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PARTIE 1 : GENERALITES




Introduction générale

Le cancer est un processus physiologique, danglléegicellules cancéreuses acquiérent ou
perdent des spécificités qui favorisent I'invagyia prolifération, la résistance au traitement.
Les caractéristiques suivantes sont spécifiquéeeogenese:

« acquisition du pouvoir invasif et de la capacir@étastaser

- perte de sensibilité aux traitements et aux sigrentixprolifératifs

« gain de I'immortalité : les cellules sont capaldesse multiplier continuellement, il
n’existe plus d’inhibition de contact. La proliféien peut étre infinie.

- perte du phénomeéne d’apoptose

- favorisation d’'une néoangiogénese

- favorisation de I'instabilité génétique, avec paration des étapes clés du cycle
cellulaire ou de la réparation de I’ADN, et biemudtres voies de signalisations

« perte de l'inhibition de contact

- perte de I'adhérence, et la possibilité de formesr eblonies en milieu mou

- gain d’altérations épigénétiques au niveau desggmgpresseurs de tumeurs ou au
niveau des oncogenes.

Le cancer est donc un processus complexe faisanvémir différentes voies.

Le cancer de la vessie, en France se place & fpdsition, derriére les cancers de la prostate
du sein, du colon-rectum, du poumon, des lymphomes.

Les traitements mis en ceuvre permettent de dimimuerde faire disparaitre la tumeur
primaire, mais ont du mal a maitriser la disséniimatmétastatique responsable de
l'apparition de tumeurs secondaires. Le cancer alevdssie est un cancer hautement
métastatique, qui échappe aux traitements standagut envahir le muscle vésical, de cet
envahissement dépendra la lourdeur du traitemairtpéme associé a une morbidité plus ou
moins élevée.

Il est donc essentiel de définir I'agressivité @éumeur pour adopter la stratégie de traitement
adaptée, et éviter toute intervention chirurgidalgile. Il est aussi nécessaire de comprendre
en détail le mécanisme de formation des métastafiesde développer de nouveaux axes
thérapeutiques.

La dissémination des métastases est induite pamdeanisme de transition épithélio-
mésenchymateuse (EMT). L'EMT est un processus plogigue qui participe a la
désolidarisation des cellules et a leur invasivis#e dominée moléculairement par la
répression de la protéine E-cadhérine, et I'exjpwassde la protéine Twistl. Le
développement de médicaments anti-invasifs et raétastatiques ciblant ces mécanismes
reste donc au coeur des nouveaux enjeux thérapesitiqu



1 Le cancer de la vessie

1.1 Epidémiologie

Le cancer de la vessie est [&"2cancer mondial dans le groupe des cancers urtagéri],
derriere le cancer de la prostate. En 2008, ilésgmtait a travers le monde 386 300
nouveaux cas et 150 200 déces [1]. Les incidemseglls élevées sont retrouvées en Europe,
en Amerique du Nord et en Afrique du Nord.

En France, le cancer de la vessie se situe'dli rang des cancers les plus fréquents.
L’incidence estimée est de 10 729 personnes en @8 sante.fr).

Le sexe ratio est nettement en défaveur des hommuesont de loin les plus touchés, et
représentent plus de 80 % des cas. Le cancer\ssie représente |&'F cause de déces
par cancer dans le monde pour les hommes [1].

L’age moyen au diagnostic est de 70 ans.

1.2 Facteurs de risques

Les facteurs constitutionnels sont :
'age : 'age de survenu est aux environ 70 ans.

- I'hnérédité : il existe des familles a risque paaichncer de la vessie [2], présentant des
génotypes ou genes NAT2 et GSTM1 sont délétés. géegs codent pour des
enzymes responsables de la détoxification de lfosgae. [3]

- type de population : certaines populations sorg pensibles tels les égyptiens

- le sexe : 4 hommes sont touchés pour 1 femme. Giffiteence peut s’expliquer par
une exposition plus importante aux différents cargenes que sont le tabac, ou les
amines aromatique issus des produits chimiquesimttustrie. Le pourcentage de
cancer de la vessie chez les femmes augmente degpeigues années et ce,
notamment a cause de la progression du tabagisnieifg4]. Les femmes présentent
le plus souvent une maladie avancée associée pouagbic beaucoup plus grave que
chez les hommes [4].

Les facteurs acquis :

- le tabac : le tabagisme est un facteur de risgseitnportant

- I'exposition a certains composés chimiques : ameresnatiques pesticides et leurs
dérivés hydroxylés halogénés et sulfonés. (tablancais n°15 des maladies
professionnelles), les dérivés de l'aniline, cagdnydrocarbures polycycliques, les
dérivés industriels du tryptophane, I'arsenicplesticides.

- I'infection par Schistosoma haematobiwn bilharziose. Cette parasitose causée par
des vers plats, est présente essentiellement eiquAfret au Proche-Orient. La
contamination se fait par pénétration transcutahé= larves lors de bains en eau
douce et stagnante, dans les zones tropicales.résenre du parasite dans la
mugueuse provoque une inflammation continue etadtésations de I'arbre urinaire.
Non traité ou mal traité, I'évolution, peut aboutr long terme, a un cancer de la
vessie.



- I'obstacle a I'’écoulement de l'urine : sonde mintielle, calculs vésicaux

Les facteurs moléculaires :

- les mutations des oncogenes H-RAS, FGFR et PI8kersant dans 'urothélium sain
conduisent a des tumeurs superficielles de veSkie [

- Iinactivation des genes suppresseurs de tumeuB3,TRB et PTEN meénent a la
formation de carcinome invasif. [5]

- les délétions du chromosome 9 et 'augmentatioristjue de récidive associé

- l'altération du gene codant pour le récepteur duefar de croissance fibroblastique
(FGFR) [6].

1.3 Classification des tumeurs de vessie

1.3.1 Anatomie de la vessie

La paroi vésicale est constituée du tissu adipewxmuscle vésical profond, du muscle
vésical superficiel, du chorion (tissu conjonctifus-muqueux), et d’'un épithélium appelé
urothélium, en contact avec la lumiére de la vessie

I uUrothélium
i

e s
] i
' Chorion

B )
Muscle

o e
EERs superficiel
[

z 2 Muscle
m@ profond
[l Tissu adipeux

r

Fatn Tt

Crganes de voisinage

Schéma 1: Coupe transversale de vessie, envahissemenbplo®ins important de la tumeur.

1.3.2 Classification TNM 2009

La classification du cancer de la vessie reposecipalement sur une classification histo-
pathologique TNM, de I' «kxAmerican Joint Committee @ancer ». Elle permet de regrouper
les tumeurs en fonction de I'extension de la lIéslans la paroi de la vessie (lettre T), de
'envahissement des ganglions lymphatiques (I&tde I'anglais Node) situés plus ou moins
loin de la tumeur ainsi que de la présence oualsénce de métastases a distance (M). Les
sites de métastases du cancer de la vessie s@ragnent les os, les poumons, les ganglions
lymphatiques éloignés de la vessie. Dans le taklesant répertoriées les caractéristiques de
cette classification.



Tx | tumeur primitive ne pouvant étre classée

TO | pas de tumeur primitive décelable

Ta | tumeur papillaire non invasive

Tis | carcinomadn situ: « tumeur plane »

T T1 | tumeur envahissant le chorion
T2 |T2a tumeur envahissant le muscle superficiel
T2b tumeur envahissant le muscle profond
T3a tumeur envahissant microscopiquement le tissu ¢gigal
T3
T3b tumeur envahissant macroscopiquement le tissugsicad
(masse extravésicale)
T4 | T4a envahissement prostate, utérus ou vagin
T4b envahissement paroi pelvienne ou paroi abdominale
Nx | ganglions non évaluables
N NO | pas de métastase ganglionnaire
N1, | Atteinte des ganglions hypogastriques, obturateliagues externes ou
2 pré-sacrés :

N1 : un seul ganglion atteint ;
N2 : plusieurs ganglions atteints.

N3 | Atteinte d'un ou plusieurs ganglions de liliaquamamune

M MO | Pas de métastase a distance
M1 | Présence de métastases a distance.

Tableau 1: Classification TNM 2009 des tumeurs de la vessie

1.3.3 Classification suivant l'infiltration muscula ire

Les tumeurs de vessie non infiltrantes du muscl&N(M) regroupent les tumeurs dites Tis,
Ta, et T1 a et b. Les tumeurs superficielles, ndiitrantes ne touchent que la muqueuse.
Elles sont les plus fréquentes et présentent &0tet 80% des cas de cancer de la vessie. La
survie & 5 ans est estimée a 80%. Le risque pehegt la récidive, qui survient dans environ
75 % des cas apres un traitement de premiere iomerdi0 a 30% des récidives progressent, et
infiltrent le muscle. Le suivi prolongé de ces twmrseest essentiel et nécessaire. Il permet de
détecter toute récidive ou progression le plusquément possible.

Les tumeurs infiltrantes de vessie du muscle (TVidHroupent les tumeurs dites T2, T3 a et
b, T4 a et b. Elles représentent 20-30% des camtmia vessie. Les tumeurs infiltrantes
atteignent le muscle vésical et nécessitent utetrent plus lourd. Le risque principal est
I'évolution métastatique. Les tumeurs ayant envéhimuscle, T2 & T4 ont un pronostic

moins favorable que les tumeurs superficiellestdux de survie a 5 ans est inférieur a 50%.
Il est nécessaire de développer des marqueurs fianne’identifier au sein des T1 les

cancers non invasifs ayant un faible risque de rnessjon et ceux évoluant en cancers

10



invasifs. La détection plus précoce des cancersaTdlevenir invasif permettra, ainsi
d’améliorer le pronostic de ces tumeurs.

tumeur infiltrante
T3a
T2 T3b

T1(a-b)—" - e Vi

Tis
tumeur non infiltrante prostate  ‘T4b

Schéma 2 Tumeurs infiltrantes (T2, T3a, T3b, T4a, T4bhen infiltrantes (T1a, T1b, Ta, Tis)

1.4 Traitements des cancers de la vessie

Le traitement est différent suivant qu'’il s’agisfane tumeur superficielle ou non, et suivant
I'envahissement métastatique [7] (INCA cancer deelssie 2010).

Les tumeurs superficielles

La prise en charge thérapeutique des tumeurs stipbels repose sur un traitement
conservateur par une résection transurétrale daeveselle-ci peut étre suivie d'instillations
endovésicales hebdomadaires visant a réduiredaeide récidive précoce de mitomycine C
(AMETYCINE® : antibiotique antinéoplasique) ou de C8 (IMMUCYST® :
immunostimulateur) en fonction du risque de ré@dou de progression. Le pronostic est
généralement bon, mais la rechute est fréequendéepebgression en maladie invasive apparait
dans 10-20% des cas.

Les tumeurs infiltrantes

En cas de tumeur de vessie avec infiltration mas®iinon métastatique, le traitement de
référence repose sur chirurgie lourde et mutilapi@, cystectomie totale, avec curage
ganglionnaire iliaque bilatéral, qui altére la qgigatle vie du patient.

La place de la chimiothérapie néoadjuvante M-VAC éfiwtrexate, Vinblastine,
Doxorubicine =Adriamycine, Cisplatine) [8] ou GC e(gcitabine cisplatine) [8], reste
discutée. Malgré des taux de réponse élevés aitaiathérapie, la médiane de survie ne
dépasse pas 15 mois et trés peu de patients bénéfitune réponse de longue durée [8]. La
radiochimiothérapie a base de cisplatine commeetrant exclusif peut étre une alternative a
la chirurgie, en particulier en cas de patient apé@rable ou refusant I'intervention.

Les tumeurs métastatiques

Devant une tumeur métastatique, une chimiothérmapi@se de cisplatine est proposée de type
M-VAC, ou cisplatine-gemcitabine. Le recours a harargie est exceptionnel et dépend de
'envahissement de la musculeuse.
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1.5 Bases de I'oncogénese dans le cancer de lavess ie

De nombreuses altérations génétiques et épigénétint été identifiées comme contribuant
directement ou indirectement a la formation de tummede la vessie. Certaines tumeurs
présentent fréequemment des événements précisgQypes altérations génétiques qui sont
spécifiguement associées a un type histopatholegiguumeur [10] [5]. Deux grandes voies
géneétiques se distinguent, basées sur des castigiges moléculaires [10] qui permettent de
définir 2 grands modeles dans la formation des tumde vessie. Ces 2 modeles possédent
des pronostics différents, telle la survenue deastases et la survie du patient.

pTa
apDel
(INKaA)
y o
3K I_.ff Low Grade High Grade
ol Ff Superficial superficial 15%
{ Papillary UC Papillary LIC

f

pT1 pT2

/
f

Mormal
Bladder pTis
P — 60-80% Invasive LIC
RB 6qDel, 11pDel, 18qDel
PTEN

SqDel, 3pDel, 10gDel

Carcinomafn Situ
{High Grade)

Schéma 3. Les 2 grandes voies génétiques proposées adomhation du cancer de la vessie. [9]

D’un coté les tumeurs superficielles papillaires movasives de type Ta. Elles sont porteuses
de mutations des oncogénes H-RAS [5], FGFR3 et Pé¢Bitainant un gain de fonction [9].
Elles dérivent d’'une hyperplasie de l'urothéliunnsat n’évoluent que trés rarement en
maladie métastatique (tableau 2). La mortalité éiéze type de cancer reste faible [5] [11],
mais présente dans 30% des cas un risque de rechute

De l'autre cOté «les carcinomes in situ » hautamewasifs, de type T2, T3, T4, sont
caractérisés par la perte de fonction des gengmesgeurs de tumeurs tels p53, Rb et PTEN.
[5,9]. lls dérivent d’'une dysplasie de l'urothéliwain. Ils évoluent en grande majorité vers
une maladie agressive et envahissante, aboutigsaribrmation de méstastases. Ces derniers
possedent un risque élevé de mortalité lié au cafjgtableau 2).
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Mutations in: =5 Normal Mutations in:
RASF or FGFR3F urothelium P53t, RBf , PTENf
l and/or WNTF

Y Mutations in: Mutations in:

Hyperplasia WNTF + RASF WNTF + PTENf CIS or dysplaisa
MEK inhibitor
\/ MEK pathway
activation

A /
Low-grade, . mTOR pgthway
non-invasive o~ activation
papillary UCC I

-~ 0,
30% of cases Rapamycin >50% of cases

Recurrence

Schéma 4 Base de I'oncogénése dans les différents typasadcer de la vessie [11]

Gene (cytogenetic Alteration Frequency Gene (cylogenetic Alteration Frequency
location) loeation )
Oncogenes Oncogenes
HRAS Activating mutation 15% HRAS (11pI5¥NRAS  Activating mutation 10-1 5%
(11pISWNRAS (1pi3)
(IpI3VKRAS2 KRASZ (12p12)
(12pl2) FGFR3 (4plé) Activating ~50%
FGFR3 (4pl6) Activaling mulation GO%—B0% mutation/overexpression
CCNDI1 (1 lql3l Amp[iﬁcati[m andfor 10— 20% ERBB2 []-Irq] Amp]i.l:‘.lt.iﬂﬂ andfor 10%—14%
. s AN eTEpIRaEtn overexpression amplification
PRSCA () Sctivting mubuion e CONDI (11g13) Amplification and/or 10-20%
1 . : o
MDM2 (12g13) Owverex pression ~30% overexpression amplification
GYREEREES RO MDM2 (12q13) Amplification and/or 4% amplification
Tumaor suppressor genes averexpression
CDENZA (9p21) Homozygous deletion or  HD 20-30% E2F3 (6p22) Amplification and 0_11%

o En W L LL) e
mu:leIalmn el o e OVErex pression amplification
mutation in =TI

PTCH (9g22) Deletion or mutation LOH~60% =
- Tumour suppressor
Mutation -
frequency low peaes ) : :
DBCI (9g32-33) Deletion or methylation  LOH—60% CDEN2A (9p21) Hom:]:._v-f:ruus deletion ar HD 20-30%
TSCI (9g34) Deletion or mutation LOH~60%; Methylation or mutation _
mutation— 1 2% ] ) LOH ~601%
PTCH (9q22) Deletion or mutation LOH ~60%
. . Mutation
Tumeur invasives frequency low
DEBCI (9g32-33) Deletion or methylation LOH ~60%
TSCI (9g34) Deletion or mutation LOH ~60%
Mutation —~12%
PTEN (10g23) Homozygous deletion or LOH 30%-35%
mutation Mutation 17%
RBI (13g14) Deletion 37%

TP33 (17p13)

Deletion or mutation

T0%

Tumeurs non invasives

Tableau 2: Distribution des altérations génétiques dansuewurs superficielles papillaires

Ces 2 grands types de cancer de la vessie, sost eumctérisés par des délétions du
chromosome 9 [9]. Un troisieme groupe expliqguarddeeloppement des tumeurs de type T1
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se distingue par une évolution clinicopathologiauee correspondant pas aux deux autres.
Cependant, aucune donnée moléculaire ne permetodafirmer [10].

Field :uncept Seeding concept

g] Cancer stem cedl

:] Cell in affected feld

&= Mormal urothedial cell

9p-.9q-
Fapillary type CI5 type
[B0%) [20%)
T
A-Genetic stable 4 Genetic instable
FGFRI Mutation(--B5%) T#53 Mmaﬂnnq—ﬁnm
TPS3 wild type FGFR3 wild type
1'--1* 3p-11p-13g- 140~ = E-cad, MMPs, Rb-Ep-Bp+,
%, 17p-EGFRetc WEGF, COXZ et 10p+, 1341 7p-81c,
B
T

4= MMPI4, ILEE, VEGFS, EGFRE,
QCTAIMPIE, LAMC 2 et

B Hormail Urpihalial dysplasia  Canclnoma in site Invasive carcinoma

Schéma 5:Base de I'oncogénése dans les différents typesudeer de la vessie [12].non invasives de type Ta,
et les tumeurs invasives de type T2, T3 et T4 [10].
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Schéma 6 voie MAPK/PI3K dans les cancers de la vessie [a0&c les principaux génes suppresseurs de
tumeurs ayant perdu leur fonction : PTEM, p53 dbpR

1.5.1 Geénes suppresseurs de tumeur

1.5.1.1TP53

Le gene suppresseur de tumeur TP53 code pourt@me@53. Il est localisé sur le bras court
du chromosome 17. Il est retrouvé muté dans 50%caesers ce qui en fait le gene le plus
fregquemment impliqué dans le développement tumd3il La protéine p53 est impliquée
dans le maintien de l'intégrité génique, elle esha décrite comme étant le « gardien du
génome » [14]. Dans les tissus sains, la voie p&& pas activée et le taux d’expression de la
protéine reste faible. La protéine HDM2, ubiquitiigase (MDM2 chez la souris) se lie a
p53, et induit sa dégradation par le protéasomeyuaamtité de protéine p53 intracellulaire est
donc diminuée. Lors d'un stress cellulaire comme demmages a '’ADN (UV, hypoxie,
radiations...), la protéine p53 va étre modifiée diééentes manieres (phosphorylation,
acétylation,...) [15]. Ces modifications post-tradoichelles inhibent son interaction avec la
protéine MDM2 bloquant ainsi sa dégradation, cosauii a son accumulation dans la cellule.
De plus, p53 va transloquer dans le noyau ou ellerp se lier sur des régions spécifiques de
'ADN. La elle induit la transcription de nombrewgénes impliqués dans la régulation du
cycle cellulaire, induisant ainsi un blocage ensgh&l1, ou de genes régulant I'apoptose
conduisant a la mort de la cellule [16].

Dans les tumeurs de vessie invasives de type T23 €Bt inactivé par mutation dans plus de
40% des cas [17]. La mutation la plus fréquentas ple 80% des cas, conduit a une mutation
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non sens, qui code pour un codon stop prématuréprbtine p53 mature tronquée, est
inactive. Le plus souvent les mutations survienrsemtles exons 5 a 8, qui codent pour le
domaine de liaison a I'ADN, nécessaire a l'activitggulatrice transcriptionnelle de la
protéine, dans le noyau. [18] [19]. La protéine phi8léaire retrouvée est généralement plus
stable que la protéine p53 sauvage. Son accumula@rmet sa détection par diverses
meéthodes : immunohistochimie, PCR...

De nombreuses études ont montré que la mutatidriP@8, était liée a un phénotype de grade
élevé de tumeur de la vessie, associé a un Isauieride récurrence [20].

1.5.1.2RB (RB1)

Le gene RB1 situé sur le chromosome 13 code pagumolgine du rétinoblastome : pRb. Son
expression, et sa fonction sont fréquemment perdaes différents types de tumeurs comme
dans les cancers de la vessie, du poumon, du sein eerveau. Les personnes ayant des
mutations germinales de RB1 possedent un risqueu agde développer un carcinome
épithélial, notamment celui de la vessie [21]. Lexrtp d’hétérozygotie du géne RB1 est
fréquente dans le cancer de la vessie [22]. LapretRb n’étant plus exprimée, elle ne joue
plus son réle d’inhibiteur du facteur de transcoptE2F. E2F libére, permet a la cellule de
progresser de la phase G1 a la phase S du cydigagel Une augmentation de la
prolifération cellulaire en résulte.

1.5.1.3PTEN

Le géne PTEN situé sur le chromosome 10 code poprdtéine PTEN, impliquée dans la
régulation négative de la voie PI3K, et dans I'bition de la survie et de la prolifération
cellulaire. La protéine PTEN est une lipide phosasa impliquée dans la déphosphorylation
du phosphatidil inositol tri-phosphate (PIP3). Leophatidil inositol bi-phosphate (PIP2)
ainsi formé ne peut plus activer la voie Akt. Ldétién du gene PTEN est rare dans les
tumeurs non invasives, mais est fréquemment reé®mulans les tumeurs invasives [23]. De
plus une diminution ou une perte d’expression dprtaéine PTEN est observée dans 42%
des cancers non invasifs contre 94% dans les anceasifs de la vessie. Cette perte
d’expression de PTEN est associée a des tumewesdi invasives [24].

1.5.2 Oncogénes

1.5.2.1HRas

Le gene H-Ras est situé sur le bras court du chsome 11 et code pour une GTPase, la
protéine p21. La protéine p21 est impliquée dansrtéssance cellulaire en réponse a la
liaison du facteur de croissance épidermique (E&er son récepteur (EGFR), ou bien du
facteur de croissance des fibroblastes (FGF) avecécepteur (FGFR3)

Les mutations les plus frequemment retrouvéestgergisur les codons 12,13 et 61 [25] et
conduisent a une activation constitutive de lagnat p21. Le gene HRAS est retrouvé muté
dans 10-15% des tumeurs de la vessie tous gratiessestades confondus [10].
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1.5.2.2PIK3CA

Le gene PI3KCA, situé sur le chromosome 3 code poer sous unité catalytique appelée
pl1Gx d'une lipide kinase

La protéine pl1@ associée a une autre sous unité dite régulawiteef la phosphoinositide
tri-phosphate 3 kinase de type | (PI3K3 de typé.d) famille des PI3K est composée de trois
classes : classe I, classe Il et classe lll) gfiemdint selon leur structure, leur distribution
tissulaires, leur mécanisme d’activation et leurctoon [26] [27]. Les PI3K se présentent
généralement sous forme d’hétérodiméres constiilése sous-unité catalytique et d’'une
sous-unité régulatrice. La classe | possede tosijooe sous unité catalytique appelée p110,
mais qui possede 4 isoformes B, y, d). La classe | est divisée en 2 groupes A et B.[28]
sous unité catalytique se lie a la sous unité edgoé, et est ainsi stabilisée. Lors d'un
stimulus la sous unité catalytique est libéréeeet ouer son role. Elle est capable de rajouter
une molécule de phosphate au PIP2 (phosphoinasitddphosphate) pour donner le PIP3
(phosphoinositides tri-phosphate). Le complexe Ptgpe | est stimulé par la liaison du
facteur de croissance a l'insuline a son récepteur.

