collagen biosynthetic process(G0:0032967)

B cell mediated immunity(GO:0019724)

mRNA 3'-end processing(GO:0031124)

regulation of collagen biosynthetic process(GO:0032965)

positive regulation of multicellular organismal metabolic process(G0:0044253)
regulation of mitochondrion organization(GO:0010821)

type I interferon production(GO:0032606)

regulation of type I interferon production(G0O:0032479)

RNA 3'-end processing(GO:0031123)

regulation of collagen metabolic process(GO:0010712)

inositol phosphate-mediated signaling(GO:0048016)

execution phase of apoptosis(GO:0097194)

collagen biosynthetic process(GO:0032964)

activation of MAPK activity(GO:0000187)

nuclear-transcribed mRNA catabolic process, nonsense-mediated decay(GO:0000184)
virion assembly(GO:0019068)

negative regulation of mitochondrion organization(GO:0010823)

cellular amino acid biosynthetic process(GO:0008652)

regulation of multicellular organismal metabolic process(G0:0044246)

ATP-dependent helicase activity(GO:0008026)
purine NTP-dependent helicase activity(GO:0070035)
protein C-terminus binding(GO:0008022)
RNA-dependent ATPase activity(GO:0008186)

RNA helicase activity(GO:0003724)

single-stranded RNA binding(GO:0003727)

peptidase inhibitor activity(GO:0030414)
endopeptidase regulator activity(GO:0061135)
endopeptidase inhibitor activity(GO:0004866)
calmodulin binding(GO:0005516)

double-stranded RNA binding(GO:0003725)
hydrolase activity, acting on ether bonds(GO:0016801)
poly(A) binding(GO:0008143)

poly-purine tract binding(GO:0070717)

DNA helicase activity(GO:0003678)

mRNA binding(GO:0003729)

ATP-dependent RNA helicase activity(GO:0004004)

Tableau 4 : Liste des enrichissements des termes GO selon le processus biologique, la

localisation cellulaire et 1a fonction moléculaire (p-value < 0.05).
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Figure 39 : Analyse intégrative des annotations ontologiques de type "localisation
cellulaire" a I'aide de REVIGO.
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Figure 40 : Analyse intégrative des annotations ontologiques de type ''processus
biologique'" a l'aide de REVIGO.
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Figure 41 : Analyse intégrative des annotations ontologiques de type '"fonction
moléculaire" a I'aide de REVIGO.

b) Analyse des réseaux d'interaction a l'aide de STRING

Afin d'approfondir 'analyse protéomique d'ADAMI12L, nous avons cherché les relations entre
les différentes protéines du crible. Pour cela, nous avons utilisé la base de donnée STRING
permettant de créer un réseau protéique sur la base de plusieurs critéres comme une
interaction protéique physique, une coexpression, ou encore une co-citation dans un méme
abstract. Dans notre analyse, nous avons choisi de garder l'ensemble des criteéres sur les 94
protéines avec un enrichissement supérieur a 3. La construction du réseau ne montre aucune
connexion entre ADAMI12 et une autre protéine (Figure 42). On distingue principalement 2
réseaux, l'un est centré sur la polyubiquitine C (UBC) tandis que l'autre comprend des
protéines impliquées dans la traduction, la plupart étant des composants ribosomaux. Ce type
de résultat n'est pas étonnant puisque de nombreuses protéines sont ubiquitinées et
interagissent avec la machinerie de traduction. De plus, ce type d'interaction est

particulierement exagéré dans un modele de surexpression d'une protéine.
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Figure 42 : Réseau d'interaction des 94 protéines sélectionnées.

Ces analyses nous ont amenés a reconsidérer nos données et nous avons utilis¢ l'outil
CRAPOME qui permet d'éliminer les protéines souvent retrouvées dans les analyses
protéomiques. CRAPOME est a la fois une base de données répertoriant 421 analyses
protéomiques et un outil bioinformatique permettant de filtrer les données protéomiques de
facon automatique, qui sont soit des contaminants, soit des protéines d'interaction non
spécifiques et qui ne présentent donc que peu d'intérét. Nous avons décidé arbitrairement
d'éliminer les protéines qui étaient citées dans plus de 10% des analyses protéomiques. Ainsi,

on obtient 32 protéines listées dans le Tableau 5.
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Symbole Gene | Fold Change| IP Adam12L| IP IgG | Score Crapome /411
ADAM12 INF 91 0 0
USP25 INF 27 0 0
PDE6H INF 3 0 0
ITGB4 3,7 9 2 0
DOCK10 INF 5 0 1
TGFBI 5,7 14 2 1
SERPINA1 4,5 11 2 2
AP1G1 INF 4 0 4
NFATS INF 2 0 5
T INF 4 0 9
RNPEP INF 3 0 10
TROPH INF 2 0 10
PLEKHAS INF 10 0 13
ITPR3 INF 2 0 15
F2 INF 8 0 16
MIA3 INF 2 0 16
PYGB 4,5 28 5 19
5 INF 5 0 20
AFG3L2 INF 9 0 21
TBC1D15 INF 11 0 23
AP2A1 INF 15 0 24
PRDX5 INF 5 0 26
HADH INF 3 0 27
TIP2 INF 23 0 32
AQPEP INF 3 0 34
TIP1 INF 6 0 35
VPS35 INF 3 0 35
NUP205 INF 4 0 37
NUP205 INF 2 0 37
ARPC4 4,1 10 2 39
C4B INF 7 0 40
KRT81 3,2 4 1 40

Tableau 5 : Liste des protéines de notre crible ayant un score CRAPOME inférieur a

10%.

Ce filtre nous a conduits a éliminer 62 protéines de notre crible (soit environ 2 tiers) et par

conséquent, la reconstruction d'un réseau entre les 32 protéines restantes nécessite une

approche différente. En effet, si le réseau est beaucoup plus lisible, en contrepartie, treés peu de

protéines sont référencées pour des interactions dans la base de données STRING (Figure

43).
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On retrouve un "réseau" composé¢ de la Prothrombine (F2), SERPINA1, AP2Al, la
molécule du complément C4B, et la kératine 81 (KRTS81) ainsi qu'une connexion entre les
protéines TIP1 (ZO1) et TJP2 (ZO2). Le premier réseau est peu connecté et ne semble pas
relier une fonction biologique commune, les relations entre les protéines sont faibles. En
revanche les protéines ZO1 et ZO2 sont particulierement intéressantes puisqu'elles
interagissent ensemble au niveau des jonctions serrées, dont le désassemblage a lieu au cours

de I'EMT. Par contre, elles semblent peu "connectées" aux autres protéines identifiées.
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Figure 43 : Réseau d'interaction des protéines sélectionnées ayant un score CRAPOME
inférieur a 10%.
Afin de rechercher comment ces protéines s'intégrent potentiellement a un processus d'EMT,

nous avons ajouté des marqueurs de I'EMT dans la liste des protéines soumises a l'application

STRING. Ces marqueurs sont ceux que nous avons testés par qPCR et qui sont corrélés a
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l'expression d'ADAMI12L, soit la N-cadhérine (CDH2), la Vimentine (Vim), Snail, Twist, Zeb
et la Fibronectine (FN1) ou anticorrélés pour la E-cadhérine (CDHI1) (Figure 44). Comme
attendu, les protéines ZO1 et ZO2 s'intégrent fortement dans le réseau EMT avec notamment
une interaction physique entre ZO1 et la Vimentine et entre ZO2 et Snail2. De plus, la
Fibronectine interagit physiquement avec la Prothrombine, SERPINA1 ainsi que TGFBI
(TGFB-induced). Cette dernicre est une protéine de la MEC dont I'expression est induite par le
TGFp. Enfin, I'intégrine B4 est aussi reliée au réseau EMT via une interaction physique avec

la Vimentine et une cocitation avec la Fibronectine.

Figure 44 : Réseau d'interaction des protéines sélectionnées avec 1'ajout de marqueurs
majeurs de I'EMT (E-cadhérine (CDH1), N-cadhérine (CDH2) et Vimentine (Vim),
SNAIL (SNAI1), SNAIL2 (SNAI2), ZEB1/2, TWIST1 et la Fibronectine (FN1) ).

¢) Coexpression des protéines criblées
Afin d'approfondir les relations entre les protéines obtenues dans le crible, nous avons

recherché si elles étaient co-exprimées. Pour cela, nous avons utilis¢ la base de données Cell
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Tableau 6.

