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RESUME

La voie de signalisation des androgenes, a travers le récepteur aux androgenes (AR),
joue un réle important dans le développement et la fonction de la prostate, ainsi que dans
I’initiation et la progression du cancer de la prostate. La découverte de nouveaux effecteurs de

la signalisation androgenes-AR permettra une meilleure compréhension de ces mécanismes.

MiR-135a a été identifie comme un géne cible de la voie de signalisation androgénes-
AR. Apres stimulation androgénique, AR active directement la transcription dung&ne
135a2 en se fixant sur un élément de réponse aux androgenes dans la région promotrice.

Une surexpression de miR-135a inhibe la migration I’@ivasion de cellules
prostatiques cancéreuses, en régulant négativehimptession des protéines ROCK1 et
ROCK2, deux génes cibles de miR-135a nouvellement identifiés.

De plus, miR135a cible et régule négativement 1’expression du facteur de transcription
FOXN3, capable de moduler I’activité transcriptionnelle de AR et la prolifération cellulaire
dépendante des androgeénes.

L’¢étude fonctionnelle de miR-135a suggére dongu’il puisse étre impliqué dans la
progression du cancer de la prostate, en régulant la formation des métastases et la
signalisation androgénique.

L’expression de miR-135a, dans le tissu tumoral par rapport au tissu sain adjacent, de
prostatectomies de patientsst inversement corrélée aux paramétres d’agressivité de la
maladie, suggérant qu’il puisse étre utilisé comme marqueur de pronostic du cancer de la

prostate.
Ces résultats font de miR-135a un nouvel effecteur de la voie de signalisation de AR

pouvant contribuer a la progression du cancer de la prostate.

Mots clés. microARN, miR-135a, cancer de la prostate, récepteur aux androgénes, ROCK1,
ROCK2, FOXN3.



ABSTRACT

Androgens signaling through the androgen receptor (AR) is critical for normal prostate
development and function, as well as prostate cancer initiation and progression. The discovery
of new effectors of androgens-AR pathway will allow a better understanding of these

mechanisms.

MiR-135a has been identified as a target gene in androgen-AR signaling pathway. After
androgen stimulation, AR directly activates the transcription of miR-135a2 gene by binding to
an androgen response element in the promoter region.

Ectopic expression of miR-135a was found to induce morphological modification
leading to an inhibition of migration and invasion in prostate cancer cells, by down-regulating
ROCK1 and ROCK 2 expression, two newly identified miR-135a target genes.

Moreover, miR-135a targets and downregulates the expression of the transcription
factor FOXN3, able to modulate AR transcriptional activity and androgen-mediated cell
proliferation.

Thus, functional study of miR-135a suggests that it could be implicated in prostate
cancer progression, by regulating metastases formation and androgen signaling.

MiR-135a expression level in surgical cancerous speciments normalized to pair-
matched normal counterpart tissues was inversely correlated with aggressivity parameters of
the disease, suggesting that it could be used as a candidate prognostic marker in human

prostate cancer.
These results definmiR-135a asa novel effector in androgens-AR signaling, which

may contribute to prostate cancer progression.

Key words microRNA, miR-135a, prostate cancer, androgen receptor, ROCK1, ROCK2
FOXNS.
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ABREVIATIONS

ACTH
AD
ADN
ADT
AES
AF

Ago
Ago2
Al
AJCC
Akt
AMACR
AMPc
AP-1
AP-2alpha
APC
AR
ARE
ARHI
ARN
ARNmM
ATCC
ATP
AUA
Bakl
Bcl-2
Bcl-w
Bim
BMP
BMPR2
BrdU
BSA
BTG2
c-myb
c-myc
CaP
CDK
CHES1
ChiP
CKAP2
CTD
clARE
CRPC
CSC
DBD
DDX5/17

Adreno-cortico-trophic hormone
Andrognéo-dépendante

Acide désoxyribonucléique

Androgen deprivation therapy
Aminoterminal enhancer of split

Activating function

Argonaute

Argonaute RISC catalytic component 2
Androgéno-indépendante

American joint committee on cancer

v-Akt murine thymoma viral oncogene homolog 1
Alpha-methylacyl-coA racemase

Adénosine monophosphate cyclique

Jun proto-oncogene

Activating enhancer binding protein 2 alpha
adenomatous polyposis coli

Androgen receptor

Androgen response element

DIRAS family, GTP-binding RAS-like 3
Acide ribonucléique

ARN messager

American type culture collection
Adénosinertphosphate

American urological association
BCL2-antagonist/killer 1

B-cell CLL/lymphoma 2

BCL2-like 2

BCL2-like 11 (apoptosis facilitator)

Bone morphogenetic protein

Bone morphogenetic protein receptor, type Il (serine/threonine kinase)
Bromodéoxyuridine

Bovine serum albumin

BTG family, member 2

v-myb myeloblastosis viral oncogene homolog (avian)
v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian)
Cancer de la prostate

Cyclin-dependent kinase

Checkpoint suppressor 1

Chromatin immunoprecipitation
Cytoskeleton associated protein 2
C-terminal domain

Classical ARE

Castration resistant prostate cancer

Cancer stem cell

DNA binding domain

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box helicase 5/17
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DGCRS8
DHEA
DHT
DIG
DIOC6
Dkk-3
DMSO
DTT
E2F1/2/3/%6
EGF
EDTA
EGFR
EIF4E
EMT
ERa
ErbB3
ERG
ERK1/2/5
ERRs
ESMO
ESRRA
EST
ETV1
EWSR1
EXP-5
EZH2
Fas
FAIM
FGF-2
FGFR-1
FNDC3B
FOX
FSCN1
FSH
FUS
GAP
GDP
GTP
HAT
HBP
HDAC
HDM
hESC
HIF
HIFU
HIS
HMT
hnRNP
HOXA10
HSP

Digeorge syndrome critical region gene 8
Déhydroépiandrostérone
Dihydrotestostérone

Digoxygénine
3,3'-dihexyloxacarbocyanine iodide
Dickkopf 3 homolog (Xenopus laevis)
Diméthylsulfoxyde

Dithiothréitol

E2F transcription factor 1/ 2/3
Epidermal growth factor
Acide éthylene diamine tétraacétique
Epidermal growth factor receptor
Eukaryotic translation initiation factor 4E
Epitheliatmesenchymal transition
Estrogen receptor alpha
v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 3 (avian)
v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog (avian)
Mitogen-activated protein kinase 3/2/7
ER-related receptors

European society for medical oncology
Estrogen-related receptor alpha
Expressed sequence tags

Ets variant 1

Ewing sarcoma breakpoint region 1
Exportin-5

Enhancer of zeste homolog 2 (Drosophila)
Fas (TNF receptor superfamily, member 6)
Fas apoptotic inhibitory molecule
Fibroblast growth factor 2

Fibroblast growth factor receptor 1
Fibronectin type Il domain containing 3B
Forkhead box

Fascin homolog 1, actin-bundling protein
Follicle stimulating hormone

Fused in sarcoma

GTPases activating proteins

Guanosine diphosphate

Guanosine triphosphate

Histones acétyle transférases
Hyperplasie bénigne prostatique
Histones démetylase

Histones déméthylases

Human embryonic stem cell

Hypoxia inducible factor

High-intensity focused ultrasound
Hybridation in situ

Histone méthyltransferases
Heterogeneous nuale#donucleoprotein
Homeobox A10

Heatshock protein
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HuR
IFN

IGF

IHC

IL-6
JAK?2
KLF4
KLK
KRAS
LBD

LH
LHRH
LNA
MAPK
MET
miARN, miR
miRISC
Mizl
MNAR
MRE
MTSS1
MTF-1
NF-Y
NF-xB
NKX3-1
NTD
OCT4
ORF
P14
P21
P27
P53
P65
PAR-3/6
PAZ

PB
PCA3
PCAF
PCSC
PDCD4
PDGF-D
PFA

Pl

PI3K
P1(3,4,5)P3
PIK3IP1
PKA/C
PNP
PreC
PSA

ELAV (embryonic lethal, abnormal vision, Drosophila)-like 1 (Huant®jen
Interferon

Insulin-like growth factor

Immunohistochimie

Interleukin 6

Janus kinase 2

Kruppel-like factor 4 (gut)
Kallikrein
vKi-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
Ligand binding domain

Luteinizing hormone

Luteinizing hormone-releasing hormone
Locked nucleic acid
Mitogen activated protein kinase

Mesenchymalepithelial transition

MicroARN

MiRNA-induced silencing complex

Protein inhibitor of activated STAT, 2
Modulator of nongenomic actions of the estrogen receptor
MiRNA response element

Metastasis suppressor 1

Metal-regulatory transcription factor 1

Nuclear transcription factor Y

Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1
NK3 homeobox 1

N-terminal domain

POU class 5 homeobox 1

Open Reading Frame

Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A

Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A

Proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 9
Tumor protein p53

v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A (avian)
Rr-3/6 partitioning defective /& homolog (C. elegans)
Piwi/Argonaute/Zwille

Probasin

Prostate cancer antigen 3

p300/CBP-associated factor

Prostate cancer stem cell

Programmed cell death 4

Platelet derived growth factor D

Paraformaldehyde

lodure de propidium

Phosphoinositide 3-kinase

Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 3-phosphatase
Phosphoinositide-3-kinase interacting protein 1

Protéine kinase /€

Purine nucleoside phosphorylase

Prostate epithelial cells

Prostate specific antigen
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PTEN
Puma
R1881
RAN
RAN-GAP
RECK
Rho
RISC
RMN
RMST
RNA
RNase
ROCK1/2
RT-PCRq
Runx?2
SC
sdARE
SHBG
SIARN
SIRT1
SKIP
SKP2

Slp
SMADA4/5
SNAI2
SOD2
SOX2

Sp

Src
SRC-1
SVF
SWAP70
TF
TGFo/B
TIF2
TNF-a
TNFSF10
TNM
TMPRSS?2
TRAIL
TRBP
TRITC
TSS
USP2a
UTR
VEGF
Wnt3a
YATAK
ZBTB4
ZEB1/2

Phosphatase and tensin homolog

BCL2 binding component 3

Méthyltriénolone

RAS-related nuclear protein

RAN-GTPase activating protein
Reversion-inducing-cysteine-rich protein with kazal faoti
Ras homolog family member

RNA induced silencing complex

Résonance magnétique nucléaire
Rhabdomyosarcoma 2 associated transcript
Ribonucleic Acid

Ribonuclease

Rho-associated, coiled-coil containing protein kinése 1

Reverse transcriptierguantitative polymerase chain reaction

Runt-related transcription factor 2
Secretary component

Selective ARE

Sex Hormone Binding Globulin
Petit ARN interférent

Sirtuin 1

SNW domain containing 1

S-phase kinase-associated protein 2, E3 ubiquitin protein ligase

Sx-limited protein

SMAD family member 4

Snail homolog 2 (Drosophila)
Superoxide dismutase 2, mitochondrial
SRY (sex determining region Y)-box 2
Specificity protein

v-src sarcoma (Schmidt-Ruppin A-2) viral oncogene homolog (avian)

Steroid Receptor Coactivator-1
Sérum de veau feetal

SWAP switching B-cell complex 70kDa subunit
Transcription factor

Transforming growth factor alpha/beta

Transcription intermediary factor 2

Tumor necrosis factor

Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10
Tumor node and metastases

TransMembrane Protease Serine 2
Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10
TAR (HIV-1) RNA binding protein 2

Tetramethyl rhodamine iso-thiocyanate

Transcription starits

Ubiquitin specific peptidase 2

Untranslated region

Vascular endothelial growth factor A

Wingless-type MMTV integration site family, member 3A
Yet another tool for analysis of kymographs

Zinc finger and BTB domain containing 4

Zinc finger E-box binding homeoboi21
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|. Les androgenes

Les androgénes sont les hormones sexuelles males qui appartiennent a la famille des
hormones stéroidiennes. Elles sont principalement produites par les testicules et les glandes
surrénales. En début de vie, les androgenes testiculaires induisent les processus de
différenciation qui conduisent au développement du phénotype méale. Durant 1’age adulte, les
androgenes restent essentiels pour le maintien de la fonction reproductrice male, ainsi que
d'un certain nombre de parametres dépendants du genre, tels que la masse musculaire et
osseuse, la croissance des cheveux et le comportement (Mooeach&n1987; Wilson,

1999). lIs jouent un rdle important dans la physiologie normafest pourquoi des
dérégulations dans la production ou I’action des androgénes peuvent affecter différents
organes. Cela se reflete dans des pathologies allatihalé et 1’alopécie masculine, au

syndrome d'insensibilité aux androgenesawstancer de la prostate (McCarthy, 2011).

1. Biosynthésetransport et métabolisme des androgéenes

La synthese biochimiqueed hormones stéroidiennes dérive du cholestérol et seul
guelques tissus peuvent, sous stimulation par des hormones hypophysaires, convertir le
cholestérol en prégnénolone, le premier précurseur de la stéroidogenese (Auchus and Auchus,
2012; Miller, 1998).

La testostérone, androgéne majewzchhomme, est principalement produite (95%)
par le testiculesous le controle de 1’axe hypothalamo-hypophysaire (Denis and Griffiths,

2000) L’hypothalamus sécréte la LHRH qui agit au niveau de 1’hypophyse et induit la
sécrétion de la LH et la FSH. Ces hormones passent dans la circulation générale et ont pour
cible, au niveau testiculaire, les cellules de Leydig pour la LH et les cellules de Sertoli pour la
FSH (Shalev and Leung, 2008k LH va alors induire I’entrée du cholestérol dans la voie de

la stéroidogenese dans les cellules de Leydig, cellules endocrines qui produisent les

androgenes, notamment la testostérone.
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Une petite portion de la testostérone plasmatique (5%) est produite par les glandes
surrénats sous la dépendance de ’ACTH hypophysaire (Denis and Griffiths, 2000). La
glande surrénale produit aussi de I’androsténedione et la déhydroépiandrostérone, qui sont
converties en testostérone dans les tissus périphériques.

Les stéroides synthétisés régulent leur propre production par une boucle de rétrocontréle

négatif sur chacune de ces voies.

La testostérone diffuse alors librement a travers la membrane des cellules de Leydig
jusqu’au sang veineux périphérique, ou sa concentration atteint 3-10 ng/ml.

Dans le plasma, la testostérone circule sous 3 formes : 2% sous forme libre, seule forme
utilisable directement par les tissus, 45-75% sont liés aux protéines de transport des stéroides
sexuels, SHBGt 30 a 55% sous forme liée a 1’albumine (Rosner, 1991). Les protéines de
liaison servent de réserve de stéroides qui, autrement, seraient rapidement métabolisés par le
foie.

La testostérone libre traverse la membrane de cellules cibles et peut agir directement ou
par ’intermédiaire de sa bioconversion en dihydrotestostérone (DHT). La DHT est convertie
a partir de la testostéromar 1’action d’une enzyme, la 3-0x05 a-steroid 4-dehydrogenase,
connue sous le nom dei-réductase. La testostérone et la DHT peuvent lier et activer le
récepteur aux androgenes (AR) dans des conditions physiologiques. Cependant la DHT a une
affinité plus grande pour AR et représente la forme la plus active biologiquement (@tright
al., 1996; Zhouet al, 1995).
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2. Le récepteur aux androgenesAR)

La majeur partie des actions biologiques des androgénes est réalisdecepteur aux
androgers AR. Membre de la superfamille des récepteurs nucléaires, il agit comma facte
de transcription dépendant d’un ligand (Lubahnet al, 1988).