Seules les enzymes de la classe IA sont impligdéas la carcinogénése. En effet, la sous
unité catalytique pl10 est retrouvée mutée dansxalebreux cancers (colon, estomac,
endometre, ovaire, thyroide, sein, glioblastoméxmonent celui de la vessie [29].

La voie PI3K est impliquée dans la croissance zetke la résistance a I'apoptose, I'invasion
et la migration cellulaire [30]. C’est I€®1élément rencontré dans la voie PI3K /Akt / mTOR
[31].

Le géne PIK3CA posséde une mutation activatrices @a30% des tumeurs superficielles de
la vessie de bas grade et de faible stade [10] [B&} opposition, ces mutations ont une
prévalence trés faible dans les tumeurs de vessieadt grade et invasives. Ces mutations
sont aussi retrouvées dans les néoplasmes urathglapillaires a potentiel malin incertain,
ce qui suggere que la mutation de PIKC3A survieécg@cement dans la carcinogénese
urothéliale [32].

Cette mutation PIK3CA est fortement associé auéation FGFR3 [32].

1.5.2.3FGFR3

Cappellen et al ont identifié de nombreuses mutatale FGFR3 dans les tumeurs de vessie
[6], qui ont pour effet la stimulation de la voi&AR-MAPK [33]. Ces mutations sont corrélées
avec des faibles grades et stades de cancer deedaiev[34]. Par opposition,
immunohistochimie de l'urothélium sain, ne révédas de niveau élevé de cette protéine
[35]. La surexpression de FGFR3 est significativetn@us importante dans les tumeurs de
bas grade non invasives. Une étude sur différdigaées a montré 80% d’expression dans
les tumeurs non invasives versus 50% dans lignesge ide tumeurs invasives [35]. Les
mutations de FGRF3 sont associées a des tumeuessie de bon pronostic [6],[36].
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1.5.3 Génes du chromosome 9

L’altération du chromosome 9 est connue depuistimgs et est présente dans plus de 50 %
des tumeurs de la vessie [37] [38]. La déletionl'adteration qui est le souvent mise en
évidence sur le chromosome 9, et'f& fecherchée en cytogénétique [10] (Schéma 7)

Le bras court de ce chromosome, posséde une régitenant les genes suppresseurs de
tumeur CDKN2A codant pour p16 et pT4, et CDKN2B codant pour p15 [39]. La protéine
pl6 est le régulateur négatif de la voie Rb, et'Pldst un régulateur négatif de la voie p53
[40].

La majorité des délétions implique le géne CDKN2A8]. Les patients atteints de tumeur de
la vessie sont le plus souvent délétes sur legeRealdu gene CDKN2A. L’homozygotie est
associée a un grade et un stade élevé [41]. La p&kpression de pl6 est liée avec une
augmentation du risque de rechute dans les tumiarst T1 [42]. Cependant toutes les
études ne sont pas concordantes. Dans certairdessaine altération de CDKN2A n’est pas
associée a un stade ou un grade de tumeur enytiart{d3].

Le bras long contient une succession de plusieeinesy: PTCH, DBC1, TSC1. Cependant
leur r6le dans le cancer de la vessie n’est pasrenes clair. Les mutations du géne PTCH
ont des fréquences variables [44]. Des délétiomadaggotes de DBC1 ont été identifiees
dans de rares cas [45], mais ce gene est le plugsbinactivé par méthylation [46]. Les
mutations de TSC1 ne semblent pas étre liees ypade tumeur de vessie. [10]

Le réle du chromosome 9 dans le développementcimcer de la vessie semble étre lié a la
capacité de perdre plusieurs génes en méme terepslélétions du chromosome 9 traduisant
un réle dans 'augmentation du risque de réciddesscancers de la vessie [47].
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CDKN2A/ARF PTCH DBC1 TSCH

Schéma 7:Chromosome 9 et ses régions délétées [10]
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2 Migration, invasion et dissémination métastatique

2.1 Physiopathologie des métastases

Les métastases ou tumeurs secondaires, sont la taysus fréquente des déces liés au
cancer.

Aprés avoir subi des modifications permettant digie les capacités de prolifération et de
formation d’une tumeur localisée aussi appeléeimantein sity, les cellules tumorales vont
subir de nouvelles modifications qui vont conduirla dissémination métastatique. Dans les
carcinomes le processus métastatique se déeroyleisirurs étapes [48] :

- la néoangiogénese : elle correspond a l'apparitiennéovaisseaux qui vont venir
irriguer la tumeur et qui vont permettre d’augmerge échanges oxygeneés et nutritifs
ainsi que la dissémination.

- Iinvasion : les cellules épithéliales liees enalles se désolidarisent les unes des
autres, et de la basale par perte des jonctioniidige. Ce phénoméne conduit a
'augmentation de la mobilite, et de I'invasion.

- I'embolisation ou intravasation: les cellules tuales passent a travers I'endothélium
veineux, ou a travers les vaisseaux lymphatigpas diapédese pour entrer dans la
circulation systémique

- I'extravasation : c’est le penchant de l'intravamat Ce phénomene correspond au
passage de I'endothélium veineux au niveau dedlaiegé sanguins, par les cellules
tumorales, du systéme vasculaire vers le tissu@mvant

- la multiplication : a ce niveau les cellules vord multiplier pour former des
micrométastases, qui évolueront a plus ou moing ierme en macrométastases. [49]

Toutes ces étapes sont critiques et les cellulegnblutter contre I'apoptose et I'anoikis
(mort cellulaire initiée a la suite du détachemdne cellule de la matrice extracellulaire).
Seules 0.01% des cellules injectées dans la cironlaont capables de former des métastases
[50].

Un certain nombre de génes sont pro-migratoiresnuene TGP, ERK, les MMP, les
protéines Rho. lIs utilisent des facteurs de trapson tels Snail, Slug et Twistl. Mais il
existe des génes qui inhibent cette migration [tk et I'apparition de métastases : les
Genes Suppresseurs de Métastases (GSM) [51] [52].
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(a) Epithelial-mesenchymal (b) Proliferation and (c) Cell motility and (d) Intravasation
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Schéma 8 Etapes de la dissémination métastatiques [53]

2.2 Transition Epithélio Mésenchymateuse EMT

L’EMT, connue depuis les années 1980, a mis énmené de temps a étre acceptée en tant
gue modele de la progression carcinomateuse. Eh dins les tumeurs il existe une grande
hétérogénéité cellulaire, d’ou l'incapacité deidgtier les cellules issues de 'TEMT des autres
cellules stromales ou des fibroblastes. [54]. Cdpeth des équipes ont mis en évidence
'EMT sur les fronts invasifs de tumeurs humain&s][et un état métastable a été décrit lors
d’'une étape de cicatrisation [56].

2.2.1 EMT physiologique

La transition épithélio mésenchymateuse (EMT) esprocessus physiologique fondamental
et hautement conservé intervenant lors de I'emlagége, qui induit la migration cellulaire
[54]. Elle va permettre, lors de la formation dentbryon, I'individualisation des cellules en
deux feuillets correspondant au deux premiers gissobryonnaires : l'ectoblaste et le
mésoderme [57]. Plus tardivement, lors du dévelogme de 'embryon, 'EMT participe a la
gastrulation et a la formation de divers organase bhasse de cellules va perdre son ancrage
par rapport aux autres cellules et au tissus cotifopuis s’individualise. Ces cellules
s'infiltrent et migrent a travers le mésoderme’ettbderme suivant un schéma précis pour
donner le 8™ feuillet embryonnaire : I'endoderme. Cet endodertneson tour va se
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transformer en somites qui sont a l'origine desesr@eurales, du cceur, du systeme musculo-
squelettique, mais aussi en gouttiere neurale gonera les structures cranio-faciales et le
systeme nerveux périphérique [58] [59]. LEMT egind un phénoméne physiologique
transitoire et réversible [57].

A partir de la naissance, dans un organisme « @maufEMT est quasiment inactive mais
n'est pas pour autant dépourvue de rbéles majeulSMT participe notamment a la
reconstruction des organes lésés [60] [61]. Lesdtalrs de 'EMT sont considérés comme
indétectables dans les cellules saines différeaaiés adultes [62]. En effet, leur expression
est induite de maniére aberrante, lors de condit@thologiques telle que la fibrose [61] [63]
ou lors de la transformation tumorale. [61,62]

2.2.2 L’EMT et cancérogénese

L'EMT conduit a la perte des caractéristiqgues dépithes des cellules et au gain des
caractéristiques mésenchymateuses, parallelemeicelriles acquierent aussi les propriétés
des cellules souches, notamment la capacité dendowellement [64]. Des modifications
moléculaires et morphologiques surviennent danscédlles épithéliales leur permettant
d’acquérir les capacités de migration et d'invagioopres aux cellules mésenchymateuses.
L’EMT, constitue donc un processus d’adaptation ckdhiles cancéreuses face a un milieu
hostile : hypoxie, privation de nutriments, conttas mécaniques [62]. LEMT peut donc étre
au coeur de [I'échappement aux divers traitementsned’dumeur : radiothérapie,
chimiothérapie, ou hormonothérapie [62]. Elle ciimte a I'invasion tumorale et, a travers
cela, favorise la formation de tumeurs secondaliessmétastases (schéma 8) [61]

L’'EMT est impliquée dans I'oncogenése car elle praux cellules cancéreuses d’acquérir
des caractéristiques essentielles telles que te péf’indépendance d’ancrage, I'acquisition
de la capacité d’invasion et la capacité de migmnat

Dans les carcinomes, les cellules cancéreusesulipliant puis rompent leur ancrage aux
autres cellules et a la membrane basale. Cet éwneoonduit a la destruction de la
monocouche cellulaire puis a l'individualisation ldetumeur. La, les cellules acquiérent la
mobilité et le phénotype fusiforme. Par la suiés, ¢ellules mésenchymateuses invasives vont
par diapédese passer au travers de I'endothéliumewe pour disséminer dans I'organisme,
coloniser le conjonctif voisin et former des médass a distance. [65]

Le premier modelein vivo, montrant l'implication de 'EMT dans la dissémiioe
métastatique a été réalisée chez la souris, gguipé de Xue [66]. Il a permis de comprendre
limportance de 'TEMT comme cible thérapeutique destastases.

Basement  Epithelial Primary epithelial R e »» Invasive and Secondary
membrane cell cancer cells A% . metastatic cells epithelial tumor

g
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Schéma 9 Progression d’un carcinome [61]
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2.2.3 Modification du cytosquelette lors de I'EMT

Les cellules épithéliales, de morphologie cubiqu@arisées, reposent sur une membrane
basale. Elles forment une monocouche de cellulenues entre elles par de nombreuses
jonctions : jonctions adhérentes desmosomes, mmgtiserrées (tight jonctions), et gap
jonctions. Elles sont raccrochées a la matricelgmhémi-desmosomes. Cette organisation

limite les mouvements dans un espace bidimensi@trehpéche tout caractére invasif.

Lors de 'EMT, les cellules épithéliales vont partéeur polarité apical/basal, a travers un
remodelage du cytosquelette, ainsi que leur camacitadhésion intercellulaire pour

finalement se transformer en cellules mésenchymagefusoides, allongées dites en étoiles.
Les cellules mésenchymateuses ainsi apparues sedasvg pas de polarisation, pas ou peu

d’ancrage intercellulaire et a la matrice et seretent isolées et mobiles.

La dissolution des jonctions serrées et des desmesoconduit a une disparition des points

d’ancrage et s’accompagne d’'un remaniement du gyadstte [57]. La protéinf-caténine

cytoplasmique est retrouvée dans le noyau, lesndifds intermédiaires de cytokératine

disparaissent et apparition de vimentine.
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Schéma 10 cycle des modifications de I'adhérence intercelhel [57].
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2.2.4 Modifications moléculaires lors de 'TEMT

L’'ancrage intercellulaire et a la matrice est régyar les cadhérines qui sont des
glycoprotéines transmembranaires présentes a facsude la cellule, aussi appelées CDH.
Elles sont sous la dépendance des ions calcium+jCd2u leur nom cadhérine. Il existe
plusieurs types de cadhérines, exprimées différathmavant les tissus. Les plus importantes
sont la P-Cadhérine qui est retrouvée dans le placéa VE-Cadhérine dans les cellules
endothéliales, la E-cadhérine dans les cellulethépiles et la N-Cadhérine dans le tissu
nerveux et les cellules mésenchymateuses.

Seules deux cadhérines interviennent dans 'ENVH-tadhérine et la N-cadhérine.

L'EMT est caractérisée par la perte d’expressionndgqueurs épithéliaux tels que la E-
cadhérine [67] lesx et y—caténines [57], et par I'apparition de marqueursenéhymateux
tels que la N-cadhérine, la vimentine, et la filecime.

Lors de la transition épithélio-mésenchymateusxplession de la E-Cadhérine est diminuée
au profit de la N-Cadhérine [68] [69]. Ce phénomeéseobservé dans de nombreux cancers :
bronchiques [70], pancréatiques [71], du rein [@i2]de la sphere ORL [73].

Ce switch entre la E-cadhérine et la N-cadhérirempt donc au cellules d’acquérir un
caractere invasif [74], et est relié a un mauyeanostic [75] et une progression tumorale
[76].

La perte ou la réduction de la E-cadhérine estoresgble de I'augmentation de la mobilité
cellulaire [77] et de l'invasivité des cellulesncéreuses [78].

La perte de I'expression de la E-cadhérine estctirent reliée in vitro a la perte du
phénotype épithélial [79].

En effet la réexpression de la E-cadhérine, paresgmon ectopique dans les cellules ne
I'exprimant pas, conduit a une modification de pitgpe. Les cellules perdent leur capacité
de migration et redeviennent de morphologie gifdmotype épithéliale [79].

Ces cellules acquiérent donc les marqueurs mésearatbyx, tout en perdant les marqueurs
épithéliaux et deviennent de phénotype mésenchymatesasif [65]. La suppression de
'expression de la E-cadhérine est une étape aié HEMT, et suffit a elle seule a induire
'EMT [80]. Cette suppression caractérise les cexdérigine épithéliale [65].

Epithelial phenotype Intermediate phenotypes Mesenchymal phenotype
as cells transition
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Figure 11 : Expression des différents marqueurs lors de I'ESM].
L’EMT est également impliquée dans la résistanceteitements de chimiothérapies dans de

nombreuses localisations : ovaires [81], ORL [82¢jn [83], foie [84], pancréas [85],
colorectal [86].
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2.2.5 Modification de la matrice extra-cellulaire

La matrice extra cellulaire est composée de pregae soutient telles que le glycogéne, la
fibronectine, la laminine, le collagene, I'élastimdes protéoglycanes, ainsi que d’'autres
protéines sécrétées soit par les tumeurs soit ear cellules environnant la tumeur
(fibroblastes, macrophages, cellules endothélia]8%). Ces protéines exercent un réle
modulateur sur 'adhérence inter cellulaire et @mdr cellule et la matrice, donc sur 'EMT,
mais aussi un role sur la croissance de la tunteyarolifération de la tumeur, I'angiogénése
et la croissance [87,88].

Les principales protéines impliguées dans ladhgeentre la cellule et la matrice
extracellulaire sont: ANGPTL4, Cyr6l, OPN, SPARINC et TSP1. Les 5 premiéres
protéines sont surexprimées dans les tumeurs ciaquiise la formation des métastases en
augmentant I'expression de marqueurs mésenchymatenxdérégulant I'expression de la E-
cadhérine. [88] La derniére protéine TSP1 a ellerla inhibiteur dans la formation des
meétastases.

D’autre part, il existe dans la matrice extracellld de nombreuses enzymes, matrice
métalloprotéinases (MMP), cystéines catepsinegmtes protéases qui clivent l'interaction
cellule cellules ou cellule matrice, en s’attaquatd E-cadhérine. Ces interactions sont donc
perdues et la mobilités cellulaire se trouve auggebe plus les protéases vont dégrader la
matrice extracellulaire, ce qui facilite la travegsde la lame basale et I'envahissement du
tissu avoisinant [89].

Chemokine or

e IOW "R
s A el adhesior ! .

e molecule = - :

ECM FeL ¥ 4% Cytoring or
proteins - ' Ly growth facto

active)

Cleavage of cell surface Dergradation and turnover Processing and activation of
proteins e.g. E-cadherin of ECM proteins cytokines and growth factars

Schéma 12Dégradation de la matrice extracellulaire [89].

2.3 MET

Le phénomene inverse de 'EMT est appelé MET ¢iteem mésenchymo-épithéliale),
permet aux cellules mésenchymateuses d’acquénahénotype épithéliale, retrouvant ainsi
les mémes caractéristiques que les cellules sowdmselles sont issues. De morphologie
fusiforme, elles acquérir une morphologie cubiquéoemer un épithélium bien différencié.
Cet événement est caracterisé par I'apparition dianqueur épithélial, la E-cadhérine. De la
méme facon que pour 'EMT, ce mécanisme est uncgssus physiologique embryonnaire
qui participe a la formation des somites [90] etrerautre a la néphrogénése [91] a
'hépathogénese [92]. Mais ce meécanisme est égalenmepliqué dans des processus
pathologiques lors de la formation des métastddespeut expliquer en partie la découverte
de métastases de méme phénotype épithélial gientesirs primitives [93]. Une fois que les
cellules mésenchymateuses arrivent a I'organe enisar, elles traversent par diapédéese le
vaisseau sanguin. Puis elles se transforment &reseépithéliales et proliférent.
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2.4 Voies de régulation de 'EMT

De nombreuses voies ont été décrites, lors de Pgogi@nése, comme favorisant la formation

de cellules mésenchymateuses et donc 'EMT. La rit@jde ces voies sont réactivées lors de
deux processus de I'oncogénese : I'invasion tureaetla formation des métastases [94].

Les voies de signalisation contrélant TEMT conwargvers le contréle de la protéine E-

cadhérine [57]. Les facteurs de transcriptions le@gunégativement I'expression de la E-

cadhérine sont donc favorables a 'EMT.
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Schéma 131 es principales voies régulant 'EMT [54]

2.4.1 Oncogénes Rb et p53

Altération des voies de signalisation impliquant BBP53 (suppresseur de tumeur), induit
'EMT. Ces genes sont donc des genes suppress&ing .

Cependant la simple suppression de la protéine p®3t pas suffisante pour induire une
EMT complete, le changement morphologique n’estgigsificatif [95]. D’ou la complexité
de la régulation.
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2.4.2 E-cadhérine

Comme nous l'avons vu, I'expression de la E-cadkéest caractérisée au niveau des
cellules épithéliales, et est impliqué I'ancrageioellulaire. C’est une protéine membranaire,
calcium dépendante, participant a la formation @wmsctions adhérentes entre cellules
épithéliales.

Sa partie extra-cellulaire s’associe avec les Ervé¢ade des cellules voisines, pour former des
homodimeéres. Ces liaisons aboutissent a la formatie jonction adhérente, appelée
desmosome permettant de maintenir une cohésiorcefitdaire. Elle est aussi garante de
'adhérence des cellules avec la basale via ladtion de I'hémi-desmosome [96] [97].

Sa partie intra-cellulaire est liee aux caténimest(3) qui la relient au cytosquelette d’actine.

Sa liaison avec le cytosquelette est responsableodebreux effets sur la signalisation

cellulaire. La E-cadhérine, par l'intermédiaire ldg3-caténine régule I'expression de genes
critigues intervenant dans la mort cellulaire, talifération [65], et dans la résistance aux
chimiothérapies [65,98].
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Schéma 14 interaction de la E-cadhérine avec le cytosqueladt lap-caténine et bi-caténine.

Lorsqu'elle n'est pas liée au cytosquelette, laaHh&rine est une protéine labile en
permanence endocytée et recyclée [99].

La perte d’expression de la E-cadhérine est coré@déomme un point crucial dans la
progression des carcinomes invasifs [78]. Son agpra ectopique dans des cellules de
carcinome invasif inhibe la capacité d’invasiorleeformation des métastases [78]. De plus,
dans de nombreuses tumeurs humaines son expressioderégulée voir perdue [100].
L’expression de la E-cadhérine a donc un rble ptete vis-a-vis de I'apparition du
phénomene d’EMT.
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2.4.3 Régulation transcriptionnelle

Les répresseurs de la E-cadhérine fonctionnent eues inducteurs de 'EMT. La simple
inhibition de I'expression de la E-cadhérine sudfinduire 'EMT. [54]

Les principaux répresseurs connus se divisentgrarls groupes suivant leur mode d’action.
D’une part, il y a 2 membres de la famille des Ergnail (Snaill) et Slug (Snail2) [101], les
protéines Zebl (connue sous le nomdEEL ou de TCF8) et Zeb2 (SIP1 ou Zfhx1b) [102]
[103], et les protéines de la famille des bHLH 2E47 (TCF3) [104], qui se fixent au niveau
de la séquence consensus E-box du promoteur (5'NOAN3’) pour le réprimer et inhiber la
synthese de E-cadhérine [80]. De l'autre il y afeeteurs Twistl [105], Goosecoid, E2.2 et
FoxC2 qui inhibe la transcription de la E-cadhépae un processus indirect. [100] [106]
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L'expression de la E-cadhérine est aussi régulémtivement par des récepteurs et des
tyrosines kinases non récepteur telles que Metcet I8 sont capables de phosphoryler la
gueue cytoplasmique de la E-cadhérine qui est ajutesa se lier a une Hakai E3-ligase. [107]
Le complexe ainsi formé est internalisé dans dek®ymes puis recyclé a la surface des
cellules ou dégradé dans les endosomes [107,108].

2.4.3.1 Voie TGF-

La famille des TGH3 (transforming growth factors bgtaegroupe plusieurs membres de
ligands ayant la particularité de se lier a despéeurs sérine/thréonine kinases.

Cette voie est une des premieres voies impliquaes LEEMT que ce soit lors de la formation
du mésoderme [109], lors de la formation de la e/alardiaque [110], ou de la progression
tumorale [100].

Le récepteur au TGB-est localisé au niveau des jonctions serrées dieseseépithéliales et
interagit directement avec l'occludine [111,112]Ratr6 [111]. La phosphorylation de Par6
par le récepteur au TGE-meéne a la perte des jonctions serrées et a ta gerla polarité
cellulaire, qui sont des éléments clés de TEMTI[11

La voie TGFB est aussi capable d’induire la formation des fastale transcription Snail,
Slug et Zeb2 supprimant I'expression de la E-cadbémaboutissant a la perte de I'adhésion
cellulaire. [80]

Cependant la voie TGB- interagit avec d’autres voies telles que Wnt, Nd¢RkB et les
signaux générés par les récepteurs a activitéingdinase [100].

2.4.3.2Voie Wnt

La voie Wnt regroupe plusieurs protéines ayantldiqularité d’étre palmitoylées. Cette voie
canonique est impliquée dans la formation du mésoeleet des crétes neurales via la
stimulation de 'EMT dans I'embryogénése [113].

L’activation de la voie Wnt résulte en la stabilisa de lap-caténine cytosolique, qui ne peut
donc plus étre dégradée par le protéasome [114fp-daténine est transloquée au noyau ou
elle s'accumule. La, elle s'associe au TCF (factiag cellules T) pour former un facteur de
transcription, qui régule I'expression de génesligugs notamment dans la polarisation de la
cellule, et la prolifération [115].

La voie Wnt agit aussi en activant le facteur dengcription Snail [116] [117], qui va
réprimer le gene de la E-cadhérine. Cette pertepdéssion de la protéine E-cadhérine, est
associée a la désorganisation des jonctions segeda libération de I#-caténine, qui
stimule la voie Wnt de maniere indirecte [117]gxiste donc un rétrocontréle positif de la
voie Wnt par Snail lors de TEMT [117].

De plus l'induction de I§-caténine est connue pour induire I'expression detles facteurs
de transcription pro-EMT que sont Twistl [118] &id5[119].

2.4.3.3Voie Notch

Cette voie est connue pour moduler négativemeMTHors de 'embryogénéese [120]. Cette
voie est activée par le TGFet le Wnt de maniere inconstante lors de toutebigmgénese.
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La voie Notch est donc insuffisante a elle seularpgaduire 'EMT, elle a besoin d’'étre
associée a d’autres voies [100].