ADANM12 __ USP25 PDEGH IIGB4 DOCK10 IGEBI _ SERPINA1 _ NFATS CIT BNPEP__ PLEKHAS __ ITPR3 E2 MIA3 PYGE cs

ADAM12

UsP25 0,175

PDEGH 0,117 -0,035

TGB4 -0,159 0,236 0,174

POCK10 0,347 0,418 0,073 0,592

TGFBI 0,661 0,12 0,13 -0,009 0,22

SERPINA1 0,012 0,164 0,129 -0,087 0,144 0,016

NFATS -0,248 0,219 -0,061 0,193 0,28 -0,138 0,035

CcIT -0,164 0,199 -0,054 -0,156 0,36 -0,064 0,02 0,234

RNPEP -0,053 0,012 0,165 0,161 0,101 -0,041 0,123 0,14 0,02

PLEKHAS -0,164 0,221 0,115 -0,287 0,296 0,007 -0,009 0,149 0,472 0,17

TPR3 -0,081 0,028 -0,095 0,209 0,027 0,047 0,159 0,167 0,212 0,161 0.19

F2 0,085 0,159 0,013 0,066 0,183 0,206 -0,054 0,02 0,345 0,06 0,163 0,127

MIA3 0,127 0,118 0,151 -0,248 0,343 -0,062 0,121 0,049 0,091 0,198 0,168 -0,019 0,173

pYGB 0,081 0,499 0,18 -0,008 0,411 0,178 -0,085 0,062 0,541 0,154 0,437 0,225 -0,331 0,072

C5 0,121 0,11 0,165 0,308 0,087 0,219 -0,082 0,123 0,07 0,056 0,079 0,076 0,115 0,081 0,14

AFG3L2 0,427 0,001 0,176 -0,293 0,066 0,427 0,122 0,026 0,319 0,178 0,343 0,088 -0,268 0,037 0,112 0,306

TBC1D15 0,297 0,074 0,14 -0,103 0,159 0,43 0,029 0,049 0,266 0,065 0,15 -0,053 0,422 0,207 0,01 0,129

AP2A1 0,336 0,068 0,04 -0,051 0,11 0,146 -0,052 0,069 0,09 0,052 0,111 0,151 0,148 0,112 0,023 0,247

PRDX5 0,178 0,17 0,043 0,056 0,17 -0,058 0,053 0,2 0,156 0,006 0,038 -0,024 0,177 0,113 0,05 0,055

HADH 0,406 0,113 0,106 0,114 0,237 0,514 -0,069 0,126 -0,043 0,015 0,178 0,025 0,32 0,027 -0,131 0,03

TuP2 -0,048 0,323 0,001 0,315 0,306 0,12 0,417 0,137 0,027 0,059 0,081 0,306 0,071 0,132 -0,068 0,021

AQPEP -0,098 0,035 -0,039 0,044 0,025 0,074 0,033 0,122 -0,024 0,115 0,109 0,02 0,057 0,073 0,062 0,002

TJP1 0,114 0,258 -0,034 0,39 0,312 0,403 -0,065 0,444 0,046 0,277 0,127 0,206 0,112 -0,144 0,032 0,244

VPS35 -0,284 0,27 0,113 0,224 0,287 -0,163 0,038 0,237 0,013 0,146 0,176 -0,031 0,044 0,011 0,21 0,082

NUP205 0,353 0,239 -0,209 0,384 0,045 0,38 0,156 0,053 0,246 0,048 0,145 0,11 0,253 0,06 0,098 0,091

ARPCA 0,209 0,265 0,011 -0,164 0,169 -0,034 0,118 -0,063 0,073 0,054 0,062 0,07 0,514 0,152 0,084 0,109

4B 033 0,123 0,018 0,039 0,011 0,201 -0,084 -0,05 0,434 -0,026 03 -0,021 0,215 0,11 -0,109 0,223
RI&1 Q176 0.000 0029 0.288 006 025 0060 0176 0146 0,00 20236 0042 0.248 0044 0.0°4 0335 )
DH1 0,388 0,161 0,316 0,421 0,309 0,373 -0,048 0,125 -0,096 0,422 0,175 0,198 -0,149 0,031 -0,059 0,279
DH2 0,579 0,027 0,187 -0,239 0,321 0,554 0,077 0,216 0,021 0,346 0,044 -0,097 0,209 0,018 0,037 0,062
i 0.523 <0320 20283 .464 0561 0514 0034 <0060 0355 0262 0238 002 0033 01233 0.357 0123

AEG312 JBC1D15 AP2A1 PRDXS HADH L1D2 AQPEDP LIP1 NPS35 NUP205 ARPC4 C4B KRI81 LCDH1 CDH2 Mim

ADAM12

UsP25

PDE6H
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POCK10

TGFBI

SERPINA1
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CIT
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TPR3

F2
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pYGB

s

AFG3L2

TBC1D15 0,247

AP2A1 -0,057 0,152

PRDX5 0,085 0,076 -0,066

HADH 0,111 0,337 -0,242 0,171

TJP2 -0,047 0,051 0,053 0,153 0,092

hQPEP -0,088 0,125 0,23 0,095 0,036 0,078

TJP1 -0,235 -0,238 0,074 0,25 0,314 0,33 0,124

VPS35 0,063 0,164 -0,165 0,176 0,176 0,024 0,036 0,101

NUP205 0,44 0,158 0,168 -0,096 0,259 -0,106 -0,305 0,384 0,141

ARPC4 0,113 0,49 0,261 -0,239 0,014 0,113 -0,01 0,131 -0,016 0,163

CaB 0,236 0,277 0,162 0,098 0,087 0,09 0,14 0,052 0,113 0,188 0,184
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VAT 0.09°5 Malviekl DQ\E Q.0 A 646 D\_g .18 0,000 30@ Dbg Dsﬁﬁ DJ\E 0,008 .DﬂxB :“0

ignées

du crible, dans 60 li

re

des 32 protéines

eurs organes.

Tableau de corrélation

Tableau 6

4

cancereuses provenan

t de plus

123


(http:/discover.nci.nih.gov/cellminer/)

Les marqueurs de I'EMT E-cadhérine (CDHI), N-cadhérine (CDH2) et Vimentine (Vim) ont été
ajoutés comme controle interne a l'analyse. En Bleu ou Rouge : p < 0.05. En noir : NS.

La plus forte corrélation d'expression d'ADAM12 est avec le TGFBI (R = 0,661, p<0.05). On
observe de plus une corrélation positive dADAMI12 avec AP2A1 (R = 0.336, p<0.05) et
DOCK10 (R = 0.347, p<0.05) et une corrélation négative avec AFG3L2 (R =-0.427, p<0.05),
HADH (R = -0.406, p<0.05) et NUP205 (R = -0.353, p<0.05). Ces protéines ne semblent pas
fonctionnellement connectées.

Nous avons précédemment montré la corrélation de I'expression d'ADAMI12L avec celle des
marqueurs mésenchymateux N-cadhérine et Vimentine dans 20 lignées de cancers
mammaires (voir Article, FiglB). En accord avec ces résultats, I'expression dADAMI12 est
aussi corrélée a ces marqueurs dans la base de données Cell Miner regroupant 60 lignées
tumorales provenant de plusieurs organes. De fagon intéressante, I'expression de TGFBI
correle trés fortement avec celle des marqueurs de I'EMT, E-cadhérine, N-cadhérine et
Vimentine, avec des coefficients de corrélation proches de ceux partagés par ADAMI12 et ces
mémes protéines. Il est a noter que l'expression des variants dADAMI12L et dADAMI12S
n'est pas disponible dans cette base de données et représente donc l'expression des deux

variants.

Sur la base des analyses de réseaux et de co-expression, notre intérét s'est porté d'une part sur
le TGFBI dont 1'expression est fortement corrélée a celle 'ADAMI12 et des marqueurs de
I'EMT, et qui est impliquée dans la signalisation du TGFf. D'autre part, I'immunoprécipitation
simultanée par un anticorps anti-ADAMI12L de deux composants des jonctions serrées, ZO-1
et ZO-2, qui sont désassemblées au cours de I'EMT valide l'intérét des ces protéines vis a vis

de la fonctionnalité d'ADAM12L.

3.2) Interactions physiques et fonctionnelles entre les protéines ADAM12L et le TGFBI

a) TGFBI : une protéine matricielle induite par le TGFf}

Le TGFBI (ou Big-H3 pour TGFf induced gene - clone H3) est une protéine de la matrice
extracellulaire qui a été clonée pour la premiere fois en 1992 dans les cellules A549 traitées
au TGFpB pendant 2 jours (Skonier et al., 1992). Sa structure se compose d'un signal de
sécrétion en position N-terminale, d'un domaine riche en cystéine, de quatre domaines
fascicline-1 (FASI), d'un domaine RGD de liaison aux intégrines et des motifs NKDIL,
YHI18 et EPDIM impliqués dans 1'adhésion (Figure 45). Le domaine FAS1 est un domaine
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extracellulaire commun aux plantes, aux animaux et aux bactéries qui joue un rdéle dans les

phénomenes d'adhésion cellulaire.

SP CRD FAS1-1 FAS1-2 FAS1-3 FAS1-4

AA 1 2445 103 240 355 375 502 563617 642 683
I I I
NKDIL YH18 | RGD
EPDIM

Figure 45 : Structure du TGFBI.

(Schéma de Ween et al., 2012)

11 a été montré que le TGFp induit 1'expression du TGFBI dans de nombreux types cellulaires
comme les fibroblastes, les chondrocytes, les cellules musculaires lisses, les cellules
¢épithéliales de la cornée ainsi que plusieurs types de cellules cancéreuses.