AR est exprimé dans de nombreux tissus (McKeetnal, 2009). Il présente toutefois
un degréd’expression trés variable selon les tissus, et pour un tissu donné selon son stade de
développement et son degré de différenciation cellulaire. AR est fortement exprimé dans les
organes sexuels (prostate, testicules) mais aussi daesiele muscle et le foie et est plus

faiblement exprimé dans les autres tissus androgigsibles, comme 1’0s.

Le géne codant pour AR, d’environ 90 kb, est localisé sur le chromosome X (q12) et
code pour une protéine de 110 kDa fbmbreux variants d’épissage alternatif ont été
identifiés dans des conditions pathologiques incluant le cancer de la prostate et le syndrome
d’insensibilité aux androgénes. Des isoformes d’épissage alternatif de AR ont également été
observées dans des tissus non cancéreux ; cependant leur rbéle dans les processus cellulaires

normaux reste inconnu (Dehm and Tindall, 2011; Haile and Sadar, 2011).

a- Structure et domaines fonctionnels de AR

La protéine AR est constituée de quatre régions fonctionnelles majeifigsire
1) communes a tous les récepteurs nucléaires : un domaine N-Terminal (NTD) peu conservé
entre les récepteurs nucléairesdamaine de liaison a I’ADN (DBD) fortement conserve, un
domaine de liaison au ligand (LBD) en C-Terminal st tourte séquence d’acides aminés
appelée région charniere (Hinge) qui sépare le DBD du LBD (Claestens 2008;
Gelmann, 2002; Heinlein and Chang, 2004).
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' NTD ] DBD E{ingej LBD
537 625 669 919

AF-1 AF-2

Figure 1 : Structure protéique du récepteur aux androgeng

Les quatre régions constituant le récepteur des androgenes sont tépeesda région N-terminale (NTD),
contenant la fonction de transactivation de la transcription AF-1 indépendantartis;lig domaine de liaison a
I’ADN (DBD) et au ligand (LBD) séparés par la région charni¢re (Hinge). Le LBD contient un site d’activation
de la transcription dépendant de la liaison du ligand, AF-2. Figure modifiéérédpdronergaret al (Lonergan

and Tindall, 2011).
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Le domaine N-Terminal (NTD) et support de 1’activité AF-1 (Fonction d’Activation
1) (Figure 1) qui est impliquée dans la transactivation de la transcription, indépendamment du
ligand (Jensteret al, 1995). Le NTD sert de plateforme flexible de recrutement et
d’assemblage de corégulateurs et de protéines de la machinerie transcriptionnelle (@&evan
al., 1999; Heet al, 2002; McEwan and Gustafsson, 1997; Simeetall, 1991). De plus, il
s’agit de la région majeure de phosphorylation de AR, nécessaire pour sa localisation

nucléaire et pour la réalisation de ses activités transcriptionnelles @ahgL999).

Le DBD est formé de deux motifs en doigt de zinc (Schoenmatteas, 1999). Le
premier définit la spécificité de liaison et coordonne les contacts avec des nucléotides
spécifiguesde ’ADN (Hard et al, 1990). Le second fonctionne comme site de liaison
DBD/DBD facilitant I’homodimérisation du récepteur et permettant la stabilisation du
complexe ADN-récepteur (Dahlman-Wrighdt al, 1993; Gewirth and Sigler, 1995;
Schoenmakerst al, 1999).

La région charniére (Hinge) sert de pont entre le DBD et le LBD et donne une flexibilité
a AR.C’est un site important de phosphorylation, acétylation et ubiquitinaticontient une
des parties du signal de localisation nucléaire lighpdndant, pour I’import nucléaire de
AR (Fu et al, 2003; Gioeliet al, 2002; Saporitaet al, 2003; Tanneet al, 2004). De plus,
cette région joue un rdle central dans le contrdle de I’activité de AR, en régulant le potentiel

de transactivation et la mobilité intranucléaire du récepteur (Clinckeatadie 2012).

Le LBD constitue le site de liaison des ligands (la testostérone et la. REIFjructure
du LBD, formée par 11 hélices alpha conservées, forme une poche de liaison au ligand. Sous
liaison des androgéndshélice 12 est repositionnée pour couvrir la poche de liaison, formant
la surface d’activation de la fonctionAF-2, avec laquelle les coactivateurs peuvent interagir
(Heeryet al, 1997; Moras and Gronemeyer, 1998). Cependantrairement a I’AF-2 des
autres récepteurs nucléairBs\F-2 de AR interagit préférentiellement avec un motif du NTD
pour former I’interaction NTD/CTD (van de Wijngaarét al, 2011),favorisant 1’activation de
la transcription de AR apreés liaison du ligand (van Ratead, 2007).

Des signaux de localisation nucléaire existent dans le NTD, le LBD et la région
charniére (Kakuet al, 2008), suggérant que I’import nucléaire de AR est régulé par

I’interaction entre chaque domaine du récepteur. Une protéine du cytosquelette, la Filamine-
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A, interagit avec certains de ces domaines, facilitant la translocation de AR dans le noyau
(Ozanneet al, 2000).

b- Action génomique des androgenega AR

e Mécanisme d’action de AR

En absence de ligand, AR est localisé dans le cytoplasme, stassibciec avec les
protéines chaperon HSP (heat-shock protein), les protéines du cytosquelétbatres
protéines chaperon (Pratt and Toft, 1997; Smith and Toft, 2008). Les HSP maintiennent AR
dans un état inactif mais capable de lier une hormone.

La liaison de la DHT conduit a la libération des protéines chapearinie d’une
phosphorylationet d’un changement de configuration allostérique du récepteur. Cette
modification conformationnelle, notamment dans la poche hydrophobe du LBD, facilite
I’interaction  intramoléculaire NTD/CTD et intermoléculaire, a [I’origine de
I’lhomodimérisation de AR.

Le complexe est ensuite translogué dans le noyau, ou AR se lie & des séquences
spécifiques de’ADN, les éléments de réponse aux androgenes (AREs), situés dans les
régions activatrices et promotrices des genes cibles (Claestsahs2008; Claessenst al,

2001; Mangelsdorét al, 1995).

L’homodimere rassemble des molécules additionnelles dont des cofacteurs de type
coactivateurs (tels que SRC-1 (Bevanal, 1999)et TIF2 (Berrevoetset al, 1998)) ou
coréepresseurs (tels que NCoR et SMRT (Wangl, 2005)), des facteurs de transcription et
I’ARN polymérase II. Ce recrutement a pour consequence, daittiver la transcription des

génes cibles, soited’inhiber Figure 2).
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o 0 '
SHB Gfalbumine
e Testostérone 5]
@ —> @
Soréductase DHT @

Figure 2 : Mode d’action génomique des androgénesa le récepteur aux androgénes.

La testostérone circule dans le sang principalement liée a la $tdB® albumine. La testostérone libre entre
dans la cellule prostatique et est convertie en dihydrotestost&dbiig par I’enzyme 5a-réductase. La DHT se
lie & AR, induit la dissociation de AR et des HSP, la dimérisation et la phospiworyda AR. Le complexe
entre dans le noyau, se lie aux éléments de réponse aux androgénesaARiEZeau du promoteur de génes
cibles de AR.Descoactivateurs ou corépresseurs (non illustrés) se lient aussi a ce complexe D4TlAENt

ou inhibant, respectivement, son interaction avec la machinerie transcriptiobfsdtévation de génes cibles

conduit & des réponses biologiques comme la croissance et la survie des celitégis|pes.
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e Eléments de réponse aux androgenes

Les récepteurs stéroidiens se lient a des séquend@iNgd appelées éléments de
réponse aux hormones. Ces éléments sont des sites hexamériques organisés en répétition
inversées (palindromeskt séparés par 3 nucléotides. Les récepteurs forment des
homodiméres ou chacun des monomeres se fixe sur ursdeid1’ARE.

Pour les récepteurs aux androgénes, aux glucocorticoides, a la progestérone et aux
minéralocorticoidesle site consensus est 5°-TGTTCT-3" (5’-AGAACA NNN TGTTCT-3’)

(Catoet al, 1987; Hamet al, 1988). De telles séquences de liaison ont été décrites dans les
genes androgéno-régulés et sont appelées éléments de réponse aux androgenes classiques
(clARES). La séquence consensus de huit clAREs (Moeétrah, 2008) est décetFigure 3.

Bien que les séquences des éléments de réponse des récepteurs stéroidiens soient
similaires, les récepteurs reconnaissent avec une spécificité différente ces séquences. Pour
chaque type de récepteur, la spécificité de liaison a ’ADN semble étre déterminée par
I’espacement de ces hexameéres, ainsi que la séquence du site a ’intérieur et autour de ces
séquences répétées et enfin, par la difféerenoaetision C-terminale des récepteurs, située a
la fin du DBD (Schoenmakeket al, 1999).

Il existe donc une forte homologie des DBD et une similarité des éléments de réponse
pour ces quatre récepteurs nucléaires. Cependant, AR tient une position spécifigue dans ce
groupe de récepteurs stéroidiens, puisque plusieurs AREs sélectifs ont été identifiés
(selARES).Les selAREs ont d’abord été découverts a proximité du géne de la probasine (PB),
du geneSlp (sex-limited protein) et du gene SC (secretary comppifdter et al, 1991;
Rennieet al, 1993; Verrijdtet al, 1999). La comparaison des séquences des selAREs décrits
dans ces trois géenssmble indiquer qu’ils sont organisés en répétitions directes plutot que
inversées du méme motif 5'-TGTTQT{5’-TGTTCT NNN TGTTCT3’) (Adler et al, 1993;

Kasper et al, 1994; Verrijdt et al, 2000). La séquence consensus de quatre selAREs
(Moehrenet al, 2008) est décritBigure 3.

Les séquences activatrices spécifiques des androgénes contiennent des clAREs et des
selAREs proches (Claessesisal, 2008). Cependantes techniques permettant d’identifier
les sites de liaison des facteurs de transcription sur de larges régions du génome ont montré

que plus de 50% des sites enrichisARR ne contiennent ni’organisation en réepétitions
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directes ni en répétitions inversées des ARE, indiquant une plus grande complexité de la
régulation par AR (Massiet al, 2007).

AREs classiques

e fe. Tl G

- W ® = v o~ ® o
5 3’

| | weblogo batkeley edu

0 TuT Ue TICT

- o ™ - n o ~ @ =]
3!

weblogo berkeleedy

{—————— {———

Figure 3 : Séquences consensus des AREs classiques et sélectifs

Les AREs classiques sont reconnus par d’autres récepteurs nucléaires que AR, alors que les AREs sélectifs sont

spécifiqgues de AR. Figure créé ’aide de WebLogo (http://weblogo.berkeley.edliet a partir des séquences

décrites dans la reviMoehrenet al (Moehrenet al, 2008) .
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e |Interaction avec les cofacteurs et facteurs de transcription

En dehors des composants de la machinerie transcriptionnelle, les protéines
interagissant avec AR sont divisées en deux groupes: les cofacteurs et les facteurs de

transcription spécifiques.

Actuellement, plus de 200 protéines ont été identifiées comme cofacteurs de AR, depuis
la découverte du premier coactivateur SRC-1 (Oetéd, 1995).

Un groupe majeur deorégulateurs de AR est composé d’enzymes modificatrices des
histones. Le rectament par AR d’histones acétyle transférases (HAT), led que p300/CBP
et p160/SRC (Aarnisalet al, 1998; Maet al, 1999), active sa transcription, tandis que le
recrutement d’histones désacétylases (HDAC)ldslque SIRT1 (Fet al, 2006)I’inhibe. Les
HAT et HDAC agissent sur les histones mais peuvent également acétyler ou désacétyler AR,
influencant ses capacités transcriptionnelles, dépendantes du ligagidalE-2003; Mooreet
al., 2012). De plus, ils peuverdcruter d’autres complexes régulateurs de AR (Huang al,
2003). La méthylation des histones peut entrainer soit une activation, soit une répression de
I’activité de AR, selon la position des résidus méthylés et 1’étendue de la méthylation du
résidu (Zhouet al, 2011). Des histas méthyltransférases (HMT), tels que SET9 et des
histones déméthylases (HDM), tels que JMJD2C et LSD1 (Wissetaaln 2007) sont donc
des cofacteurs de AR. SET9, connu pewii activit¢é méthyltransférase d’histones, peut
également méthyler AR (Gaughatal, 2011; Koet al, 2011) facilitant I’interaction entre
les domaines AF-1 et AF-2 de AR.

Bien que moins connuE&ubiquitination joue un rdle important dans 1’action biologique
de AR. Par exemple, les monoubiquitine ligases RNF20 et RNF40 interagissent directement
avec AR et coactiventexpression de génes androgéno-regulés (Jaaskelairetnal, 2012).
Plusieurs polyubiquitine ligases, dont E6-AP, MDM2, PIRH2, SNURF/RNF4 et CHIP, ont
été identifiées comme corépresseurs de AR (Heemers and Tindall, 2007). La
polyubiquitination de AR sert de signal pour la dégradation de la protéine par le protéasome
et ces corégulateurs régulent donc le renouvellement du récepteur.

Les composants du complexe de remodelage de la chromatine permettent également de
réguler I’activité transcriptionnelle de AR. L’activation de génes cibles de AR requiert, par
exemple,I’assemblage des complexes SWI/SNF et la présence des ATPases BRG1 et BRM

pour I’activité de remodelage de la chromatine (Liakal, 2008).
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D’autres classes de corégulateurs de AR incluent des protéines impliquées dans
I’épissage et la dégradation de I’ARN, des composants de la voie de sumoylation, des
protéines chaperon, des régulateurs dueaydlulaire et de I’apoptose, des protéines kinases
et phosphatases, des suppresseurs de tumeurs et des oncogeénes et d’autres protéines

spécifiques (Heemers and Tindall, 2007).

Des études ont mis en évidence la fixation de AR a proximité de sites de liaison pour
des facteurs de transcription, tels que GATA2, OCT1, FOXO1, NABPa et FOXAI,
impliqués dans la régulation dfactivité transcriptionnelle de AR (Jiaet al, 2008; Massiest
al., 2007; Wanget al, 2007; Wanget al, 2009). De nombreux facteurs de transcription, dont
ceux cités ci-dessusnteragissent physiquement avec AR et régulent différemment son
activité. FOXAlse lie aux motifs FOX sur I’ADN, dans des régions de chromatine fortement
compactée et induit le relachement (Cirido al, 2002; Pierrowet al, 1994; Sekiyeet al,
2009; Serandouet al, 2011). Avecson potentiel d’ouverture de la chromatine, il est appelé
facteur « pionniep, et peut ainsi permettre a d’autres facteurs de transcription, dont AR, de
déclencher des programmes transcriptionnels @ab, 2003; Magnanet al, 2011; Zareet
al., 2008; Zhanget al, 2011a).

3. Actions non-génomiques des androgenes

En plusdu mode d’action génomique des stéroides, de nombreuses études suggerent
que les androgénes, comme la progestérone estaszénes, peuvent exercer un effet rapide,
non-génomique (Falkenstein and Wehling, 2000; Regebi, 1998; Wehling, 1997).

L’activité stéroidienne non-génomique active des cascades de transduction du signal,
comme les voies MAPK, PI3K/AKT, PLZPKC/PKA, aboutissant a I’activation de protéines
cytoplasmiques, de canaux ioniques et/ou de facteurs de transcription (Michels and Hoppe,
2008). Ces effets apparaissent dans les secondes ou minutes et sont considérés comme étant
trop rapides pour impliquer des changements dans la transcription ou la synthése protéique
(Fix et al, 2004; Heinlein and Chang, 2002).