2.4.3.4Voies de signalisations dérivant des signaux descapteurs a
tyrosine kinase

De nombreux récepteurs a activité tyrosine kindfé(ents de la voie TGB) incluant Met,
FGF (facteur de croissance des fibroblastes), i@étgur de croissance de I'insuline), EGF
(facteur de croissance de I'épithélium), VEGF (actde croissance vasculaire), jouent un
réle important durant le remodelage embryonnaire,centrolant I'expression de la E-
cadhérine [121].

La stimulation par FGF1, EGF ou HGF (facteur deissance des hépatocytes) induit un
phénotype cellulaire en étoile causée par la desaten de la E-cadhérine des jonctions
adhérentes, suggérant que le récepteur a tyrosmasek peut induite une dérégulation
négative de la E-cadhérine, et ainsi favoriser MENI22].

La liaison du PDGF (facteur de croissance des plhes) a son récepteur a été mise en
evidence lors de I'acquisition d’'un phénotype cashplEMT induite par TGH. [123]

Dans les lignées de cancer pancréatique, le traiterpar les facteurs de croissances
endothéliaux (VEGE et B) et leur liaison au récepteur VEGFR-1 induit urarapement
morphologique et phénotypique des cellules en fadkune EMT [124]. Les marqueurs
moléculaires caractéristiques des cellules épdledi changent de localisation dans les
premieres heures: la E-cadhérine membranaire deeioplasmique, puis disparait 48h
apres le traitement [124]. Parallélement, I'expiessles facteurs de transcription Twistl,
Snail, and Slug augmentent rapidement. L'utilisatabanticorps inhibant le récepteur au
VEGF, et donc son activation, diminue I'expressicléaire de Twistl [124]. Le VEGF-R 1
est donc capable d’activer 'lEMWia I'activation de I'expression de Twistl, dans dgnés
humaines de carcinome du pancreéas.

2.4.3.5Voie TGFp -NF-kB

Le TGH3 (transforming growth factor-béta) induit 'EMT dardes cellules épithéliales
transformées par H-Ras. L'inhibition de NF-kB ré&eet’activité induite par TGF; et inhibe
le potentiel métastatique de ces cellules in vi\ZH].

Le complexe NFB/Rel est formé de plusieurs protéines apparteamd famille des
oncoprotéines Rel. Les membres les plus connufkebA(p65), RelB, Rel (c-Rel), NF-kB1
(p50/105), et NF«B2 (p52/100). L'association la plus fréquente esliAR050. La stimulation
de cet hétérodimere, par différentes voies : ageyitstoxiques, chimiothérapies, irradiation,
stimulation du TNFa, induit sa translocation nucléaire et aboutit &dascription de génes
intervenant dans I'inflammation, I'immunité et largie cellulaire [126].

Sous leffet d'un stimulus NkB va phosphoryler la kinase IKK qui a son tour va
phosphoryler IKKB (protéine inhibitrice de NKkB) sur les sérines 32 et 36 [127]. IRK
phosphorylée va subir une ubiquitination et étrgradéée par le protéasome. NB; ainsi
libre, transloque dans le noyau ou il pourra jager role de facteur de transcription.[128]
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L’activation de NFkB dans de nombreux modeles de cancers est prquhsténactivation
du géne VHL (Von Hippel Lindau) [129] [130,131] ¢a stimulation par le TN [132].
Cette activation conduit a la modification du prafexpression protéique des cellules. La E-
cadhérine disparait et la N-cadhérine apparaitkBFaduit donc 'EMT [133]. Le swicth des
cadhérines est rapide et apparait dés'1d° heure de traitement par IKKB [133]. Ces
modifications sont associées avec une augmentad®nl’expression des facteurs de
transcription de 'EMT: Slug, et Twistl. D’autre rpd’inhibition de NFkB entraine une
inhibition de Twistl [134]. Twistl est donc une leillle NFkB. L’activation de NF«B se
réalise dans les cellules VHL négatives ou inaesvét de maniere dépendante de I'hypoxie
via le facteur HIF [130,135].

Le TNF-a active I'expression de Twistdia la voie de NF«B [132].

Cependant I'expression ectopique de Twistl dimifespression des cytokines induites par
NF-kB, alors que NFB est pro-inflammatoire. D’'un point de vue moléadarwistl inhibe
'activité des promoteurs des cytokines en se lidinectement sous forme d’homo ou
d’hétérodimeéres au niveau des séquences E-box.[T@23t1 exerce un rétrocontrdle négatif
sur la voie NF«B [132]. Il se lie directement a RelA puis inhibectivité de NFkB [132].
L’activation de Twistl par NkB est aussi retrouvée dans la voie d'activation des
lymphocytes Thl- et dans la réponse inflammatasoeiée ou I'expression de Twistl limite
I'expression de cytokines, de I'lL-2 et du TNFEL36].

La voie de TGB induit les répresseurs de la E-cadhérine que Soaill et Snail 2 (appelés
SNAI1 et SNAI2 chez I'homme). [54] [137]

2.4.3.6Voie de I'hypoxie médiée par HIF

L’hypoxie intratumorale est la conséquence du dibmment rapide des cellules tumorales.
Cette hypoxie est responsable de la résistanceatiathérapie et a certains traitements. En
réponse a cette hypoxie les cellules activent deeta de transcription de I'hypoxie : HIF-1.
En l'absence d’oxygene, il stimule des genes resgaes des fonctions cellulaires
importantes en cancérologie que sont l'angiogénéssjasion et 'EMT [138] via
I'activation de Snail [139] et Twist1 [140].

Le facteur de transcription HIF-1 est un hétérodem@mposé d’une sous-unitécodée par

le chromosome 14 et uifiecodée par le chromosome 1.

En condition d’oxygénation normale, le gene Von péipbLindau active la ligase E3
responsable de la destruction permanente de lawuigsa du complexe HIF [141]. Le
complexe HIF est donc inactif.

En condition hypoxique, ou lorsque le gene VHLrasté, la sous unité HIF alpha est stable
et peut se complexer avec la sous-ufiifd41]. Cette stabilisation, conduit a I'activatide
HIF, qui induit alors linhibition de la E-cadhéan[138] et l'acquisition du caractéere
mésenchymateux [138]. Il a été montré, dans lestmsnde I'ovaire [142], une corrélation
entre I'expression de HIF et l'inhibition de I'exgssion de la E-cadhérine, et donc la
favorisation de 'EMT.

De plus, l'inactivation de HIF, par utilisation daiie@ histone acétylase est suffisante pour
reverser 'EMT induite par I’hypoxie [143]. Il aétmontré dans des tumeurs du rein et du foie
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[138] que les mutations du gene VHL étaient liédgsiinactivations de la E-cadhérine. Cette
inactivation explique en partie la différence d’eegsion au sein d’'une méme tumeur de la E-
cadhérine suivant les zones hypoxiques ou non.
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3 Twistl

3.1 Le gene Twistl

Le gene Twistl a été mis en évidence chez la dhagopu il joue un rdle dans la formation
des ailes. Ses mutations provoguent des malformsafa niveau des ailes, qui subissent des
torsions, d’ou le terme anglais « Twist » [144]. d&ne est situé chez 'homme sur la petite
branche du chromosome 7 sur le locus 21.2 (7p2ll @pssede 2 exons et un seul intron de
536 pb. (GenBank Accession No.NM_000474) (Howar@i7)9

Des mutations peuvent conduire a une maladie ggreéthutosomale dominante. Le statut
homozygote est létal. Le statut hétérozygote cdanawisyndrome de Saethre-Chotzen qui
appartient a la famille des craniosténoses [145,Hl& associe une déformation du visage
avec une asymeétrie faciale, une implantation bdssecheveux sur le front, des anomalies des
oreilles et une syndactylie. Le développement lietliel peut étre normal, mais un retard
moyen a modéré est souvent associé [145].

3.2 La protéine Twistl

Le gene Twistl code pour une protéine de 202 aeineses [146], qui appartient a la famille
des protéines basiques hélice-boucle-hélice etlla des protéines en doigt de zinc. La
protéine Twistl est constituée d’'une partie hélioacle-hélice basique (bHLH) et d’un motif
tryptophane-arginine dipeptide (WR), partie tressayvée au cours du développement, située
dans la région terminale COOH [147].
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Schéma 17 structure du gene Twistl

La structure tertiaire de cette protéine est compode 2 hélices alpha espacées par une
boucle plus ou moins grande, nécessaires a la idatién de la protéine. La juxtaposition des
hélicesa lors de la dimérisation permet de créer un sitdialson a 'ADN, nécessaire a
I'activité transcriptionnelle.
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Schéma 18 Structure du gene TWIST1, et de la protéine Twistihaventure 2003)

La protéine Twistl possede la capacité de formes Hemodiméres [148] ou des
hétérodimeres avec E12, Hand1, Hand2, [149] céugybermet de jouer son rble de facteur
de transcription en se fixant sur la région congsris-box (CANNTG) du promoteur [150].

La partie acide précédant la premiére hélice estssaire pour se fixer a ’ADN

Les modifications post-traductionnelles réalisées $a protéine Twistl sont des
phosphorylations.

La protéine Twistl est phosphorylée par la prot&inase B (PKB/AKT) sur la Ser42 en N-
terminal [151]. Cette phosphorylation conférait a@dules une protection contre I'apoptose.
Cependant la phosphorylation de Twistl sur la Ser4&erviendrait pas dans le signal
d’adressage nucléaire de la protéine [152,153].

Twistl phosphorylé sur la Ser42 a été retrouvéivo Wlans de nombreux cancers. Cette
phosphorylation est retrouvée tres fréquemment ensancers du colon, rectum, et du sein,
un peu moins dans les cancers du poumon et deolstapg, mais toujours de facon
significative [151]. Par opposition cette phosphtidn de la Ser42, n’a jamais été retrouvée
dans le tissu sain.

D’autre part, les motifs Thréoninel21/Sérine123Bhe€onine 112/Sérinel24 ont été retrouves
comme substrat de la protéine kinase A chez I'honfib®d,154]. Ces phosphorylations
seraient nécessaires a la dimérisation de Twigtisi u’a son activité et donc son
implication dans la neurogénese et la formation diEgts ainsi que dans le processus de
cancérogénese. Une altération de la phosphorylpgan perturber la dimérisation de Twist1,
et donc son activité de facteur de transcriptione Wnutation sur la Serl23 empéchant sa
phosphorylation est suffisante pour induite undsgme de Saethre-Chotzen [149].

Il a également été montré une phosphorylation &el&8 qui permet de stabiliser la protéine
Twistl et de qui la protéege de la dégradation negiar I'ubiquitination [155]. Cette
phosphorylation contribue ainsi a I'invasivité dancer du sein [155].

Seule la protéine phosphatase 2 (PP2A) appartenangroupes des génes suppresseurs de
tumeur [156] est connue pour déphosphoryler Twistl.
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3.3 ROle physiologique dans le développement
embryonnaire

La protéine Twistl est un facteur de transcriptigni joue un role crucial lors de

'embryogénese et de la formation du mésoderme] [15B], [145,159] plus particulierement

lors de la myogénese [160], la neurulation, la icg@&hése, I'hématopoiése [161], et
'ostéogénése [162] [163] [145]. Twistl contrOleeditement la différentiation des lignées
mésenchymateuses en chondrocytes, adipocytesgetptes.

l'joue son réle lors de I'embryogénése principa@at en temps que modulateur de TEMT

Aprés la naissance, Twistl est retrouvé exprimé riweau des cellules souches
mésenchymateuses et dans les cellules ostéobkstigédulaires [164].

Twist intervient aussi au travers de la régulatie’EMT physiologique dans la fibrogénése
et la réparation des organes lésés. Mais il indatvaussi au niveau de 'EMT pathologique et
son expression est liée a la pathologie cancéreuse.

3.4 Twist et cancer

La protéine Twistl est surexprimée dans les cangasriques [165] [166] dans les
rhabdomyosarcomes [167] dans les hépatocarcinoh®, [dans les neuroblastomes [169],
les carcinomes nasopharyngés (Song 2006), les taenaeusein [170-172] les mélanomes
[173], les cancers de la prostate [174], et lesnglis [175]. Parallélement son expression
dans les tissus sains de ces cancers reste faibli@existant [172,176].

De plus, I'expression de Twistl est corrélée agestdde avancé, ou un mauvais pronostique
et un risque accru de métastases dans le candarwdssie [176,177] du sein [172], de la
prostate [174] de l'ovaire [178], endometre [178170RL [180] et bien d'autres
[174,175,181] [182].

Dans l'ostéosarcome, la surexpression de Twistluesiacteur de mauvaise réponse a la
chimiothérapie [183].

Plus particulierement dans les carcinomes de lsieesne corrélation a pu étre établie entre
Twistl et les parametres clinico pathologiques graades techniques de g-PCR, de western
blot sur des lignées cellulaires, de TMA et d'immbistochimie sur des biopsies de tumeurs
primaires secondaires ou des tissus sains [17&}ptession de la protéine Twistl dans ce
type de cancer est plus élevée que dans les aeflaires. Dans le TMA de vessie la protéine
Twistl est méme indétectable dans les tissus §BIT$. Une expérience de RT-PCR conclut
gue l'expression de Twistl dans les tumeurs es &€une activité transcriptionnelle
augmentée du gene TWISTL.

Le taux de Twistl augmente avec le stade, le geatleprogression des carcinomes et ce de
maniéere significative statistiquement [176]. Twist$t peu présent dans les bas grades
superficiels T1G1-G2, mais l'est beaucoup plus d@sshauts grades superficiels TIG3.
L'expression de Twistl dans ces stades précocescaicer de la vessie peut étre
potentiellement un indicateur de la progressiothegtévolution vers un stade avancé [177].
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De plus le taux de Twistl est nettement plus étkaugs les métastases que dans les tumeurs
primaires [177].Ces résultats sont donc en favéun &engagement de Twistl dans la
progression du cancer de la vessie, notamment @dafsrmation de métastases. Twistl
semble donc étre un éventuel marqueur de progressid’agressivité pour le cancer de la
vessie.

3.5 potentiel oncogénique de Twistl

Au vue de toutes les fonctions de Twistl : antiggptique, , inhibition de p53, inhibiteur de
la sénescence [40], inducteur de la croissancéabsence d’ancrage, Twist 1 est considéré
comme un oncogene [167].

3.5.1 Twist est un régulateur de I'apoptose etde| a sénescence

Twistl est un inhibiteur de p53, au travers de neuges voies différentes.

Twistl interfere avec les genes cibles induits laativation de p53, p21, Mdm2 et Bax,
[184]. L'inactivation du géne Twistl, conduit adarexpression de la protéine p1l4ARF, et a
la diminution des niveaux d’expression de MDM2, p&3p21 [185]. Twistl favorise la
liaison de MDM2 avec p53, et donc linhibition d&3) La surexpression de Twistl inhibe
aussi p53 par l'intermédiaire d’ARF (p14ARF), egukant négativement I'expression de ses
ARNmM [167]. Twistl induit donc la sénescence VidpRF, et la voie p53/p21 et favorise la
prolifération cellulaire incontrdlée des celluleamncéreuses, et donc la progression tumorale
[185].

Twistl est aussi capable d’'inhiber HOXAS, connu mpétre un activateur de p53 [170]. I
inhibe aussi la transcription de p53 [185], en is@tla son coactivateur, une histone
acétyltransférase, CBP/p300, [186,187].

Twistl jour le réle de facteur de transcription HA2, en se fixant sur son promoteur [188-
190], ce qui lui permet ainsi de bloquer I'apoptose

De plus Twistl agissent négativement sur la sénesdaduite par H-Ras via I'inhibition des
voies régulation p53 et Rb. Twistl est corrélé isgment avec pl6 qui est un gene
intervenant dans la sénescence via la voie Rb, ldanglanome. Twistl régule négativement
pl6 et p21 sans affecter le niveau d’ARF, dangteescence [40].

Dans les neuroblastomes, I'oncogéne N-myc est émdguent amplifié alors que les
mutations de p53 sont rares, ce qui devrait cordiuiiune activation de I'apoptose et a une
croissance tumorale. Parallélement, grace a katilbn de microarrays, la protéine Twistl est
retrouvée surexprimée dans ces mémes cancers, sggpression est corrélée a la
surexpression de N-myc. En utilisant des siRNA-&mtist1, 'apoptose a été restaurées dans
les lignées de neuroblastones. Twistl est donmhibiteur de la voie apoptotique. Twistl
protége donc I'action de N-myc, et inhibe la rémoapoptotique induite par la surexpression
de N-myc, en inhibant la voie ARF/p53 [169].

Dans des fibroblastes embryonnaires murins (ME&)rdnsfection de Twistl, protége de
'apoptose par la déprivation en sérum induite @u fa voie c-Myc dépendant de p53
[167,191]. Parallelement I'expression de Twistl uiede niveau de caspase 3 activée
(Cystéine protéase protéine 32KDa :CCP32). Dans lideges MEF p53 positives, les
cellules transfectées par Twistl continuent a fénar et a former des colonies en soft agar.
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Twistl permet donc de passer outre les fonctiomptagtique et anti-proliférative de p53, il
'antagonise et posséde la capacité de promousoardissance indépendante de I'ancrage
[167].

Cette progression au travers du cycle, contribliasiabilité chromososique. Cette instabilité
causée par la surexpression de Twist est fréquente, été observée chez les personnes
atteintes du Syndrome Shaether Chotzen [192], masi plus récemment, dans des lignées
de cancer du sein Twistl positives. De nombreudiésaBons chromosomiques ont été
retrouvées (aneuploidies, aberrations chromosorsjeidranslocation) [193].
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Cette protection de Twistl envers l'apoptose etdaéscence contribue a la création de
facteur de résistance aux traitements chimiothétapees.

Twist est connu pour étre un facteur de résistaneanti-cancéreux tels I'étoposide [194] ,
'adryamicine [184] , le paclitaxel et la vincrisé [174,189]. L'utilisation de siRNA anti-
Twistl, a permis de rétablir et d’améliorer I'effiité de I'adriamycine dans des lignées de
cancer du sein, en bloquant le phénomene d’EMTétablissant I'apoptose, en inhibant
l'invasion, en réduisant la production de P-gpertréduisant les résistances croisées [184].
Twist bloque I'apoptose induite par le paclitaxe9(Q], en activant la voie Akt [190].

Twistl induit aussi une protection de I'ADN, facexaespeces réactives de l'oxygéne
géneérées par la stimulation par le ThF151].

Twistl contribue a la résistance acquise aux tragtgs par synthése de la protéine d’efflux
des médicaments, la P-gP via la stimulation derd&me YB1. Le gene YB1 est transcrit
grace au facteur de transcription Twistl qui se fau niveau de la ségquence E-box du
promoteur de YB1 [195].

Twistl protége aussi les lignées de cancers du deifiirradiation (radiations ionisantes
gamma) au travers une dérégulation de la voie @ g qui se traduit par une progression
dans le cycle, une survie cellulaire et une réguianhégative des cibles telles que p21 et
MDM2 [170].

3.5.2 Twist inducteur de la progression tumorale et la formation de
métastases

Twist est inducteur de la progression tumoraleugiplrs niveaux.
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La surexpression de Twistl dans les lignées deecaue la prostate, et de sein augmente les
capacités d’invasion et de migration, suggérantlgx@ression de la protéine Twistl est liée
a la capacité d’invasion des cellules de canceladeostate [172,174]. Dans des modeéles
murins transfectées par Twistl et ayant perdu tesgion de Twistl, les métastases
pulmonaires visualisées sont significativement pletes et moins nombreuses que dans les
souris ou I'expression de Twistl n’est pas abdhidiologie confirme aussi que le nombre de
micrométastases a diminuer de maniére importanéés oque leur taille reste identiqgue au
groupe témoin [172]. De plus l'inhibition de Twistkt capable d’induire la suppression des
métastases par induction de la MET in vivo [172]174

Twistl a donc un role dans la formation des mésastat la prévention des micrométastases
[172] , grace a I'acquisition des capacités de atign et d’invasion.

Twist est impliqué dans la formation de 'EMT [1640].

L’expression stable de Twistl dans des lignéeseily, saines MDCK de type épithéliales
pures, conduit a la perte de [linhibition de cohtatapparition d'un phénotype
morphologique mésenchymateux, forme étoilée, espesdes marqueurs mésenchymateux
(N-Cadheérine, vimentine, fibronectine). Parallélemie les marqueurs épithéliaux
disparaissent.

De plus, dans des lignées MCF7, la surexpressioig conduit a la perte de la croissance
dépendante du support. Les cellules sont capakles degrouper et de former des sphéres
denses en milieu matrigel, et acquierent une maogi® fusiforme, aptes a migrer et a
s'infiltrer au travers des vaisseaux sanguins [170istl joue son rdle de régulateur de
FEMT via son action inhibitrice sur la E-cadhérifie25] . En se liant a la protéine Bmil,
Twistl répresse la transcription de la E-cadhéramese liant a la séquence E-box de son
promoteur [196,197]. Cette action favorise le pmdaoe d’'EMT et facilite la formation des
métastases [198].

De plus Twistl est impliqué dans la formation ddadepodes, dans des lignées de cancer du
sein via la I'expression de PDGERjui a son tour active la protéine Src. Ces protssi
membranaires permettent une dégradation de laaaatiune progression des cellules. Ces
progression favorisant la formation des métastfk®3]. Twistl favorise aussi l'activité des
métalloprotéinases (MMP). Il répresse TIMP1 un liiteur clé des MMPs [164,200].

D’autre part Twistl possede un réle important deEnformation des métastases osseuses
ostéolytiqgues du cancer de la prostate, en agissaniveau des cellules souches contenues
dans la moelle osseuse, et en dérégulant I'égeililsseux. Twistl possede 2 actions sur le
remodelage osseux : il stimule les ostéoclaste®ret la dégradation de I'os, et il inhibe la
minéralisation induite par les ostéoblastes. Twisimet aussi de stimuler la production de
facteurs de différenciation de la moelle osseuseistI favorise donc la formation de
métastases ostéolytiques via sa cible RUNX2 [201)refacteur de sécrétion DKK1 qu'il
régule positivement en se liant sur sa sequencexE-{bickkopf homolog 1) [202]. Dans
cette étude, les tumeurs primaires de prostatéreapt Twistl, sont associées avec un risque
éleveé de développement de métastases [202].

En plus de favoriser la capacité d’invasion, lanfation de colonies et la formation des
métastases, Twistl intervient aussi dans la foomate la néoangiogénése induite lors de la
formation de métastases.

Twistl intervient sur la synthese de VEGF, en augar sa production dans des lignées de
cancer du sein MCF7 transfectées stables par wovirgis codant pour Twistl. Dans ce
modele cellulaire de surexpression, Twistl permussiad’induire in vivo une angiogénese
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caractérisée par une augmentation du volume \aiseulet par une augmentation de la
perméabilité vasculaire [181].

Dans des lignées d’hépatocarcinome humain, souditmoms hypoxiques, la protéine Twistl

est surexprimée. Cette surexpression est reliéa &orimation de nouveaux vaisseaux.
L’inhibition par si-RNA de Twistl est capable d’'iber cette formation de vaisseaux induites
par I'’hypoxie [203]. Twistl est donc capable d’ilv@ula formation de vaisseaux en période
d’hypoxie. Récemment, dans un modele murin, I'sdifion de si-RNA anti Twistl a permis

d’inhiber la néovascularisation de la rétine [204]

Dans les carcinomes hépatocellulaires (HCC), debmenx cas surexpriment Twistl alors
gue les tissus sains ne I'expriment pas. Dans &€ Burexprimant Twistl, il est apparu une
densité de microvaisseaux significativement supégiepar rapport a ceux n’exprimant pas
Twistl. De plus la surexpression de Twistl est&ée avec la surexpression du VEGF.
Twistl semble donc jouer un réle important dansidiagénése des HCC [205]. Twistl
semble avoir un réle pro-angiogénique.