Dans la matrice, le TGFBI fonctionne en liant les protéines de la matrice extracellulaire les
unes aux autres, facilitant ainsi les interactions de la cellule avec le collagéne. Le TGFBI peut
se lier aux collagenes I, 11, IV et VI, aux protéoglycanes comme le biglycan et la décorine, la
fibronectine et plusieurs intégrines, ses seuls récepteurs de surface connus (Ween et al., 2012).
Comme le TGFp, le TGFBI exerce des effets ambivalents au cours de la progression
tumorale, il peut €tre un oncogene ou un suppresseur de tumeur selon le contexte cellulaire et
microenvironnemental. Une liste des activités pro-tumorales et anti-tumorales du TGFBI est
donnée dans le Tableau 7. Le TGFBI est principalement une protéine d'adhésion et de
migration. Ainsi, a travers ses interactions avec les intégrines (al1p1, alP3, avp3, avBs, a6p4
et a7B1), le TGFBI peut permettre aux cellules d'adhérer a la matrice extracellulaires et
favorise ou au contraire diminue la migration des cellules (Lee et al., 2007; Thapa et al., 2007,
Ween et al., 2012; Wen et al., 2011; WEN et al., 2011). Outre ses activités promotrices
d'adhésion et/ou de migration, des propriétés promotrices et inhibitrices de la prolifération
cellulaire et de I'apoptose ont ét¢ mises en évidence (Irigoyen et al., 2010; Januchowski et al.,
2014; Kim et al., 2003; Shin et al., 2012; WEN et al., 2011) montrant ainsi la complexité

d'action et le rdle pléiotropique de cette protéine.
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Table 1. Studies reporting a tumor suppressor role for Big-H3. Table 2. Studies reporting a tumor-promoting role for fig-H3.

Cell Type Observation Cell type Observation
Big-H3 inhibits cell attachment in vitre and suppresses the growth of Pig-H3 is overexpressed in lung cancer

CHO cells CHO tumor cells in nude mice Lung adenocarcinoma Recombinant Pig-H3 stimulates proliferation and cell adhesion of A549
RGD peptides released from Pig-H3 mediate apoptosis of CHO tumor cells
cells . PBig-H3 is up-regulated in oesophageal adenocarcinoma and esophageal
RGD peptides released from fig-H3 mediate apoptosis of HeLa tumor Oesophageal adenocarcinoma squamous cell carcinoma tissues and cell lines tissue

HeLa cells pep e POP 4
cells Pancreatic cancer Pig-H3 expression is increased in pancreatic cancer cell lines and tissues
Pig-H3 overexpression suppresses tumorigenicity in radiation-induced Oral squamous cell carcinoma  Pig-H3 expression is increased in oral squamous cell carcinoma tissues

tumorigenic human bronchial epithelial cells Pig-H3 promotes cell adhesion of human astrocytoma cells in vitro via

Loss of ig-H3 expression is associated with the tumorigenic interactions with a6p4 integrin

Bronchial epithelial cells Brain tumors

phenotype in asbestos-treated bronchial epithelial cells flig-H3 expression is elevated in glioblastoma multiforme tissues

Pig-H3  gene  down-regulation is involved in heavy-ion Knockdown of pig-H3 inhibits glioma cell invasion and MMP secretion
Pig-H3 knockdown reduced invasion of 7721 cells

) - Hepatocellular carcinoma Pig-H3 interacts with a3pl integrin to promote adhesion and invasion of
related to tumorigenic phenotype in lung cancer cells 721 cells

Promoter methylation contributes to promoter silencing of the pig-H3
gene in human lung cancer cells

radiation-induced tumorigenesis of human bronchial epithelial cells
Loss of Pig-H3 protein is frequent in primary lung carcinoma and

Pig-H3 expression is elevated in human colon carcinoma tissues

h Colon carcinoma Overexpression  of Pig-H3 promotes extravasation and enhances
Pig-H3 is down-regulated in radiation-induced thymic lymphoma

model in BALB/c mice
Big-H3 overexpression in H522 lung carcinoma cells reduces motility Renal cell carcinoma

Lung adenocarcinoma metastasis of colon cancer cells
Pig-H3 is up-regulated in clear cell renal carcinoma

Pig-H3 expression is increased in metastastic renal cell carcinoma

in vitro and metastasis in vivo
RGD pig-H3 peptides mediate apoptosis of HI1299 lung carcinoma
cells

Pig-H3 suppression leads to a chemoresistant phenotype

Recombinant fig-H3 promotes motility and invasion of OVCAR-5 and
Ovarian carcinoma SKOV3 cells

Recombinant Pig-H3 promotes adhesion of OVCAR-3, OVCAR-5 and

SKOV3 cells

Pig-H3 knockdown increases proliferation and anchorage independent

Mesothelioma cell lines . . .
growth of mesothelioma cell lines

Pig-H3 protein expression is reduced in in sitv ductal carcinoma and
breast carcinoma tissues, compared to benign tissues

Breast carcinoma - P
Pig-H3 overexpression in MCF-7 cells reduces motility in vitro and
metastasis in
Pig-H3  significantly reduces proliferation and invasion of
neuroblastoma cell in vitro and in vivo

C-terminal fragment of Pig-H3 is required for apoptosis in human
osteosarcoma cells

vivo

Neuroblastoma

Osteosarcoma

Hepatoma RGD Pig-H3 peptides mediate apoptosis of Hep3B hepatoma cells
Knockout mice Pig-H3 knockout mic
Pig-H3 silencing

s are prone (o spontaneous tumors
d promoter hyperme
ncer cell lines and ovarian

is a frequent
oCcuITence in o tissues
Ovarian carcinoma Pig-H3 is down-regulated in serous ovarian carcinoma and borderline
serous ovarian tumors

Pig-H3 induces apotosis in serous ovarian carcinoma cell lines

Tableau 7 : Liste des effets suppresseurs de tumeur et oncogénes du TGFBI.
(Tableaux de Ween et al., 2012)

b) Résultats

La relation étroite entre le TGFBI, le TGF, ADAMI12L et les marqueurs de I'EMT font du
TGFBI une cible particulierement intéressante. De plus, le TGFBI n'a été retrouvée que dans
une seule analyse protéomique sur 411 d'apres la base de données CRAPOME, ce qui
renforce la spécificité d'interaction avec ADAMI2L.

L'analyse par Western blot de I'expression du TGFBI dans les cellules MCF10A surexprimant
la GFP ou ADAMI2L-GFP montre la présence de deux bandes, 1'une correspond au poids
moléculaire attendu de 68 kDa et 'autre bande est aux alentours de 55-60kDa. Cette seconde
bande pourrait correspondre a la protéine délétée de son peptide contenant le domaine RGD,
clivé dans la matrice extracellulaire comme cela a pu étre montré par Kim et a/ (Kim et al.,
2003).

De facon intéressante, I'expression totale du TGFBI est plus forte dans les cellules MCF10A
surexprimant ADAMI12L comparée aux cellules controles confirmant l'association de leur
expression dans notre modele et suggérant un effet direct ou indirect dADAMI2L sur
l'expression du TGFBI (Figure 46A). Nous n'avons pas réussi a détecter ADAMI12L dans les
IP réalisées avec les anticorps anti-TGFBI. A l'inverse, les produits d'IP anti-ADAMI2L
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montrent une bande correspondant au TGFBI. Néanmoins, cette bande est aussi présente dans
les contrdles négatifs incluant les IgG non spécifiques et 1'P anti-ADAM12L sur MCF10A-
GFP. 1I est a noter cependant que cette bande est plus faible en intensité dans les témoins
négatifs suggérant une interaction potentielle entre ADAMI2L et le TGFBI.

Nous avons aussi réalisé des expériences d'immunolocalisation dans les MCF10A-ADAMI2L
(Figure 46B). Le marquage du TGFBI montre clairement une accumulation dans des
structures périnucléaires. On observe une trés bonne colocalisation du TGFBI et d'ADAM12L
au niveau de ces structures périnucléaires.

L'ensemble de ces résultats suggere une interaction physique d'ADAMI2L avec le TGFBI
mais qui devra étre validée par d'autres approches techniques et dans des modeles
d'expression endogéne comme les cellules étoilées hépatiques et des cellules tumorales
mésenchymateuses. Par ailleurs, la pertinence d'une interaction au niveau des structures

périnucléaires reste a étre évaluée.
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Figure 46 : Etude de I'interaction en ADAM12L et TGFBI.

(A) Analyse par Western Blot des produits de co-immunoprécipitations anti-ADAM12L , anti-TGFBI
sur les MCFI10A controles (GFP) et les MCF10A surexprimant ADAMI2L. (B) Analyse de la
colocalisation d'ADAMI2L-GFP (vert) et du TGFBI (rouge) dans les MCFI10A surexprimant
ADAMI2L.
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3.3) Interaction d'ADAMI12L avec ZO-1 et ZO-2

a) Z01 et ZO2 : composants des jonctions serrées

L'intégrité et I'organisation d'un tissu épithélial est en partie assurée grace a des jonctions
intercellulaires : les jonctions serrées (TJ), jonctions adhérentes (AJ), les desmosomes et les
jonctions GAP. Les jonctions serrées régulent le transport d'ions et de molécules entre les

cellules (voie paracellulaire en opposition avec la voie transcellulaire) (Figure 47).

IAMSs / Actine

Tricelluline
Jonctions serrées (TJ)

Jonctions adhérente (AJ)

Occludine

‘<"
W\

Desmosomes

Claudine
Jonctions GAP

Figure 47 : Les jonctions serrées.