La testostérone peut exercer son action en se liant a des protéines, comme par exemple
la SHGB. Le complexe testostérone-SHBG peut se fixer au récepteur membranaire des SHGB
et transmettre un signalia une protéine Gentrainant une activation de 1’adénylate cyclase et

une génération rapide d’AMPc dans les minutes (Rosneret al, 1999b).
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Dans certains cas, I’activation rapide des voies MAPK et PI3K/AKT par les androgenes
requiert la présence de AR peut étre inhibée a I’aide d’antagonistes du récepteur. En effet,

AR activé par I’hormone peut étre recruté au niveau de la membrane plasmique ou il interagit
alors avec la tyrosine kinase cytoplasmique Src pour activer ces deux voies de signalisation
(Castoriaet al, 2004; Chengt al, 2007; Unniet al, 2004).

De plus, les voies PLC PKA et MAPK peuvent étre activées par la testostérone
couplée a la BSAjncapable de diffuser rapidement dans le cytoplasme, ainsi que par
I’activation de protéines G (Bentempt al, 1999; Estradat al, 2003; Rosneet al, 1999a;
Somjenet al, 2004).Ces résultats suggérent la présence d’un récepteur membranaire aux
androgénes couplé aux protéines G. Des sites de liaison putatifs sont décrits pour toutes les
classes majeures de stéroides (Falkensteah, 2000), incluant les androgenes (Heinlein and
Chang, 2002). Ce récepteur membranaire a ét@masidence dans les cellules prostatiques
tumorales induisant une activation rapide de ERK1/2 (Wiad, 2008c)
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ll. Le cancer de la prostate

1. La prostate

a- Anatomie et fonction

La prostate est un organEenviron 3 cm de haut et 2,6m de profondeur, faisant partie
des glandes annexes de 1’appareil génital male. Elle est située dans le pelvis, sous la vessie, et
est traversée par ’urétre prostatique dont elle constitue la paf€iggre 4A). La prostate
englobe le carrefour des voies urinaires et des voies génitales : elle contient les canaux
€jaculateurs (jonction du canal déférent et de I'abouchement de la vésicule séminale) qui vont
se jeter dans I'uretre Figure 4B). L’urétre a deux fonctions : évacuer 1’urine pendant la
miction et transporter le sperme pendant 1’¢jaculation.
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Figure 4 : Anatomie de I’appareil génital méle et de la prostate.

A. Localisation spatiale de la prostatez I’homme au milieu des organes avoisinants. Figure modifiée a partir
decancer.goyNational Cancer Institute).

B. Anatomie de la prostate. La prostate est divisée en 4 zones : le stroma Fordaine antérieur, la zone de
transition, la zone centrale et la zone périphérique. Elle endlblkarrefour de 1'urétre et des canaux

éjaculateurs. Figure modifiée a partirtgebirjournals.org

La fonction principale de la glande prostatique est la sécrétion de substances entrant
dans la composition du liquide séminal, I’un des constituants du sperme, qui permet de nourrir
et de protéger les spermatozoides. Ce liquide séminal est composé de nombreuses enzymes

dont la phosphatase acide (PAP) et I’antigéne spécifique de la prostate (PSA), ce dernier
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participant a la liquéfaction du spermiea prostateest également constituée d’une partie
musculaire, qui aide a expulser le sperme pendgatulation.

Elle est composée d’environ 70% d’¢léments glandulaires et 30% de stroma fibro-
musculaire. Les éléments glandulaires sont fordiésini (cavités épithéliales arrondies
bordées par des cellules sécrétrices) qui débouchent dans de multiples petits canaux et qui
s’ouvrent sur la lumiére de I’'urétre prostatique.

La prostate est divisée en quatre zones (McNeal, 18&f)ré 4B):

o Le stroma fibro-musculaire antérieur, qui contient peu de glandes et est constitué
essentiellement de tissu musculaire lisse et de tissu fibreux dense ;

o La zone centrale traversée par les canaux éjaculateurs ;

o La zone périphérique (la plus large), qui contient environ 75% du tissu glandulaire
prostatique ;

o La zone de transition, qui représente 5% du tissu glandulaire prostatique.

Les androgenes contrdlent la différenciation sexuelle masculine durant I’embryogenese,
la sécrétion du spermdes la puberté et I’homéostasie de la prostate durant la vie adulte
(Heinlein and Chang, 2004; Huggins, 194A)l’état adulte, la taille de la glande prostatique
est maintenue grace a une balance homéostatique entre la prolifération et la mort cellulaire

régulée par les androgénes (Cuehal, 2004).

b- Histologie et cytologie

L’épithélium prostatique, qui assure la fonction sécrétoire, est composé de plusieurs
types cellulaires différenciés dont les cellules basales, les cellules luminales et les cellule
endocrines.

Il est organisé principalement en deux couches cellulaires : la couche basale et la couche
luminale (Longet al, 2005) Figure 5). La couche basale renferme des cellules souches
(Rizzo et al, 2005), ainsi que des cellules intermédiaires prolifératrices. Ces derniéres sont
dans un état intermédiaire entre les cellules non différenciées (cellules souches) et les cellules
différenciées de la couche supérieure. Leur fonction serait de maintenir le stockulis cell
épithéliales de la prostate. La seconde couche est la couche luminale, composée de cellules

sécrétrices difféerenciées et polarisées. Elles expriment AR et peuvent donc répondre
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directement aux androgenes, en stimulant la production et la sécrétion de protéines
prostatiques, telles que le PSA et la PAP, dans la lumiére glandulaire.

Les cellules neuroendocrines, dispessgans toute la glande prostatiquggre 5),
sont insensibles aux androgenes (Abrahamsson, .1I986)r6le exact n’est actuellement pas
complétement compris, mais ces cellules semblent jouer un réle dans la croissance et la

différenciation de la prostate (di Sant'/Agnese, 1998).

Le stroma est essentiellement constitué de cellules musculaires lisses, de fibroblastes et
de myofibroblastes. Il joue un réle déterminant dans la survie des cellules épithéliales, en
produisant de nombreux facteurs de croissance (Wong and Wang, 2000). Certaines de ces
cellules expriment AR et de nombreux facteurs de croissance sont produits sous 1’influence
des androgénes. Ces facteurs agissent de facon paracrine sur les cellules épithéliales
prostatiques (D'Antoniet al, 2009) Figure 5).

Le stroma est séparé du tissu épithélial par la membrane baisglee (5). La matrice
extracellulaire, les facteurs de croissance provenant du stroma ainsi que les androgénes sont

essentiels au bon fonctionnement et a la différenciatidiépi¢hélium prostatique.
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Figure 5 : Organisation et réle des différents types cellulaires prostatiques.

Les cellules stromales sécrétent, en patiiela voie de signalisation androgénique, des facteurs de croissance
qui vont agir de facon paracrirsar les cellules épithéliales afin d’induire leur différenciation. Les cellules
épithéliales différenciées exprimefR et sécretent les enzymes du fluide séminal (PSA, PAP).

D’aprésD’ Antonio et al et Tayloret al (D'Antonio et al, 2009; Tayloret al, 2010).
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c- Pathologies prostatiques

En dehors des malformations, déformations et inflammations, il existe deux pathologies
prostatiques principaled’hyperplasie bénigne prostatique (HBP) et le cancer de la prostate
(CaP).

L’hyperplasie est une prolifération cellulaire prostatique anarchique des différents
constituants (épithélial, musculaire lisse et fibroblastiqU&)st dans la zone de transition et
la zone centrale, qui sont au contdetl’urétre et des canaux €jaculateurs, que se développe
I’HBP. Les signes cliniques sont liésl’augmentation de la taille de la prostate, induisant
I’obstruction des voies urinaires. Cette affection n’est pas d’origine cancéreuse (adénome).

Elle n’augmente pas le risque de cancer de la prostaiés n’empéche pas non plus son
développement.

Le CaP touche majoritairement (dans 95% des cas) les glandes et est donc appelé
adénocarcinomed.a zone périphérique est a 1’origine de la majorité des cancers (70%). Un
moindre pourcentage de cancers se développe dans la zone de transition (10 a 20%) et plus
faiblement dans la zone centrale (Erbersdodied, 2004).

2. Le cancer de la prostate (CaP)

a- Epidémiologie

Le CaP est le second cancer le plus fréquent et la sixieme cause de mortalité par cancer,
chez les hommes dans le monde (GLOBOCAN 2008 v2.0, Cancer Incidence and Mortality
Worldwide: IARC CancerBase No. 10). Prés des trois-quarts des cas de CaP répertoriés
proviennent des pays développés.

Aux Etats-Unis, le CaP représente le cancer le plus fréquent et la seconde cause de
mortalité par cancer, chez les hommes, avec un nombre de morts estimé a 28 170 en 2012
(Figure 6 (Siegelet al, 2012)). Cependant, les taux de mortalité diminuent depuis 1990
(Siegelet al, 2012), reflétant les améliorations dans la détection précoce (Etriahi2008)
et dans I’efficacité des traitements.

Le CaP se situe également au premier rang des cancers en France et estni@ troisie

cause de mortalité par cancer derriere le cancer du poumon et le cancer cologetaiqi®
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de I’incidence et de la mortalité par cancer en France en 2011. Rapport technique. Saint-

Maurice: Institut de veille sanitaire; 2011. 78 p.

Nouveaux cas estimés

homme femme
Prostate 241 740  20% 20% 226870 Sein
Poumens & bronches 116470  14% 14% 1096920 Poumoens & bronches
Colon & rectum 73420 9% 9% 70040 Colon & rectum
Vessie 55600 T% 6% 47130  Corps ntérin
hélanome de la peau 250 3% 5% 43210 Thyroide
Rem & bassinet 402530 3% 4% 32000  Melanome de la peau
Lymphome non Hodgkinen 38 160 4% 4% 31970 Lymphome non Hodglanien
Cavité buccale & pharynx 28540 3% 3% 24520 Rein & bassinet
Leucemie 26830 3% 3% 22280 Owaire
Pancréas 22080 3% 3% 21 830 Pancréas
Tous les sites 848170 100% 100% 790 740 Tous les sites

Cas de mort par cancer estimés

homme femme
Poumons & bronches 870 730 20% 26% 72300  Poumons & bronches
Prostate 28 170 0% 14% 39510  Sein
Colon & rectum 26 470 0% 0% 25220 Colon & rectum
Pancréas 18 830 6% T% 18 540 Pancréas
Foie & Voies biliaires 13 980 3% 6% 15500  Owaire
Leucémie 13 500 4% 4% 10040  Leucémie
(Esophage 12040 4% 3% 8620 Lymphome non Hodgkinien
Vessie 103510 3% 3% 8010  Corps utérnin
Lymphome non Hodglanien 10 320 3% 2% 6370  Foie & Voies biliaires
Eein & bassinet 8 650 3% 2% 5080  Cerveau & systéme nerveux
Tous les sites 301 820 100% 100% 275370 Tous les sites

Figure 6 : Nouveaux cas de cancer et cas de mort par cancer, estimés en fonction du sexe.

Cette figure, modifiée a partir de Siegelal (Siegelet al, 2012), présente les 10 cancers les plus fréquents dans
les nouveaux cas de cancer et les cas de mort par cancer, en foncéza.dLes chiffres correspondent a ceux
estimés er2012 aux Etats-Unis.

La probabilité de développer un cancer de la prostate est de 16,48%, soit un homme sur
6. Cependant, le cancer de la prostate, comme de nombreux cancers, se développe plus
freguemment a un age élevé. La probabilité de développer un cancer de la prostate est de
0,1% avant 39 ans, 2,63% entre 40 et 59 ans, puis passe a 6,84% entre 60 et 69 ans et 12,54%
apres 70 ans (correspondant a 1 homme sur 8) (SKiegkl2012).
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b- Etiologie et origine du CaP

Les mécanismes responsables de I’initiation et de la progression du CaP ne sont pas
entierement connus. Actuellementulsl’age, I’existence d’antécédents familiaux de CaP ou
de cancer du sein, et ’origine ethnique (notamment Afro-américaine et Antillaise) sont
identifiés avec certitude comme étant des facteurs de risques pour le CaP. Da plus, |
participation de genes de susceptibilité, de facteurs environnementaux, dont une alimentation
riche en graisses animales et en viande rougemdéee que 1’inflammation chronique
favoriseraient I’initiation du cancer de la prostate. Bien que des facteurs de risque génétiques
du C& aient été identifiés, aucun d’eux n’est aussi fortement associé a la maladie que ceux

présents dans le cancer du sein ou du c6lon (Eekds 2009).

La néoplasie intra-épithéliale prostatique (PIN) a été reconnue comme une lésion
précurseur du CaP. Il s’agit d’anomalies nucléo-cytoplasmiques présentes sur une seule assise
cellulaire au niveau des glandes et des tubules de la prostate. Le CaP peut avoir comme
origine cellulaire, les cellules basales et les cellules luminklé&pithélium glandulaire ;

I’origine cellulaire ne semble pas affecter la pathologie (Xin, 2012).

Le développementt I’homéostasie de la prostateninsi que I’initiation et la progression
du CaP sont dépendants de la signalisation androgénique. Dans le CaP, le réle des androgénes
et de AR est moins clair, bien que I’activité de AR module I’expression de génes associés a la
régulation du cycle cellulaire, la survie, la croissagtda formation de métastases (Knudsen
et al, 1998; Wang and Tindall, 2011; Waegal, 2007; Wanget al, 2009; Xuet al, 2006)
ou d’oncogénes (par exemple ERG via le gene fusion TMPRSS2/ERG (Tomliet al,
2008)), pouvant contribu@u développement de la tumeur. Bien qu’aujourd’hui, il soit admis
gue les androgenes sont importants dans la croissance de la tumeur (Huggins, 1946; Huggins
and Hodges, 2002), le fait que les androgénes favorisent la carcinogenese prastatigque
est sujet a controverskn effet, I’administration de testostérone chez les hommes n’augmente
pas I’incidence du CaP et il’n a pas de corrélation entre la présence de CaP et le taux
d’androgéne dans le sérum (Isbarnet al, 2009; Morgentaler, 2006). Il semble donc que
I’action des androgénes soit en condition saturante pour la croissance androgéno-dépendante
(Morgentaler and Traish, 2009). Les taux physiologiques des androgenes sont importants pour

la prolifération cellulaire de la prostate normale ou tumoral® om excés d’androgéne seul
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n’entraine pas une prolifération cellulaire incontr6lée. Par contre, la voie de signalisation de
AR semble jouer un rdle important dans I’initiation et la progression du CaP, en particulier

lors d’une activation de la signalisation de AR indépendamment du ligand (qui sera expliquée
plus en détail dans les paragraphes suivants) (Debes and Tindall, 2004; Dehm and Tindall,
2007; Heinlein and Chang, 2004).

c- Dépistage, détection et diagnostic du CaP

Actuellement il n’existe pas de programme de dépistage organisé pour ce cancer, bien
qu’il reste recommandé chez I’homme a partir de 50 ans et jusqu’a 75 ans, si ’espérance de
vie est supérieure a 10 ans. Il est recommandé a partir de 45 ans chez les patients ayant des

risques familiaux ou éthniques de CaP.

Le CaP est le plus souvent détecté par une élevation de la valeur du PSA sérique, une
anomalie de consistance de la prostate identifiée par toucher rectal, ou plus rarement, sur un
examen anatomo-pathologigde tissu prélevé lors du traitement d’une HBP.