3.6 Reégulation de I'expression de Twistl
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Schéma 20 voie de régulation et cibles de la protéine Twist

Comme nous l'avons vu précédemment Twistl estctedade 'EMT et a ce titre il peut
étre régulé par certaines voies communes a laatgulde I'EMT telles les voies NikB,
TGF{3 et HIFa (voir paragraphes 2.4.3.5 et 2.4.3.6)

Le TNF-a active I'expression de Twistl via la voie de KB{132].
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3.6.1 Twist et STAT3

Le dimére STAT3 se lie directement sur le promotgeirTwistl et active sa transcription
[206]. Une inhibition de STAT3 conduit a une rédoictd’expression de la protéine Twistl,
dans des lignées cancéreuses de cancer du sein. geete d’expression de la protéine
Twistl est associée a la perte d’'invasivité, deratign et a la perte de la capacité a former
des colonies. L'expression ectopique de Twistl pemie restaurer le phénotype. Twistl est
donc une cible de STAT3 [206].

Chez 'hommein vivo dans des tumeurs du sein, I'expression de STATBgiorylée est
corrélée avec le niveau de Twistl et avec un gaadacé [206] .

STAT3 permet la surexpression de la protéine Twesthgissant au niveau de la transcription
de Twistl, par liaison directe avec son promot206].

3.6.2 Twist et les récepteurs a tyrosine kinases IG  FR-let VEGFR1

L’IGF induit I'expression du géne Twistl. Dans desdlules mutées pour le récepteur de
I'IGF, la surexpression de Twistl est impossiblaisil est donc induit par la liaison de
'IGF a son récepteur [194]. D’'un point de vue nméstque, l'utilisation d’inhibiteurs
spécifiques de certaines voies tel 'U0126 spéadigle la voie ERK kinase, suggére que
I'expression de Twistl induite par IGF1, est sausiépendance des voies MEK/MAPK et
plus précisement de ERK [194]. Cette cascade d@attdin induite par la liaison de IGF a son
récepteur, met en jeu la voie ERK, qui a pour cilBYAT3 et Myc qui sont elles aussi
connues pour interagir avec Twistl [167,206].

Dans les lignées de cancer pancréatique, le traiterpar les facteurs de croissances
endothéliaux (VEGE& et B) et leur liaison au récepteur VERGR-1 induit uraraffement
morphologique et phénotypique des cellules en favdune EMT. Les marqueurs
moléculaires caractéristiques des cellules épdledi changent de localisation dans les
premieres heures: la E-cadhérine membranaire desygoplasmique, puis disparaissent 48h
apres le traitement. Parallelement, I'expressiafdeteurs de transcription Twistl, Snail, and
Slug augmentent rapidement. L'utilisation d’antg®inhibant le récepteur au VEGF, et donc
son activation, diminue I'expression nucléaire deistl [124]. Le VEGF-R 1 est donc
capable d'activer 'EMT via l'activation de I'expsion de Twistl, dans des lignes humaines
de carcinome du pancréas.

3.6.3 Twist et p27

D’un autre coté la surexpression de p27 (protéinesgrexprimée dans des cellules souches
embryonnaires humaines, inhibe le cycle cellulaimephase G1) conduit a un phénotype de
cellules épithéliales, alors que sa perte d’expsassonduit a I'expression de phénotype
mésenchymateux, ce phénotype étant associé aveaugmeentation de I'expression de la
protéine Twistl. Twistl est donc sous la dépenddege27. La protéine p27 controle TEMT
via sa fixation sur le promoteur de Twistl [207].
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4 Protéine c-Src

La protéine Src est un proto-oncogene [208] [2@)n expression et son activité sont
frequemment augmentées au cours de la progresamér@use [210] et sont reliées a un
mauvais pronostic dans de nombreux cancers [21lll¢ jBue un rdOle important en
oncogénese et notamment dans la progression caseéed I'invasion [212] [213Via la
formation de métastases et 'angiogénése.

L’activité catalytique des kinases de la famille 8st nécessaire a la destruction des jonctions
serrées et des desmosomes au niveau de l'intarattoe cadhérines [214].

Normal tissue Tumour progression
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Schéma 20 induction de 'EMT via I'activation de la voie Set l'internalisation de la e-cadhérine [215].

4.1 Src Kinase family (SFKs)

La kinase Src appartient a la famille des kinase&C §8teroid Receptor Coacticateuqui
compte 12 membres identifiés c-Src, Fyn, Yes, Y, FGr, BIK, Lck, Brk, Srm et Frk. [216].
Seules les protéines Src, Fyn et Yes sont expsnudéuitairement. Ces protéines sont des
enzymes tyrosines kinases non liées a un récepttiag ne possédant pas d’ancrage a la
membrane. Elles sont libres dans le cytoplasmdles iaterviennent dans la transduction du
signal.

Chaque membre posséde une structure constituéaddmdines SH1, SH2, SH3 et SH4. Le
domaine SH1 est un domaine catalytique, les dorma8td2 et SH3 sont des domaines de
liaisons aux protéines, qui permettent de modubmtiVité catalytique du domaine SH1.
[209,217]. lls permettent aussi linteraction avées récepteurs a tyrosine kinase
transmembranaires [218]. Le domaine SH4 est préksar# la partie N-terminale et représente
une petite région possédant un domaine de myraiogl [208] nécessaire pour une
éventuelle localisation a la membrane [209] [2Bles sont présentent dans les tissus sains
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ou cancéreux [220] [209]. La voie des SKFs particia de nombreuses fonctions
physiologiques durant le développement et 'agdtadincluant la progression dans le cycle
cellulaire, la reconnaissance immunitaire, 'adb@sj221], la migration, la régulation de

'apoptose, la croissance et la différentiationiutaire [216,220,222-224]. Ces actions sont
médiées par l'interaction des Src avec de nombrécepteurs a tyrosines kinases [216]. La
protéine c-Src (Src) est impliquée précocement ancérologie, et dans les stades
métastatiques [225] [226].
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Figure 21 :Voies utilisant la protéine Src.

4.2 Activation de la protéine Src (c-Src)

L’activation de cette protéine est accompagnée dhengement conformationel [209]. La
forme inactivée le domaine SH2 se lie le résidogiyre phosphorylé en position 530 (Y530)
situé en position C-terminal. La protéine ne peag ge lier avec un substrat extérieur, elle est
inactive [209]. La déphosphorylation de la tyrosameposition 530 conduit & une dissociation
du domaine SH2. La protéine est dite en configomati ouverte », le site catalytique SH1
devient accessible. La protéine est activée [227].
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4.3 Src et cancérogénese

En cancérogéneése la protéine Src est particuligremmpliquée dans la mobilité, I'invasion,
la survie, I'angiogénese et la prolifération [2Z2P

La kinase Src, localisée dans le cytosol active séree de substrats tels que la FAK (Focal
Adhesion Kinase), la PI3K et les STAT [223,224]nteraction entre 'EGFR et la kinase
Src est complexe. La kinase Src semble étre impdicans la résistance aux thérapies via
une interaction indépendante ou une association d@ageitres récepteurs [83,228]. Cette voie
souvent perturbée dans les cancers, représentieoin stratégique comme nouvelle cible et
pour développer de nouveaux médicaments.

4.4 Src et EMT

Plus particulierement, dans les cancers épithélieuproto-oncogéne v-Src est impliqué dans
le phénoméne d’EMT [220,229]. Il favorise la pedi@adhésion inter-cellulaire [218,220]
ainsi que la perte d’adhésion a la matrice exthalegle. Il modifie la forme des cellules
[230], et contribue a I'invasion cellulaire [209].

Dans les cellules transfectées par le géne v-$rexiste une perte d'organisation des
filaments d’actine [231,232], aboutissant a une iffcadion de la forme cellulaire. Les
cellules épithéliales de forme cubique se transéotmen cellules fibroblastiques, par le
processus d’'EMT [230].
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Src contribue a l'invasion cellulaire, [209,209{ravers la perte d’adhésion et I'aquisition de
mobilité. La kinase Src controle l'adhésion intdidaire via la E-cadhérine [215] et
'adhésion cellulaire a la matrice extracellularia les intégrines [215].

4.4.1.1Src et E-cadhérine

L’activation de Src provoque la dissociation dellié@rence intercellulair@a son inter-action
avec la p120 caténine, en désorganisant les jorscserrées [218]. Le complexe Src/FAK
phosphoryle la E-cadhérine, qui va perte sa loatdis membranaire [233] et étre internalisée
[234]. Le complexe E-cadhérine-caténine, ne peus pbuer son rdle dans les jonctions
d'ancrage [215,235]. La cellule est ainsi librereage et gagne la capacité de mobilité.
Cette internalisation de la E-cadhérine dans ldhilee KM12C est dépendante de la
phosphorylation de Src par FAK [215]. L'inhibitiotle I'expression de Src retient (&
caténine dans le cytosol, ce qui favorise sa llmidda E-cadhérine, d’ou la diminution de
mobilité des cellules [215].

4.4.1.2Src et intégrines

Src interagit avec FAK au niveau de ses séquend8s8SH?2 [236], puis s’associe avec lui
pour former un complexe Src/FAK [237]. A lintériede ce complexe, Src phosphoryle la
sous-unité cytoplasmique des intégrines, ce quaer une perte de fonction des intégrines.
Le cytosquelette intégrine-actine se trouve domtupgee d’'ou une déstabilisation voir une
disparition de l'adhérence a la matrice [238] et laugmentation de mobilité [239]. Ce
complexe Src /FAK est aussi capable d’interagif’sissemblage des microfilaments d’actine
et sur la déstabilisation des points d’adhési@nson interaction avec RhoA [210,224,240-
242] et la paxilline [243] permettant un gain detifite.

Drher ATH= Met PDGFA K3F-1A EGFA HERZ
| [

Schéma 23 Action de Src sur la dissociation des jonctionséadntes et sur les intégrines [218].
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4.4.2 Src et STAT3/ Twistl

La protéine STAT3 (Signal transducer and activafdranscription 3), est une protéine dont
laction est reconnue dans le processus de car@éesg, plus précisément dans
'angiogénése [244,245]. Elle permet d'initier lgression et I'invasion [246-248] [249].

STAT3 est activée par la liaison de facteurs dassamce a leur récepteur ou par la
stimulation par la famille des SRC tyrosines kigaf249]. Ces ligands en se liant a leurs
récepteurs induisent la phosphorylation de STATBlp&inase Janus. STAT3 phosphorylé
peut dimériser, transloquer dans le noyau et jamr réle de facteur de transcription
[250,251].

Src phosphoryle STAT3 et lui permet ainsi de jaa@r role de facteur de transcription [246],
en augmentant sa capacité de liaison a I’'ADN [250],2L'inhibition de Src conduit dans un
premier temps a l'inhibition de STAT3, puis treteva la surexpression de STAT3 [249].

STAT3 induit la transcription de Twistl en se ligitectement a son promoteur [206]. Une
inhibition de STAT3 par des si-RNA conduit a uneluétion d’expression de la protéine
Twistl, ainsi que de son niveau d’ARNmM, dans dgisdes de cancer du sein. Cette perte de
Twistl, qui est un des principaux régulateurs 8MIT est associée a une perte d’invasivité,
de migration et a I'incapacité a former des colsijz06].

4.4.3 Src et migration

Twistl est aussi capable d’intervenir sur la foiorat’invadopodes (filaments d’actines) de
la membrane plasmique qui permettent a la cellaleeddéplacer, et de dégrader la matrice a
travers l'activation de Src [218]. L’activation d&c est capable d’induire l'invasion et la
migration au site primaire d’une tumeur lorsquéolenation d’'invadopodes est prédominante
[218]. Cependant linhibition de [Iactivation de cSrest aussi capable d’induire des
microtentacules composés de microtubules appelésigions [218,252]. Ces protusions
favorisent I'agrégation homocellulaire dans la wdiation sanguine [253]. Les cellules se
regroupent et sont ainsi moins fragilisées ce qugnaente le risque de dissémination
métastatique [254]. De plus les protusions sorgiaesponsables de I'agrégation des cellules
canceéreuses aux plaquettes, d’ou la majorationsdue de thrombose dans certains cancers
[255,256].

Src joue donc un réle dans la survie et la dissation des cellules métastatiques [218].

4.4.4 Src et angiogénese

Src régule le microenvironnement de la tumeur emusant I'angiogénese. Src régule
I'expression de facteurs pro-angiogéniques que IsoMEGF [257], et I'lL8 dans les cellules
cancéreuses et les cellules stromales [258]. réeepteurs de ces facteurs, une fois activee
sont capables de phosphoryler Src qui stimule lemgabilité vasculaire des cellules
endothéliales, et la néovascularisation [209]. tilation de Src par le récepteur au VEGF
(VEGFR) est aussi capable de stimuler la migrateliulaire.[259].
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Schéma 24 Action de Src sur I'angiogénese [209].

5 Le traitement AZD0530

Le traitement AZD0530 est un inhibiteur compétitif la kinase protéine Src.
5.1 Structure

L’AZD0530, est petite molécule aussi appelée sair@iba ou N-(5-Chloro-1,3-benzodioxol-
4-yI)-7-[2-(4-methylpiperazin-1-yl) éthoxy]-5- (t@hydro-2H-pyran-4-yloxy) quinazolin-4-
amine. Elle dérive de la substitution en 5,7 d’'anginoquinazoline [260].

Schéma 25 Structure chimique de '’AZD0530 ou saracatinib
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5.2 Meécanisme d’action

Le saracatinib présente une grande affinité pouddenaine tyrosine kinase (SH1) des
enzymes c-Src et Abl [261], en bloquant de manamapétitive le domaine de liaison a
'ATP [262]. La demi-vie de ce composé est de 40ras, il est utilisé par voie orale. Il
posséde une faible activité antiproliférative, maest un inhibiteur de I'adhésion cellulaire,
de la migration et de linvasion [263], de la cez@iece sans ancrage [264]. Cependant
combiné a certaines drogues, dont les inhibitewsCtK1, il peut agir en synergie et
potentialiser I'effet de mort cellulaire [265].

5.3 Etudes pré-cliniques

De nombreuses études précliniques ont été menéswrothérapie avec le saracatinib sur
des lignées de différents types tumorales : prostaétastatique [266], rein [267], cancer
folliculaire de la thyroide [197,197,268] leucémmeyéloide chronique [269], lymphome
[270], colo-rectal [271], cancer gastrique [272]¢élamomes [273], poumon (CBNPC)
[274,275], fibrosarcome [276], ORL [277], sein7§&279]. Dans tous les cas le saracatinib
inhibait la croissance cellulaire ainsi que l'invaset I'ancrage, le plus souvent de maniéere
dose dépendante. Une diminution de la formation ideadopodes [277] ainsi qu’'une re-
sensibilisation a la radiothérapie des celluleg, &é observées [280]. Ces travaux sont en
faveur d’une action anti-métastatique du saradatini

Des modéles murins traités par le saracatinib enoth@rapie ont aussi été utilisés dans de
nombreux cancers : prostate [281,282], pancréa8,788], carcinome de la peau [285]
poumon (CBNPC). Plus particulierement le saradatinété utilisé sur des modeles murins de
tumeur de vessie [263]. L’activita vitro de ce traitement a conduit a la perte d’invasigité

a une stabilité de I'adhésion inter-cellulaire. Ramparaison, les souris traitées par le
saracatinib, ont présenté une quantité nettemérienre de tumeurs secondaires par rapport
au groupe non traités [263]. Le saracatinib serdblec étre une molécule prometteuse anti-
invasive dans les tumeurs de vessie. La aussffiets anti-invasifs et anti-métastatiques ont
été mis en évidence, ainsi qu’une diminution duwxa tumoral.

De nombreuses molécules ont été testées en agmocEtec le saracatinib avec le
selumetinib dans le mélanome [286] , avec le suibitlans le rein [267], avec le tamoxiféne
dans le cancer du sein RE+ [287], avec l'anasteodans le cancer du sein hormono-
résistant [288], avec le fluoro-uracile dans lecaargastrique [289] et avec lI'imatinib dans les
leucémies myéloides chroniques [269]. Le sarat¢atniété associé a I'anastrozole ou au
fulvestrant dans le cancer du sein et testé suxélesgreffe dans la souris [290,291]. Lors de
toutes ces associations le saracatinib a montréactieité anti-tumorale augmentée, une
synergie d’action, son utilisation a permis dans raenbreux cas une diminution des
résistances aux médicaments associées [290,291].
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5.4 Etudes cliniques

Le saracatinib a été testé chez 'homme sain pétifier certains parametres que sont la
fonction rénale [292] et la résorption osseuse J292vant d'étre testé chez le patient
cancereux.

Les difféerentes études de phase 1 en monothérapipeomis de définir la dose maximale
tolérée (DMT) comprise entre 175 et 250 mg jousral[293,294], d’évaluer les paramétres
de pharmacocinétique, la tolérance et la sécugt@puloi [295,296]. Les principales toxicités
retrouvées sontdes troubles hématologiques (@nénmeutropénie, leucopénie,
thrombocytopénie), une toxicité rénale, un rasls, aighralgies, des myalgies, une asthénie,
des nausées, et une anorexie. Le saracatinib cepgndant un médicament bien supporté.
Une autre étude de phase 1 en combinaison avethibiteur de la voie VEGF (cediranib) a
été menée [297]. Elle aboutit elle aussi a la mBiid@ de 175 mg/j.

Parallelement de nombreuses études de phase Bténnhenées en monothérapie visant a
démontrer une efficacité d’action, dans de nombreaxcers avancés présentant des
meétastases : cancer de la prostate résistantagti@tion [298], ou une baisse du PSA de 30%
était I'objectif principal, cancer ORL [299], camcealigestifs (gastriques ou gastro-

oesophagien) [300], cancer du sein non hormonoraigm [301], mélanome métastatique

[289]. Tous ces essais de phase Il en monothémpieonduit & la méme conclusion : le

saracatinib ne possede qu'une tres faible actiaitéi-tumorale en monothérapie chez

’lhomme alors que les études pré-cliniques étaeamnetteuses.

De nombreuses études d’association sont apparaies,|&l cancer du pancréas en association
avec la gemcitabine [302], avec le paclitaxel eteonarboplatine dans les tumeurs primaires
solides [303], avec le carboplatine et le paclitégride OVERT1).

Mais les résultats sont la aussi décevants. Ureev@peut étre émise car les sujets n’étaient

pas choisis sur des critéres biologiques précist-€ee qu’'une sélection plus stricte sur des
biomarqueurs définis pourrait sélectionner une faifmn qui tirerait bénéfice du saracatinib.
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Twistl cible thérapeutique dans le cancer de laves  sie?

Le role central de Twistl dans le programme d’EM@ développement des métastases et de
résistance aux traitements, en font un parfaiticEt@¢omme cible thérapeutique.
L’inhibition de Twistl par des si-RNA anti-Twistlads des lignées de cancer de la prostate
(DU175 et PC3), se traduit par une augmentationladenort cellulaire, et donc une
sensibilisation accrue des lignées au paclitaxéhattivation de Twistl supprime les
capacités de migration et dinvasion des cellules chncer de la prostate hormono-
indépendant [174].
La répression de l'expression de Twistl par deBN&A dans des fibroblastes murins,
augmente la sensibilité a I'étoposide et ré-intaimort cellulaire, inhibée par I'expression
de Twistl [194]. Dans une autre équipe, travaillsunt le cancer du poumon non a petites
cellules, Twistl a été déplétée par l'utilisation FIERNA anti-Twistl dans les lignées A549.
Les cellules ont été re-sensibilisées a l'actionciplatine. Cette sensibilité induite par
I'inhibition de Twistl passe par I'induction devaie JNK [304].
Ces expériences suggerent que la régulation négddiiwistl peut étre une cible, pour :

- accroitre la sensibilité des drogues pro-apoptesguwu pour la rétablir en stimulant

I'apoptose ou la sénescence

- diminuer la formation de métastases, en inhibamgd'sion et la migration
Dans un premier temps nous caractériserons leddigde vessie pour I'expression de Twistl,
puis nous étudierons linfluence de Twistl commeéepbelle cible dans le cancer de la
vessie. Nous étudierons aussi I'effet d’une drdgusaracatinib et la possible intervention de
Twist dans son mode d’action.

Saracatinib nouvel espoir dans le traitement du can  cer de
la vessie ?

Le saracatinib est une drogue anti-invasive tedédes différents cancers, mais dont I'action

n'a été que peut testée dans le cancer de la véssiis aborderons dans ce travail les effets
pharmacologiques du saracatinib sur les différeligjages de cancer de la vessie d’'un point
de vue morphologique, cytotoxique et invasif, apessavoir caractérisées pour les différents
marqueurs de I'EMT (E-cadhérine, N-cadhérine eteritine). Notre hypothése est que

I'action anti-invasive du saracatinib implique uodage de la voie de 'EMT.
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1 Culture cellulaire

Nous disposons de 7 lignées immortalisées issueamamome de vessie : EJ, J82, IMSUL,
TCCSUP, SD48, SW780, T24.

Les cellules J82, TCCSUP et T24 ont été acheté€AT&LC (America Tissue Culture
Collection). Les lignées SD48 et IMSU1 ont été ricag par I'équipe de Francois Radvanyi
de [llInstitut Curie. Les lignées SW780 et EJ aiét #®urnies par Dr. L Yamashiro Joyce de
'université de los Angeles (UCLA).

Les lignées sont cultivées en monocouche dans lisBuniRPMI (Roswell Park Memorial
Institute medium), complémenté en L-glutamine eiolin par 10% de sérum de veau fcetal
(SVF). Les cellules sont cultivées en flasques dansicubateur a 37°C, en présence de 5%
de dioxyde de carbone (GO

Les milieux sont renouvelés une a deux fois parageen suivant I'état de confluence des
cellules. Dés que les cellules sont a confluenltes sont repiquées. Le milieu nutritif est

aspiré, les cellules sont lavées au PBS puis diaoh 'aide de trypsine. Elles sont remises
en suspension dans du milieu de culture neuf, céespdu Coulter Counter® de Coultyronics,
et enfin réensemencées dans une nouvelle flasque.

Tous les 10 passages, les cellules sont jetées etadivelles cellules sont remises en culture.

2 Western blot

Les cellules sont ensemencées dans des plaquéts.6 pu
2.1 Obtention du I'extrait protéique

Deux techniques ont été testées et utiliséesclanigue de congélation décongélation, et la
technique dite au RIPA.

Techniques de congélation-décongélation

La lyse des cellules a été effectuée par le prégdoeppeléUItimate freeze-thaw lysis for
mammalian cellsdont le principe repose sur I'éclatement des adlupar des cycles de
congélations-décongélations successifs dans datd¢diguide a -196 °C.

Les cellules d’'un puits d’'une plaque 6 puits samtées au PBS 1X froid, et sont décollées
par grattage dans 5@ de PBS, puis centrifugées a 13 000 rpm. Le swawigest éliminé et
le culot est resuspendu dans &0d’'un tampon de lyse (600 mM de KCI, 20 mM de HiGl

pH 7,8 et 20 % de glycérol) auquel on ajoute urk@okcd’inhibiteurs de protéases (tablette
complete mini EDTA-freeRoche). Les cellules sont alors plongées dandain d’'azote
liquide quelques secondes puis laissées a temp&r@tubiante jusqu’décongélation totale.
Ce cycle congélation-décongélation est répété £ fas lysats cellulaires sont de nouveau
centrifugés. Le surnageant contenant les protéotakes est transféré dans un tube neuf, puis
1 uL de benzonase (Novagen, 25QuL) est ajouté au mélange pour digérer I'ADN résidue
Cette digestion s’effectue a température ambiagtelant 10 min.
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Technique d’extraction par le RIPA

Les cellules d’'un puits d’'une plaque 6 puits samtées au PBS 1X froid, et sont décollées
par grattage sur la glace dans|80de RIPA de chez Santa Cruz (tampon de lyse 1X, 1%
Nonidet P-40, 0,50% sodium déoxycholate, 0,1% SI&04% de sodium azidelu PMFS
dans du DMSO, 1% cocktail inhibiteur de protéase$% orthovanadate). La solution est
versée dans un ependorf lui-méme disposés penflantrzites dans la glace. Puis le tube est
centrifugé a 13 000 rpm pendant 5 minutes. Leaggant contenant les protéines totales est
transféré dans un tube neuf, puisull de benzonase (Novagen, 250ul)y est ajouté au
meélange pour digérer I'ADN résiduel. Cette digestigieffectue a température ambiante
pendant 10 min.