1l existe quatre types de jonctions intercellulaires : les jonctions serrées, les jonctions adhérentes, les
desmosomes et les jonctions GAP. Les jonctions serrées sont constituées de trois éléments protéiques :
une protéine transmembranaire telle que les JAMs (Junctional Adhesion Molecules), la Tricelluline,
l'Occludine et la Claudine, une protéine d'ancrage périphérique comme Z01/2/3, MAGII et une
protéine de régulation associée aux jonctions serrées.

Structure et Fonctions

Les protéines Zona Occludens (ZO), comprenant ZO-1, ZO-2 et ZO-3 sont des protéines
d'échafaudage qui recrutent une grande variété¢ de protéines cytoplasmiques au niveau des
jonctions intercellulaires. Elles constituent ce qu'on appelle les plaques périphériques des
jonctions serrées. Les protéines ZO ont été originellement décrites pour se localiser au niveau
des jonctions serrées, mais peuvent également se localiser au niveau des jonctions adhérentes
et des jonctions GAP ce qui en fait des protéines plus généralement impliquées dans

['adhésion intercellulaire et la communication.

Les protéines ZO portent plusieurs domaines importants pour maintenir 1'organisation
structurelle des jonctions intercellulaires mais aussi des domaines impliqués dans la
signalisation cellulaire et la transcription. Leur structure se compose de nombreux domaines
d'interaction protéique : les domaines PDZ, SH3, GUK (Guanylate kinase), ainsi que des
domaines uniques (U) et un domaine riche en proline (Figure 48). Ces différents domaines

sont responsables des différentes localisations et fonctionnalités des protéines ZO.
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Figure 48 : Structure des protéines ZO et principaux intéractants.
(Schéma de Bauer et al., 2010)

Les protéines ZO sont des protéines périphériques des jonctions serrées et interagissent
directement avec les protéines transmembranaires comme les Claudine, I'Occludine ou encore
les JAMs. Par exemple, le domaine PDZ-1 permet l'interaction de ZO-1 avec l'extrémité C-
terminale des Claudines. Cette interaction est cruciale pour la formation des jonctions serrées
puisqu'elle permet de déterminer ou et quand la Claudine se polymérise (Umeda et al., 2006).
Les protéines ZO peuvent aussi interagir avec 1) le cytosquelette, de fagcon directe (filaments
d'actine), ou indirecte (ex : Cortactine, a-caténine, AF6), 2) des protéines de signalisation
cellulaire (ex : ZAK pour ZO-1 associated kinase), 3) des protéines des complexes de polarité
(ex : Scribble, PATJ pour Protein Associated with tight junctions), 4) des facteurs de
transcription comme SAF-B (Scaffold Attachement Factor B), ZONAB (ZO-1 Associated
Nucleic Acid Binding Protein), Jun, Fos et C/EBP (CCAAT/Enhancer Binding Protein)(Bauer
et al., 2010).

b) Z0O-1/2, EMT et cancer

Les protéines ZO sont impliquées dans la progression tumorale. En effet, il a ét¢é montré
qu'elles sont diminuées ou délocalisées dans plusieurs types de carcinomes (Chlenski et al.,
2000) et plusieurs études ont montré que la présence de jonctions serrées au sein des cellules

tumorales est associée a un faible pouvoir invasif (Hoevel et al., 2002; Ren et al., 1990). Des
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mutants de ZO-1 codant uniquement pour le domaine N-terminal (avec les 3 domaines PZD)
sont délocalisés dans le cytoplasme de cellules MCDK et induisent un phénotype
mésenchymateux (Reichert et al., 2000). Par ailleurs, le sous-type de tumeur mammaire
claudin-low présente la signature EMT la plus forte et une faible expression des protéines ZO
reliant ainsi clairement l'association négative des jonctions serrées et de ZO-1 avec le
phénotype EMT et le potentiel invasif (Taube et al., 2010).

Les jonctions serrées jouent aussi un role majeur lors du processus d'intravasation, elles
constituent une barriére au niveau des vaisseaux sanguins pour empécher le passage des
cellules tumorales entre les cellules endothéliales. Ainsi, il a été montré que les vaisseaux
associés aux tumeurs sont plus perméables que les vaisseaux issus de tissus sains (Utoguchi et
al., 1996). NK4, un antagoniste du HGF, inhibe I'effet pro-perméabilisation du HGF ainsi que
l'invasion de cellules cancéreuses mammaires humaines MDA-MB231 au sein d'un matrigel
tapissé de cellules endothéliales HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) (Martin
et al., 2002). HGF diminue I'expression de ZO-1 et augmente sa phosphorylation sur ses
tyrosines, et cet effet est inhibé par le NK4. Les protéines ZO jouent donc un role a plusieurs

niveaux au cours de la progression tumorale.

¢) Résultats : interaction entre ADAMI12L et ZO-1

Le lien entre les protéines ZO et la progression tumorale étant établi, l'identification de ZO-1
et de ZO-2 comme potentiels intéractants d ADAMI12L dans un modele EMT nous a conduits
a tenter de valider ces interactions par des approches de co-immunoprécipitation et de co-
immunolocalisation.

Comme le montre la Figure 49, les analyses par western blot des produits immunoprécipités
par l'anticorps anti-ADAMI12L permettent de détecter une bande correspondant a ZO-1 dans
les MCF10A-ADAMI12L. Néanmoins, cette bande apparait aussi dans I'IP anti-ADAMI2L
dans les cellules MCF10A-GFP, bien que l'intensité soit nettement plus faible. Ces résultats
suggerent soit une interaction non spécifique de l'anticorps anti-ADAMI12L avec ZO-1, soit
une interaction d ADAMI12L endogene avec ZO-1. Il est a noter cependant que les cellules
controles MCF10A-GFP présentent une expression d'ADAMI2L endogene tres faible et non
détectable par western blot (phénotype épithélial).

L'TP anti-ZO-1 montre une bonne efficacité et une bonne spécificité puisque ZO-1 n'est pas
détectée dans I'IP réalisée avec des IgG non spécifique de souris. De fagon étonnante, la

bande ZO-1 est plus intense dans les MCF10A surexprimant ADAMI2L par rapport aux
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MCFI10A controles malgré une abondance similaire dans les extraits totaux. Dans ces
conditions, aucune bande ADAMI12L n'est détectée.

Enfin nous avons réalisé¢ une IP avec deux anticorps dirigés contre la GFP, un anticorps de
souris et un anticorps de lapin. L'anticorps dirigé contre la GFP nous a permis de révéler la
présence d'ADAMI12L-GFP mais pas de la GFP seule, suggérant que 1'IP anti-GFP n'est
efficace que sur la protéine de fusion. Dans les deux IP anti-GFP, la protéine ZO-1 est
détectée uniquement dans les cellules MCFI10A-ADAMI2L suggérant une interaction
spécifique entre ADAMI12L et ZO-1 dans notre modéle. En résumé, il semble que ZO-1 et
ADAMI2L interagissent puisque la bande ZO-1 est peu (anti-ADAM12L) ou pas (anti-GFP)
présente dans les cellules MCF10A controles alors que 1'on observe une forte bande dans les
cellules MCF10A surexprimant ADAMI2L.

Afin de confirmer ces résultats, nous avons réalisé des expériences d'immunofluorescence sur
les cellules MCF10A-ADAMI12L. On peut observer dans quelques cellules une colocalisation
d'ADAMI12L et de ZO-1 au niveau membranaire (Figure 49B).

Afin de valider ces résultats dans un modele d'expression endogéne, nous avons utilisé les
cellules étoilées du foie (CEF) qui expriment fortement ADAMI12L. Nous avons pu montrer
par une analyse western blot que ces cellules expriment ZO-1 de fagon importante
(Figure 50). Par ailleurs, I'IP anti-ADAMI12L révéele la présence de ZO-1 alors qu'aucune
bande n'est présente dans I'IP contrdle. Des expériences d'immunolocalisation sont en cours
pour valider l'interaction dans ce mode¢le.

L'ensemble de ces résultats suggére une interaction entre ADAMI12L et ZO-1, mais celle-ci
pourrait étre directe ou indirecte et transitoire au cours de I'EMT. Afin de répondre a cette
question il faudra par exemple réaliser des expériences d'interaction avec des protéines

purifiées et des expériences de FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer).
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Figure 49 : Etude de l'interaction entre ADAMI12L et ZO-1 par immunoprécipitation et
immunolocalisation dans les cellules MCF10A.

(A) Analyse par Western Blot des produits de co-immunoprécipitation anti-ADAMI12L , anti-ZO-1,
anti-GFP (souris) et anti-GFP (lapin) sur les MCF10A controles (GFP) et les MCF10A surexprimant
ADAMI2L. (B) Analyse de la colocalisation d'ADAMI2L (vert) et de ZO-1 (rouge) dans les MCF10A4
surexprimant ADAMI2L.
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Figure 50 : Etude de l'interaction entre ADAMI12L et ZO-1 par immunoprécipitation

dans les cellules étoilées du foie.
Analyse par Western Blot des produits de co-immunopreécipitation réalisées avec des anticorps anti-

ADAM 2L ou des IgG non spécifiques sur des cellules étoilées du foie. Tot : Lysats totaux (20ug).
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DISCUSSION GENERALE

La communication des cellules tumorales avec leur microenvironnement joue un role essentiel
dans le développement et la progression tumorale. Dans ce contexte, les protéines de la
famille ADAM constituent une nouvelle famille impliquée dans la régulation de ces signaux.
ADAMI12 en particulier est largement associée aux cancers. Son expression au sein de tissus
mésenchymateux et son role dans la signalisation du TGFf font d'elle un acteur potentiel dans
la transition épithélio-mésenchymateuse, un processus majeur permettant aux cellules
tumorales d'envahir de nouveaux tissus et de former des métastases. Nos travaux montrent
pour la premiére fois un rdle de la forme membranaire d'ADAMI12 dans I'EMT via la

modulation des voies de signalisation du TGFp.