Le PSA est le biomarqueur reconnu par la FDA (Food and Drug Administration) et
utilisé dans la détection du CaP. Le seuil critique de PSA sérigue était de 4ng/ml. Cependant,
I’association urologique ameéricaine (AUA) a mis a jour en 2009 les bonnes pratiques
d’utilisation du PSA et ne mentionne plus de valeur seuil de PSA, mais conseille de baser la
décision sur les résultats de PSA et de toucher rectal, ainsi que sur 1’age du patient, I’histoire
familiale, I’ethnicité... (Greeneet al, 2009). La conférence consensus européenne de
I’ESMO (European Society For Medical Oncology) recommande la réalisation de biopsies si
le taux de PSA esta3ng/ml (Horwichet al, 2013).

Le diagnostic positif du cancer de la prostate est établi par ’analyse anatomo-
pathologique des biopsies échoguidées de prostate. Habituellement, au minimum 12 biopsies
répartiessur I’ersemble du volume prostatigue sont réalisées. Des biopsies négatives
n’excluent pas la présence du Cafle patient restera sous surveillance (PSA, biopsies...)

Le diagnosticprécoce du cancer de la prostate a permis d’en diminuer la mortalité
spécifique (Siegelet al, 2012). Cependant, d’un point de vue clinique, les méthodes
courantes de dépistage restent controversées (Andtiale 2009; Schrodeet al, 2009). En
effet, le PSA est spécifique a la prostate mais pas au cancer. Plus le taux de PSA, est éleve

plus le risque de cancer est grand mais I’HBP, le toucher rectal, les biopsies, la prostatite et
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toutes les causes d’irritation prostatique peuvent entrainer une augmentation du PSA. La
valeur prédictive positive dans des études de dépistage (avec une valeur seuil a 3ng/ml) est
d’environ 25%, ce qui signifie que 3 hommes sur 4 avec un test positif seront exposés a des
examens supplémentaires inutiles tels que la biopsie prostatique (Hetwath2013). La
valeur seuil optimale du PSA est donc difficile a définir, d’autant que les patients atteints de
CaP peuvent également avoir des taux de PSA faibles (Thorapahr2004).

Le PSA est un gene cible de AR (Riegnesiral, 1991) et les recherches pour identifier
un nouveau marqueur potentiel du CaP se sont tournées vers I’identification de nouveaux
génes impliqués dans la voie de signalisation de AR. Adfsifres génes cibles de AR, tels
que AMACR ou PCAS, sont utiles dans la détection du CaP (Bradford, 2006). Le
marquage immuno-histochimigue de AMACR dans les biopsies permet de détecter des
lésions cancéreuses de faible ampleur (Carsstedl, 2006). Le dosage urinaire de PCA3
été récemment approuvé par la FDA, comme outil de diagnostic chez les hommes avec un
taux de PSA élevé et un résultat de biopsies négatif (Féedh 2013).

d- Classification et valeur pronostique

Afin de classer et de définir un pronostic du CaP, plusieurs systemes de classification
des tumeurs existent, tenant compte de 1’étendue de la tumeur (Stade TNMJ¢ 1’apparence
histdogique (Score de Gleason) ou d’un ensemble de plusieurs parameétres (Classification
d’Amico).

e Stades TNM

Un systeme de classification identique pour tous les cliniciens et les pathologistes a été
adopté par le comité «American Joint Committee on Cancer » (AJCC) pour définir les CaP en
terme de staddl s’agit du systtme TNM (Tumor, Node, Metastasis). dEcrit 1’extension de
la tumeur primitive (stade T), I’absence ou la présence de métastases aux ganglions
avoisinants (stad®) et 1’absence ou la présence de métastases a distance (stade M). Cette
classification permad’estimer 1’étendue de la tumeur et de prédire 1’évolution de la maladie
(Figure 7). Elle est revue tous les 5 ans (Edge and Compton, 2010).

Il existe une classification clinique (cTNM) et pathologique (pPTNM& cTNM
s’appuie sur les données disponibles (examen clinique, biopsies) avant la réalisation du

traitement. Elle permet’aider au choix du traitement. La classification pTNM tient compte
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des renseignementsupplémentaires apportés par le geste chirurgical et I’examen
histopathologique de la piéce opératoire. La définition du pN implique une exérése appropriée
des ganglions concernés. La classification pM implique un examen histologique des foyers
méastatiques. La classification pathologique est utilisée pi#gider du choix d’un

traitement adjuvant eé-évaluer le pronostic.

Tumeur primaire

X Tumeur primutive non évaluée
T0 Pas de tumeur primaire
T1 Tumeur n1 palpable, ni visible en umagerie

Tla < 5% du tissu réséqué
Tlb > 5% du tissu réséqué
Tle  découverte sur biopsie
en raison de 1’élévation du PSA

T2 Tumeur confinée a I’organe

T2a  unilatérale. la moitié ou moins d’un coté
T2b  unilatérale. plus de la moitié d’un coté
T2¢  bilatérale

T3 Extension extra-prostatique

T3a  extension extra-prostatique
ou invasion microscopique du col de la vessie
T3b  invasion des vésicules séminales

T4 Invasion du rectum, du muscle élévateur
et/ou de la paro1 pelvienne

Ganglions lymphatiques régionaux

NX Ganglions régionaux non testés
NO Pas de ganglions régionaux positifs
NI Meétastases dans les ganglions régionaux

Métastases distantes

MO Pas de métastases distantes

M1 Métastases distantes
Mla Ganglions lymphatiques non régionaux
MIlb Os
Mlec Autres sites avec ou sans maladie des os

Figure 7 : Classification TNM des tumeurs de la prostate.
Classificationselon I’AJCC (American Joint Committee on CanceJapres les derniéres modifications (Edge

and Compton, 2010). Images modifiées a particateer.goNational Cancer Institute).
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e Score de Gleason

Lorsqu’un cancer de la prostate est diagnostiqué, le systéme de gradification le plus
frequemment utilisé est le grade de Gleason. Ce systeme de gradient proposé par Gleason en
1966 (Gleason, 1966) a évolué (Gleason, 1982nt d’étre ré-évalué lors d’une conférence
consensus (Epsteat al, 2005).

Son échelle va de 1 a & fonction de I’architecture de la tumeur (Figure 8). Le grade
1 correspond a un carcinome bien différencié, ou les glandes tumorales different peu des
glandes normales et le grade 5 a un carcinome indifférencié ne présentant plus la

morphologie, ni les fonctions sécrétoires normales.

Figure 8: Gradesde Gleason.
Il existe 5 grades architecturaux allant du grade 1, pour un tissu prostiiguus différencié, au grade 5

correspondant au tissu le moins différencié. Figure medifiéprés Epsteinet al (Epsteinet al, 2005)

Les 5 grades architecturaux de Gleason sont les suivants
o  Grade 1 : Prolifération de glandes simples rondes, régulieres.

o  Grade 2 : Aspect plus infiltrant avec des glandes arrondies, légérement tassées.
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o  Grade 3: Infiltration de glandes tumorales entre les glandes et canaux normaux.
Glandes irréguliéres, plus petites et espacées. Quelques masses cribriformes (percées de
nombreux trous) seulement si elles sont bien définies, ovoides ou rondes et de taille similaire
aux autres glandes.

o  Grade 4 : Perte de glandes individuelles. Glandes petites, moyennes ots grande
(fusionnées). Masses cribriformes et certaines tumeurs ressemblent aux hypernéphromes.

o Grade 5 Aucune différenciation glandulaire. Les cellules s’organisent en nappe,
travée ou cellules isolées. On observe des comédocarcinomes (massif plein ou cribriforme

avec nécrose au centre).

Compte tenu de 1’hétérogénéité fréquente des carcinomes prostatiques, les deux grades
les plus représentés lors de 1’analyse anatomo-pathologique sont ajoutés pour définir le score
de Gleason. Ce score varie donc de 2 dl 0été décidé que lors des biopsies, les grades 1 et
2 devraient étre rarement diagnostiqués, s’ils le sont (Epsteinet al, 2005). On distingue
particulierement 5 groupes de pronostic, du meilleur au plus mawais: de Gleason < 6,
Score de Gleason 3+4 = 7, Score de Gleason 4+3 = 7, Score de Gleason 4+4ore3dd Sc
Gleason 9-10 (Pierorazet al, 2013).

Le systéme de score de Gleason a été classé catégorie 1 des facteurs de proleostic par
college des Pathologistes Américains en 2005 (Srigiiey, 2005).

e C(lassification de D’ Amico

La classification de D’Amico est utilisée, comme facteur pronostic, pour définir le
risque de récidive apres traitement local de tumeurs localisées. Cette classification est définie
en fonction de la valeur du PSA, du stade clinique et du score de Gleason. On distingue trois
niveaux de risque de récidive biochimique, 10 ans apres un traitement local, correspondant a

trois groupes pronostiques

o Faible risque stade clinique < T2a et score de Gleasegné et PSA sérique < 10
ng/ml.

o Risque intermédiaire stade clinique = T2a ou score de Gleason = 7 ou PSA
sérique compris entre 10 et 20 ng/ml.

o Haut risque stade clinique = T2¢ T3a ou score de Gleason > 7 ou PSA sérique
> 20 ng/ml.
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3. Traitements du CaP

Les stratégies thérapeutiques sont définies en fonction des caractéristiques du cancer (le
stade TNM, le score de Gleason et la classification de D’Amico pour les tumeurs localisées)
mais également du taux initial de PSA, du volume de la prostate, des caractéristiques du
patient (Age, comorbidité, existence de troubles mictionnels) et des préférences du patient
dans le cas ou il existe des alternatives thérapeutiques présentant un rapport bénéfice / risque

équivalent.

a- Surveillance active

Le surtraitement est un probléme sérieux chez les patients diagnostiqués avec un cancer
de la prostate, en particulier chez les patients asymptomatiques diagnostiqués par le suivi du
PSA (Horwichet al, 2013). La prostatectomie radicale est associée a des complications,
long terme, des fonctions urinaires et érectiles (Steime¢ckl, 2002). Afin de réduire le
surtraitement, une absence thérapeutique peut étre envisagée pour les hommes ayant une
espérance de vie supérieure ou égale a 10 ans, peu de biopsies positives et un CaP a faible
risque d’évolution d’apres la classification de D’Amico (Horwich et al, 2013). Elle nécessite
toutefois une surveillance étroite durant plusieurs années (toucher rectal, dosages répétés du
PSAet nouvelles biopsies prostatiquesy. frincipe consiste a ne débuter le traitement qu’en

cas de signe d’évolution.

b- Chirurgie

La prostatectomie radicale est le traitement de référemsdudneurs cliniguement
localisées de risque faible ou intérmédiaire, selon la classification de D’Amico. La limite
d’age de 75 ans est habituellement retenue. Le geste chirurgical const en ’exérése de la
prostate, des vésicules séminales et dans certains cas des ganglions lymphatiques.régionaux
L’examen anatomo-pathologique de la piece de prostatectomie radicale permet de confirmer

les caractéristiques du cancerd&apporter des informations essentielles (siége de la tumeur,
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type histologique, score de Gleason, extension de la tumeur, état des limites chirurgicales et
état des ganglions régionaux) pour le pronostic (Setlé, 2004).

c- Radiothérapie

La radiothérapie externe peut également étre utilisée comme premier traitement du CaP
localisé ou localement avancé. Elle est proposée en alternative a la prostatectomie, notamment
chez les patients de plus de 70 ans (Rosenthal and Sandler, 2010). Sa durée moyenne est de 7
a 8 semaines et les séances sont quotidiennes. La curiethérapie, qui consiste en une
implantation de graines radioactives dans la glande prostatique peut aussi étre utilisée pour

traiter un CaP cliniguement localisé (Gomez-Iturriaga Btrel, 2010).

d- Nouvelles thérapeutiques locales

De nouvelles thérapeutiques locales moins invasives ont été utilisées dans le traitement
de ’HBP et sont attractives pour le traitement des CaP, en alternative a la prostatectomie
radicale, la radiothérapie ou la surveillance active (Lindtexd, 2010; Srigleyet al, 2012)

La cryothérapie, la thermothérapie micro-ondes, la thérapie par ultrasons focalisés de haute
intensité (HIFU) et la thérapie photodynamique ont déja été utilisées pour le traitement du

CaP. Lablation par laser interstitiel est actuellement en cours de développement.

e- Hormonothérapie

L’hormonothérapie, qui est une thérapie par privation en androgenes (ADT), est
frequemment utilisée pour traiter les patients avec un CaP localement avancé ou métastatique.
Elle n’est pas utilisée en premiére ligne de traitement des cancers localisés mais peut étre
utilisée avec la radiothérapie pour les cancers localisés a risque intermédiaire ou a haut risque
d’apres la classification de D’ Amico.

Cette approche exploite la nature androgéép@ndante d’un adénocarcinome
prostatique. Historiquement,ADT impliquait la castration physique (orchidectomie) et/ou
I"utilisation d’cestrogénes (Crawford, 2004). Plus récemment, le blocage androgénique se fait
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par une castration chimique, utilisant des agonistes de la LHRH et des anti-androgénes
(Brawer, 2006). Les analogues de la LHRH (Buséréline, Triptoréline, Leuproléine,
Goséréline) sont utilisés en premiere intention. lls agissent en stimulant de fagon continue les
récepteurs de la LHRH, entnant la désensibilisation des récepteurs et donc I’arrét de la

sécrétion de LH et par conséquent des androgenes. Les anti-androgenes non stéroidiens
(Flutamide, Bicalutamide, Nilutamide) agissent en bloguant le récepteur aux androgénes. Les
anti-androgenes stéroidiens (acétate de Cyprotérone) bloquent la sécrétion de LH
hypophysaire ainsi que le récepteur aux androgenes. Les anti-androgetiksnt,

généralement, associés aux analogues de la LHRH.

f- Chimiothérapie

La chimiothérapie était traditionnellement utilisée pour les patients avec un CaP
métastatique résistant a 1’hormonothérapiec (CRPC: Castration Resistant Prostate Cancer)
expligué plus en détail dans les paragraphes suivants. Une vatigthtd chimio-
thérapeutiques ont été employés, incluant ces derniéres années des médicaments tels que
mitoxantrone, etoposide, cistplatinium, vinblastine-est-ramustine, taclitaxel et ddcetax
(Srigleyet al, 2012) En général, peu ou pas d’effets positifs sur la survie ont été obsexuee
docetaxel est la chimiothérapie de premiéere ligne actuellement recommandée.

En cas de reprise évolutive apres docétaxel, de nouveaux traitements sont disponibles.
Ces nouveaux agentiblant I’axe de AR (dont I’inhibiteur de la biosynthese des androgénes
’abiratérone, et 1’anti-androgéne, 1’enzalutamide) ou non (comme le nouveau taxoide (le
carbazitaxel), ’immunothérapie par sipuleucel-T ou I’oligonucléotide anti-sens OGX-011
(custirsen)) augmentent la survie dans des études de phase Ill pour des patients atteints de
CRPC (Mukherjiet al, 2012; Schrijvergt al, 2010; Shiotaet al, 2013).

4. Evolution du CaP

Le CaP évolue inexorablement, bien que sa croissance soit tres lente, vers une forme
plus agressive, métastatique et |étaladfieps moyen pour passer d’une tumeur de 0,5 cm® &
Acnt est d’environ 12 ans) (Adolfssonet al, 1994; Chodak, 1994; Johansson, 1994).
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a- Rechute des cancers localisés

Aprés traitement a visée curative, un suivi clinique (toucher rectal, dans duaas
radiothérapie) et biochimique (dosage du PSA) régulier est effectué (Hatath2013).