2.2 Dosage

Les protéines sont ensuite dosées grace au kitim@trique BioRad utilisant la méthode de

Lowry. Les échantillons a doser sont comparés a garame de BSA (comprenant les

concentrations 0,5 ; 1 ; 2 ; 3 etuyg/ul). La densité optique du produit de la réaction
colorimétrique est mesurée au bout de 15 min annd@vec un spectrophotometre en plaque
96 puits. Les échantillons sont utilisés immédiaehou conservés a -80 °C.

2.3 Description

De facon générale, 50y de protéines provenant de lysat cellulaire oxtdeét nucléaire, ont
été utilisés pour I'analyse par western Blot. Lestgines sont soumises a une électrophorése
en gel de polyacrylamide de 12%. Deux types de gmts préparés : 1 gel deresolving»
dont la composition est la suivante : (acrylamigitrylamide 10%, Tris-HCI 375 mM pH
8,8, SDS 0,1%, APS 0,05%, TEMED 0,05%) au dessiwguelest coulé un gel de « stacking
» dont la composition est : (Acrylamide/bisacryldeib%, Tris-HCI 125 mM pH 6,8, SDS
0,1%, APS 0,05%, TEMED 0,1%). Les échantillons deéines sont dilués dans du tampon
de charge 4X (Tris-HCI 62,5mM pH 6,8, glycérol 25%DS 2%, bleu de bromophénol
0,01%, B- mercaptoéthanol 5%), déposés sur le gel de <«kistpac» et soumis a une
électrophorése de 2 h a 80 V dans un tampon dataigr(Trizma Base 25 mM, Glycine 192
mM, SDS 0,1%, pH 8,3). Cette technique permet eisdion des protéines selon leur poids
moléculaire qui est apprécié grace a la migrationparallele d’'un marqueur de poids
moléculaire correspondant a une gamme de protéi@ed kDa a 250 kDa¢ecision Plus
ProteinTM StandardsBio-Rad). Les protéines sont transférées du gelse membrane de
PolyVinyliDene Fluoride (PVDF) dans un le systemeloi® Dry Blotting System
(Invitrogen) en 7 minutes selon les recommandattn®urnisseur.

2.4 Immunodétection

Apres transfert, les membranes sont saturées pabation dans du PBS-T (0,1% Tween
dans PBS 1X) contenant 10% de lait pendant 30 esnat température ambiante sous
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agitation rotative. Elles sont ensuite incubéedetda nuit a 4°C avec I'anticorps primaire
(voir ci-dessous) dans du PBS-T contenant 5% deAprés trois lavages dans du PBS-T, les
membranes sont incubées avec les anticorps secemdgipropriés couplés a la peroxydase
dans du PBS-T contenant 5% de lait pendant 1 lsawre agitation. Aprés une nouvelle série
de lavages dans du PBS-T, les membranes sont extesivd’'une solution contenant le
substrat de la peroxydase (luminol) et un peroxyuaenobilon Western Chemiluminescent
HRP Substrate, Millipore). La transformation enzyiouze du substrat conduit a I'émission de
lumiere qui est révélée a 'aide de I'appareil BudrX7 (Fisher Bioblock Scientific).

2.4.1 Anticorps utilisés

Les anticorps primaires et secondaires utilisés @écrits dans le tableau ci-dessous.

cible | type | dilution | référence
Anticorps primaires

anti-E-cadhérine | souris| 1/1000 Santa Cruz sc-59780
anti-N-cadhérine | souris 1/1000° Invitrogen 33-3900
anti-Twist lapin 1/256™¢ Santa Cruz sc-15393
anti-actine souris | 1/1060° Santa-cruz sc-58679
anti-Flag lapin 1/400ieme F71425 Sigma Aldrigh
anti-vimentine mousse 1/ 460° Invitrogen 18-0052

Anticorps secondaires
Anti-lapin 1/10 006™° | Santa Cruz sc 2027
Anti-souris 1/10 000™ | Santa Cruz Sc2025

3 Transfection a 'Exgene®

Les cellules sont ensemencées la veille pour diteiles 50 a 70% de confluence le jour de la
transfection. Les valeurs des ensemencements sonéds dans le tableau ci-dessous.

Boites 24 puits 96 puits
Nombre de 50 000 si traitement 15 000-20 000
cellules 10 000 pas de traitement

Le lendemain de I'ensemencement la solution desteation est préparée. Dans un tube 1,
'Exgene® est mélangé avec le chlorure de sodiwgrilst Dans un tube 2, 'ADN (vecteur
plasmidique) est mélangé au chlorure de sodiuriiestées 2 tubes sont agités au vortex, puis
le contenu du tube 1 est ajouté dans le tube 2tegodt gouttes, tout en vortexant. Il est
nécessaire de respecter cet ordre. Puis la solesioincubée 10 min & température ambiante.
Parallelement, le milieu de culture des cellulesaspiré, les puits sont lavés au PBS, et du
milieu + SVF est rajouté. La solution de transfactest rajoutée goutte a goutte dans chaque
puits. A la fin de I'opération, les cellules somimises dans l'incubateur. Il est nécessaire
d’attendre 48 heures avant toute nouvelle actiondidptimiser la transfection.

Les valeurs d’ADN et d’ExGene® optimales pour ltpigont décrites dans le tableau ci-
dessous.
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Types de boites 6 puits 12 puits 24 puits 48 pui86 puits
Quantité d’ADN en ng 1000 500 300 170 100
Quantité d’ExGéne en pL 8 4.5 2.5 1.4 0.8
QSP NaCl en pL par tube 1 et 2 50 28 15 9 5
Volume total en pL =tube 1+ tube|2100 56 30 18 10
(1/20 du volume de culture)

Volume milieu pL du puits 1500 1000 500 250 100

4 Immunofluorescence

D’un point de vue méthodologique, les cellules soultivées sur des lamelles de verre
disposées au fond des puits d’'une plaque 24 pAfiees lavage au PBS, les cellules sont
fixées pendant 10 min dans une solution de fornhgidié a 4%, puis rincées au PBS. Afin de
neutraliser les groupements aldéhydes libres, alwian de chlorure d’'ammonium (50 mM)
est ajoutée aux cellules qui sont incubées a taatyrérambiante pendant 10 min, puis lavées
au PBS. Les cellules sont perméabilisées par unésode Triton X-100 a 0,5% pendant 5
min, avant d’étre lavées avec de la gélatine a @&fAalant 30 min afin de bloquer les sites de
fixation non spécifique, puis rincées au PBS. Ranmmunodétection, les lamelles de verre
sont déposeées, dans des chambres humides, suolutiensd’anticorps primaire dilué dans
de la gélatine a 0,2 % et incubées durant toutmiitaa 4°C. Le lendemain, les lamelles sont
lavées avec de la gélatine a 0,2 % pendant 5 nsinptes trois fois avec du PBS avant d’étre
incubées avec l'anticorps secondaire correspondamplé a un fluorophore (Tableau 1V)
pendant 1 h a température ambiante. La suite dps®est réalisée a I'abri de la lumiére afin
de limiter I'excitation du fluorophore. Elle comperun nouveau lavage a la gélatine suivi de
trois lavages au PBS et un marquage des noyauxoaahist (Molecular Probes 10 mg/mL)
dilué au 1/5000eme pendant 10 min a températureaateb Enfin, les cellules sont lavées
une derniere fois au PBS pendant 5 min.

Puis les lamelles sont montées sur des lamesde Ide Fluoromonte® et mises a sécher au
four, avant I'observation.

Anticorps | Twist E cadhérine N cadhérine pFAK
anti : Santa Cruz Invitrogen Invitrogen Santa Cruz
sc 81417 33-3400 33-3900 sc-11765

spécificité | souris souris souris lapin
dilution 1/100 1/200 1/200 1/200
incubation | 4 heures a T ambiante ou la nuit awfrig

couleur VERT ROUGE

nom ALEXA 488 ALEXA 594

dilution 1/400 1/400

incubation 1 heure a température ambiante

54



5 RT-gPCR

5.1 Principe

Dans un premier temps, 'ARN cellulaire est extradg la cellule, puis est isolé. L’ARN
obtenu est ainsi mis en présence d’'une réverssctiptase pour synthétiser un bras d’ADN
complémentaire a partir de I'ARN. Cet ADN monobrast mis en présence d'une
ADNploymrase qui synthétisera le brin manquant dMADAInsi a partir d’'un monobrin

d’ARN, un ADN double brin est obtenu.

S

TWIST1.

5.2 Extraction de 'ARN

Les ARNms sont extraits a l'aide du kit RNeasy M{iiagen) selon les instructions du
fabricant. Une quantité appropriée de cellules ifenvl 000 000 de cellules par boite de
diamétre 10cm) est lysée puis homogénéisée paagessepetés (4 a 6 fois) du lysat au
travers d’'une aiguille. Une fois le lysat homogeles, ARNs sont purifiés sur colonne de
silice « RNeasy ». Les ARNSs élués de la colonnes &L d’eau MilliQ stérile exempte de
RNAse sont congelés a -80°C.

Le dosage des ARN est realisé a l'aide de l'appakginoDropTM (Labtech) par
spectrophotométrie a 260 nm. La contamination fiyo& est estimée par une lecture de
'absorbance (DO) a 280 nm. Pour une bonne qual#é échantillons, le rapport
D0O260/D0280 doit étre compris entre 1,9 et 2. Uppaat inférieur a 1,9 signifie la présence
de contaminants protéiques. S’il est supérieur ail 2existe une contamination par
l'isothiocyanate de guanidine utilisé lors de léparation. L'intégrité de 'ARN est évaluée
dans un bioanalyzeur Agilent2100

5.3 RT-gPCR
Elle est réalisée grace au kit de synthese d’ADMueesSript VILO (Invitrogen).

Dans la glace, le mélange suivant est réalisé nd@JADNCc, 4 ul du mélange de réaction
VILO™ 5X, 2 ul du mélange enzymatique SuperScriptR 10X (contientréverse
transcriptase Ill) et 20pL d’eau traitée sans DEP@s la solution est vortexée et incubée a
25°C pendant 10 minutes. Puis la température gghantée a 42°C pendant 60 minutes, et se
termine a 85°C pendant 5 minutes

La qPCR en temps réel est réalisée avec 10 ng AlBies un volume final de 25 pL
contenant: 1X SYBR green, 1.5 mM MgCl.2 uM de chaque amorce, 0.2 mM d’un
mélange de désoxynucléotides (ANTPs), 1 unité dePbdymérase d’ADN (Invitrogen).

Les amorces suivantes ont été utilisées pour ampifs genes d’intérét :

Twistl: 55GTCCGCAGTCTTACGAGGAGS' et 5CCAGCTTGAGGGTCTGAAT3

GAPDH, 55GAGTCAACGGATTTGGTCGT3 et STTGATTTTGGAGGGATCTG3'
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E-cadhérine5 TGCCCAGAAAATGAAAAAGG3'et 55GTGTATGTGGCAATGCGTTS
18S:5'CCTGGATACCGCAGCTAGGA3'et 55GCGGCGCAATACCAATACGAAGCCCC3

Les réactions de PCR sont réalisées a l'aide dyparil de type Rotor-Gene 3000 (Corbett
Research): 5 min at 95°C; 40 cycles de 30 s a 980G, a 55°C et 30 s a 72°C; suivis par une
élongation finale de 2 min a 72°C.

Pour chaque échantillon, 3 réactions de RT indépaied suivies de 3 réactions
indépendantes de PCR ont été effectuées. Chagaetiticim est normalisé par les génes de
ménage GAPDH et RNA18S. Les résultats sont anapyaékla méthode du cycle seuil (cycle
threshold : @, comparant les valeurs du Gbtenues pour tous les échantillons avec le
contrble positif. Les résultats sont exprimés eiveau ARNm normalisé par rapport au
contrdle.

Les produits de la PCR sont déposés sur des gelag2¥se et separés par électrophorese
pour vérifier la taille attendue des amplificats.

6 Test de viablilité cellulaire, test du MTT

6.1 Principe

L'essai au MTT (3, 4, 5 diméthylthiazol-2,5 diphéngtrazolium bromide) repose sur la
réduction du sel de tétrazolium en MTT-formazan lpardéshydrogénases mitochondriales
des cellules viables. Le MTT-formazan donne destauix pourpres qui sont solubles dans les
solvants organiques tel le DMSO (diméthyl sulfo}idedont on peut évaluer la concentration
par spectrométrie. L’absorbance ou densité opt{f®) est ensuite mesurée a 2 longueurs
d’onde 570 nm et 630 nm. Le différentiel de DO : D Oe30 €St proportionnel au nombre
de cellules viables.

6.2 Traitements pharmacologiques

Nous avons utilisé des traitements par :
- une solution de cisplatine ayant une concentrate,33mM
- une solution de saracatinib ayant une concentragohOmM

6.3 Méthode

Les cellules sont ensemencées a la densité decBllQts par puits sur des plaques 96 puits.
Le lendemain, les cellules sont traitées penddanty;les de division (environ 3jours) par des
doses croissantes de drogues (AZD0530 ou CispJat#n@2 heures, le traitement est arrété
par un lavage au PBS. Une solution de MTT a 0,5whgést déposée dans chaque puits. Le
MTT est laissé 4 heures au contact des celluleg@.3Fuis le MTT est aspiré, et 200uL de
DMSO sont déposés par puits. L'absorbance ou deaptique (DO) est ensuite mesurée a 2
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longueurs d’onde 570 nm et 630 nm. La lecture deQas’effectue ensuite aux 2 longueurs
d’ondes définie.

7 Test d’invasivité ou « wound healing »

7.1 Principe

Une blessure est réalisée sur une monocouche ldéesetonfluentes. Cette blessure permet
de délimiter un espace vierge de cellule. Les dlen culture vont aller coloniser cette
partie vierge de toute cellule. Suivant le tempseséaire au recouvrement de cette surface
nue, l'invasivité du type cellulaire sera définlu® 'espace est recouvert rapidement plus le
type cellulaire est dit invasif.

7.2 Description

Les cellules sont ensemencées a 30 000 celluieswdiées pendant 24 h a 37°C en présence
de 5% CO2 en présence de milieu avec sérum (10 Bp.SV

Au bout de 24h, la zone de blessure est créee gragavound maker » qui permet de réaliser
la blessure sur les 96 puits de la plaque de fagonltanée et réguliere. Deux ringcages par
PBS sont alors effectués afin d’éliminer les cebuldécollées. Puis les traitements par
saracatinib (8 concentrations : 0, 3 nM, 10 nMn80, 100 nM, 300 nM, 1 uM et 3uM) ou
temsirolimus (2 concentrations : 0 ou 40 nM) sgougs en présence de milieu contenant
10% de sérum. Ce nouveau milieu est additionnéyeimokyurée (HU) afin de bloquer le
prolifération cellulaire.

Les plagues sont ensuite placées a 37°C, 5% de d2@s le vidéo microscope qui permet
une acquisition en cinétique en contraste de pfaéeforme de « Long term time-lapse
imaging »). Une image est prise toutes les 2 hejusgu’a un temps de 48 heures.

Chaque condition, est testée en duplicata.

Pour la migration en déprivation de sérum.

Apres 24 heures de culture avec sérum, ors deéidion de la zone de blessure, le milieu de
culture est remplacé par du milieu sans sérum, Ipgisellules sont & nouveaux incubées 24
heures a 37°C, 5% de GO

7.3 Expression des résultats

Le parameétre mesuré est la «relative wound demsityui correspond a la densité de
confluence dans la zone de blessure, en fonctiortethps. Cette densité représente le
pourcentage d’envahissement de la blessure exetepli@ multiplication. Plus la densité de
confluence est importante plus les cellules ontupées l'espace vide. La densité de
confluence est donc le reflet de la vitesse de atimm, et donc de la capacité migratoire des
cellules.
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PARTIE 4 : RESULTATS
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1 Mise en évidence de I'expression de la protéine T  WIST1
dans les lignées cellulaires de vessie

Dans le but de comprendre si Twistl pouvait étre cible potentielle dans le cancer de la
vessie, nous avons choisi dans un premier tempsidetériser I'expression de la protéine
Twistl dans 7 lignées de vessie.

1.1 Western blot

Nous avons réalisé un western blot sur les extpadiques issus de 7 lignées cellulaire de
vessie (EJ, IMSU1, T24, TCCSUP, SD48, SW780 et J82)

Aprés révélation, nous n'avons mis en évidence rai@xpression de la protéine Twistl.
Nous nous sommes donc posé différentes questions,amenant a tester certains parametres
qui pourraient expliquer I'absence de protéine dang/estern blot.

1.1.1 Méthode d’extraction

Une des raisons les plus fréquentes pouvant exglitabsence de détection de protéines en
western blot est la méthode de I'extraction pratéigNous avons donc choisi de comparer
deux méthodes d'extraction, celle au RIPA, et la thode dite de

« congélation/décongélation », sur deux lignédsiledies : IMSUL et EJ.
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Figure 1: Western Blot Twistl -Comparaison des méthodes RIPA vs « congélatioofdgtation », sur les
lignées cellulaires JMSUL1 et EJ. (Dépdt de 10@gtrait par puits).

n_'!-q

Les 2 techniques d’extraction utilisées sur lggdes cellulaires JIMSUL et EJ, ne nous ont
pas permis de montrer une différence au niveaypggines extraites et analysées en western
blot. Quelque soit la technique utilisée de nhombesubandes aspécifiques étaient présentes.
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Aucune des 2 méthodes utilisées ne nous a pernentfier précisément la bande
correspondant a la protéine Twist1.

La technique d’extraction au RIPA étant celle laspretrouvée pour extraire la protéine
Twistl dans la bibliographie, nous avons décid@al@suivre nos investigations en utilisant
cette méthode d’extraction.

1.1.2 Quantité de protéines déposée

Une autre hypothése pouvant expliquer I'absenceétiection en western blot de la protéine
Twistl est la quantité d’extrait protéique dépage,peut étre trop faible.

Nous avons réalisé des dépbts de protéines deitfsadifférentes. 50 pg, 70 ug et 100ug de
protéines pour les différentes lignées J82, EJSUM T24, SD48, SW780 et TCCSUP.
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Figure 2 : Western Blot Twistl. a)dép6t de 50 ug d’extrait protéiqu®).dépdt de 70 ug d’extrait protéiqus.
dépdt de 100 pg d’extrait protéique.

Le dépot de 100 pg de protéine est trop importzartle western blot apparait saturé aprés
révélation. La quantité 100 pug a donc été excleedépot a 50 pg présente moins de bandes
aspécifiqgue et n'apparait pas saturé, cependaninauoe possede un poids moléculaire
pouvant correspondre a celui de Twistl (28 kDa)dép6t a 70 pg présente de nombreuses
bandes dont certaines sont présentes entre les Poiet 30 kDa.

Quelgue soit la quantité d’extrait protéique dépoda protéine Twistl n'a pu étre mise en
evidence. Cependant pour la suite des expériermesavons choisi de faire des dépbts a 70
Hg.
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1.1.3 Dégradation intracellulaire

Une autre hypothése repose sur la dégradation geoléine Twistl. En effet différents
meécanismes peuvent étre responsables de la dégradaipide de la protéine. Ces
mécanismes impliquent notamment le cycle du protéas

Nous avons donc choisi d’inhiber le systeme pratémsa travers l'utilisation d’un peptide
aldéhyde inhibiteur spécifiqgue le MG132®. Les crdgicellulaires ont été traitées avec une
solution de MG132-DMSO avec une concentration a\2gp MG132®.

Pour cela les cultures cellulaires ont été traitgéese concentration de 25 uM de MG132®.
Puis les protéines ont été extraites par la méthdedRIPA et 70ug ont été déposés.

Dans ces conditions nous n'avons pas observé tiratite d’expression protéique entre la
condition contrble et la condition traitée par M@EBet non traités, dans la zone d’intérét
(20-25 kDa). L'absence de bande a la taille cooedpnte a la protéine Twistl ne semble
donc pas étre reliée a la dégradation par le motga.

Les résultats ne sont pas présentés.

1.1.4 Lignée cellulaire « Témoin positif »

Devant le grand nombre de bandes aspécifiquesus était difficile d’identifier la protéine
Twistl avec certitude. Nous avons donc recherchnés dka littérature un témoin positif de
lignées cellulaires a I'expression de la protéiveisTL en western blot. La lignée PC3 de
cancer de prostate posséde une protéine TwistttdBle [188,195]. L'utilisation d’extrait
protéigue de cette lignée nous a donc servi deitepasitif pour contrdler la taille a laquelle
nous devions attendre in signal Twist1.
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Figure 3 : Western blot Twist1-révélation par I'anticorps anti Twistl de chez AB@Axtrait protéique
réalisé a I'aide de la méthode par RIPA, dépot@Bug de protéines.
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La figure 3 montre, une fois encore, la présenceaebreuses bandes aspécifiques, ce qui ne
permet pas d’identifer avec certitude la bandeespmndant a la protéine Twistl. De plus,
dans le puits correspondant a I'extrait protéiqasel ide la lignée PC3, aucune bande ne parait
étre surexprimée dans la zone correspondant dléada Twistl (20-25kDa). L’absence pour
le témoin positif nous a donc conduit a envisageprobléme de révélation lié a I'anticorps
utilisé.

1.1.5 Optimisation de la détection par I'anticorps primaire anti-Twistl

Nous avons donc testés différents anticorps usildans la littérature pour la protéine Twistl.
Principalement des anticorps du laboratoire Samta Cle sc81417, et le sc15393 ainsi que
d’autres non utilisés dans la littérature, desodatoires ABCAM ab50581, et ABCAM
ab49254, ABNOVA Ab (DO1P).

L’anticorps sc81417 ne montrait qu'une seule bamuaieaurait pu étre Twistl mais qui ne

migrait pas au bon poids moléculaire. L’anticorgs5@b81 présentait trop de bandes
aspécifiques. L’anticorps ab49254 ne permettaitdétecter aucune bande. Les anticorps
sc81417 et ab49254, ab50581 n’ont donc pas peanigtection de la protéine Twistl.

Seul I'anticorps sc15393 semblait spécifique dertaéine Twist1.

Nous avons choisi de tester plusieurs dilutiongatgicorps primaire sc153393: 1/108t.
1/500°™ et 1/256G™°. Les extraits protéiques ont été obtenus par ldnodé d’extraction au
RIPA et déposeés sur un gel d’acrylamide a 12%.

A l'issue de ces westerns blot nous avons concturguus utiliserions I'anticorps antiTwistl
de chez Santa Cruz Sc 15393, a la dilution 17250Ces conditions nous ont permis de
distinguer une bande pouvant correspondre a lgipeTwistl. (figure4)

EJ JMSUT PC3 MCF?

MT Sar cis MT  Sar s

a .l
37 — N
vy - ; ~ <+— Twistl ?
' L
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Figure 4 : Western blot Twistl- Lignées EJ et IMSUL soumis a différents traiteséMT : cellules non
traitées, Sar : traitement par le saracatinib,: @&itement par le cisplatine) - Lignée PC3 (coletipositif de
Twistl) - Lignée MCF7 (contrble négatif de Twistt@vélation par I'anticorps anti-Twistl sc153393

1.1.6 Validation de I'anticorps choisi

Afin de vérifier la spécificité de I'anticorps afftivistl sc15393, nous avons réalisé une
transfection des cellules par un plasmide TwistgFlI
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Nous avons choisi de transfecter la lignée JMSUIL égait la lignée dans laquelle nous

pensions pouvoir identifier la protéine Twistl, gfes le résultat du western blot présenté en
Figure 4. La lignée JMSUl a été transfectée pawdeteur Twistl-Flag en présence

d’Exgene®. 70ug d'extraits protéiques issus deséky TCCSUP, EJ, IMSUL1, J82, SD48,
T24 ainsi que la lignée JMSU1 transfectée par Twkdag ont été déposés.