ADAM12 : nouveau marqueur précoce de la Transition Epithélio-Mésenchymateuse

Dans un premier temps, nous avons montré que l'expression d'ADAMI12L et dADAMI2S est
corrélée a celle des marqueurs de I'EMT in vivo dans des biopsies de tumeurs mammaires et
in vitro dans des lignées cancéreuses mammaires confirmant ainsi les études montrant
qu'ADAMI2L est surexprimée dans les cancers TNBC (Li et al., 2012) et plus récemment
dans le sous-type claudin-low, qui présente la signature EMT la plus forte parmi les sous-
types de cancer du sein (Li et al., 2013). Par ailleurs, des études sur des modeles murins ont
montré que la surexpression d'ADAMI2 favorise l'agressivité des cellules tumorales
(Kveiborg et al., 2005; Roy et al., 2011). En accord avec ces résultats nous avons montré que
l'expression dADAMI12L, ADAMI2S et de la Vimentine est significativement augmentée
chez les patients développant des métastases. Bien que significatifs, I'augmentation de
I'expression d'ADAMI12 et de la Vimentine chez la patients présentant des métastases reste
modérée et suggere que l'acquisition d'un phénotype mésenchymateux n'est pas suffisante
pour induire la formation de métastases. Ces résultats sont en accord avec le fait que le sous-
type claudin-low ne présente pas le pronostic le plus défavorable parmi les sous-types de

cancer du sein (Prat et al., 2010).

Bien que fortement liées, les signatures géniques de cellules ayant subi I'EMT et de cellules
souches cancéreuses ne se recoupent pas enticrement (Ben-Porath et al., 2008). En accord
avec ces données, 1'épithélialisation par inhibition du facteur de transcription Prrx1 a montré

une ¢pithélialisation des cellules associée a l'acquisition des marqueurs souches
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CD44"€"/CD22"Y suggérant que I'EMT et la stemness des cellules peuvent étre découplées
(Ocafia et al., 2012). Le sous-type claudin-low, ou est exprimée ADAMI2L, possede une
forte signature de cellules souches comparée aux autres sous-types, en revanche l'expression
d'ADAMI12 est augmentée dans les cellules souches embryonnaires différenciées par rapport
aux cellules souches parentales (Kim et al., 2014) et dans les cellules souches
mésenchymateuses dérivées du tissu adipeux différenciées en cellules de muscles lisses (Do et
al., 2012; Kim et al., 2012), suggérant quADAMI12 pourrait étre un marqueur spécifique de

I'EMT mais pas des cellules souches.

Induction de I'EMT par ADAMI2L et le TGFp

Afin de rechercher le réle d ADAMI12 dans I'EMT, nous I'avons surexprimée stablement dans
les cellules MCFI10A. De fagon spontanée (sans traitement), les cellules MCF10A
surexprimant ADAMI12L subissent une EMT partielle caractérisée par une forme fibroblaste-
like, la formation de fibres de stress, la diminution de la E-cadhérine et 1'augmentation de la
Vimentine. En revanche, nous n'avons pas observé de changement phénotypique dans les
cellules épithéliales mammaires tumorales MCF7 surexprimant ADAMI2L. Les cellules
MCF7 appartiennent au sous-type luminal A et expriment les récepteurs aux cestrogenes (ER)
et a la progestérone (PR) alors que les cellules MCF10A appartiennent au sous-type basal B et
sont des TNBC (absence des récepteurs PR, ER et HER2). Aussi les capacités de réponse des
MCF7 a un inducteur de I'EMT pourraient étre tres différentes de celles des MCF10A. En
accord avec cette hypothese, il a été montré que les cellules de type luminal, et notamment les
MCF7, ne répondent pas aussi bien au TGFPB que les cellules de type basal (Chaffer et al.,
2013). En effet, malgré une activation des protéines SMADs, le TGFP n'induit ni 1'expression
de Zebl ni un phénotype EMT. En revanche, I'expression forcée de Zebl dans ces cellules
induit 'EMT suggérant que ces cellules sont réfractaires au signal TGFf} mais pas a I'EMT.
Nous avons nous méme confirmé que le TGF n'induit que faiblement I'EMT dans les cellules
MCF7 apres un traitement de 96H. Ces observations suggerent donc que I'EMT induite par la
surexpression dADAMI12L requiert un contexte cellulaire particulier sans doute en relation

avec le systéme de signalisation du TGF.

Démontrer ensuite que la présence d'ADAM12 est requise dans un mécanisme induit par le
TGFp alors que sa propre expression est fonction de ce méme facteur n'est pas simple. Pour

répondre a cette question, nous avons généré des cellules MCF10A exprimant un shRNA
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dirigé contre ADAM12, empéchant ainsi son induction lors d'un traitement au TGFp. Nous
avons traité ces cellules avec des doses croissantes de TGFP pendant 96H afin de trouver une
fenétre dans laquelle les effets du TGFP ne sont pas saturants. En dépit de ce dispositif, nous
n'avons observé qu'un faible effet de 1'absence d'ADAMI12 sur 'EMT induite par le TGFf

suggérant qu'ADAM12L n'est pas indispensable dans ces conditions expérimentales.

Une autre approche a consisté a éteindre 1'expression d ADAMI12 dans des cellules tumorales
exprimant ADAMI12 de fagon endogene afin de réverser leur phénotype mésenchymateux.
L'absence d'effet de l'extinction dADAMI12 dans ces lignées est similaire aux observations
reportées précédemment pour des inducteurs de I'EMT. Par exemple, l'inhibition de TWISTI,
facteur de transcription pro-EMT, dans les cellules tumorales mammaires BT549 n'induit pas
leur réversion (Ocana et al., 2012). Ces observations ne sont pas contradictoires avec le role
de ces protéines dans 'EMT. En effet, d'apres le modele de Weinberg, 1'état épithélial d'une
cellule est une caractéristique par défaut de la cellule. En présence de signaux pro-EMT,
comme le TGF, les cellules passent dans un état intermédiaire métastable puis réversent
apres la fin du traitement. Néanmoins, les cellules peuvent aussi passer a un état
mésenchymateux stable caractérisé par des modifications épigénétiques particulieres et la
présence de boucles de régulation autocrines (Tam and Weinberg, 2013). Dans ce contexte,
I'inhibition d'une protéine qui participe a I'EMT ne permet pas nécessairement une réversion

du phénotype.

La modulation des voies de signalisation du TGFB par ADAMI12L est associée a la
dynamique membranaire

Le TGFp est une cytokine majeure dans la régulation de la progression tumorale, mais son
role est complexe. Anti-tumorale dans les phases précoces et pro-invasif dans les phases
tardives, ses effets sur une cellule dépendent d'une combinatoire de signaux provenant de la
cellule mais aussi et surtout de son microenvironnement. La compréhension des mécanismes
moléculaires impliqués dans les différentes fonctions du TGFB au cours de la tumorigenese

reste un enjeu majeur pour le développement de nouvelles thérapies ciblées.

Dans ce contexte, notre laboratoire a précédemment montré quADAMI2L interagissait avec
le TBRII et induisait les voies de signalisation du TGFp, aussi bien la voie SMAD (Atfi et al.,
2007), que les voies non-SMADs incluant la voie PI3K/AKT (Leyme et al., 2012). Au cours
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de nos propres travaux, nous avons observé une activation des protéines SMAD3, AKT et
ERK dans les cellules MCF10A surexprimant ADAMI12L. L'utilisation d'inhibiteurs de TPRI
et de MEK (et donc de ERK) réverse partiellement le phénotype induit par ADAMI2L
montrant leur importance dans le maintien du phénotype mésenchymateux. L'ensemble de ces
données suggere qu'ADAMI2L module des voies de signalisation connues pour médier
I'EMT par le TGFp et plus particulierement la voie ERK par un mécanisme impliquant au
moins en partie le récepteur au TGFf plutot que la libération de ligands de I'EGFR, comme
cela a pu étre décrit dans d'autres modeles. Ces résultats ont été confirmé par nos expériences
montrant qu'un mutant d'ADAMI2L délété pour son activit¢é métalloprotéase et donc
incapable de cliver les ligands de I'EGFR, est toujours capable d'induire I'EMT. De facon
intéressante, la surexpression dADAMI12L reproduit une partie des effets du TGFp sur les
cellules MCF10A mais pas tous. Ainsi la surexpression dADAMI2L induit I'EMT, une
augmentation de la résistance a l'apoptose et une baisse de prolifération mais n'a pas d'effet
sur la migration.