Dans les 3 a 6 semaines apres la prostatectomie radicale, le PSA devient indétectable.
Un dosage du PSA, 1 a 3 mois apres la chirurgie est recommandé et doit étrg/mi0,llen
patient est en rémission compléte si le taux de PSA est < 0,1 ng/ml pendant au moins 7 ans.
La rechute biochimique des patients ayant suivi un traitement a intention curative est observée
dans 30 a 40% des cas, dans les dix ans aprés prostatectomie (FreteallaB@05). Elle est
définie a une valeur de PSA > 0,2 ng/ml (Nelson and Lepor, 2003). Une faible augmentation
du niveau de PSA peut étre significative et les patients doivent suivre une radiothérapie des
que la défaillance biochimique est établie (Horweéthal, 2013). Le dilemme est alors de
déterminer sila rechute est locale ou métastatique. Certains facteurs tels qu’un score de
Gleason bas, un temps long avant la rechute biochimique et un temps long de doublement du
PSA sont indicatifél’une rechute locale (Hast al, 2001).

Aprés radiothérapie, la rechute locale est contrélée par biopsie prostatique. Le taux de
PSA (défini a 2 ng/ml) aprésradiation permet de juger de ’efficacité ou de 1’échec du
traitement (Roachet al, 2006). Lorsqu’il y a rechute, d’autres approches peuvent étre
utilisées (cryothérapie, HIFU, thérapie photodynamique, thermothérapie).

La thérapie par privation en androgénes (ADT) peut étre utilisée dans le cas d’une
rechute suivant la prostatectomie radicale ou la radiothérapie, directement ou aprés apparition
des métastases. Il ne semble pas y avoir de bénéfice a la survigiedietemps d’apparition

des métastases soit retardé par un traitement androgénique précocet(@lopR004).

b- Echappement hormonal

La thérapie par privation en androgenes (ADT) est initialement fortement effective
contre le CaP. Cependant, les cancers hormono-dépendants, tels que le CaP et le cancer du
sein peuvent évoluevers I’hormono-résistance (Clarke, 20Q6).’échappement hormonal
correspond a 1’évolution progressive de la maladie malgré le traitement anti-hormonal, celui-
ci ne contrélant plus la croissance tumorale. Le patient développe alors un CaP résistant a la

castration (CRPX invariablement fatal.
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L efficacité clinique de I’ADT dans les CaP avancés dure de quelques semaines a
plusieurs années, avec un temps global médian de 18 a 30 mois (Cremdbrd989; Denis
et al, 1998; Eisenbergeet al, 1998). Bien que I’ADT et les nouvelles thérapeutiques
additionnelles ciblant D’activit¢ de AR, telles que 1’abiratérone ou I’enzalutamide
(MDV3100), prolongent la survie (Mukhenrt al, 2012), les réponses a long terme ou les
guérisons sont extrémement rarBsur controler la réponse a I’ADT, le dosage du PSA
sérique est largement utilisBien qu’il n’ait pas de validité clinique en tant que réponse
prédictive a cette thérapie (Small and Roach, 2002; Sehdh 1997; Viciniet al, 2005).

5. Mécanismes du développement du cancer de la prostate résistant a

la castration

Ces dernieres années, des analgsmétiques et protéiques des tumeurs CRPC, ainsi
que le séquencage de transcrits de AR, ont révélé plusieurs mécanismes expliquant la
survenue de la résistance : soit AR est réactivé pentd®aDil) soit le taux d’androgénes

intratumoral est maintenu a un niveau suffisant pour activerdrire 9).

a- Réactivation de AR

e Augmentation de I’expression de AR / amplification de AR

La grande majorité des patients atteints de CRPC présentent une forte expression de
AR, en ARNm et en protéine (Edwards al, 2003; Fordet al, 2003; Linjaet al, 2001;
Visakorpi et al, 1995). Pour presque 1/3 des CRP@ugmentation d’expression de AR
résulte del’amplification du locus de AR lui-méme. D’autres mécanismes conduisant a la
réactivation de AR sont moins connus mais peuvent inclure une augmentation du taux de
transcription, ou une stabilisation de I’ARNm ou de la protéine. L’activation de AR permet de
contourner I’ADT et d’affaiblir les capacités antagonistes du bicalutamide (Chenet al, 2004;
Hanet al, 2005; Knudsen and Penning, 2010; Stanbraaigi, 2001).
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Hormonothérapie
Agonistes de la LHRH
A Anti-androgénes

Régression de la tumeur

v
/ Coactivateurs \
Corépresseurs
Amplification Mutations Variants Dérégulation Autres voies  Synthese
Surexpression d’épissage  de I'expression de transduction intracrine
des cofacteurs dusignal  d’androgenes

k activant AR j

l

Restauration de ’activité de AR

Développement du CRPC

Figure 9 : Mécanismes moléculaires du développement du cancer de la prostate résistant a laratisn.
L’hormonothérapie entraine une régression de la tumeur. Cependant, le cancer évolue vieaammeésistanta

la castration (CRPCLe développement d’un CRPC est marqué Soit par une augmentatiofesipression de AR,

des mutations ou des variants d’épissages altérant la spécificité ou la nécessité de la liaison du ligand, une
dérégulation de ’expression des cofacteursine activation de AR par d’autres voies de transduction du signal ou
unesynthése intracrine d’androgénes. Figure modifiée a partir de Knudsen and Penning (Knudsen and Penning,
2010)
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e Altérations dans la spécificité de liaison ou I’accrochage du ligand

Bien que la fréquence des mutations de AR dans les tumeurs CRPC soit faible (8-25%),
il est clair que des mutations spécifiques sont sélectionnées par un sous-ensemble de tumeurs
et que ces mutations peuvent entrainer la progression des CRPC.
Plusieurs études ont révélé un nombre d’altérations de AR, qui peuvent soit élargir le spectre
de ligands (qui fonctionnent alors comme agonistes de AR), soit contourner la nécessité de la

liaison du ligand.

Un grand nombre de mutations somatiques de AR, entrainant une activation du
récepteur par un faible taukXandrogénes surrénaux et d’autres hormones stéroidiennes,
incluant la DHEA, la progestéronkes cestrogenes et le cortisol ont été identifiées (Culigt
al., 1993; Tanet al, 1997; Zhaoet al, 2000) D’autres mutations transforment des
antagonistes de AR en agonistes potentiels (Berreebats 1993).

Des mutations dans trois zones du LBD et de la région charniére de AR semblent
entrainer ces différentes propriétés (Greeal, 2012):

o Des mutations dans les codons de la région 701-730 élargissent la spécificité de
ligand aux androgénes surrénaux, aux glucocorticoides et a la progestérone ;

o Des mutations dans les codons de la région 874-910, dans la régi@n AF-
convertissent les antagonistes en agonistes (par exemple T877A) ;

o Des mutations dans le codon 670-678 dans la région charniere et le LBD
entrainent une augmentation de la sensibilité a la DHT.

Plusieurs variantsd’épissage de AR sont également capables de contourner la
dépendance au ligand (Greenal, 2012) Ces variants d’épissage ont en commun une perte
des portions du LBD C-terminal, formant un AR constitutivement actif (Jesistdy 1995).

e Altérations dans le recrutement des cofacteurs

Des mutations @hs d’autres régions que le LBD peuvent aussi altérer le recrutement
des cofacteurs (Brooke and Bevan, 2009). De plus, dérégulation de I’expression de
coactivateurs ou corépresseurs de AR peuvent entrainer une activité aberrantel deéfR. |

observé un gaid’expression de certains coactivateurs ou une dé&st@ression de certains
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corépresseurs dans les CRPC, pouvant alors compenser un environnement pauvre en hormone
(Greenet al, 2012).

e Activation de AR par d’autres voies de transduction du signal

L’activation de plusieurs voies de transduction du signal dans les CRPC augmente
I’activité de AR, directement owia des coactivateurs, dans un environnement ou les taux
d’androgenes sont faibles ou méme absents (G&tegln 2012) Les voies de signalisation de
EGF, IGF, IL-6, Wnt et Stat5a/b, ainsi que certaines kinases comme CDK1, PKA, PI3K/Akt
et les Ras-Raf-MAP kinases activehiictivité de AR en réponse a de faibles taux
d’androgénes. Les voies Ras-Raf-MAPK et PI3kinase/Akt sont également activées dans les
CaP primaires agressifs ou les CRPC. En général, ces voies impliquant des kinases
augmentent ’activitt de AR en phosphorylant ses coactivateurs, suggérant que les
interactions entre voies de signalisation jouent un réle important dans la progression du CaP,

dans un environnement sans androgéene.

b- Métabolisme androgénique

Pluskurs études ont démontré que le taux d’androgénes dans les tumeurs est mairgenu
un taux suffisant pour activer la voie de signalisation de AR. Une hypothése est que les voies
de synthése des stéroides ont une réponse adaptée a I’ADT, facilitant la survie des tumeurs
CRPC dans un environnement faible en androgénes exogénes. Le maintien du taux
d’androgeénes intratumoral peut résulter, soit de la biosynthése intracrine intratumorale
d’hormones stéroidiennes, Soit dela consommation et conversion d’androgénes surrénaux, ou

encore potentiellemedtune nouvelle synthése des stéroides (Get¢ah, 2012).
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Figure 10: Biogenése des miARNSs.

Le gene miR estranscrit dans le noyau en un transcrit primaire appeléigtRN. La structure tige-boucle du
pri-miARN est reconnue et excisée par un complexe nucléaire composé de la RNawzsHH et de son
partenaire DGCRS8, générant ainsi le piidRN (voie canonique). Alternativement, quelques mpi&RNs
constituant de courts introns sont générés directement par épissagm@nlcer prémiARN est exporté dans le
cytoplasme par I’Exportine 5-RanGTP, ou il est reconnu par un complexe composé de la RNage et
TRBP. Dicer clive le pré-miRN de maniére a éliminer la boucle et générer un duplex miARN:mrARM
présence préalable ou tecrutement d’une protéine Ago permet de former le complexe RISC, activé par

I’élimination du brin « passager », le mARN*. Le complexe miRISC formé va ensuite fixer sur ’ARNm

cible et réguler I’expression protéique. Modifiée d’aprés Kim et al (Kim et al, 2009)
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[1l. Les microARNS

Les microARNs (miARNSs) sont des petits ARNs non codaeiviron 22 nucléotides
qui apportent un niveau supplémentairerégulation de I’expression génique, en régulant
négativemat 1’expression de géenes cibles de facon post-transcriptionnelle. lls se fixent au
niveau de I88’UTR des ARNm et induisent principalement ulé@radation de I’ARNm ou
une inhibition de la traduction.

1. Biogenése des miARNs

Les étapes de la biogenese des miARNS, présentées dagsréa 10, sont décrites en
détail dans les paragraphes suivants.

a- Organisation génomique - Génes miR

Dans le génome humain, les miARNs sont répartis dans tous les chromoaomes,
I’exception du chromosome Y. Les miARNs peuvent étre intergéniques (situés entre deux
geénes), introniques ou exoniques (respectivement, dans I’intron ou I’exon d’un géne hoéte)
(Figure 11) (Kim et al, 2009; Rodrigueet al, 2004; Sainket al, 2008).

Un miARN peut étre le produit de la transcription d’un géne miR possédant sa propre
unité de transcription (miARNs intergéniques, exoniques et certains introniques) ou étre le
produit d’épissage d’un géne hoéte (codant ou non) pour les miARNSs introniques. Un cas
particulier de miARN intronique est le mirtroRigure 11), pour lequel la séquence entiére de
I’intron d’un géne codant pour une protéine correspond a la séquence exacte du pré-miARN
(Ruby et al, 2007). Quelques variants des mirtrons ont été identifiés avec des extensions de
séquence au niveau d’une des deux terminaisons (mirtrons a queue 5’ ou queue 3’; Figure 11
(Babiarzet al, 2008)).Les miARNS résultant de 1’épissage partagent le méme promoteur que
leur géne hote et ont souvent le méme profil d’expression (Baskerville and Bartel, 2005).

Les miARNSs sont organisés soit en unités indépendantes, soit en clusters. Lorsque les
clusters de miARNs sont sous le controle d’un méme promoteur, ils sont appelés miARNs

polycistroniques.

49



INTRODUCTION

K Intergénique \ Intronique \

¥ ,gz‘

pron

N

Cluster de miARNs

\ / Cluster de miARNs
4 )

Exonique \}L\
gg Mirtron

‘ Kﬁmon queue 5’ Mirtron queue)

Figure 11: Organisation génomique des miARNSs.

Les miARNSs sont intergéniques, introniques ou exoniques. Les miARNspsmduits par les génes miR, qui
possedent leur propre promoteur, ou par épissage du géne hétatlisdépendants ou organisés en clusters.
Un cas particulier de miARN intronique est le mirtr@oyr lequel la séquence entiére de ’intron d’un géne
codant pour une protéine correspond a la séquence exacte du pré-nkilgRié nodifiée d’apres Ul Hussain

(Ul Hussain, 2012).

b- Transcription des génes miR : les pri-miARNs

La plupart des genes migdnt transcrits par I’ARN polymérase Il (Leeet al, 2004),
produisant des long transcrits primaires appelés pri-miARNSs. La transcription de ces genes
étant réalisée par la méme enzyme en charge de la transcription des genes codant une
protéine, la régulation de ces mécanismes pourrait étre similairet(@gi2004; Leeet al,

2004). La présence de regions promotrices dans les genes miR a étéipraitite par la
recherche des sites de début de transcription (E88e motifs de liaison de facteurs de
transcription (Megrawet al, 2006; Sainiet al, 2007; Zhouet al, 2007). De plus, des
séquences TSS potentielles des miARNs ont été localisées et caractérisées par des analyses
génomiques ou de séquencgage a haut débit (Bhattachetrga2012; Chienet al, 2011,

Marsonet al, 2008; Ozsolalet al, 2008). Les résultats obtenus des expériences sur les TSS

sont disponibles dans la base de données suivatife//mirstart.mbc.nctu.edu.tw/.
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Comme pour les ARN messagers (ARNm), leaqgARNs sont composés d’une coiffe
en 5’ (7-methylguanosine) et’une queue polyA ed’ (Cai et al, 2004; Leeet al, 2004) et
contiennent une ou plusieurs structures typiques, appelées tigesbstigtes’ils sont ou non
polycistroniques. La structuréun pri-miARN est donc forméel’une tige denviron 33
nucléotides, reliéd’un c6té par une boucle et se terminadd 1’autre coté, par des séquences

simple-brin a la base de la tige.

c- Clivage du pri-miARN en pré-miARN

Les transcrits primaires sont clivés dans le noyau par un complexe protéique composeé
de la ribonucléase Drosha, associée a son cofacteur DGCR8 (Geeghr2004).

Le complexe Drosha contiedtautres facteurs tels que EWSR1, FUS, de nombreuses
ribonucléoprotéines (heterogeneous nuclear ribonucleoproteins (hnRNPs)) et les hélicases
DEAD-box p68(DDX5) et p72 (DDX17). Les rbles de ces composants sont encore mal
connus, mais il a été montré que certaines hnRNPs et DEAD-box (p68/p72) peuvent
augmenter le recrutement I’activit¢é de Drosha (Fukudaet al, 2007; Guil and Caceres,
2007). DGCRS8, qui interagit avé’ ARN double brin, est requis pour permettre la liaison du
complexe DrosaDGCRS8 au pri-miARN, a la jonction entre les séquences simple brin de la
base de la tige et la structure tige-boucle. Une fois le complexe lié au pri-miARN, DGCRS8
spécifie la distance de clivage de Drosha (environ 11 paires de base), a partir de la jonction
séquence simple brin/ tigeucle. L’enzyme Drosha est une ribonucléase de classe 2, qui
contient deux domaines RNase III et un domaine de liaison a ’ARN double brin. Cette
structure permet donc un clivage asyiggtr de ’ARN double brin et la libération d’une
structure tige-boucle plus petite’edviron 60 -70 nucléotides, appelée pré-miARN (Lee
al., 2003). Ce préecurseur contient généralement une extr8miinple brin (Han et al,

2006). Des travaux ont montré que ce clivage serait généralement concomitant a la
transcription (Morlandet al, 2008).