- Twistl

Figure 5 : Western blot Twist 1- Révélation avec I'anticorps sc 15393 dilué &25af™

Comme le montre la Figure 5, une seule bande est thétectée dans la lignée JMSUL1L
transféctée par le vecteur Twistl-Flag lorsqueticamps anti-Twistl sc15393 a la dilution de
1/250°™ est utilisé. Par ailleurs, cette bande était tetmient superposable a celle obtenue
avec l'anticorps anti-Flag dilué au 1/408 (résultat non présenté). Ce résultat nous permet
donc de valider la spécificité de I'anticorps scA8.&ependant, comme nous I'observons sur
la Figure 5, aucune bande n’est détectée dans ueesalignées non transfectée. Ces
conditions expérimentales ne nous permettent dasap mettre en évidence I'expression de
la protéine Twist1.

D’autre part, d'autres western blot, réalisé dassrhéme conditions expérimentales ne nous
ont pas permis de reproduire la mise en évidendexjaession de la protéine Twistl a I'état
basal. Nous avons donc été contraints d’abandoretes méthode de détection, ne sachant
pas s’il s’agissait d’'un artéfact ou d’'une vérigatetection.

D’aprés la littérature, il n'y a que de trés ramemples de western blot permettant de
détecter I'expression endogéne de la protéine distIwCe constat tend donc a renforcer
'hypothése que la protéine Twistl est quasimenpossible a détecter a I'état basal en

utilisant la méthode de western blot. Nous nousmesidonc orientés d’autres moyens
exploratoires.

1.2 Immunofluorescence

La méthode du western blot n’étant pas concluanteis avons choisi de caractériser
I'expression de la protéine Twistl in situ par immofiuorescence.

Nous avons choisi de développer 2 techniques diinofluorescence.

Dans une premiere approche quantitative nous awises en culture dans des boites 96 puits
spécifiguement utilisées pour I'lCys (microscopenfosal a balayage laser), 4 types de
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lignées: EJ, JMSU1, SD48 et Sw780. Apres plusieessais sur les anticorps, les
concentrations utilisées et les modalités de fixgtie protocole suivant a été choisi : fixation
au formaldéhyde 4%, aprés 24h, suivi d’une pernti€ation au Triton 100X. Le marquage a
ete effectué par I'anticorps anti-Twistl Santa Cse81417 ('autre anticorps Santa Cruz
sc15393 ne donnant aucun signal en immunofluonesge

Lignées cellulaires

JMSU1 SD48 SW780

o ---.
Ac Anti-Twist
1/100°

Expression de Twistl

- + - -

Figure 6 : Cytomeétrétrie a balayage laserTwistl- Lignées cellulaires de vessie : EJ, IMSU1, SE148W780-
détection par I'anticorps anti-Twistl sc81417)
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Figure 7 : Quantification de I'expression de la protéine Twist a partir de 'immunofluorescence obtenue en
ICys, (% de cellules marquées sur la populatioluleéde totale)

Comme le montre la figure 6, seule la lignée JMSldsente une faible expression de la
protéine Twistl dans ces conditions expérimentdles, autres lignées, EJ, SW780, SD80,
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TCCSUP, J82 et T24 se sont révélées négativess(k=utésultats pour les lignées JMSUL1,
EJ, SD48 et SW780 sont montreés).

La normalisation du niveau d’expression de la pnetdwistl dans la lignée JMSU1 permet
de conclure que 30% de la population cellulaireriex@ la protéine Twistl. L'expression de
Twistl n’est pas donc pas uniforme au sein de [auladion des cellules JIMSU1, certaines
cellules expriment fortement Twistl, d’autres plaiblement et beaucoup ne I'expriment pas.

Nous avons donc réalisé des images de meilleuduti&s au microscope confocal. Le
marquage primaire utilise l'anticorps anti-Twistlanfa Cruz sc81417 et le marquage
secondaire utilise un anticorps anti-souris marguéfluorochrome vert (Alexa488). Les
noyaux sont marqués a I’'Hoescht.

Figure 8 : Immunofluorescence- Marquage Alexa 488 (vert) de la protéine Twistd8(1417)-Fixation au
formaldhéhyde 4%, perméabilisation au Triton 100X

Comme observeé sur la figure 8, un marquage cornelsa a la protéine Twistl n’est observé
gue dans la lignée JMSU1 (absence de marquagele®lignées SW780 et SD48). Cela
permet donc de confirmer les résultats obtenusggdefoment.

Par ailleurs, cette expérience nous permet derowarf que I'expression de Twistl au sein de
la lignée JMSUL est bien hétérogéne. De plus, taepre Twistl semble majoritairement
localisée au niveau du cytoplasme, et de manieus phre au niveau du noyau. Cette
localisation nucléaire de la protéine Twistl est atord avec son rble de facteur de
transcription.

Les lignées SW780 et SD48 n’expriment pas la nudedwistl et ce qui confirme les
résultats obtenus en western blot. La lignée JM8kfdrime faiblement la protéine Twistl.
L’expression se fait de facon hétérogéne au seia gepulation des JIMSU1, de nombreuses
cellules n'expriment pas Twistl et il semble quilait plusieurs niveau d’expression de
Twistl. De plus, I'expression de Twistl semble @niacipalement cytoplasmique, mais dans
certains cas, elle peut étre nucléaire.
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1.3 RT-QPCR

La méthode de western blot ne permet pas d'identifiairement I'expression de la protéine
Twistl. Le marquage en immunofluorescence étamharguage faible nous avons choisi de
valider nos résultats a l'aide de la méthode de(@®IGR, pour quantifier le niveau d’ARNm
du gene Twistl.

Pour cela nous avons développé une méthode de RR-gQPARNM a été extrait puis
soumis a une réverse transcriptase pour donner¥cAa l'aide du kit Quiagen®. Puis
I’ADNCc a été soumis a une PCR en temps réel, mettavidence le géne Twistl.

Le contrble positif était réalisé par la lignée JMStransfectée par le vecteur codant pour la
protéine de fusion Twistl-Flag. Les lignées étatamisidérées comme positives si ’TADNc de
Twistl apparaissait avant 30 cycles, d’amplificatio

20 25 30 35 40
Cycle

Figure 9 : RT-gPCR sur les lignées J82, T24 et IMSUAQuantité d’amplification correspondant au gene
Twistl (correspondant a la fluorescence) en fondtio nombre de cycles de PCR. (Les contrdles é&adiar les
génes de ménage GAPDH et 18S, ne sont pas regrgdent

La valeur « Ct » (Threshold cycle) représente (el separtir duquel la fluorescence apparait.
La valeur du Ct est proportionnelle au nombre deieode I'ADN amplifié présentes au

départ dans I'échantillon. L'analyse par le lodi¢R®torgene, nous a permis d’obtenir les
valeurs Ctl et Ct2 pour chaque lignées. A l'intéme de chaque lignée, nous avons
différencié les valeurs Ctl et Ct2 pour le genendaage choisi GAPDH, et les valeurs Ctl et
CT2 pour le géne étudié Twist1.[305]

Nous avons utilisés la technique AONCt qui est une quantification relative.

La valeurACtl est obtenue par soustraction du Ctl du genmaege(GAHP) au Ctl du
gene d’intérét (Twistl), pour la lignée étudiee

La valeurACt2 est obtenue par soustraction du Ct2 du genmaege(GAHP) au Ct2 du
gene d’intérét (Twistl), pour la lignée positivaupbwistl soit ici IMSUL1 transfectée Twistl.

La valeurAACt est obtenue en soustrayAitl aACt2.

La valeur Différentiel (Diff) est égale & Diff =24
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Reference genes

T24-GAPDH CT1 12,60

JMSU1Twist-GAPDH CT?2 13,70

Test genes Diff ACT1 ACT 2  ACT2-ACT1
T24-Twist CT1 32,80

JMSU1Twist-Twist CT 2 16,90 131072,00 20,20 3,20 -17,00

Reference genes

J82-GAPDH CT1 13,00

JMSU1Twist-GAPDH CT?2 13,70

Test genes Diff ACT1 ACT 2  ACT2-ACT1
J82-Twist CT1 29,80

JMSU1Twist-Twist CT2 16,90 12416,75 16,80 3,20 -13,6

Reference genes

EJ-GAPDH CT1 12,00

JMSU1Twist-GAPDH CT?2 13,70

Test genes [ ACT1 ACT 2  ACT2-ACT1
EJ-Twist CT1 31,65

JMSU1Twist-Twist CT2 16,90 89524,81 19,65 3,20 -16,45

Reference genes

SD48-GAPDH CT1 11,90

JMSU1Twist-GAPDH CT?2 13,70

Test genes Diff ACT1 ACT 2  ACT2-ACT1
SD48-E-Twist CT1 29,60

JMSU1Twist-Twist CT2 16,90 23170,48 17,70 3,20 -14,5

Reference genes

SW780-GAPDH CT1l 11,80

JMSU1Twist-GAPDH CT?2 13,70

Test genes [ ACT1 ACT 2  ACT2-ACT1
SW780-E-Twist CT1 30,70

JMSU1Twist-Twist CT 2 16,90 53231,77 18,90 3,20 -15,7
JMSU1-GAPDH CT1 11,20

JMSU1Twist-GAPDH CT2 13,70

Test genes [ ACT1 ACT 2  ACT2-ACT1
JMSU1-Twist CT1l 27,80

JMSU1Twist-Twist CT 2 16,90 10809,41 16,60 3,20 -13,4

Tableau 1 valeurs des RT-QPCR réalisées pour le gene d'infévéstl, sur les lignées JMSU1, SD48, SW780,
EJ, T24 et J82
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Les lignées EJ, J82, T24, SD48 et SW780 présentedifférentiel d’expression par rapport
au témoin positif IMSUL transfecté Twistl-Flag tédsvé. Elles peuvent étre considérées
négatives pour I'expression de Twistl. Ces résultatonfirment nos résultats
d'immunofluorescence et de western-blot pour I'alssede Twistl dans les lignées SD48,
SW780, EJ, T24 et J82 et sa trés faible expreskios les lignées JIMSUL.

1.4 Conclusion

Les lignées de tumeur de vessie sont donc négativesestern blot pour Twistl, sauf la
lignée JMSUL qui apparait faiblement positive naosit le résultat n'a pus étre reconfirmé
par western blot.

Dans un deuxieme temps des immunofluorescenceté@néalisées sur les différentes lignées
de cancers de la vessie. La seule lignée appantigssitive pour I'expression de la protéine
Twistl est la aussi JMSU1. Cependant, I'expresdieTwistl dans cette lignée, n'est pas
homogene ce qui laisse penser que seules certaiieles sont capables d’exprimer Twistl.
Nos résultats sont en accord avec les travaux dinuhistochimie réalisés sur des tumeurs
de vessie (Thése dexercice de Marc Vergnolles ROXpres la réalisation d'une
immunohistochimie de Twistl, le nombre de cellulearquées est extrémement faible, au
sein de la population tumorale. Le marquage étaisicléré comme positif si au moins 1
cellule était marquée. Ainsi 21 tumeurs sur 23 @#t considérées comme positives, alors
gu’elles n'exprimaient des quantités de Twistl fedisles.

En conclusion de cette premiére partie, I'expmassie la protéine Twistl n’est présente que
dans un seul type de lignée, ce qui ne permet @agEéraliser a 'ensemble des tumeurs de
vessie. La faible expression de la protéine Twastsein de la seule lignée I'exprimant et son
hétérogénéité au sein de la méme lignée n’en fastuym facteur diagnostique ou une cible
thérapeutique. Donc pour répondre a notre prenmgpethese : Twistl ne peut pas étre une
cible ni un facteur diagnostic.

2 Caractérisation de 7 lignées cellulaires de vessi e

Twistl ne représentant pas un facteur diagnostiqguae potentielle cible thérapeutique, nous
nous sommes tournés vers |'étude d’autres facieybqués dans 'EMT : E-cadhérine, N-
cadhérine et vimentine. Nous nous sommes donceBaés a |'expression de ces différents
marqueurs de 'EMT, dans les différentes lignéesaiteer de vessie dont nous disposions.
Nous avons choisi les lignées EJ, J82, SD48, SWT20, JMSU1 et TCCSUP dont les
principales caractéristiques sont détaillées dantableau ci-dessous [306-309]. La lignée
TCCSUP, suivant les articles, exprime ou non la@hérine. De ce fait elle est classée dans
soit en les lignées épithéliales non invasives enitignées mésenchymateuses faiblement
invasives.
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Formation de colonies en agar mou
182 mésenchymateuse . Mutation ) . Non tumorigénique
invasive Délétion + MDM?2 +
Rb-
mésenchymateuse Mutation Formation de colonies en agar mou
EJ [invasive faux sens i * + Tumorigénique
Formation de colonies en agar mou
mésenchymateuse g N
. . + -
T24 invasive Délétion Non tumorigenique
Rb +
A Formation de colonies en agar mou
IMSUL .mese.nchymateuse e
Invasive Non tumorigénique
épithéliale - Non tumorigénique
. . . .
Tcosup|non invasive Mutation J+ + MDM2
. non sens
ou mésenchymatel Rb-
invasive
épithéliale
SD48 . ) + -
non invasive
épithéliale
ShTE non invasive *

Tableau n°: données bibliographiques des lignées chaisies

2.1 Caractérisation des lignées de cancer de laves sie pour
les marqueurs de 'TEMT

Dans un premier temps nous avons caractérisé dagds cellulaires de vessie, pour les
différents marqueurs épithéliaux (E-cadhérine) ésemchymateux (N-cadhérine, vimentine).
Le western blot a été réalisé sur les 7 lignéesilagks JMSU1, SD48, SW780, T24, J82,
TCCSUP et EJ. La migration s’est faite sur un galylamide 12%. L’anticorps anti-E-
cadhérine, anti-N-cadhérine ou anti-vimentine egposé sur la nuit a 4°C a la dilution
1/1000°™ Le lendemain, I'anticorps secondaire est dépas&B0006™, et les membranes
sont révélées a l'aide de la solution Millipore®.

JMSU1  SD48 SW780 T24 J82 TCCSUP EJ

- ’ E-cadhérine

, — — - d Actine

Figure 10 : Western blot E-cadhérine 7 lignées de cancer de la vessie
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La figure 10 montre que les lignées SD48, SW780TECSUP sont positives pour
I'expression de la protéine E-cadhérine. Les lign8B48 et SW780 expriment fortement la
protéine E-cadhérine, alors que la lignée TCCSURime la protéine E-cadhérine dans des
proportions beaucoup moins importantes. Les ligd&SU1, T24, J82 et EJ n’expriment pas
la protéine E-cadhérine.

Lignees cellulaires

Ny & 43?’ N
MW & te 7
{kDa) "Eék (‘:} ‘3‘} <¥ 5:7::? '55@ &O
—— - N-cadherine
75 [

— S o | /ctine

Figure 11 : Western blot N-cadhérine- 7 lignées de cancer de la vessie

La Figure 11 montre que les lignées JMSUL et TCC8xjPiment la N-cadhérine. La lignée
JMSU1 exprime fortement la N-cadhérine alors queligaée TCCSUP exprime tres
faiblement la N-cadhérine. Les lignées SD48, SW7B0, et T24 sont négatives pour

I'expression de la N-cadhérine.

Vimentine

B |

Figure 12 : Western blot vimentine- 6 lignées de cancer de la vessie

La Figure 12 montre que seule la lignée JMSU1 expria protéine vimentine. Les autres
lignées EJ, TCCSUP, T24, SD48, SW780 et TCCSUPpnierent pas la protéine vimentine.
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Les caractéristiques des lignées EJ, J82, IMSUTCSIYP, T24, SD48 et SW780 ont été
résumées dans le tableau 3.

Marqueurs JMSU1 EJ TCCSUP T24 J82 SD4B SW7
E-cadhérine - - + - - +++ +++
N-cadhérine +++ - + - - - -
Vimentine ++ - - - - -
Morphologie / fibroblaste| épithéliale| épithéliale épithéliale  / épithéliale
ATCC

Classement mésench mésenc. Mésen/epi épitheliaiéhélégde | épithéliale| épithéliale

Tableau 3 résumé des caractéristiques des 7 lignées cedlaldiz cancer de la vessie et classification en type
mésenchymateux ou épithélial. ; / : lignées nosqmées a I'ATCC.

Les lignées exprimant la E-cadhérine sont classtedignées épithéliales. Les lignées
exprimant la N-cadhérine et la vimentine sont @assen lignées mésenchymateuses.
Cependant certaines lignées sont difficilementagsdbles » car négatives pour tous les
marqueurs étudiés. Nous nous sommes donc baséslesyhénotype décrit par
'ATCC (American Type Culture Collection): fibroldte ou épithélial. Seules les lignées
JMSUL1 et SD48 ne figurent pas a 'ATCC.

Nous avons donc conclu que les cellules SD48, ef@/éxprimant la E-cadhérine et pas la
N-cadhérine ni la vimentine sont des cellules dpetyépithéliale. La lignée JMSU1
n'exprimant pas la E-cadhérine, mais exprimant faahérine et la vimentine, est donc
classée comme mésenchymateuse.

La lignée EJ est présentée comme une lignée fiastigle, nous l'avons donc classée
comme mésenchymateuse. Les lignées T24 et J82rimtex aucun des marqueurs et sont
de phénotype épithélial. Nous les avons donc cldassg les épithéliales.

La lignée TCCSUP exprime la E-cadhérine, mais expraussi la N-cadhérine, et elle est
décrite a 'ATCC de phénotype épithéliale, doncsibavons classé a cheval entre les lignées
mésenchymateuses et invasives.

2.2 Caractérisation des lignées pour la cytotoxicit € au

cisplatine

Pour cette expérience nous avons limité I'étude lgnées : 2 mésenchymateuses (EJ et
JMSU1) et 2 épithéliales (SD48 et SW780).

Ces 4 lignées ont été traitées par un des médidandenréférence dans le traitement du
cancer de la vessie, le cisplatine. Les 4 lignésg faitées, en triplicate, par des doses
croissantes de cisplatine pendant 72 h: 0; 15310; 30; 50 ; 100 uM de cisplatine, et
I'effet sur la viabilité cellulaire est mesuré partest de MTT classique. Des courbes de
survie, exprimant le pourcentage de cellules viesrngn fonction de la concentration en
drogue ont été obtenues. La DL50 obtenue représemtese tuant 50% des cellules pour le
traitement concerné. Plus la DL50 est faible pdulignée est sensible.

71

80



% de survie

W e survie

200 | :
Lignee EJ

150 T

%o e survie

.i ™TTTT ™
Concentration en Cisplatine [pM)

Lignée SD48

TTTIT
100

Lignée JMSU1

1 10 100
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Lignée SW780
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10 100
Concentration en Cisplatine (pM)

Figure 13 Test au MTT, exprimant le pourcentage de celluleantes en fonction de la concentration en

drogue.
lignées SD48 JMSU1 SW780 EJ
DL 50 5,86 uM 6,59 UM 8,22 uM 19,93 uM
Expression E-cadhéring + - + -

Tableau 4 :Dose de cisplatine pour lagquelle 50% des cellsies vivantes apres traitement - Lignées EJ
JMSU1 SD48 et SW780.

Les lignées JMSU1, SD48 et SW780 présentent uneédRjuasi-equivalente, et font preuve
d'une plus grande sensibilité que la lignée EJn'{l a aucune correspondance entre
'expression de la E-cadhérine ou le type de ligetdla sensibilité au cisplatine, cependant, il
faudrait beaucoup plus de lignées pour pouvoir kkmacCe résultat s’explique par le mode
d’action du cisplatine qui est un agent alkylantspifixe au niveau de I’ADN en formant des
liaisons covalentes ou adduits conduisant a la parapoptose de la cellule.

cellulaires

2.3 Caractérisation du pouvoir migratoire des 7 lig

nées
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Apres avoir caractérisé les lignées pour 3 factederd EMT, nous avons pu les classer en
lignées mésenchymateuses ou en lignées épithéliales

Nous nous sommes posé la question de savoir caielepouvoir migratoire de ces lignées
cellulaires. Le pouvoir migratoire étant lié auamere invasif des cellules. L’invasivité est
une des capacités acquises par les cellules Idi&EM&. Nous souhaitons mettre en évidence
un lien entre le statut EMT de ces lignées celletaet leur pouvoir migratoire.

2.3.1 En présence de sérum

Le pouvoir migratoire des 7 lignées cellulaires BdSUI, SD48, SW780, T24 et TCCSUP a
été testée grace au test de « wound healing >sésenre de SVF (10%).

La densité cellulaire de la blessure est mesurgddes 2 heures jusqu’a 48 heures, elle
traduit la vitesse d’envahissement de la blessudoec le pouvoir migratoire. Un contrdle
par cytochalasine D, agent déstabilisateur desofileoments, inhibant la migration a été
effectué pour chaque lignée. Ainsi pour ce témiaigmentation de la densité cellulaire au
niveau de la blessure, n’est causée que part laphzdtion cellulaire et non par la migration
celluliare. L'effet de multiplication cellulaire st négligeable pour certaines lignées telles
T24, TCCSUP, JMSU1, SD48, SW780, mais peut étrertapts dans d’autres lignées telles
EJ et J82.

Le temps de 12 h a été choisi pour regarder laatign des lignées, car au dela les courbes
présentent un mélange de multiplication cellulairele migration. Ainsi la densité cellulaire
sur la partie Iésée est liée a la migration celi@lat non a la multiplication de la population
cellulaire.

Plus la densité relative est importante plus lesgé de recouvrement et donc de migration est
importante. La densité relative représente dompole/oir migratoire.

Cinétique de migration de toutes les lignées
Condition 10%SVF

== SD48
= T24

2 = EJ

] == SW 780
-

5 Jaz

z == TCCSUP
H —-—JMSUI
o

4

Temps (h)

Figure 14 : Cinétique de migration de 7 lignées cellulairesaecer de la vessie en présence de sérum. La
densité cellulaire de la blessure est expriméepctibn du temps

En présence de sérum les cinétiques de migratiphigieées sont les suivantes : SD48 migre
le plus rapidement puis viennent ensuite les lignézt et EJ, puis suivent les lignées SW780
et J82, TCCSUP et enfin IMSU1 qui est la lignémdans invasive. Il est surprenant de voir
gue les lignées épithéliales migrent plus vite [pselignées mésenchymateuses. Nous nous
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attentions a ce que les lignées E-cadhérine né@gattlassées en mésenchymateuses migrent
le plus vite.

Lignée SD48 T24 EJ SW780 TCCSUP J82 | JMSUL
Densite relative |, ) 77.5 67.6 36.6 23.77 18 17.7
de recouvrement

E-cadhérine +++ - - +++ + - N

Tableau 5 :Densité relative de recouvrement en fonction @geks, traduisant leur caractéere invasif, a
12heures en présence de milieu avec sérum

En conclusion, en présence de sérum, il n'y a pascdrrélation entre le statut
mésenchymateux/épithéliale des lignées de canceredgsie et le pouvoir migratoire des
cellules.

2.3.2 En l'absence de sérum

Devant cette absence de corrélation, nous avoliségdé méme expérience en l'absence de
sérum qui est connu pour ses propriétés chemoiattas, pouvant favoriser et introduire un
biais dans la mesure de ce parametre.

Le pouvoir migratoire des ces 7 lignées cellulailes JMSUI, SD48, SW780, T24 et
TCCSUP a donc été mesuré grace au test de « waatiddy», en absence de SVF (10%).

La densité relative cellulaire de la blessure esturée toutes les 2 heures jusqu’a 48 heures,
et traduit la capacité de migration des lignéesmatiplication cellulaire en milieu 0% de
sérum est négligeable contrairement a la condit@® sérum, mais nous avons maintenu les
mémes conditions d’expérience. Un contrdle par ahatasine D, agent déstabilisateur des
microfilaments, inhibant la migration a été effechour chaque lignée

Le temps de 12 h a été choisi pour étudier la atigm cellulaire. Ainsi la densité cellulaire
sur la partie Iésée est liee a la migration cal@lat non a la multiplication de la population
cellulaire.