L'un des paramétres majeurs contribuant a la réponse cellulaire au signal TGFp est la
localisation subcellulaire de ses récepteurs. Ainsi, les récepteurs du TGFf peuvent se localiser
dans différents microdomaines membranaires dans des régions de type radeaux lipidiques ou
non radeaux lipidiques ainsi que dans les endosomes (Le Roy and Wrana, 2005). De facon
trés intéressante, il a été récemment montré que cette localisation induit les voies MAPK et
est nécessaire a l'induction de 'EMT par le TGFB (Zuo and Chen, 2009). De méme,
ADAMI2L est relocalisée dans les radeaux lipidiques dans des cellules mésenchymateuses
traitées au TGFB (Kim et al., 2012). Dans notre modele de surexpression, nous provoquons
I'accumulation d'ADAMI2L dans des zones périnucléaires comme cela a déja été observeé
dans d'autres modeles. De facon plus intéressante, nous avons identifi¢ ADAMI12L dans les
endosomes par colocalisation avec la protéine marqueur des endosomes précoces EEA1
(résultats non montrés) mais aussi dans des microdomaines de types radeaux lipidiques. De
facon particulierement intéressante, Src, qui est enrichie dans les radeaux lipidiques (Liang et
al., 2001), est impliquée dans la phosphorylation de TBRII et pourrait fournir des sites
d'ancrage pour les protéines adaptatrices Grb2 et ShcA et mener ainsi a l'activation des
MAPK (Galliher and Schiemann, 2007). Les trois protéines Src, Grb2 et TBRII sont tous les
trois des interactants physiques dADAMI2L dont l'expression induit une forte activation de
la voie ERK dans notre mode¢le. Par ailleurs, parmi les 15 protéines relocalisées avec

ADAMI2L dans les radeaux lipidiques en réponse au TGFp dans les cellules souches
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mésenchymateuses (Kim et al., 2012), les protéines Kiddins220 et Rapl A ont été impliqués
dans l'activation de la voie ERK (Arévalo et al., 2006). De plus, RaplA a étée directement
liée a la signalisation TGFP (Nikolaos Patsoukis ef al., présentation orale au 53e congres de
American society and Hematology, 2011) et contribue a I'induction de I'EMT (Okada et al.,
2015). En accord avec ces observation, nous avons émis I'hypothése quUADAMI12L pourrait
se localiser dans des régions de type radeaux lipidiques au sein d'une "plate-forme" de
signalisation comprenant TBRII, Src, Grb2, Kiddins220 et Rap1A, et étre un élément clé
dans l'induction de I'EMT et 'activation de la voie ERK. Nos résultats préliminaires ne
montrent pas d'activation de RaplA dans les cellules surexprimant ADAMI12L, néanmoins ce
type d'événement est hautement dynamique et dans ce contexte, notre modéle de
surexpression montre ses limites. En effet, il est peu adapté a une compréhension des
mécanismes moléculaires impliqués au cours de I'EMT puisqu'il nous permet uniquement
d'étudier 1'état épithélial d'une part et 1'état mésenchymateux d'autre part, mais pas la
dynamique permettant de passer d'un état a 1'autre. Un modele d'EMT induite par le TGFp
serait idéal, néanmoins ce type de modele est peu sensible et rend difficile voire impossible la
détection des effets d'ADAMI12L, d'autant que sa dynamique d'activation est déja complexe.
Alternativement, il serait intéressant d'utiliser un modele dans lequel on pourrait induire
I'expression d'ADAMI2L (induction a la doxycycline par exemple) a un niveau plus
physiologique. L'ensemble de ces observations suggére qu'ADAMI12L pourrait agir de
facon spécifique sur certaines composantes du systeme de signalisation du TGFp

modulant ainsi des fonctions particulieres du TGFp.

L'importance de la dynamique membranaire de la protéine ADAM12 dans la modulation des
signaux cellulaires est renforcée par les résultats de nos données de protéomique. En effet,
l'identification de ZO-1 et ZO-2 comme intéractants potentiels dADAMI12L dans notre
modele de surexpression suggere quADAMI2L aurait un role dans l'altération des jonctions
serrées qui participent a l'intégrité des épithéliums et sont désassemblées au cours de I'EMT.
ZO-1 est exprimée dans les jonctions serrées des cellules épithéliales dans lesquels
ADAMI12L n'est pas exprimée, aussi l'interaction en ADAMI12L et ZO-1, si elle existe, est un
é¢venement transitoire de la dédifférenciation des cellules. A noter que dans des lignées de
cancers du sein, ADAMI2L est préférentiellement exprimée dans le sous-type de cancer
mammaire claudin-low (Li et al., 2013), la claudine étant une des protéines majeures des

jonctions serrées interagissant avec ZO-1 et ZO-2 (Giinzel and Fromm, 2012).
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Notre hypothese est que le TGFB induit 1'expression d'ADAMI12L qui contribuerait a
I'EMT en facilitant le désassemblage des jonctions serrées. Cette hypothése est soutenue
par le fait qu ADAMI2L est un intéractant du TPRII, qui est lui méme relocalis¢ avec TPRI
dans des régions riches en ZO-1 en réponse a un signal TGFB (Ozdamar et al., 2005). Par
ailleurs, il a ét¢é montré que la protéine Rapl est un régulateur clé¢ de la formation des
jonctions cellulaires (Kooistra et al., 2007) et notamment des jonctions serrées (Wittchen et

al., 2005).

Comme nous l'avons dit précédemment, 1'étude des relations entre ADAM12L, le TGFP et les
protéines ZO nécessiterait un modele dynamique d'EMT. La pertinence d'une relation entre
ADAMI2L et ZO-1 pourrait néanmoins étre évaluée dans d'autres contextes. Par exemple, il a
¢t¢ montré que les jonctions serrées jouent un role majeur dans les processus de fusion
cellulaire, au cours de la myogene¢se (Developmental Regulation : Aspects of Cell
Differentiation, Stuart Coward) et de la fusion des trophoblastes (Pidoux et al., 2010), or
ADAMI2 a été décrite comme un acteur majeur de ces processus (Aghababaei et al., 2015;
Yagami-Hiromasa et al., 1995). Dans ces phénomenes de fusion, une inhibition de
I'expression de ZO-1 empéche la fusion des trophoblastes (Pidoux et al., 2010). Ainsi, la
présence de jonctions serrées est requise pour la fusion cellulaire, mais on peut imaginer
qu'ADAMI2L puisse permettre le désassemblage de ces jonctions a un moment bien précis
du processus de fusion. La compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans la
fusion cellulaire induite par ADAMI2 pourrait avoir un impact dans plusieurs domaines
comme la réparation musculaire et les bonnes fonctions placentaires, mais aussi
potentiellement dans le cancer. En effet, plusieurs théories expliquent l'acquisition de
capacités invasives ou de propriétés souches par des mécanismes de fusion cellulaire des
cellules tumorales, avec par exemple, des macrophages ou des cellules souches (Lu and Kang,

2011; Pawelek, 2014).

Conclusion

Sur la base de nos travaux et des données de la littérature, nous avons ¢tablit un modéle
hypothétique de l'action d'ADAMI12L au cours de I'EMT induite par le TGFp (Figure 51).
Dans un microenvironnement tumoral, le TGFp sécrété en grande quantité, se fixe a ses

récepteurs sur les cellules épithéliales tumorales et induit des voies de signalisation
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aboutissant a la répression des geénes épithéliaux et a I'induction de génes mésenchymateux
dont la forme membranaire d ADAM12.

En interagissant avec le récepteur au TGFp, ADAMI2L contribuerait a l'activation des voies
de signalisation SMAD et non-SMADs (ERK et PI3K). L'activation de la voie ERK pourrait
impliquer un complexe de signalisation comprenant TRRII, Src, Grb2, Kidins220, RaplA et
ADAMI12L au niveau des microdomaines membranaires. Par ailleurs, ADAMI12L recrutée
avec les récepteurs au TGFB au niveau des jonctions serrées pourrait faciliter leur
désassemblage via son interaction avec ZO-1 et ZO-2.

L'ensemble de ces signaux contribue a l'activation d'un programme EMT caractérisé par un
changement d'expression des marqueurs de I'EMT, une augmentation des capacités de

migration et d'invasion, et une diminution de la prolifération et de l'apoptose.

En conclusion, nos résultats révelent pour la premiére fois un role de la forme membranaire
d'ADAMI12 dans I'EMT en relation avec la signalisation du TGFp. L'utilisation d'un mode¢le
cellulaire dynamique est nécessaire pour une meilleure compréhension des mécanismes
moléculaires impliqués dans la modulation du signal TGFf et du désassemblage des jonctions
serrées par ADAMI2L. Ces études pourraient permettre l'identification de nouvelles cibles
thérapeutiques spécifiques dans le cadre du cancer, mais aussi dans des maladies en lien avec

le TGFB comme la fibrose.
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Figure 51 : Modé¢le hypothétique de I'action d'ADAM12L au cours de I'EMT induite par
le TGFp.

TJ : Jonctions serrées. AJ : Jonctions adhérentes.
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Annexe 2 : Liste des protéines avec un enrichissement supérieur ou égale a 3 dans les
immunprécipitats ADAMI12L comparativement au controle dans les MCF10A
surexprimant ADAMI12L.