Pour les miARNsSntroniques, une autre voie de biogenése du pré-miARN existe, la
voie mirtron, coupléeau mécanisme d’épissage du géne hote (Rubegt al, 2007). Apres
I’épissage, les introns sont libérés et peuvent former une structure tige-boucle de pré-miARN.
Dans ce cas, les mécanismes de maturation du mirtron passent outre le clivage par Drosha.
Les extrémité 5° et 3° du pré-miARN correspondent aux sitd&pissage donneur et

accepteur, respectivement. Cetteievanirtron, d’abord décrite chez les invertébréd.
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melanogasteet C. elegangOkamuraet al, 2007; Rubyet al, 2007), a ensuite été mise en
évidence chez les mammiferes (par exemple pour miR-877 et miR-1224) (Beretzikigv
2007).

d- Export du pré-miARN vers le cytoplasme

L’export nucléaire des prétARNs dépend principalement d’un récepteur appelé
Exportine-5 (Exp-5) (Luncet al, 2004; Yiet al, 2005). Ce récepteur, découvert en 2002,
appartient a la famille des karyophérines béta. Comme tous les autres récepteurs de cette
famille, il se fixe directement et spécifiquement a la protéine RAN-GTP dans le noyau et se
lie alors aux nucléoporines, pour permettre le transfert du pré-miARN du noyau au
cytoplasme (Brownawell and Macara, 2002). Exp-5 interagit spécifiquement avec des ARNs
de plus de 14 paires de base qui contiennent une extr&npitétubérante (Gwizdeket al,
2003),d’ou sa spécificité de liaison aux pré-miARNs (Zeng and Cullen, 2004). Une fois que
le complexe pré-miARN/Exp-5/RAN-GTP est assemblé et lié aux nucléoporines, il passe a
travers les pores nucléairesehzyme RAN-GAP, localisée du coté cytoplasmique des pores,
active alord’hydrolyse du RAN-GTP en RANGDP (Kehlenbachet al, 1999), conduisant a

la libération du pré-miARN dans le cytoplasme.

e- Formation du miARN mature

Précédemment décrite dans la biogenése des ARN interférents (SIARNS) (Behstein
al., 2001), Dicer est impliquée dans le clivage final des pré-miARNs en miARNs de 18 a 25
nucléotides (Leet al, 2002).C’est une ribonucléase de typedbmposée de deux domaines
RNase, un domaine de liaison a I’ARN double brin, une signature PAZ
(Piwi/Argonaute/Zwille) et un domaine hélicase. Le domaine PAZ permet a Dicer de
reconnaitre I’extrémité 3’ du pré-miARN (Maet al, 2004; Songet al, 2003) et le domaine de
liaison a I’ARN double brin permet la reconnaissance de la tige (Zhaegal, 2002; Zhanget
al., 2004). Le domaine PAZ est séparé des deux domaines RNAse&emitirch 22
nucléotides, permettant a Dicer de couper la boucle et de former un duplex. Ce clivage génére

une autre extrémit&’ simple brin.
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Durant cette étape de maturation, deux autres protéines, TRBP et Argonaute 2 (Ago2),
sont impliquées, avec Dicerans la formation d’un complexe de chargement RISC
(Chendrimadaet al, 2005; Gregornet al, 2005; Maniataki and Mourelatos, 2005). La plupart
des études réaliséas vitro ont révélé que 1’association de cestrois seules protéines (Dicer,
TRBP et Ago2) forme un complexe équistochiométrique capable de cliver le pré-miARN et
de sélectionner un des deux brins du duplex pour former le miRISC.

Le duplexd’ARN obtenu apres maturation contient deux extrémi&simple brin
résultant de 1’action de Drosha et Dicer. Dans certains cas, les deux brins du duplex peuvent
s’accumuler dans la cellule (Mourelatoset al, 2002), chaque brin agissant comme brin
mature pour guider les miRISCs vers les ARNm cibles (Okaetuag 2008). Néanmoins, la
plupart du temps, seulement un des deux brins est sélectionné, le brin mature qui correspond
généralement au miARN présent sur le brin 5° du pré-miARN (Khvorovaet al, 2003;
Schwarzet al, 2003). Ce brin possede une extrémitéoins stable thermodynamiquement,
c'est-a-dire avec une énergie de liaison du duplex plus faible sur 4 paires de base (Kdtvorova
al., 2003). En effet, cette instabilité thermodynamique facilite la dissociation du duplex par
les hélicases telles que Gemin3 (Mourelabal, 2002) ou RCK/p54 (Chu and Rana, 2006),
ou directement par le domaine hélicase de Dicer (MaeRat, 2008). Historiquement, on
pensait qu'uniquement le brin 5’ était fonctionnel tandis que le brin 3°, brin passager, était
dégradé, comme pour les siARNs (Leuschateal, 2006; Rancet al, 2005). Cependant, des
études ont maintenant montré que certains précurseurs forment des miARNs matures a partir
des dewdbrins, de fonctionnalité équivalente, méme si le brin 3’ est présent en plus faible

quantité (Okamurat al, 2008).

f- Formation du complexe miRISC

Apres dissociation des deux brins, le complexe RISC permet le chargement du miARN
mature dans le miRISC. Parmi les trois protéines qui prennent place dans ce complexe (Dicer,
TRBP et Ago), seul le composé Ago est requit pour 1’activité RISC. Les protéines Argonautes
sont composées de deux régions principales : une contenant le domaine PAZ en N-terminal,
I’autre contenant le domaine Mid et PIWI (Yuan et al, 2005). Bien que les fonctions de ces
domaines sent encore maldéfinies, il semble qu’ils jouent un rdle important dans le
phénomeéne d’interférence. En effet, le domaine PAZ, similaire a celui de Dicer, saulie

duplexd’ARN contenant deux nucléotides non pairés en 3’ et reconnait alorsdxtrémité 3’
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des miARNs matures (Lingat al, 2004; Maet al, 2004; Songet al, 2003). Le domaine
Mid reconnait lextrémité 5° phosphate des miARNs matures et aussi la coiffe m7G des
ARNmM (Bolandet al, 2010; Djuranovicet al, 2010). Enfin, le domaine PIWI contient une
structure tertiaire spécifigue de la famille des RNases pelimettant 1’activité
endonucléasique du RISC.

Le complexe miRISC est guidé par le miARN sur la 3’UTR d’ARNm cibles, conduisant

aune diminution du taux de protéines cibles.

2. Nomenclature

Les miARNSs ont été identifiés soit par des études de clonage et séquencage, soit par des
approches informatiques utilisant des programmes de prédiction basés sur la conservation des
MIARNS entre les différentes espéces et sur la détection de structures typiques, eraépingle
cheveux, des précurseurs des miARNs. Tous les miARNs sont répertoriés dans une base de
données appelée miRBase (http://microrna.sanger.ac.uk/ (Griffiths-8oraés 2008). La
version 19 de miRBasenfse a jour en Aolt 2012) répertorie actuellement 25 141 miARNs

matures dans 193 espéces, doi®2chez I’Homme.

La nomenclature des miARNS est |la suivante :

o  Les miARNs matures sont notés miR-X, X correspondant a une valeur numérique

attribuée généralement par ordre de mise en évidence.

o  Un code a 3 lettres est ajouté comme préfixe pour préciser 1’organisme dont ils
sont originaires. La premiere lettre correspond au genre de I’organisme et les deux autres a
I’espéce.

Par exemple, hsa pour Homo sapiens ou mmu pour Mus musculus.

o  Quand la séquence des miARNs matures differe de quelques bases, une lettre est
ajoutée comme suffixe. Les miARNs appartiennent alors a la méme fdmilpartic 5’ du
mMiARN est généralement identique entre les membres de la méme famille.
Par exemple : La famille des miR-181 : miR-181a, miR-181b et miR-181c:
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- miR-181a :5’-aacauucacgcugucgguggu-3’
- miR-181b :5’-aacauucaugcugucgguggu-3’

- miR-181c: 5’-aacauucac_cugucgguggu-3’

o  Quand les deux brins du pré-miARN donnent naissance a des miARNs matures,
une indication est donnée pour spécifier quel bras de la structure en épingle a cheveux du pré-
MiR génerd’un ou I’autre des deux miARNSs.

Plusieurs nomenclatures peuvent étre utilisées :

- miR-X et miR-X*: miR-X* étant le miARN le moins abondant des deux dans la cellule.

- miR-X-5p et miR-X-3p: 5p et 3p correspondant aux brins contenant les extrémite 3’

de la structure en épingle a cheveux du pré-miARN. Cette homenclature est actuellement la
nouvelle nomenclature utilisée par miRBase.

- miR-X-s (bras5’) et miR-X-as (bras 3'). -s et -as correspondant respectivement a sens et

anti-sens.

o Enfin, un mIARN mature peut résulter de la transcription et la maturation de
transcrits de loci génomiques différents. Un suffixe numérique est alors ajouté auxenoms d
des miARNSs.

Par exemple : miR-181a-1 et miR-181a-2 (le gerie-181a-1étant sur le chromosome 1 et

miR-181a-2sur le chromosome 9).

Néanmoins, certains miARNs tels que hsa-let-7cedtlin-4, ne suivent pas cette

nomenclature et conservent leur nom historiqgue donné lors de leur découverte.
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3. Mécanisme d’action et fonction des miARNS

a- Reconnaissance de la cible

e Liaison miARN — ARNm

Les miARNs se lient par complémentarité¢ de séquences, sur un élément de
reconnaissance du miARN (MRE), siti# I’ARNm cible.

L’appariement des nucléotides 2-7 (séquenceedpde I’extrémité 5° du miARN est
crucial pour la spécificité de sélection de la cildffég@re 12). Ce concept a d’abord été
introduit par des prédictions informatiques, indiquant que la région seed a le plus grand
nombre de sites cibles conservés par rapport a la séquence entiere du miARNe{Ladyvis
2003) Peu de temps apres, des études a large échelle ont montré qu’une dérégulation de
I’expression de miARNS entrainait une dérégulatiale I’expression de génes enrichis en
séquence complémentaire de la région seed (Baek 2008; Limet al, 2005; Selbaclet
al., 2008) D’autres découvertes biochimiques et structurales ont permis de mieux comprendre
la liaison mMIARN-ARNmM au niveau de la région seed. Dans le complexe RISC, la région seed
contribue de fagon disproportionnée a 1’énergie requise pour la liaison a la cible (Amereset
al., 2007; Haley and Zamore, 2004). De plus, cette région est organisée en conformation
hélicoidale dans la protéine Ago, de facon a ce que les baseb Emsitionnées pour la
liaison a I’ARN cible (Schirle and MacRae, 2012; Waagal, 2008b).

Le nucléotide qui suit immédiatement la séquence complémentaire a la séquence seed
dans le MRE de I’ARNm cible est souvent un A, capable dthybrider avec le premier
nucléotide de beaucoup de mMIARNs qui commencent par un U (Lewal, 2005)
Cependant, la conservation du A en face de la position 1 du miARN est également observée
dans les MRE pour des miARNs qui ne commencent pas par U (kéwais 2005) Figure
12). Il a méme été montré que pour les miARNs ne commencant pas par U, les MRE avec un
A en face de la position 1 du miARN sont plus efficaces que ceux avec un nucléotide
complémentaire en face de ce nucléotide (Bae, 2008; Nielseret al, 2007).

Ces observations suggéerent geséquence seed est importante pour 1’interaction
mMiARN-ARNM cible et que le mésappariement du nucléotide 1 du miARN est toléré et peut

méme étre positif. Il existe donc plusieurs catégoriesitde potenticls MRE sur la 3’UTR
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des ARNmM cibles, selon les conditions exposéémer, 7mer, 7mer-Al, 7mer-m8 et

8mer figure 12). Des analyses quantitatives de données de puces ont permis de comparer les
contributions relatives des différents types de sites de liaison. La hiérarchie d’efficacité du site

est la suivante : 8mer >> 7me18 > 7mer-Al >> 6mer > pas de site (Grimsgtnal, 2007;

Nielsenet al, 2007). Le site 6mer se différencie trés peu du type « pas de site ».

Gier
org|... JUIR NNNNNN . ........ Poly (A) ARNm
NERRR
NNNNNNNNNNNNINNNMNINTNNINNN - 5° miARN
8 .- G543 I 1
Tmer-Al .¢e:?d
ORFl . oo e e e e NNNNNNA. . ....... Poly (A)
111
NNNNNNNNNNNNINNNMNITTIININ - 5°
8 .- 654321
me-;d
Tmer-m8
ORFl .. oo oo e NINNINININIT .. ....... Poly (A)
[T
NNNNNNNNNNNNINNNMNITNINININ - 5°
b .- 654321
.¢e:?d
Smer
ORF|.....coviiiiiiinn.. NNNNNNNA .. ...... Poly (A)
RN
NNNNNNNNNNNNINNNTITNIINN - 5°
3 _' 654321
.w:?d

Figure 12: Différents types de sites cibles (MRE) des miARNs

Le site 6mer correspond a ’appariement des 6 nucléotides formant la séquence seed (du nucléotide 2 au
nucléotide 7 du miARN). Les sitesnér correspondent au site 6mer additionné, soit de la présence d’un A en
face du premier nucléotide du miARN (7me&l), soit de I’appariement du nucléotide 8 (7mer-m8). Le site
8mer correspond au site 6mer additiodada présence d’un A en face du premier nucléotide du miARN, ainsi

que del’appariement du nucléotide 8. Figure modifiée a partir de (Bartel, 2009)

Cependantbeaucoup d’exceptions a cette régle ont été observées expérimentalement.
Un exemple classique est la liaison entre let-deex MRE dans I’ARNm du géne cible lin-

41 Aucun de ces MRE n’a de complémentarité parfaite avec I’extrémité 5° de let-7 et une
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complémentarité substantielle a lidans la région 3° du miARN (Reinhartet al, 2000)
D’autres sites validés expérimentalement n’obéissent pas a la régle de la séquence seed ou

n’ont pas de schéma de complémentarité suffisamment spécifique pour étre généralisé en type

de site défini (Johnsost al, 2005; Lalet al, 2009; Tayet al, 2008). Une recherche de
motifs enrichis dans les sites orphelins a tout de méme identifié une nouvelle classe de MRE,
les sites bombés (bulged sites) (Ghial, 2012). Ces sites ont une complémentarité de
séquence parfaite avec la région seed du miAdIN,qu’un nucléotide du MRE doit étre mis

a I’écart (Figure 13).

Site bombeé

ORF|.......ciiiiiiiiinnn NNN NNNN......... Polv (4) ARNm
NEEER
NNNNNNINNNININNINININITT NN — 5° miARN
876543121
.a"e:?(l

Figure 13: Site cible de miARN bombé.
Le site cible bombé correspond a un site 6®if, qu’un nucléotide de I’ARNm cible doit étre mis a 1’écart.