Cinétique de migration de toutes les lignées
Condition 0%SVF

100=
T24

2

E 50 - JMSLH
b=l - EJ

2 6o J82

S —— SW TEO
£ a0d E == TCCSUP
= ,..i_ = SD48
Z 20 ﬁ-d: 5

. ==2Ew

Figure 15: Cinétique de migration de 7 lignées cellulairecaecer de la vessie en I'absence de sérum. La
densité cellulaire de la blessure est expriméepctibn du temps
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Lignées T24 J82 JMSU1 EJ SW780 TCCSUPRPSD48

Densite relative 41.8 315 24.3 20.2 14.2 11.24 5.8
de recouvrement

E-cadhérine - - - - +++ + 44+

Tableau 4 :Densité relative de recouvrement en fonction @geks, traduisant leur caractére invasif, a 12
heures en I'absence de sérum, et expression dedalterine.

En I'absence de sérum, la lignée migrant le plis est T24suivie de JMSU1 puis d&J,
ensuite viennent J82 puis SW780, et pour termi@&CIUP et SD48 sont les moins rapides.
Ces résultats sont en adeéquation avec ce quiadtaitdu. Les lignées E-cadhérine négatives
(T24, 382, IMSU1, EJ) possede le pouvoir migrateinelus important, alors que les lignées
E-cadhérine positives (SW70, SD48 et TCCSUP) smlignées les moins rapides.

2.3.3 Comparaison en présence de sérum et en 'abse  nce de sérum

100- - Bl 0% SVF
10% SVF

50=

% d'envahisement
de la blessure a 12h

Figure 16: Courbes représentant la densité cellulaire diéelssure, en présence ou en I'absence de sérum pou
chaque lignée au temps 12 heures.

Pour certaines lignées, les vitesses de migratmn wes différentes en présence ou en
absence de sérum de veau fcetal 10%. Dans le dasligeée épithéliale SD48, la capacité
migratoire est completement inhibée en I'absencsédem, ce qui montre que la capacité de
migration de la cellule est basée sur des compatsesteurs présents dans le sérum et non
sur le potentiel migratoire seul de la lignée.
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De plus, en I'absence de sérum, les lignées mideantoins vite sont les lignées SW780,
TCCSUP et SD48. Ces mémes lignées sont les liggaegxpriment la E-cadhérine. |l
semble donc y avoir un lien entre I'expressionalEdcadhérine et la capacité migratoire. Les
lignées exprimant la E-cadhérine, possedent Iasatele migration la plus faible et les lignées
n’exprimant pas la E-cadhérine possedent les witeds migration les plus importantes.
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Figure 17: Courbes représentant la densité cellulaire déeksshre, en fonction du temps écoulés, en présence
ou en I'absence de sérum.
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3 Effet du traitement par Saracatinib sur le phénot  ype des
lignées cellulaires de vessie

Le saracatinib (AZD0530) est un inhibiteur de lagration, de part son action inhibitrice sur
les kinases Src. Nous avons traité nos lignéesdeec de la vessie, par cette drogue et nous
avons étudié sa cytotoxicité et son effet anti-atigire.

3.1 Cytotoxicité

3.1.1 Observation au microscope

Dans un premier temps nous avons observé au migresd’un point de vue morphologique,
I'effet de I'addition de saracatinib (AZD0530) dférentes concentrations.

Nous avons choisi 4 lignées cellulaires de ve&sikgnées épithéliales (SD48 et SW780) et 2
lignées mésenchymateuses (EJ et JMSUL). Ces ligoéesté traitées par des doses
croissantes de saracatinib 1 uM, 3 uM, 5uM, 10 AOMM, 50 uM et 100 uM sur un temps
court de 6 heures, puis observées au microscoagiage laser (ICys). Nous avons aussi
traité les lignées JMSU1L, SD48 et SW70 par desslomissantes de cisplatine :1 uM, 3 uM,
5uM, 10 uM, 30uM, 50 uM et 100 uM sur un temps tale 6 heures afin de pouvoir
comparer I'effet du saracatinib a une des drogee®fitrence utiliser pour traiter le cancer de
la vessie en clinique.

78



saracatinib cisplatine

SD48  SW780
EJ JMSUL SD48 SW780 JMSUL

NT

1uM

3uM

5uM

10puM

30pM

50pM

100puM

Figure 18 : Traitement pas doses croissantes de saracatisiliggées EJ, IMSUL, SD48 et SW780, et
traitement par des doses croissantes de cispkiirles lignées JIMSU1, SD48 et SW780

EJ JMSU1 SD48 SW780

‘ TV g
- oo b N AZDO530
f'@; 3 g 5uM

Aty

*. AZD0530

o

Figure 19: Grossissement des lignées EJ, IMSU1, SD48 eBB\A traitement 5 et 30uM de saracatinib
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D’un point de vue morphologique, les lignées E-&amitle négative, EJ et IMSUL présentent
un isolement et une individualisation des cellul@sutre part la quantité de cellules semble
diminuer et ce de maniere dose dépendante. LeslexlEpithéliales, SD48 et SW780,
présentent un aspect tres différent, les cellueesegroupent et forment des lacunes. Le
cytoplasme des cellules semble étre réduit ou atétrd_'adhésion intercellulaire semble
augmentée. D’autre part la quantité de cellulesbéendiminuer et ce de maniére dose
dépendante.

D’une maniére générale, les lignées de vessie samioés sensibles a I'action du saracatinib.
Son effet cytotoxique est dose dépendante. LesdignSD48 et SW780 (E-cadhérine
positives) sont plus sensibles a I'effet cytotoxglu saracatinib que les autres, ces lignées
étant. En comparaison ces lignées semblent beaytasipésistantes au cisplatine.

Nous avons donc choisi pour la suite de travadlerc des doses de saracatinib de 1 pM, 5
MM et 10 pM, les doses supérieures a 10 uM étapttdxiques pour les cellules. Nous avons
cherché a quantifié la sensibilité des cellulesaacatinib de maniére plus précise, pour cela
nous avons réalisé des courbes dose-réponse.

3.1.2 Courbes dose-réponse

Un test de vitalité au MTT, a été réalisé afin déder les résultats précédents. Ce test nous a
permis de calculer avec précision la DL50 des kgnéa DL50 étant la dose tuant 50% des
cellules ensemencées de chaque lignée pour uneutmldonnée. Plus la DL50 est petite
plus la lignée cellulaire est sensible a la drogoi ici au saracatinib. Les lignées ont été
classées en fonction de leur sensibilité au sarélcat
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Figure 20 :Les cellules sont incubées avec des concentratimissantes (0 a 30uM) de saracatinib pendant
72h puis la viabilité cellulaire est évaluée graadaest au MTT. Chaque valeur correspond a la mayetus ou
moins écart type de 3 expériences réalisées 5 fois.
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Lignées cellulaires) TCCSUP | SD48 SW780 JMSU1 EJ T24 J82

DL 50 065uM | 0.89uM | 1.40M | 2.62uM | 3.52uM | 13.3uM | > 13.3uM

E-cadhérine + +++ +4++ - - - -

Tableau 6: Tableau représentant la DL50 de chaque lignée.

Les lignées les plus sensibles sont les lignées S SD48, SW780, les lignées EJ et
JMSU1 sont moins sensibles et les lignées T24 2tsd@t de loin les plus résistantes. Les
lignées TCCSUP SD48 et SW780 sont des lignées ébipibs E-cadhérine positives. Les
lignées EJ, JMSUL, T24 et J82 sont des lignéesdRérme négatives. Les lignées
épithéliales TCCSUP, SD48, SW780 non invasivesadiiérine positives, sont peu sensibles
a I'action cytotoxique du saracatinib, alors quelignées E-cadhérine négatives, JMSUL1, EJ,
T24 et J82, invasives sont tres sensibles a l'aatio saracatinib. L'efficacitén vitro du
saracatinib semble donc étre liée a la présentae Beadhérine.

3.2 Migration cellulaire

Apres avoir étudié la réponse pharmacologique idegés de cancer de vessie d’'un point de
vue cytotoxique nous avons étudié I'effet anti-ratgire du saracatinib. Nous avons testé son
pouvoir migratoire et nous avons cherché s’il eisine corrélation entre I'expression de la
E-cadhérine et I'action anti-migratoire du sarauéti

Précédemment, nous avons mis en évidence l'acti@@&dim sur le pouvoir migratoire. Nous
avons donc testé dans les mémes conditions, avearsuserum, |'effet du saracatinib sur la
migration cellulaire des 7 lignées de vessie (BISU1, SD48, SW780, TCCSUP, J82 et
T24), par le test du « wound healing ».

Nous avons calculé I'lC50 de migration, qui corash a la concentration en saracatinib
inhibant 50% du recouvrement de la blessure a @8tparametre nous permet de définir le la
vitesse de migration des lignées. Les courbes abtereprésentent la migration, dans la zone
de blessure, mesurée en fonction des concentrad®ieemposé saracatinib (dose réponse) a
4 temps de mesures (6h, 12h, 24h, 48h). Les ligméiesté traitées par des doses croissantes
de saracatinib : OM ; 3nM ; 10nM ; 30nM ; 100nMO0BM ; 1uM ; 3uM.

Afin que les données obtenues soient caractéregtige la migration cellulaire et qu’elles ne
soient pas biaisées par l'effet lié a la multigiica cellulaire, les cellules ont également été
traitées par de I'’hydroxyurée (1puM) agent inhidamultiplication cellulaire.

3.2.1 En présence de sérum

Dans un premier temps nous avons observé et défipouvoir migratoire des lignées en
présence de sérum dans le milieu de culture. Colorsede la caractérisation des lignées,
nous nous sommes placés a 12heures, pour déf@im0’'de migration.
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a b C

Figure 21: Lignée SD48 a) avant création de la blessurapbgs crétaion de la blessure c) a 48h aprésaéa
de la blessure, en mileux SVF + hydroxyurée saitetnent 3 uM de saracatinib
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Figure 22: Courbes représentant la migration cellulairdé@aa partir de la densité cellulaire dans la ztme
blessure en fonction de la concentration de sarslegAZD0530) a différents temps (6h, 12h, 24hh}3&n
présence de sérum.
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Lignée SW780 - AZD0530 en 10% SVF + HU

Lignée J82 - AZD0530 en 10% SVF + HU
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Figure 22: Courbes représentant la migration cellulaird@@a partir de la densité cellulaire dans la zme

Lignée SD48 - AZD0530 en 10% SVF + HU
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blessure en fonction de la concentration de sarslcdAZD0530) a différents temps (6h, 12h, 24hh}%&n

présence de sérum

Lignees SD48 JMSU1 EJ 124 TCCSUHR SW78( J82
IC50 202 nM 373 nM 344 nM 430 nM 564 nM 1450 nM 2580 n
E-cadhérine +t - - - + 4+ -

Tableau 7 : Tableau représentant les IC50 de migration cooredgnt au potentiel invasif des lignées traitées au

saracatinib a 12heures, en présence de sérum.
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Les données obtenues pour la lignée J82 sontipmatables car les lignées ont été fortement
endommagées par le traitement au saracatinib emeumihvec sérum, hydroxyurée.
L’apparition de débris cellulaires dans la zonebtissure a faussé le calcul de la densité
cellulaire des 18h.

La lignée SD48 est tres sensible sur le plan cyiqte, et il ne reste que trés peu de cellules
au-dela de 12 heures. Les données obtenues aptemps 12 heures ne permettent pas
d’obtenir les courbes de survie a 24 et 48h.

D’une maniere générale le traitement par saratatgit de maniére dose dépendante. Il a
inhibé de maniére dose-dépendante la capacité deation des 7 lignées de cancers de
vessie.

3.2.2 Enl'absence de sérum

Dans un deuxieme temps, nous avons observé ei t&fiaractére invasif des 4 lignées E-
cadhérine négative, en I'absence de sérum : IMBW1T24, J82. Nous les avons soumises a
un traitement par des doses croissantes de saibdatMm ; 3 nM ; 10 nM ; 30 nM ; 100 nM ;
300 nM; 1 uM; 3 uM. pendant 6, 12, 24 et 48 hu®Navons choisi de ne pas étudier les
lignées TCCSUP, SD48 et SW780 car ces lignées Récamd positives, présentent un trés
faible pouvoir migratoire en I'absence de sérunadjonction de saracatinib sur ces lignées
en I'absence de sérum aurait conduit a une migratiasi inexistante car ces cellules sont
eégalement les plus sensibles au saracatinib. itertrant de ces lignées par le saracatinib en
'absence de sérum aurait aboutit & des courbeglimitables.
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Figure 23 : Courbes représentant la densité cellulaire damsria de blessure en fonction de la concentraton d
saracatinib a différents temps (6h, 12h, 24h, 48h),absence de sérum
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Lignées JMSU1 EJ T24 J82
IC50 379 nM 345nM 1170nM 1640 nM

E-cadhérine - - - -

Tableau 8:Tableau : tableau représentant les IC50 de migrabrrespondant au potentiel invasif des lignées
traitées au saracatinib & 12 heures, en I'absensémim.
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Figure 24 : Courbes représentant la densité cellulaire damsria de blessure en fonction de la concentraton d
saracatinib a différents temps (6h, 12h, 24h, 48h)’'absence de sérum.

Au temps 12heures, et en I'absence de sérumgiesds EJ et JIMSUL traitées par saracatinib
présentent les mémes IC50 qu’en présence de séaitignée T24 devient beaucoup plus

résistante en I'absence de sérum car son IC50ugshentée. La lignée J82 devient moins
résistante (IC50 diminuée), mais reste de loirua pésistante au saracatinib.

Plus généralement, en considérant les courbesadentent dans leur ensemble, il apparait

gu’en l'absence de sérum, et en I'absence de rmaité saracatinib les lignées EJ et T24 ont
migré rapidement et ont totalement recouvert laezde blessure apres 48h. L’addition de

saracatinib dans le milieu diminue nettement ceakissement a 48h, et ce de maniére dose
dépendante. Les lignées J82 et IMSUL ont migrél@hiement et la densité cellulaire dans la

zone de blessure est restée inférieure a 50. Resud dignées, la vitesse de migration en

absence de sérum est réduite en comparaison aveadiion de migration en présence de

sérum et d’hydroxyurée.

Le saracatinib a inhibé de maniére dose dépendartapacité de migration en absence de
sérum dans les 4 lignées.
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3.3 Recherche de la voie de signalisation intervena  nt dans
I'action du saracatinib

Le mécanisme d’action du saracatinib passe pahiliinon des Src kinases, cependant
d’apres non résultats, il semblerait qu’il y aitliem entre I'effet du saracatinib et I'expression
de la E-cadhérine. Nous avons donc traité certdigeges de cancer de la vessie par le
saracatinib et observé I'effet au niveau de la @éane.

3.3.1 Voie de la E-cadhérine

3.3.1.1Immunofluorescence

Nous avons choisi 2 types de lignées : les SD4Bébs épithéliales peu invasives, exprimant
la E-cadhérine et les JMSUL, lignées mésenchymegemyasives, n’exprimant pas la E-
cadhérine.

Ces lignées ont été soumises a un traitement paarigcatinib (AZD0530) a différentes
concentrations : 0, 1, 5 et 10 pM.

NT 1uM saracatinib

20 um

5uM saracatinib

e —
20um

20 pum

Figure 25: Immunofluorescence réalisée sur les cellules Steiees par des doses croissantes de saracatinib
(0;1;5et10uM) au temps 4 heures - Marquagadhférine (vert)

87



NT 1 uM saracatinib
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20 pm

5 UM saracatinib 10 pM saracatinib

20 um

Figure 26 : Immunofluorescence réalisée sur les cellules IMB&ltEes par des doses croissantes de saracatinib
(0;1;5 et 10uM) au temps 4 heures - Marquagadhérine (vert)

La Figure 23 montre que dans les cellules SD48tratees la localisation de la E-cadhérine
est diffuse au niveau du cytoplasme. Lors du tnadétet par saracatinib, la E-cadhérine se
relocalise au niveau des membranes plasmiques. I®lgsncentration de saracatinib est
importante, plus cet effet de localisation membiranest amplifié.

Le traitement de la lignée SD48 (E-cadhérine pomjtipar le saracatinib, modifie
complétement la distribution de la E-cadhérine, oh@niere dose dépendante. De
cytoplasmique, la protéine semble devenir membran&le plus, l'intensité du marquage
semble augmentée, mais I'immunofluorescence ne peuset pas de conclure sur une réelle
augmentation de I'expression de la E-cadhérinesapagement au saracatinib.

La Figure 24 montre que dans les cellules IMSUltrastges il n’y pas de marquage de la E-
cadhérine. Cela confirme I'absence d’expressiorcetée protéine a I'état basal dans cette
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lignée. Lors du traitement par saracatinib, un magg punctiforme de la E-cadhérine
apparait au niveau des cytoplasmes. Plus la camtiemt de saracatinib augmente plus cet
effet est amplifié. Le traitement de la lignée JMSpar le saracatinib induit I'apparition de la
E-cadhérine de maniere dose dépendante.

L’ensemble de ces résultats montre clairement guadcanisme d’action du saracatinib met
en jeu la voie de régulation de la E-cadhérineEt@dhérine semble donc étre un marqueur
de réponse du saracatinib que ce soit dans legeligi-cadhérine positives ou E-cadhérine
négatives. Cependant, a I'aide de 'immunofluoraseenous ne pouvons conclure si I'effet
du saracatinib est un effet quantitatif sur le aive’expression de E-cadhérine.

3.3.1.2Western blot

L'immunofluorescence, n'ayant pu servir a la quiigdtion de la E-cadhérine lors des
traitements par saracatinib, nous avons réalisén@me expérience, et mis en évidence
I'expression de la E-cadhérine par western-blotteCexpérience a été réalisée sur 2 lignées
cellulaires : la lignée SD48 (E-cadhérine positeeJMSU1 (E-cadhérine négative).

Les cellules sont traitées par des doses croissdetsaracatinib sur un temps court (4h) puis

le culot cellulaire est traité par RIPA et déposeun gel 12% acrylamide. Les blots ont été
guantifiés pour normaliser I'expression de la Ekgathe par rapport a I'expression d’actine.
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Figure 27 : Western blots E-cadhérine dans les lignées SDdBIStJ1. Quantification du niveau d’exprssion
de la E-cadhérine des lignées SD48 (intensité dedds correspondant a E-cadhérine rapportéegenbité

des bandes correspondant a I'actine).

Comme le montre la Figure 25, pour la lignée IMSE&iyestern blot ne met pas en évidence
une expression de la E-cadhérine, sous traitenaeacatinib. Le saracatinib n’intervient donc
pas dans la stimulation de I'expression de la H¥éede dans cette lignée.

En revanche, pour la lignée SDA48, le traitement garacatinib semble induire une
augmentation de l'expression de la E-cadhérineteCebservation vient confirmer les
résultats obtenus en immunofluorescence (cf Fighre2
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3.3.1.3RT-gPCR

Les expériences d'immunofluorescence et de wedterh présentées dans le paragraphe
précédent nous orientent donc vers I'hypothéseastiy: le saracatinib stimule I'expression
de la E-cadhérine dans les lignées E-cadhérinetiyosfpar exemple SD48) mais |l
n'intervient pas dans I'expression de la E-cadieédans les lignée E-cadhérine négative (par
exemple JMSU1).

Afin d’éprouver cette hypotheése, nous avons réalise RT-qPCR sur les ARNm de la E-
cadhérine sur les lignées E-cadhérine positive SE048N780, et sur des lignées E-cadhérine
négative JIMSUL et T24.

Les niveaux d’expression de la E-cadhérine dancdisles traitées ont été normalisés par les
niveaux d’expression de la E-cadhérine dans lesileslnon traitées pour chaque lignée.
Ainsi cette valeur représentant I'état basal noisgak l'intérieur de chaque cellule est
représentée par un histogramme a 100%, méme lotaglignée est E-cadhérine négative
(JMSUL et T24).

S043 T24
130 140
120 120
100 100
80 50
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10 40
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0 b
HT Tni S 10y WF i Sy 1040
Saracatinib Saracatinib
Ji1SL SWYTED
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110 100
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(311
1
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o 20
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NT LETE ] Sk 10prA N1 Tyt Sl Tdyehd
Saracatinib Saracatinib

Figure 28 : Quantification de la E-cadhérine sous traitemenb, 1, 5, 10 uM, a partir des RT-gPCR réalisés
sur les ARNm de E-cadhérine.

Comme nous pouvons I'observer sur la Figure 26jMeau d’ARNm de la E-cadhérine n’est

pas modifiée de maniére significative dans la leg8&\780 (E-cadhérine positive) suite au
traitements par le saracatinib. Cependant, pourlitgges JMSUL et T24 (E-cadhérine
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négatives pour la protéine) le traitement par sdnsib semble induire I'expression de
’ARNm de E-cadhérine, par rapport au niveau basal.

Pour la lignée SDA48, le traitement par 10uM de cadnaib, semble augmenter le niveau
d’expression de 'ARNm de la E-cadhérine.

3.3.1.4Conclusion

Pour la lignée SD48, une relocalisation a la membralasmique de la E-cadhérine sous
traitement saracatinib a été observé en immunaBeance. Cette relocalisation est
accompagnée d’'une augmentation de l'intensité dumage pouvant s’expliquer soit par une
augmentation de la quantité de la protéine E-cadnésoit par I'effet de regroupement des
protéines E-cadhérine au méme endroit rendant tguage plus intense.

L'utilisation du western blot et de la RT-gPCR, saupermis de conclure que le traitement
saracatinib induisait également une augmentatiola dgiantité d’ARNm messager de la E-
cadhérine. Cette observation suggére donc fortememtie saracatinib induit une régulation
positive du niveau d’expression de la E-cadhéremesda lignée SD48.

Pour la lignée JMSU1 (E-cadhérine négative en wedilt et en immunofluorescence), le
traitement par des doses croissantes de saracatiaitirait 'apparition d’un marquage
punctiforme cytoplasmique en immunofluorescencauitilisation du western blot n'a pas
permis de vérifier I'apparition de la protéine Edhbérine. Cependant la techniqgue de RT-
gPCR, met en évidence une augmentation du niveARNIm de la E-cadhérine dans les
cellules traitées au saracatinib. Il semble dore lgusaracatinib régule de maniére positive
I'expression de la E-cadhérine, bien que cetteékgsoit caractérisée comme négative quant a
'expression de la protéine E-cadhérine. Plusidwpothéses peuvent expliquer la non
visualisation en western blot de la protéine E-éaitle néosynthétisée : protéine non active
car tronquée, ou mal repliée, protéine trop fait@at exprimée, ou protéine subissant un
turn over trop rapide.

En conclusion la voie de la E-cadhérine semblew@tmmarqueur de la réponse au saracatinib.

3.3.2 Autres voies possibles

3.3.2.1Voie des protéines d’ancrage

Bien que la protéine E-cadhérine semble impliquémsdle mécanisme d’action du
saracatinib, son expression n'est pas étre diregiemeliée a l'effet anti-invasif du
saracatinib. Nous avons donc recherché d’autre®aulels pouvant étre impliquées cette
action du saracatinib. Nous nous sommes intéress@d\-cadhérine, dont I'expression est
lie a celle de la E-cadhérine, mais aussi a pFAiKegt connu pour réguler la localisation et
la quantité de la E-cadhérine. Nous avons regaeffétldu saracatinib sur la béta-caténine.
En effet, la béta-caténine se lie fortement a keafhérine lors de I'inhibition de la protéine
Src, ce qui favorise I'encrage cellulaire et doagérte de mobilité (Avizienyte E et Frame
MC 2005).
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Nous avons travaillé sur les 3 lignées cellulattesancers de la vessie E-cadhérine positives
dont nous disposions : SD48, SW780 et TCCSUP. @egds ont été ensemencées sur

plaque 96 puits, afin de réaliser une immunoflucease. Nous avons soumis, 24 heure apres
'ensemencement, ces lignées a un traitementsemaisde saracatinib : 1, 5, 10uM, pendant

un temps court de 4 heures. Puis les cellules t@nlagées et un marquage par les difféerent

anticorps E-cadhérine, N-cadhérine, béta-catépiRAK, a été réalisé suivi par un marquage

secondaire. Le controle (CTRL) est représenté tgraphes ci-dessous et correspond au
dépbt de I'anticorps primaire seul, sans anticegrondaire. L’axe des ordonnées représente
la fluorescence émise par chaque puit.
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Figure 29 : Quantification a I'lCys d'immunofluorescence derbtéines d’intérét (E-cadhérine, N-cadhérine,
Béta-caténine, pFAK) suite au traitement par sdirsiba(0, 1, 5, 10uM). Les unités représententéirsité de
fluorescence. Ctrl : contr6le par anticorps primaiNT : non traité ; 1, 5, 10uM : traitement paragatinib.