Symbole Gene Identified Proteins (258/259) Fold Change IP ADAM12L I IP 1gG Score Crapome /411
ADAM12 Metalloprotease-disintegrin 12 transmembrane isoform La OS=Homo sapiens GN=ADAM12 PE INF 91 0 0
Raichu404xX Raichu404X OS=Homo sapiens GN=Raichu404X PE=2 SV=1 INF 28 0 0
usP25 Isoform USP25m of Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 25 OS=Homo sapiens GN=USP25 INF 27 0 0
EIF4G1 EIF4G1 protein OS=Homo sapiens GN=EIF4G1 PE=2 SV=1 INF 26 0 102
TIP2 Tight junction protein 2 (Zona occludens 2), isoform CRA_a OS=Homo sapiens GN=TJP2 PE=4 S INF 23 0 32
UBC Polyubiquitin-C (Fragment) OS=Homo sapiens GN=UBC PE=4 SV=1 INF 16 0 233
AP2A1 Isoform B of AP-2 complex subunit alpha-1 0S=Homo sapiens GN=AP2A1 INF 15 0 24
DDX5 cDNA FLI53366, highly similar to Probable ATP-dependent RNA helicase DDX5 (EC 3.6.1.-) 0S= INF 13 0 247
RPS14 40S ribosomal protein $14 OS=Homo sapiens GN=RPS14 PE=1 SV=3 INF 12 0 259
TBC1D15 Isoform 2 of TBC1 domain family member 15 OS=Homo sapiens GN=TBC1D15 INF 11 0 23
RARS Arginine--tRNA ligase, cytoplasmic OS=Homo sapiens GN=RARS PE=1 SV=2 INF 10 0 110
DDOST Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase subunit 1 (Fragment) OS=Hom INF 10 0 59
RPS15A HCG1994130, isoform CRA_a OS=Homo sapiens GN=hCG_1994130 PE=2 SV=1 INF 10 0 178
PLEKHAS Pleckstrin homology domain containing, family A member 5, isoform CRA_a OS=Homo sapiens| INF 10 0 13
AFG3L2 AFG3-like protein 2 0S=Homo sapiens GN=AFG3L2 PE=1 SV=2 INF 9 0 21
HADHA Epididymis tissue sperm binding protein Li 14m OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 INF 9 0 72
ATP50 ATP synthase subunit O, mitochondrial 0S=Homo sapiens GN=ATP50 PE=1 SV=1 INF 8 0 51
F2 cDNA FLI54622, highly similar to Prothrombin (EC 3.4.21.5) 0S=Homo sapiens PE=2 SV=1 INF 8 0 16
CYTSA CYTSA protein OS=Homo sapiens GN=CYTSA PE=2 SV=1 INF 8 0
LRRFIP1 Isoform 2 of Leucine-rich repeat flightless-interacting protein 1 0S=Homo sapiens GN=LRRFIP1 INF 8 0 50
ALDH18A1 Isoform Short of Delta-1-pyrroline-5-carboxylate synthase OS=Homo sapiens GN=ALDH18A1 INF 8 0 93
ATAD3A ATPase family AAA domain-containing protein 3A (Fragment) OS=Homo sapiens GN=ATAD3A H INF 7 0 87
C4B Complement C4-B OS=Homo sapiens GN=C4B PE=1 SV=2 INF 7 0 40
RPL14 60S ribosomal protein L14 OS=Homo sapiens GN=RPL14 PE=1 SV=4 INF 6 0 156
AHCY Adenosylhomocysteinase OS=Homo sapiens GN=AHCY PE=1 SV=4 INF 6 0 98
TJP1 Tight junction protein ZO-1 OS=Homo sapiens GN=TJP1 PE=4 SV=1 INF 6 0 35
Myo1cC Unconventional myosin-lc 0S=Homo sapiens GN=MYO1C PE=1 SV=1 INF 6 0 66
RPS27 40S ribosomal protein S27 OS=Homo sapiens GN=LOC392748 PE=3 SV=1 INF 5 0 185
HNRNPU cDNA FLJ44920 fis, clone BRAMY3011501, highly similar to Heterogeneous nuclear ribonucleo INF 5 0 280
TARS cDNA, FLI96812, highly similar to Homo sapiens threonyl-tRNA synthetase (TARS), mRNA 0S=H INF 5 0 65
C5 Complement C5 OS=Homo sapiens GN=C5 PE=1 SV=4 INF 5 0 20
RPS26 HCG20716 OS=Homo sapiens GN=RPS26 PE=4 SV=1 INF 5 0 157
DDX21 Isoform 2 of Nucleolar RNA helicase 2 0S=Homo sapiens GN=DDX21 INF 5 0 179
PRDX5 Isoform 3 of Peroxiredoxin-5, mitochondrial 0S=Homo sapiens GN=PRDX5 INF 5 0 26
ZC3H14 Isoform 4 of Zinc finger CCCH domain-containing protein 14 OS=Homo sapiens GN=ZC3H14 INF 5 0 42
DOCK10 sp|Q96BY6| DOC10_HUMAN-DECOY Dedicator of cytokinesis protein 10 0S=Homo sapiens GN INF 5 0 1
RPL6 60S ribosomal protein L6 OS=Homo sapiens GN=RPL6 PE=2 SV=1 INF 4 0 172
AP1G1 cDNA FLJ46199 fis, clone TESTI4007965, highly similar to AP-1 complex subunit gamma-1 0S=H INF 4 0 4
NUP205 cDNA FLJ50996, highly similar to 60S ribosomal protein L4 OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 INF 4 0 37
PGAMS5 Isoform 2 of Serine/threonine-protein phosphatase PGAMS5, mitochondrial 0S=Homo sapiens INF 4 0 73
CIT Isoform 4 of Citron Rho-interacting kinase OS=Homo sapiens GN=CIT INF 4 0 9
RPS9 Ribosomal protein S9, isoform CRA_a OS=Homo sapiens GN=RPS9 PE=3 SV=1 INF 4 0 170
EWSR1 RNA-binding protein EWS OS=Homo sapiens GN=EWSR1 PE=1 SV=1 INF 4 0 143
RPL23A 60S ribosomal protein L23a OS=Homo sapiens GN=RPL23A PE=1 SV=1 INF 3 0 224
RNPEP Aminopeptidase B OS=Homo sapiens GN=RNPEP PE=1 SV=1 INF 3 0 10
DDX3X ATP-dependent RNA helicase DDX3X OS=Homo sapiens GN=DDX3X PE=2 SV=1 INF 3 0 212
CFL1 cDNA FLI51435, moderately similar to Cofilin-1 0S=Homo sapiens PE=2 SV=1 INF 3 0 196
NPEPPS cDNA FLJ56108, highly similar to Puromycin-sensitive aminopeptidase (EC 3.4.11.-) 0S=Homo INF 3 0 34
GMPS cDNA FLI57604, highly similar to GMP synthase (glutamine-hydrolyzing) (EC 6.3.5.2) OS=Homo| INF 3 0 58
HADH cDNA, FLI95242, highly similar to Homo sapiens L-3-hydroxyacyl-Coenzyme A dehydrogenase, INF 3 0 27
COPB1 Coatomer subunit beta 0S=Homo sapiens GN=COPB1 PE=1 SV=3 INF 3 0 92
MCMe6 DNA replication licensing factor MCM6 OS=Homo sapiens GN=MCM6 PE=1 SV=1 INF 3 0 101
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Symbole Gene Identified Proteins (258/259) Fold Change IP ADAM12L I IP 1gG Score Crapome /411
HYOU1 Hypoxia up-regulated protein 1 0S=Homo sapiens GN=HYOU1 PE=4 SV=1 INF 3 0 50
NUMA1 Isoform Numa-m of Nuclear mitotic apparatus protein 1 OS=Homo sapiens GN=NUMA1 INF 3 0 78
MucC19 MUC19 variant 12 OS=Homo sapiens GN=MUC19 PE=2 SV=1 INF 3 0
PDE6H Retinal cone rhodopsin-sensitive cGMP 3',5'-cyclic phosphodiesterase subunit gamma OS=Hon] INF 3 0 0
VPS35 Vacuolar protein sorting 35 variant (Fragment) OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 INF 3 0 35
RPS2 40S ribosomal protein S2 0S=Homo sapiens GN=RPS2 PE=1 SV=1 INF 2 0 210
RPS8 40S ribosomal protein S8 0S=Homo sapiens GN=RPS8 PE=2 SV=1 INF 2 0 228
ITPR3 Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 3 0S=Homo sapiens GN=ITPR3 PE=1 SV=2 INF 2 0 15
PFKP Isoform 2 of ATP-dependent 6-phosphofructokinase, platelet type OS=Homo sapiens GN=PFKP| INF 2 0 75
LONP1 Lon protease homolog, mitochondrial 0S=Homo sapiens GN=LONP1 PE=2 SV=1 INF 2 0 73
MIA3 Melanoma inhibitory activity protein 3 0S=Homo sapiens GN=MIA3 PE=1 SV=1 INF 2 0 16
MYO1B MYO1B variant protein 0S=Homo sapiens GN=MYO1B PE=2 SV=1 INF 2 0 69
NFATS Nuclear factor of activated T-cells 5, tonicity-responsive, isoform CRA_b OS=Homo sapiens GN INF 2 0 5
NUP205 Nuclear pore complex protein Nup205 OS=Homo sapiens GN=NUP205 PE=1 SV=3 INF 2 0 37
SYNE2 Polytrophin OS=Homo sapiens GN=TROPH PE=2 SV=1 INF 2 0 10
DDX17 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX17 OS=Homo sapiens GN=DDX17 PE=1 SV=1 INF 2 0 238
RPS11 40S ribosomal protein S11 OS=Homo sapiens GN=RPS11 PE=1 SV=1 15 19 1 151
SLC25A5 ADP/ATP translocase 2 0S=Homo sapiens GN=SLC25A5 PE=1 SV=7 73 18 2 223
HNRNPM Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M 0S=Homo sapiens GN=HNRNPM PE=4 SV=1 7,3 9 1 220
EIF4A1 cDNA FLI78244, highly similar to Homo sapiens eukaryotic translation initiation factor 4A, isofo 6,9 17 2 190
IQGAP1 HCG1991735, isoform CRA_a OS=Homo sapiens GN=hCG_1991735 PE=4 SV=1 6,5 8 1 95
RPS20 Isoform 2 of 40S ribosomal protein $20 OS=Homo sapiens GN=RPS20 6,5 8 1 179
TGFBI Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3 OS=Homo sapiens GN=TGFBI PE=1 SV=| 57 14 2 1
RPL22 60S ribosomal protein L22 OS=Homo sapiens GN=RPL22 PE=1 SV=1 57 7 1 192
IGKC Ig kappa chain C region OS=Homo sapiens GN=IGKC PE=4 SV=1 49 6 1
PYGB Glycogen phosphorylase, brain form OS=Homo sapiens GN=PYGB PE=1 SV=5 4,5 28 5 19
SERPINA1 Serpin peptidase inhibitor, clade A (Alpha-1 antiproteinase, antitrypsin), member 1, isoform CR} 4,5 11 2 2
TAGLN2 Transgelin-2 (Fragment) OS=Homo sapiens GN=TAGLN2 PE=1 SV=1 4,5 11 2 156
ARPC4 Isoform 3 of Actin-related protein 2/3 complex subunit 4 0S=Homo sapiens GN=ARPC4 4,1 10 2 39
PABPC1 Poly(A) binding protein, cytoplasmic 1, isoform CRA_b OS=Homo sapiens GN=PABPC1 PE=4 SV: 4,1 10 2 172
PDCD6IP Dopamine receptor interacting protein 4 OS=Homo sapiens GN=DRIP4 PE=2 SV=1 4,1 5 1 55
IgG 1gG L chain OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 3,7 60 13
ITGB4 Integrin beta OS=Homo sapiens GN=ITGB4 PE=3 SV=1 3,7 9 2 0
RPL27 60S ribosomal protein L27 OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 3,2 8 2 159
RPL11 Cell growth-inhibiting protein 34 OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 3,2 8 2 209
RAB1B Ras-related protein Rab-1B OS=Homo sapiens GN=RAB1B PE=4 SV=1 3,2 8 2 69
RPL23 Ribosomal protein L23, isoform CRA_b OS=Homo sapiens GN=RPL23 PE=3 SV=1 3,2 8 2 243
KRT81 Keratin, type Il cuticular Hb1 OS=Homo sapiens GN=KRT81 PE=4 SV=1 3,2 4 1 40
PPIB Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B 0S=Homo sapiens GN=PPIB PE=1 SV=2 3,2 4 1 119
PRIC295 Peroxisome proliferator activated receptor interacting complex protein OS=Homo sapiens GN=] 3,2 4 1 104
LMNA Isoform C of Prelamin-A/C OS=Homo sapiens GN=LMNA 3,1 42 11 92
TUBA4A Isoform 2 of Tubulin alpha-4A chain 0S=Homo sapiens GN=TUBA4A 3 6 2 377
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Annexe 3 : Autres activités réalisées durant la theése.