Les membres d’une famille de miARNS ont la méme séquence seed et par conséquent

les méme cibles potentiels.

e Localisation de I’interaction miARN - ARNm

La plupart des MREdentifiés résident dans la 3’UTR des ARNm cibles. Ce biais de
position peut dépendre du fait que la recherche des MRE ait été réatisée3’UTR, apres
la découverte des premiers genes cibles de miARNs et du fait de la prédiction de sites
silico. Cependant, cette localisation préférentielle peut aussi avoir une base fonctionnelle,
empéchant peut étre que la liaison du miRISC soit déplacée ou génée par la machinerie
traductionnelle (Bartel, 2009). En efféd, partie codante d’un ARNm activement traduit est
couvert de ribosomes.

Plus de 45 000 sites complémentaires a la régiedde miARNs sont particulierement
conserve dans la 3’'UTR d’ARNm cibles, suggérant une fonction régulatrice prédominante
dans cette région (Friedmat al, 2009). Dans certains cas, les miARNs peuvent aussi cibler
la 5’UTR (Lytle et al, 2007) ou la région codante (ORF) (Tetyal, 2008) des ARNm cibles.
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e OQuitils informatiques pour la recherche de cibles de miARNs

Il existe actuellement de nombreuses ressources informatiques permettant de rechercher les
ARNmMm cibles des miARNs (Vlachos and Hatzigeorgiou, 2013). Ces ressources sont divisées
en deux catégories, les algorithmes de prédiction des ARNm cibles et les bases de données de

cibles de miARNSs validées expérimentalement. Elles sont présé&igéee 14.

/ Prédiction de cibles de miARNs \

Nom Site mternet

TargetScan http://www targetscan.org

DIANA-microT-CDS http:/fwww . nuerorna. gr/microT-CDS

microRNA org http://microma.org

miRDB http://www.mrdb.org

RNA22 http://em jefferson.edu/ma22v] 0-homo_sapiens
TargetMiner http:/fwww .isical. ac.in/~biomnfo_miu/targetminer20.htm

\ PicTar http://www _pictar mde-berlin de

/ Bases de données de cibles de miARNs validées expérimentalement\

Nom Site internet

DIANA-Tarbase http:/www.microma.gr/tarbase

miRTarBase http:/www mirtarbase meb nefu edu tw
\ miRecords http://www mirecords biolead.org )

Figure 14 : Outils informatiques pour la recherche de cibles de miARNSs.
Les outils sont séparés en deux catégories, les outils de prédiction deleiniéSRNs et les bases de données

de cibles de miARNSs validées expérimentalement.

Les algorithmes de prédiction prennent en compte la complémentarité de la région seed,
qui est considérée comme trés importante, mais également la conservation des MRE, la
localisation de I’interaction miARN-ARNM, la stabilité de la liaison et I’accés aux MRE
(Alexiou et al, 2009). Ces méthodes sont efficaces pour identifier les genes cibles potentiels

des miARNSs et sélectionner des candidats prometteurs pour des expériences de validation
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biologique. Cependant, la sensibilité et la spécificithit d’environ 60% et 30%,
respectivement (Vlachos and Hatzigeorgiou, 2013). Les 3 algorithmes les plus utilisés sont
TargetScan, DIANA-microT-CDS et microRNA.org. Actuellement, le meilleur pari pour
identifier de nouveaux genes cibles de miARNSs est I'utilisation combinée d’algorithmes de
prédiction et de techniques expérimentales a haut débit, comme par exemple, les puces
pangénomiquesu le séquengage d’ARN (RNAseq).

En ce qui concerne les bases de données de cibles validées expérimentalement, les
données ont été récoltées a tpad’études transcriptomiques ou protéomiques, apres
dérégulation de I’expression du miARN, et a partir d’études if vitro) basées sur I’interaction
mMIARN-3"UTR.

b- Régulation de I’expression des genes cibles par les miARNs

Le mécanisme de régulation des genes cibles par les miARNS pas encore
pleinement identifié (Chekulaeva and Filipowicz, 2009; Faleiaal, 2010a; Fabiaret al,
2010b).

Des constatations préliminaires sur les mécanismes de répression par les miARNs
viennent des études sur lin-4, qui démontrent qué fi#prime la traduction de I’ARNm lin-
14 avec peu ou pas d’effet sur son abondance (Olsen and Ambros, 1999). Cette étude suggere
alors que les miARNs répriment la traduction de leurs génes cibles, sans influencer les taux
d’ARNm. Par ailleurs, de nombreuses études suggerent que les miARNs peuvent inhiber la
traduction durant I’initiation (Mathonnetet al, 2007; Pillai et al, 2005; Thermann and
Hentze, 2007; Wangt al, 2006) ou aprés 1’étape d’initiation (Maroneyet al, 2006; Petersen
et al, 2006) Figure 15). Lors del’initiation de la traduction, les miARNs peuvent interagir
avec la fonction ou le recrutement du facteur d’initiation elF4E, a la coiffe ’5sde I’ARNm, ou
empécher la liaison entre les sous-unités 60S et 40S des ribosomes (Chendtimigda
2007) inhibant ainsi la traduction de ’ARNm ciblé. Si I’initiation de la traduction se passe
correctement, les miARNs peuvent dégrader la protéine naissante (Netttahtt2006) ou
dissocier prématurément les ribosomes (Petexsah 2006).

Cependantdes études transcriptomiques ont montré que 1’abondance des ARNm cibles
peut étre inversement corrélée avec le niveau de miARNs (Letwag, 2003; Limet al,

2005). Plusieurs études ont ensuite indiqué que la dégradation des ARNm est un composant
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important de la répression par les miARN& déadénylation de ’ARNm (Behm-Ansmant
et al, 2006; Eulalioet al, 2009; Rehwinkekt al, 2005; Wuet al, 2006) Figure 15). Ces
études, basées sur le role de miARNSs individuels sur ceA®Nsn cibles, n’ont pas évalué

les effets globaux des miARNSs sur la répression de la traduction des ARNm et leur stabilité.

Inhibition de 'initiation de la traduection

e Vi ‘*{ \

CeiED XL ope |—  —mr(aasasam

Inhibition aprés 'initiation de la traduction

rf" N
\:\ \". \

./\._ dahid |_—"  _mr(AAAAAA)n

Déadénylation et dégradation de I"ARNmM

/’_\ | __——  _mma

Figure 15: Mécanismes de régulation de’éxpression des génes cibles par les miARNSs.

Les miARNSs peuvent réprimer ’expression de leurs genes cibles par des mécanismes post-transcriptionnels.
Parmi les mécanismes identifiés, les miARNs peuvent agir au niveau de I’initiation de la traduction ou lors des
étapes suivantesn agissant sur le facteur d’initiation de la traduction eIF4E, sur les ribosomes ou en dégradant

la protéine naissante. Les miARNs peuvent également induire la dégradation de ’ARNm par déadénylation.

Figure modifiée a partir de Filipowie al et Ul Hussain (Filipowiczt al, 2008; Ul Hussain, 2012).
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L’étude de la contribution relative de la répression de la traduction et de la dégradation
de ’ARNm suggere que la majorité de la répression est due a une dégradation de I’ARNm,
bien qu’une petite partie des cibles soient réprimées au niveau traductionnel uniquement
(Baek et al, 2008; Selbachet al, 2008). Dautres études ont apporté des preuves
mécanistiques sur la répression par les miARNs. Par exemple, 1’analyse du profil des
polysomespour rechercher les effets du miARN sur 1’occupation et la densité de ribosomes
sur les ARNm cibles, a révélé que la dégradation des ARNm représente environ 75% de la
diminution de I’expression protéique (Hendricksonet al, 2009). Des études plus récentes,
utilisant le profil des ribosomes pour évaluer I’efficacité traductionnelle, ont démontré
qu’environ 84% de la réduction de la production de protéines est attribuable a la dégradation
de ’ARNm (Guoet al, 2010).

Bien que ces études indiquent que la dégradation de I’ARNm apporte une contribution
majeure a la fonction de répression des miARNs, elles n’ont pas clairement définit le
déclenchement initial de la répression. Une dégradatianléndle I’ ARNm entrainerait, sans
aucun doute, la répression traductionnelle mais il se peut également que la répression de la
traduction précéde ce phénomeéne (Bazetral, 2012). Bazziniet al ont montré que pari
les ARNm cibles de miR30, certains ont uniquement leur traduction réprimée, d’autres sont
purement dégradés et les derniers ont une traduction répsimiéie, d’une dégradation de
I’ARNm.

Le fait que la réduction du taux de protéine dépende puredeehinhibition de la

traduction, de la dégradation de ’ARNm ou des deux, reste donc encore a débattre.

Les miARNs ne sont pas seulement connus pour réprimer la traduction. Certains
MIARNs ont été rapportés comme pouvant activer la traduction sous certaines conditions
(Orom et al, 2008; Vasudevaet al, 2007). Par exemple, des miARNs qui réprimaient la
traduction dans les cellules en prolifération, sont capables de 1’activer dans les cellules
quiescentes arrétées en G0/G1 (Vasudetah, 2007). De plus, bien que les mécanismes ne
soient pas encore connus, miR-13a&ive la traduction en se liant a la 5’UTR d’une de ces
cibles,alors qu’il réprime la traduction d’autres cibles dont le MRE est situé dans la 3’UTR
(Joplinget al, 2008).

62



INTRODUCTION

c- Fonction biologique des miARNs

Les miARNS,qui sont fortement conservés durant 1’évolution, ont été montrés comme
étant des régulateurs post-transcriptionnels de beaucoup de processus biologiques
fondamentaux, tels qué&mbryogenése, le métabolisme, la prolifération, le vieillissement, la
mort cellulaireet bien d’autres encore (Huanget al, 2013).

Avec plus de la moitié des ARNm qui sont des cibles conservées des miARNs
(Friedmanet al, 2009) il s’avere difficile de trouver une fonction biologique ou un processus
qui ne soit pas influencé au moins en partie, dans certaines cellules, par les miARNSs.

Les miARNs sont maintenant devenus le centre d’intérét de nombreuses recherches
concernant de nombreuses pathologies, dont les pathologies cancéreuses, comme le montre la
croissance exponentielle des publications dans les 10 derniéres annéese-alar)13)

Toutes ces études montrent que les miARNs peuvent jouer un rble dans de nombreuses
maladies, aussi variées quiarthrite, les troubles neurodégénératifs, les maladies
cardiovasculaires. ..

Le profil d’epxression des miARNS peut alors étre utilisé comme nouveau biomarqueur,
offrant potentiellement des tests plus sensibles et plus spécifiques que ceux actuellement
utilisés pour le diagnostic de cancers (Kim and Reitmair, 2013) ou de certaines maladies,
comme par exemple D’insuffisance cardiaque (Schmitter et al, 2013) ou la maladie
d'Alzheimer (Jiret al, 2013).

4. Régulation de I’expression des microARNs

a- Reégulation au niveau transcriptionnel

L’expression des miARNs a été décrite comme étant spécifique du tissu et du stade
développemental, liéa I’expression des facteurs de transcription (Neilsogt al, 2007,
Obernostereet al, 2006). La plupart des génesR sont transcrits par I’ARN polymérase |l
(Lee et al, 2004) et ce processus est donc régulé par un arsenal de facteurs de transcriptions
(TF), en plus des facteurs généraux de la transcription, présent dans les cellubtsa{Cai
2004; Leeet al, 2004).
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De nombreux éléments régulateurs ont été identifiés en amont des rgéhest
semblent étre essentiels a la régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle des
MIARNSs (Leeet al, 2007). lls sont préférentiellement localisés dans les 1000 bases en amont
de la séquence du pré-miARN et 99% de motifs les plus prédits se trouvent dans les 500
nucléotides en amont du site de début de transcription (TSS)et(lake2007).

Afin de prédire les sites de liaison des TF, de nombreuses données de ChIP-Seq sur c-
Myc, Max, c-Fos, c-Jun, E2F1, STAT1, NF-kappa-B, et presque 60 autres TF dans &7 lignée
cellulaires peuvent étre obtenues a partir de UCSC Genome Browser.

Environ 70 régions promotrices de genes miR, étant régulées par au moins un TF, ont
été identifiées (Wangt al, 2013). Les TF interagissent avec les motifs de cis-régulation
présents en amont du TSS, pour activer ou réprimer I’expression de genes miR. Parmi les
divers TF, on trouve les récepteurs nucléaires, tels que le réceptemstangénes ou AR.

AR est en effet capable d’activer la transcription de genes miR (Fletchet al, 2012) ou de la
réprimer (Suret al, 2013).

Les régulations épigénétiques, telles que la méthylation de I’ADN et les modifications

d’histones, peuvent également réguler I’expression des miARNs au niveau transcriptionnel

(Wanget al, 2013).

b- Régulation au niveau post-transcriptionnel

En plus d’une régulation transcriptionnelle, les étapes impliquées dans la biogenese et la
maturation des miARNs peuvent également étre soumises a régulation.

Drosha et Dicer, les deux enzymes clés de la biogenese des miARNs, nécessitent la
présence d’autres protéines pour réaliser leurs fonctions, dont les partenaires de liaison a
I’ARN double brintels que DGCRS pour Drosha et TRBP pour Dicer. Les taux et I’activité
de ces deux protéines sont sujet8galation, ce qui affecte I’accumulation des miARNSs. Par
exemple, DGCR8 a un effet stabilisant sur Drosha, tandis que Drosha régule DGCR8 en
clivant des structures tigmucles présentes dans I’ARNm de DGCRS, induisant sa
dégradation (Haret al, 2009; Tribouletet al, 2009). De méme, une diminution de TRBP
entraine une déstabilisation de Dicer et un défaut dans le clivage du pri-miARN
(Chendrimadaet al, 2005; Meloet al, 2009). D’autres mécanismes peuvent également

participer a la régulation de I’activité de Dicer et Drosha, comme par exemple une régulation
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de leur expression par les miARNSs, formant une boucle de rétrocontrble négative (Ebrman
al., 2008).

Des études récentes ont identifié une batterie de protéines, comme par exemple p68
p72, p53, SMAD, SNIP1, ARSANF90, NF45..., capables de réguler ces deux étapes de
maturation des miARNs (positivement ou négativement), en interagissant avec Drosha ou
Dicer ou en se liant aux précurseurs des miARNSs (&tral, 2010; Winteret al, 2009). Bien
queces régulateurs s’adressent a des familles particuliéres de miARNS, la plupart affectent la
biogenése d’un large éventail de précurseurs de miARNs, suggérant que leur activité peut
modifier I’expression d’un réseau entier de génes.

Les hélicases p68 et p72, identifiées comme composantes du complexe Drosha, peuvent
stimuler le clivage d’un tiers des pri-miARNs murins (Fukudat al, 2007). Elles interagissent
avec une gamme de protéines, certainement en recrutant des facteurs pour le complexe
Drosha, pour permettre le clivage du milARN. Par exemple, p68 permet 1’interaction de
p53 avec le complexe Drosha, activant le clivage demii®i16-1, -143 et -145 en réponse
aux dommages a I’ADN dans les cellules cancéreuses (Suzukiet al, 2009). p68 peut aussi
interagir avec les SMADs, transducteurs de signalvdeesTGFf et BMP pour la maturation
du pri-miR-21 (Daviset al, 2008).Les récepteurs nucléaires d’hormones peuvent également
agir a ce niveau de régulation comme le récepteur aux cestrogénes o (ERa) qui, sous liaison
aux cestrogenes, interagit avec p68, p72 et Drosha pour réprimer le clivage de quelques pri-

MiARNs (Watanabet al, 2001; Yamagatat al, 2009).
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V. mIARNS et cancer de la prostate

Les miARNSs jouent un role clef dans la régulation de nombreux processus cellulaires,
dont le développement, la prolifération cellulaire, 1’apoptose... et des profils d’expression
aberrants de miARNs ont été identifies dans de nombreux cancers humains, ces dernieres
années.