Comme nous pouvons l'observer sur la Figure 27lghaentation de I'expression de la E-
cadhérine est confirmée pour les lignées SD48 saitetraitement par le saracatinib.
Cependant, cette augmentation n’est par retrouvae fes autres lignées E-cadhérine
positives SW780, et TCCSUP.

Pour les protéines N-cadhérine, béta-caténine eAKpHes taux d’expression sont

relativement constants quelque soit la lignée @tk et independament du traitement par le
saracatinib.

Le traitement par saracatinib ne semble donc pgslagé I'expression des protéines N-
cadhérine, béta-caténine, et pFAK, sur les ligi&esSUP, SW780.
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3.3.2.2Voie m-tor

Nous avons également cherché si la voie m-TOR iétaliquée dans l'invasivité des lignées
de cancer de vessie. Nous avions a notre dispositianhibiteur de I'activité chymotrypsine
du protéasome temsirolimus TORISEL®, qui inhibedée de m-TOR et qui est utilisé dans
le traitement dans le traitement du cancer du fégus avons testé I'invasivité cellulaire des
7 lignées de cancer de la vessie grace au test wlaurd healing » en présence de
temsirolimus. La migration cellulaire a été évalyp&e mesure de la densité cellulaire de la
blessure en fonction du temps, pour le contrél@aeir la condition traitée par 40uM de
temsirolimus, en présence de 10% serum.
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Lignée EJ - Temsirolimus en 10% SVF

Lignée J82 - Temsirolimus en 10% SVF
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Figure 30 : La densité cellulaire de la blessure a été meguardes les 2 heures, avec ou sans traitemenépar |
temsirolimus, dans les 7 lignées cellulaires

Comme le montre la figure 28, le traitement pardieoimus n’a pas une action identique sur
toutes les cellules. Il n’a aucune action surilgsdes JIMSU1, SD48, et T24, les courbes avec
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ou sans traitement sont superposables. Par catans, les lignées TCCSUP, EJ et J82 |l
retarde I'envahissement de la blessure donc ihtidlaiblement la vitesse de migration des
lignées. Pour la lignée SW780, I'action du temginak est importante. Il réduit de maniere
significative la vitesse de migration des cellules

L’action du temsirolimus reste peu importante ses kgnées sauf pour la lignée SW780 et
potentiellement pour les lignées TCCSUP, EJ et B&#s cette action anti-migratoire n’est

pas associée a I'expression de la E-cadhérindatéon anti-invasive du temsirolimus.
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Dans une premiere partie, nous avons étudié led@l& protéine Twistl dans différentes
lignées de cancer de la vessie dans le but dentiétar si cette protéine pouvait consistuer
une cible potentielle dans le traitement de ce tgpecancers. Nous avons tout d’abord
caractérisé 7 lignées cellulaires de vessie paxptession de Twistl. Pour ce faire, nous
avons mis en ceuvre trois techniques : deux pematt@valuer le niveau d’expression de la
protéine (western-blot et immunofluorescence) et permettant d’évaluer le niveau

d’expression de '’ARNm codant la protéine (RT-gPCR)

La mise en évidence de l'expression de la protdimgstl s’'est révélée extrémement
compliquée par la méthode de western blot. Plusieoies d’optimisation ont été envisagées
mais aucune d’entre elles n'a été concluante. linnas a pas été possible d’observer
I'expression de la protéine Twistl dans les diffiées lignées étudiées.

Une piste qui pourrait permettre d’améliorer catétection en western blot consiste en la
préparation d’extraits nucléaires dans le but decentrer la protéine Twistl sachant que
celle-ci en tant que facteur de transcription gwésenter une localisation majoritairement
nucléaire. Cependant cette hypothése est contéwemar les images obtenues en
immunofluorescence montrant une localisation deptatéine Twistl majoritairement
cytoplasmique.

Parallelement, les expériences de marquage par mailaorescence ont permis de mettre en
évidence I'expression de la protéine Twistl unigeendans les lignées JMSU1, Dans cette
lignée, le niveau d’expression de Twistl semblexn@ans faible et non uniforme au sein de
la population cellulaire. Ces expériences ont égate permis de montrer que la localisation
de Twistl est a la fois nucléaire et cytoplasmidiette observation peut paraitre surprenante
de par la fonction premiére de facteur de transonipde Twistl. Par ailleurs, le méthode
d'immunofluorescence n’a pas permis d’observergdiession de la protéine Twistl dans les
lignées EJ, SD48 et SW780.

Plusieurs hypotheses peuvent donc étre émises :

L’expression de la protéine Twistl est peut étregéar des mécanismes (épigénétiques ?)
post-transcriptionnel ?, ce qui limite son expr@ssPour s’affranchir de cette hypothése nous
pourrions tester des facteurs déméthylants.

Pour confirmer et compléter les résultats obtemus/estern blot et en immunofluorescence,
nous avons réalisé des RT-gPCR afin de caractdesaeveau d’expression de TARNm de
Twistl sur les 7 lignées cellulaires de vessie.teCetchnique ne nous a pas permis de
conclure sur le niveau d’expression de 'ARNm deistv Pour la mise en ceuvre de cette
méthode nous avons utilisé comme témoin positifelgression Twistl, la lignée JMSU1
transfectée par le vecteur Twistl-Flag. A postérioe choix peut s’avérer discutable. En
effet, une cellule transfectée exprime potentieiatrune quantité extrémement importante de
protéine Twistl. Il est donc possible que le déférel d’expression de ’TARNm de Twistl
entre cette lignée le surexprimant et les lignée transfectées soit trop importante et masque
un niveau d’expression basal faible. Cependarigtete JMSU1 est la lignée qui présente le
plus petit différentiel d’expression des 7 ligné€gtte observation suggere donc que cette
lignée puisse exprimer 'TARNm codant pour Twistl vééndrai corroborer les résultats
obtenus concernant le niveau d’expression de |&ime Twistl. Ce résultat pourrait étre
confirmé en refaisant la méme expérience en utilisa contrbéle positif plus adapté. Nous
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pourrions par exemple utiliser une lignée sauvagege pour exprimer Twistl, comme la
lignée cellulaire de carcinome de prostate PC3.

Dans la littérature tres peu d’'articles montrerg erpression de Twistl par western blot dans
les lignées cancéreuses sauvages [310], le plugisbles westerns blot mettent en évidence
une protéine Twistl surexprimée [177]. D’autre pées lignées J82 et T24 sont positives

pour Twistl ce que nous ne retrouvons pas en webtet, mais possiblement en RT-gPCR

pour la lignée J82 mais pas pour la lignée T24 [Z1T.

Malgré de nombreuses tentatives d’optimisation eg différentes expériences, il semble
donc tres difficile de mettre en évidence l'expr@ssde la protéine Twistl dans ces
différentes lignées. Soit parce que les outils thendisposition (techniques, anticorps) ne sont
pas assez robustes, soit parce que le niveau é&sipn de cette protéine est extrémement
faible, ou trop transitoire. De plus, pour la sdigaée dans laguelle nous avons pu détecter
Twist, la lignée JMSUL1, nous avons observé unerbgéhéité de marquage, Pour toutes ces
raisons, il semble que la protéine Twistl ne repriEs pas un marqueur caractéristique des
cancers de la vessie, bien que I'expression deolzipe Twistl représente déja un marqueur
pronostique dans de nombreux cancers hépatocareiridt®], cancer du poumon non a
petites cellules [313], cancer du sein [314], OBLY], ostéosarcome [316]. Cependant des
travaux réalisés sur des tumeurs humaines défirii§seistl comme un possible marqueur
de la progression métastatique [317,318].

Dans une deuxieme partie, nous avons choisi dectéaiser les 7 lignées cellulaires de
cancers de la vessie pour plusieurs marqueurs dogdi dans le mécanisme de 'EMT,
marqueurs épithéliaux (E-cadhérine) et mésenchyra(Bl-cadhérine et vimentine).

Sur la base des résultats obtenus, nous avons gssecl les lignées soit dans les
mésenchymateuses, soit dans les épithéliales atidns de leur profil d'expression des
différents marqueurs. Les lignées JMSUL, EJ ontktgsées en mésenchymateuses : et les
lignée SD48, SW780 en épithéliales.

Cependant certaines lignées présentaient desgphékpression mixtes caractéristiques tant
des lignées mésenchymateuses que des lignéedli@mthéiinsi, Nous avons classé la lignée
TCCSUP qui présentait des caractéristiques eptleéliexpression de la E-cadhérine) et
mésenchymateuse (expression N-cadhérine) a chetvalaes 2 types cellulaires. Concernant
les lignées T24 et J82, qui selon nos résultatseptént également ce profil « hybride », nous
nous sommes basés sur la classification de I'ATQLC lgs définie d’'un point de vue
morphologique comme épithéliales. Pour avoir plascdrtitude nous aurions pu utiliser un
deuxieme marqueur épithélial comme la desmoplakine.

Nos résultats pour la caractérisation des marqueildEMT concordent, avec les quelques
résultats présents dans la littérature [307,308].

Par la suite, nous avons évalué le potentiel cyigt® du cisplatine (chimiothérapie de
référence dans le traitement du cancer de la Jessidu saracatinib sur ces différentes
lignées. A l'aide d'une observation microscopique kh morphologie cellulaire post-

traitement, nous avons pu valider la gamme de cdrat@®n que nous avons par la suite
utilisée pour réaliser les courbes de doses-réponse
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Les expériences de cytotoxicité ont été réalisérsdslignées pour le cisplatine et sur 7
lignées pour le saracatinib. Dans les 2 cas, éssiltats ont montré que le potentiel
cytotoxigue est dose-dépendant. Les ordres de guanltks doses de saracatinib utilisées sont
de I'ordre des mémes doses que celles retrouvéedawaitement au cisplatine.

Nous avons cherché a identifier une corrélatiomeela sensibilité des lignées a ces deux
drogues et le profil d’expression des marqueundEddT de ces lignées.

Pour le cisplatine, il n'y a pas de corrélationrenta présence de E-cadhérine et I'effet
cytotoxique. Cette observation est en adéquaticec d8 mécanisme d’action connu du
cisplatine. En effet cette drogue cible les méaaas apoptotiques, et donc
vraisemblablement pas les mécanismes de 'EMT.

Pour le saracatinib, les lignées E-cadhérine spparaes comme étant les lignées les plus
sensibles. Les lignées les plus invasives étantidages mésenchymateuses (E-cadhérine
négatives), et le saracatinib étant surtout corour pes propriétés anti-invasives, ce résultat
nous est apparu surprenant. Nous pouvons doncuwengue le traitement par saracatinib

pourrait-étre utilisé comme traitement cytotoxiqee,que les lignées E-cadhérine positives
sont les plus sensibles a son action. Cette caistain’est pas retrouvée dans la littérature.

Apres avoir étudié le potentiel cytotoxique du satenib sur les lignées de cancer de la
vessie, nous avons étudié son action anti-miget8iour ce faire nous avons choisi le test du
« wound healing ».

Les résultats obtenus montrent que l'adjonctiorsa&catinib diminue les pourcentages de
migration au temps 12 heures. Cette observatiofiromn I'action anti-invasive connue du
saracatinib [267,272,278] notamment dans le cadeela vessie [263]. Cette drogue peut
donc avoir un réle dans les lignées de cancer deie/ela présence ou non de sérum dans le
milieu, semble n’avoir que peu d’importance. La riégion en sérum, additionnée a la
sensibilité au saracatinib des lignées E-cadhg@aséives, nous a conduits a ne tester I'action
antiproliférative du saracatinib en l'absence deusé que sur les lignées E-cadhérine
négatives. Cette expérience, ne nous a pas pemnigliér la présence de la protéine E-
cadhérine a l'action antiproliférative du saradétin

Cependant pour étre plus précis sur le potentiglsifi des cellules nous pourrions développer
un modele murin avec des tumeurs E-cadhérine pesitou E-cadhérine négatives et
observer si I'expression de la E-cadhérine indoié modification

D’aprés les expériences ci-dessus, il semble yrawolien entre le potentiel cytotoxique du
saracatinib et [I'expression de la E-cadhérine. Noagons donc réalisé une
immunofluorescence de la E-cadhérine, sous traitenpar saracatinib dans 2 types
cellulaires, une lignée E-cadhérine positive (SD480 une lignée E-cadhérine négative
(IMSU1).

Dans la lignée SD48, le traitement par saracagntibaine une modification de localisation de
la E-cadhérine, de maniére dose dépendante. Ladli®dae cytoplasmique vient se
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concentrer au niveau des membranes plasmiquessetothes de contact intercellulaire. Le
marquage est fortement augmenté a ce niveau. Nmusssommes poseés la question de savoir
si cette augmentation de marquage était causéairparaugmentation de la protéine E-
cadhérine ou par une concentration de la prote&neun endroit donné. L'utilisation du
western blot a permis de confirmer que l'augmeatatide marquage observée en
immunofluorescence était liée a une augmentatiofegpression de la protéine E-cadhérine.
Par ailleurs, l'utilisation de la méthode de RT-¢RConfirme, pour la lignée SD48 les
résultats obtenus en western blot et en immunadhaence. Les effets induits par le
saracatinib semblent donc mettre en jeux des m&woasi d’action impliquant les voies de
signalisations regulant I'expression de la E-caitieér

Dans la lignée JMSUL, le traitement par saracatinduit de maniere dose dépendante
'apparition d’'un marquage ponctiforme cytoplasn@gqaorrespondant a la protéine E-
cadhérine. Cette augmentation de I'expression switgaitement par saracatinib n'a pas éte
retrouvée en western blot. En revanche, la méthdeleRT-gPCR a mis en évidence

l'expression de I'ARNm de la E-cadhérine. Une phlssiexplication aux résultats

contradictoires obtenus en immunofluorescence ewestern blot pourrait étre donnée par
'anticorps utilisé. En effet, les anticorps u#ssen immunofluorescence et en western blot
sont différents. L'apparition de E-cadhérine peatrespondre a une protéine immature,
tronquée, mal repliée non détectable par 'anpis@n western blot ou bien a un artéfact de
marquage en immunofluorescence. D’autres hypothgsegvent expliquer la non

visualisation en western blotde la protéine E-éaitle néosynthétisée : protéine trop

faiblement exprimée, ou protéine subissant undwar trop rapide.

Au regard de ces résultats discordant, non retopeéir les autres lignées en RT-qPCR, le
saracatinib ne semble pas posséder d’action glalmetenune sur les différentes lignées de
cancer de la vessie. L’action du saracatinib nebtepas agir directement sur I'expression de
'ARNm de la E-cadhérine, ni sur I'expression deplatéine E-cadhérine (western blot)
lorsque les cellules ne possedent pas de E-caéhéridogene. Par contre, le saracatinib
augmente I'expression et la localisation a la memérde la E-cadhérine lorsqu’elle est déja
présente dans la cellule (SD48).

Il serait intéressant d’éteindre la E-cadhérinej’e@bserver si la sensibilité au saracatinib est
modifiée. La transfection par la E-cadhérine dgsdes peu sensibles d’'un point de vue
cytotoxique au saracatinib serait une autre expéei@ réaliser pour observer une sensibilitée
restaurée au saracatinib. Nous pourrions ausségrégs lignées sur des temps plus long de
saracatinib et d’observer I'effet sur I'expressamla protéine E-cadhérine.

La régulation de la protéine E-cadhérine ne pouyast a elle seule expliquer I'action du

saracatinib, nous nous sommes donc intéressesuitafanolécules d’adhésion intervenant
dans le phénomene d’EMT. Par une méthode d’'immuacdscence nous avons recherché
une modification de I'expression des protéines Nhésine, pFAK et béta-caténine sous
traitement saracatinib. Aucune modification du mnived’expression de ces différents

marqueurs n’est apparue consécutivement au traitepae saracatinib.

Par ailleurs, il est possible que le saracatiniluairdle inhibiteur de la Src kinase impliquée
dans une autre voie cellulaire. Nous avons donterebé quelles autres molécules
d’adhésion pouvaient intervenir dans lEMT. Legkes les plus sensibles d’un point de vue
cytotoxigue au saracatinib étant les lignées éltleé (E-cadhérine positive) nous les avons
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utilisées pour la suite du travail. Nous avons olse par quantification
d'immunofluorescence si le saracatinib modifiagxpression de pFAK, béta caténine et N-
cadhérine.

Nous, avions a notre disposition un autre médicardéja commercialisé dans le cancer du
rein le TORISEL® ou temsirolimus qui inhibe la vareTor. La voie m-Tor est connue pour
étre surexprimé dans le cancer superficiel de $sigeet est corrélée avec la récurrence et la
progression de la maladie. Nous avons soumis niggi&es de cancer de vessie a un test de
«wound healing », en présence de milieu contedargérum et traitées par une dose de 40
nM de temsirolimus. Le traitement par temsirolinmgspossede pas une action identique sur
toutes les cellules. La migration des lignées SWBI8DCCSUP est tres largement ralentit par
'addition de temsirolimus, alors que la migratides autres lignées EJ, J82, T24, JIMSU1,
SD48 n’est pas affecté par I'addition de temsirokm
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Les enjeux majeurs du traitement du cancer de eesgit d’éviter la rechute invasive et la
dissémination de métastases. Le phénoméne d’EMmgiamt aux cellules cancéreuses
d’acquérir la capacité de migration est un des méozes a l'origine de la formation des
métastases. Les protéines Twistl et E-cadhérine dartis des principaux régulateurs de
'EMT, et sont impliquées dans de nombreux canf83%,319,320].

Dans ce contexte, nous avons donc recherché sill'mmivait étre une cible diagnostique,
pronostique ou thérapeutique, dans le cancer deeves

Les résultats négatifs ou équivoques obtenus dweritavail, ne nous ont par permis de
caractériser Twistl comme un marqueur diagnostiguaine cible potentielle dans le cancer
de vessie.

Dans une deuxieme partie de notre travail, nouss remmmes intéressés a une nouvelle
molécule thérapeutique ayant une action anti-iveade saracatinib, dont le mode d’action
inhibe les protéines Src. Nous avons recherchéoasilple lien avec la E-cadhérine.

Nous avons montré que les lignées de cancer dedsiev E-cadhérines positives, sont tres
sensibles d’'un point de vue cytotoxique au trait@npar saracatinib. Par ailleurs, nous avons
montré que le saracatinib posséde aussi une atipimvasive sur les 7 lignées de cancer de
vessie avec une sensibilité difféerente. Néanmoetiseffet ne semble pas étre corrélé a la
présence de la E-cadhérine.

Dans la lignée SD48 E-cadhérine positive, le tmadet par saracatinib induit une
augmentation de I'expression de E-cadhérine, acagmée d’'une relocalisation au niveau
membranaire. De plus dans la lignée JMSU1, E-cauhérégative, le traitement par le
saracatinib induit l'apparition d'un marquage puiocme de la E-cadhérine en
immunofluorescence. Le mode d’action du saracaseinble donc mettre en jeu la protéine
E-cadhérine, cependant cette voie ne permet piées seale de I'expliquer.

Le saracatinib aurait donc un intérét potentielsdEncancer de vessie, de part son action
cytotoxique et anti-invasive. Il serait intéressdatcaractériser plus en détails les lignées les
plus sensibles a son action. La E-cadhérine pdayoer éventuellement un réle prédictif a la
réponse cytotoxique. D’autre part, de récentesestuht mis en évidence que le saracatinib
gue peu d’action en monothérapie, et qu'une assoiciapermettrait de potentialiser ses
effets. Nous pourrions dans l'avenir étudier I'effet les mécanismes d’actions liés a
'association de cette molécule avec le cisplatafe de mettre en évidence une éventuelle
synergie d’action au niveau cytotoxique et antiagi¥ [302].
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Résumé :

Le cancer de la vessie représente' 1€ tancer en terme d’incidence mondiale. La mortalité
de ce cancer est principalement due a la formateométastases secondaires. Actuellement,
aucun des médicaments disponibles sur le marcpémaet d’éviter la rechute ni de contrdler
la dissémination métastatique. L'enjeu thérapeetiguncipal dans ce cancer est donc le
contréle de la dissémination métastatique. Le mispgan de formation des métastases est
connu et implique la transition épithélio-mésenchiense (EMT) qui permet aux cellules
épithéliales d’acquérir les caractéristiques ddsles mésenchymateuse, ainsi que la capacité
d’'invasion. Dans ce travail, nous nous sommes pas@sestions. Twistl protéine connue
comme régulateur central dans I'EMT, peut-elle éwee cible pronostique et
pharmacologique dans le cancer de la vessie ?ligaiion d’'un nouvel anti-invasif le
saracatinib, peut il étre un nouveau traitemensdarcancer de la vessie. Pour répondre a ces
guestions, nous avons caractérisé nos lignées rimicde vessie, pour la protéine Twistl,
mais aussi pour les principaux marqueurs de 'EMIc@dhérine, N-cadhérine, vimentine).
Puis nous avons testé pharmacologiqguement (cytitéxet invasivité) nos lignées pour le
saracatinib. L'expression de la molécule Twistl t& éécevante, seulement une lignée
exprime Twistl, de maniere faible, et non homogéhsist n'est donc pas une cible
potentielle dans le cancer de la vessie. La sdisiln’'un point de vue cytotoxique au
saracatinib est liée a I'expression de la E-cadeéCependant il n’existe pas de relation entre
I'expression de la E-cadhérine et I'action antidsive du saracatinib. Toutes les lignées sont
sensibles. Dans la lignée SD48 (E-cadhérine pesjtivy a une augmentation de la protéine
E-cadhérine, ainsi qu’une nette relocalisation &nkambrane sous traitement saracatinib. La
voie du saracatinib semble passer par la E-cadhemis cette derniere n’explique pas en
totalité son action.

Mots clés :EEMT, saracatinib, vessie

Abstract

Bladder cancer is the seventh most common cancéneinvorld. Mortality is principally
caused by metastatic dissemination. No drugs dilyravailable can control relapse and
metastatic dissemination. The principal therapestiiategy is the control of dissemination.
The mechanism of metastatic development is knowr Bnplicates the epithelial to
mesenchymal transition (EMT) that transforms epigiheells into mesenchymental cells that
thus acquire the capacity of invasion. Two questiare addressed in this project: Can the
Twistl protein that is a central regulator of EME& B new prognostic, diagnostic, and
therapeutic target in bladder cancer? Can the uagew anti-invasive drug Saracatinib, be a
new treatment in bladder cancer? To answer thesstiQns, we characterise cells lines for
Twistl and main EMT markers (E-cadherin, N-cadheruimentine). Then we test
pharmacology responses (cytotoxicity and anti-iiiyg of cells lines for saracatinib.
Twistl expression is very disappointing; only ol ine expresses Twistl, poorly, and non
homogenously. Twistl is not a good target in bladencer. The cytotoxic sensitivity is
linked to E-cadherin expression. However, themiselation between E-cadherin expression
and anti-invasive action for saracatinib. All cdifes are sensitive. In the cells line SD48 (E-
cadherin-positive), there is an increase of thea@herin protein, and a localisation at the
membrane under saracatinib treatment. Saracalingdeems to use the E-cadherin pathway,
but this pathway cannot completely explain its@cti

Key words:EMT, saracatinib, bladder.
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