Communications Orales :

- Congrés de la Société Francaise de la Matrice ExtraCellulaire, Limoges, FRANCE
(Avril 2014). Obtention d’une bourse de mobilité.

- 2° journée des jeunes chercheurs de l'institut IRSET, Rennes, FRANCE (Décembre 2013).
Communications par Poster :

- Congres Biologie du cancer : Microenvironment, Métastases et Thérapies, Cold Spring
Harbor, USA (Mai 2015).

- 14° Congres FEBS EMBO, Paris, FRANCE (Septembre 2014).
Obtention d’une bourse de mobilité.

1 et 3° journées des jeunes chercheurs de l'institut IRSET, Rennes, FRANCE
(Décembre 2012 et Décembre 2014).

- 3° journée des jeunes chercheurs de Bretagne, Brest, FRANCE (Juin 2013).

Missions d'enseignement :

-2013-2014 : 64H de TD/TP en Microbiologie a 'UFR SVE de 1'Université de Rennes].
-2012-2013 : 64H de TD/TP en Biologie Cellulaire a 'UFR SVE de 'Université de Rennesl.
Encadrements :

- Avril 2015 - Juin 2015 : Encadrement d'un stagiaire de 2e année de DUT de Quimper,
Morgan Pichaud.

- Avril 2014 - Juin 2014 : Encadrement d'un stagiaire de Licence 3 de Rennes,
Grégoire Bouillon.

- Janvier 2013 - Juin 2013 : Encadrement d'une stagiaire de Master 2 de Rennes, Fabienne Le
Cann.

Membre du bureau de I'UPSET, club de doctorants et post-doctorants de I'IRSET

- Participation a 1'organisation de la 2° journée des jeunes chercheurs de I'lRSET (Décembre
2013).

- Invitation d'un orateur extérieur a Rennes dans le cadre de cette journée.
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Formations doctorales :

- Visite des entreprises Hemarina et Manros Therapeutics a Morlaix et Roscoff (juin 2013).
- Conférence "How to write a great paper?" par ELSEVIER (mai 2013).

- Science en Cour[t] : Vulgarisation Scientifique sous la forme d'un court métrage de 5
minutes. Diffusion a l'occasion du festival Science en Cour[t] (Avril 2013).
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Role d'ADAM12 dans la Transition Epithélio-Mésenchymateuse

Les échanges entre les cellules tumorales et le microenvironnement jouent un rdle essentiel
dans le développement des tumeurs. Dans ce contexte, la nouvelle famille de
métalloprotéases, les protéines ADAM, constituent aujourd’hui des régulateurs majeurs de la
progression tumorale en agissant sur la biodisponibilité des médiateurs de la communication
cellulaire que sont les cytokines, chimiokines et facteurs de croissance. Au sein de cette
famille, ADAMI2 est la plus associée au cancer. Elle possede la particularité de jouer un rdle
dans la signalisation cellulaire, de facon indépendante de son activité métalloprotéase,
notamment dans les voies de signalisation du TGFf. Notre étude montre pour la premiére fois
un role pour la forme membranaire d'ADAMI12 dans l'induction de la transition épithélio-
mésenchymateuse (EMT), un processus essentiel a l'invasion tumorale dont le TGFf est un
inducteur majeur. Cet effet est médié par l'activation des voies de signalisation du TGFp,
impliquant les protéines SMAD3, AKT et ERK et requiert le domaine cytoplasmique
d'ADAMI12L mais pas son domaine catalytique. L'activation de ces voies de signalisation
pourrait impliquer une relocalisation dADAMI2L au sein de plates-formes de signalisation
dans les radeaux lipidiques. Par ailleurs, nous avons montré qu'ADAMI12L interagit avec les
protéines Z0O-1 et ZO-2, des protéines des jonctions serrées, et pourrait favoriser leur
désassemblage au cours de 'EMT. Nos travaux ont permis de mettre en évidence une
nouvelle fonction pour ADAMI12L dans I'EMT, par un mécanisme impliquant une modulation
des signaux régulant ce processus. Une meilleure compréhension de la dynamique de ces
mécanismes moléculaires pourrait permettre de développer de nouvelles thérapies ciblées
pour lutter contre la progression tumorale.

Mots clés : ADAM12, Transition Epithélio-Mésenchymateuse, TGFp, ERK, Radeaux
lipidiques, ZO.

Communication between tumoral cells and the microenvironnement plays an essential role in
the developpement of tumors. In that context, the new family of metalloproteases, the ADAM
proteins, are major regulators of the tumoral progression by acting on the bioavaibility of
importants mediators of cellular communication as cytokines and growth factors. Among this
family, ADAM]12 is the most associated with cancer. It has been shown to mediate signaling
pathways by a process independant of its metalloproteasis activity, in particular for TGFp
signaling. This study show for the first time a role for the membrane form of ADAM12 in the
induction of epithelial to mesenchymal transition (EMT), a essential process involved in
tumor invasion, whom TGFp is a main inducer. This effect is mediated by the activation of
TGFp signaling pathways, SMAD3, AKT and ERK and require the cytoplasmic tail of
ADAMI2L but not its catalytic activity. Activation of these pathways could involve a
relocalisation of ADAMI2L in special signaling platform in lipid rafts. Moreover, we have
shown that ADAMI12L interact with ZO-1 and ZO-2, two proteins of tight junctions, and
could facilitate their desassembling during EMT. This work underscore for the first time a
new function of ADAMI12L in EMT, by a mecanism invovlving a modulation of signals
regulating this process. A better understanding of the dynamic of these molecular mecanisms
could allow the developpement of new targeted therapies to fight against tumoral progression.
Key words ; ADAM12, Epithelial to Mesenchymal Transition, TGFf, ERK, Lipid rafts,
Z70.
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