Volinia et al (Volinia et al, 2006) ont été les premiers a identifier une signature

d’expression des miARNSs dans les tumeurs solides humaines, dont le CaP. De nombreuses

études sur ’expression différentielle des miARNs entre différents échantillons de patients,
différentes lignées cellulairest différents traitements ont ensuite été réalisées. Une grande
avancéesur 1’étude fonctionnelle des miARNS a eu lieu ces derniéres années, permettant de
mieux comprendre leur r6le dans la tumorigenese et la progression du CaP. Cependant, tous
les mécanismes moléculaires mis en jeu sont loin d’avoir été identifiés et des données
contradictoires existent, ce qui suggére que ce sujet de recherche nécessitel’étreore

approfondi.

1. miARNs comme biomarqueurs potentielslu CaP

a- Signature d’expression des miARNs dans le tissu tumoral

¢ MIARNS comme marqueurs potentiels du CaP

Plusieurs études ont essay¢ d’identifier le profil d’expression des miARNs dans le CaP
par rapport au tissu sain ou a de ’'HBP et les résultats obtenus sont répertoriés dans le
Tableau 1 Un miARN dont I’expression est augmentée dans une étude peut se retrouver
sous-exprimé dans une autre (noté en gris dafistéeau 1). Cependant]’expression de
certains miARNSs est identique dans la majorité des études (au minimum 5 études sur les 10)
ils sont notés en bleu dalesTableau 1 Bien qu’aucun consensus ne puisse étre établi, cette
figure fait ressortir une signature moléculaire dans la tumeur composeée de la sossi@xpre
de miR-125b -145, -205, -221 et -22@lont miR-145 sous-exprimé dans 8 études sur 9 et
miR-221 dans 7 études sur 9), ainsi que la surexpressimiRi&5, miR-182 et miR-375.
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Les résultats discordants observés semblent étre la conséquence de la variabilité de
facteurs expérimentaux, a savoir la diversité des techniques employées (hybridation sur puces,
hybridation sur billes, séquencage a haut débit) au cours de ces études et le type
d’échantillons sur lquel porte 1’étude. Les échantillons tumoraux n’appartiennent que
rarement au méme stade de développement du cancer de la prostate et 1’échantillon de
référence est, selon les études, soit du tissu normal de patients sains, soit du tissu normal
avoisinant la tumeursoit de I’HBP. De plus, I'utilisation des ARN totaux contenant les
précurseurs de miARNs dans certaines études peut générer des hybridations croisées avec le

sondes spécifiques des miARNs matures (Gzexl, 2008).

MiARNS surexprimeés MiARNS sous-exprimés
, -71, miR-16-1, -17-5p, -20a, 21, -25, - , -
(Volinia y T y T 5 y '321 - y T 3 '93'11 '951 -
et al 101-1 préc, -106a, -124a-1, -135-2, -146,48 -181b-1, let-7a2 préc, miR-24-1, -29apréc, -128-a preéc.,
2006 -181b-1 préc., -184 préel87, -191, 195, -196-1, -196- -149, -218-2
) 1préc, -197, -198,¢ £-203, -206, -214, -
223
(Porkka -d, -7f-g, miR-16, -19b, -22, -23a, -23b,
et al miR-184, -198, -202, -210, -296, -302c, -32(R45, - b, -27&b, - , tC, -92, -99a, -100 -
200'7‘ 370, -373*%, -491, -498, -503513 103, 125a-b, -141, -143, 145, -148, ) - )
) -199a*, 205, -221, -222,-497
(b-g eti), miR-16, -21, -23h, -26zb, - ' -
;OzgggtS -, 243, 9%, -100, -125 -b, -145, -200ab,
N ) -205, -221, -222
Ambs et , MiR-25, -2621/2, -31, 32, -34b, ¢ , -93, - let-7b, miR-1-2, -7-1/2,344, -126, -128a, -133a
glmzc?os , -106b, 1257 -18la-1/2, 82, -188, -194-1/2, - 1, -145 -205 -206, -218-2, -220,221, -329, -340,
o ) 196a1/2, -200c¢, -370,375, -425, -449 -345, -410, -487, -490, -494, -499, -520h

(Tong et , miR-20a, 25, -122a, -129, -135b, -141, -194, miR-23h, -24, -10Q -125h, -143, 145, -205, -221,
al., 2009) 302 -222
(Schaefer o e a1 ) i ) i
etal, MIR-96. 182, -182* -183, 375 _rr;;zl _2,2231, 1250, -145, -149,-181b, -184,205,
2009)

1R- - - * _ * _ * - - -
(Navonet miR-7, -17* 296 -305 -30a¥, -06, -154% 182, -183, - MiR-1, -10b, -21%-23br -92a1*, -100 -126,

133b, -139-5p, -143*, -144*,145, -145*, -195, -

- - *
al., 2009) 203, -520g, -629*663 1065, 451, 486-5p, 497, -550"

gseicazlyrb ¢, f, miR-15b, -20a,-1, -25, -26b, -30b, -106a, - ?AszZS’k;Zjhfﬁ;_zg’z'??Séj@ﬁ‘ézlf Loz

Soto)  L08b,-126% -148a, -200c, -216}75 e,

(Martens MiR-7, 21, 25, -32, -93, -95, 96, -106b, -130b, -142- mlR*l, 10b*, -34b, 133a; 133b, -143*%.45

“Uzunova 145% 149, -193b, -193b* -204, -205721, -
3p, 148a, -153,182, -182*, -183, -183%, -301b,275 - 4> X

etal, e s 2o 201% 220, -224, -328, -338-3p, -378, -378%,

2012) , 583, P, 663, 4553p, -455-5p, -483-3p, -488p

(Wach e miR-17, -20a, -20b, -21, -93, -101, -106a, -101

(Vo5ei) 141, 482, 200D, -200c, 375 720, -768-3p, -L274b, MiR-136%, -145 214, 221, -222,-3024", 378

1826

Tableau 1: miARNs dérégulés dans le CaP par rapport au tisssain ou a ’'HBP.
Les miARNSs retrouvés dans la majorité des études sont motésu; les miARNs présentant un comportement

différent selon les études sont noiésyris ; préc.: Précurseur
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Ces résultats provenant généralement d’études a haut débit, il est important de les
valider en essai individuel. Des études plus ciblées ont alors identifié des nouveaux miARNs
ou validé ceux obtenus précédemmérigiire 16). On observe cependant un désaccord sur
I’expression de miR-221 et miR-222 qui sont soit surexprimés, soit sous-exprimeés selon les

études.

Tissus tumoraux / tissus sains ou HBP

~

miR-20a miR-375 let-7¢ miR-34c miR-205
miR-22 miR-616 let-7d miR-124 miR-221
miR-25 miR-1 miR-125b  miR-222
miR-30d miR-15a miR-130a  miR-224
miR-96 miR-16-1 miR-132 miR-320
miR-106b miR-23b miR-133a  miR-373
miR-141 miR-26a miR-141 miR-449
miR-182 miR-26b miR-143 miR-520c¢
miR-183 miR-29a miR-145 miR-1256
miR-204 miR-31 miR-152
miR-221 miR-34a miR-187
miR-222 miR-34b miR-203

Figure 16: miARNs dérégulés entre le tissu prostatique tumoral et soit le tissu prostatique norinde
patients atteints de CaP, soit A€ HBP.

Les dérégulations de I’expression des miARNs ont été validées par des tests individuels dans les tissus
prostatiques tumoraux par rapport aux tisstiss ou d’HBP. Les références pour les miARNs sous exprimés
sont les suivanteg(Boll et al, 2013; Bonciet al, 2008; Formosat al, 2013; Fuseet al, 2012; Hagmaret al,
2010; Hsiehet al, 2013; Kohet al, 2011; Kojimaet al, 2012; Liet al, 2012c; Majidet al, 2013; Majidet al,
2010; Mauvridiset al, 2013; Noonaret al, 2009; Ozeret al, 2008; Ramberget al, 2011; Shiet al, 2012;
Szczyrbeet al, 2010; Tonget al, 2009; Viticchieet al, 2011; Yamamurat al, 2012; Yanget al, 2009; Zaman

et al, 2010; Zhuet al, 2013). Les références pour les miARNs surexprimés sontilesntes : (Kobayastet

al., 2012; Liet al, 2012b; Maet al, 2011; Mercatelliet al, 2008; Mihelichet al, 2011; Polisenet al, 2010;
Szczyrbeet al, 2010; Turneet al, 2011; Wacket al, 2012).

La mise en évidence d’une dérégulation d’expression des miARNSs entre les tissus sains
de patients sans tumeur et les tissus sains avoisinants de patients atteéaRs avec ou non
un taux élevé de PSA, a contribui€identification de miARNs pouvant potentiellement étre
impliqués dans la tumorigenése prostatique. Hellwirgkehl (Hellwinkel et al, 2013) ont
identifié sept mMIARNs sous-exprimés dans les tissus sains de patients atteints de CaP (let-7a,
let-7b, miR-16, miR-124a, miR-146a, miR-146b et miR-185). De plus, en comparant
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uniquement les tissus prostatiques sains de patients, atteints ou non d@sagaRn taux

élevé de PSA, seule la diminution kg¢-7a, let-7b, miR-16 et miR-185 reste significative.
L’expression de ces quatre miARNS pourrait alors étre utilisée comme marqueur additionnel

de diagnostic dans les biopsies de patients avec des taux élevés de PSA sérique, permettant

ainsi de réduire le taux de faux négatfg(re 16).

¢ MIARNs comme marqueurs potentiels de la progression du CaP

Pour obtenir uprofil d’expression en miARNs associée a la progression du CaP, des
analyses comparatives enkes tissus prostatiques tumoraux primaires ou secondaii€ak

localisés dansdrgane, localement avancés, métastatiques ou de CRPC ont été réalisées.

o  mMIARNS associés aux caractéristiques de la tumeur

Ambs et al (Ambs et al, 2008) ont été les premiegsrechercher un profimiARN
caractéristique de I’extension extra-prostatique, facteur de mauvais pronostic. lls ont alors
observéun différentiel d’expression des miARNS entre les tumeurs présentant une extension
extra-prostatique (stade pT3) et les tumeurs localisées, daunelgpression déet-7f-2, miR-
30c-1/2 -34¢ -99b, -101-1/2 -186, -195, -196a-1/2 -200a-bet -484 et la sous-expression de
miR-371, -373 -410et 491

D’autres études ont cherché a corréler ’expression de certains miARNs avec des
parametresl’agressivité du CaP. Ainsi]’expression de miR-152 diminue dans les tumeurs
dont le score de Gleason est supérieur a 7 et dont le stade pathologique est avagtcal (Zhu
2013).

Des résultats controversés sniR-221 indiquen soit une augmentation de 1’expression
de ce miIARN (ainsi que deiR-222) (Lin et al, 2011), soit une diminution dans les
échantillons de cancer agressif, selon leur grade de Gleason & @hR010).

En séparant les échantillons tumoraux par microdissection en fonction du grade de
Gleason, Tsuchiyamat al ont rapporté que, pour un méme grade de Gleason (grade 4),
I’expression de miR-31, miR-182 et miR-205 est significativement plus élevé dans les

cancers plus évolués (Tsuchiyagtaal, 2012).
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o MiARNSs associés aux métastases

D’autres études se sont intéressées a 1’expression des mMIARNs dans les CaP
métastatiques régionaux (ganglions lymphatiques) ou distants.

Il a été rapporté une diminution globatle I’expression des miARNs dans les
métastases de ganglions lymphatiques par rapport augo@fiRés dans 1’organe (dont miR-

1, -1333 -133h -143 -143* -145, -145*%, -204, -221 et -222). Ces miARNs étaitent sous-
exprimés dans lesaP par rapport aux tissus sains (Martens-Uzuretval, 2012).

L’expression de miR-205 est également associéel’envahissement des ganglions
lymphatiques puisqu’elle diminue dans les tumeurs primaires de patients avec CaP étendu
aux ganglions lymphatiques par rapport aux CaP sans atteinte régionale des ganglions
(Gandelliniet al, 2009).

Basé sur 1’analyse des profils d’expression de miARNs entre des CaP primaires et des
métastases osseuseBiR-143 et miR-145, qui sont sous-exprimés dans les métastases,
semblent spécifiquement impliqués dans le développement des métastases osseusés (Peng
al., 2011). De plus,’éxpression de ces deux miARNs est négativement corrélée au score de
Gleason.

o miARNSs associés aux CRPC

Les premiéres études cherchant a identifier les miARNs impliqués dans la progression
tumorale prostatique vers une forme résistante a la castration ont été réalisg@parant
le profil en miARNs de lignées cellulaires prostatiques androgéno-dépendantes (AD) et
androgéno-indépendantes (A)vitro, oude xénogreffes de ces mémes ligniéegivo chez
la souris Tableau 2. Les lignées AD expriment AR, PSA et peuvent répondre a une
stimulation androgénique. Les lignées Al sont soit des lignées AD rendues résistantes a une
privation androgénique, soit des lignées qui proviennent de tumeurs avancées ayant perdu
leurs activités phosphatases acides et/ou de DHrBemctase et/ou n’exprimant plus AR et
PSA.

Ma et al, ont confirmé, par une analyse individuelle, les résultats obtenus (présentés
dans le Tableau 2) poumiR-135a miR-222, miR-331, miR-365, miR-455 miR-616 et
mMiR-671, mais pas pour miR-181c et miR-587 (ktaal, 2011).
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mMiARNS surexprimés miARNS sous-exprimés
(Lin et miR-184, -361,4 miR-19b, 29b, 128b, -146a,1-46h -221, -222, -663
al., 2008)
(Shiet miR-16, -21, -30¢ -100, -125b miR-92, 106a
al., 2007)
(Sunet miR-15a, 16, -221, -222 miR-23b, 27h, -203
al., 2009)
Xu etal., let-7a* let-7d*, let-7i, miR-1, -7, -10b, -27a, miR-9*, -15b, 46, -17, -19b, -20a,21, -22, -22*, 28-5p,
2010) , -30a, -30a*, 30c, -30¢-2*, -100, -124, - -29a, 29b, -93, -96, -96*, 1063 -106b, -141, -193a-3p,
125b-2*%, -143, 146k5p, -148b, -183* 199a 195, -200a, -200b -200b*, -200c, -301a, -301b, -3@4-

3p, -199b-3p, 221, -221*, 222, -296-3p, -320a, 331-3p, -362-5p, -375,424, -425, -429, -452, -497, -532
-320b, -320c, -320d, -374b, -423-5p, -486-5r 3p, -532-5p, -589*, -664, -940, -1277, -1975

629, -744, -760, -877, -1259, -1272, -1301

1308, -1323

(Ma et miR-222, -231, -331, -455, -520h542-5p, -569, miR-135a, -181c, -365, -374, -587
al., 2011) -616,-671, -801

Tableau 2: miARNs dérégulés dans les lignées Al par rapport aux lignées AD.
Les miARNS retrouvés dans au moins deux études sontaotdsu; les miARNs présentant un comportement
différent selon les études sont notésgris ;

A partir de ces résultats, S al ont ensuite comparé 1’expression de ces miARNs
dans ds tissus de prostate normale, d’individus atteints de CaP localisés non traités et
d’individus atteints de CRPC (Sunet al, 2012). Dans environ 90% des CRPC métastatiques
étudiés on retrouve une augmentationndR-221/222 et une diminution deniR-23b/-27b
(Sunet al, 2012), la diminution étant confirmée par Ishtegtyal (Ishteiwyet al, 2012)

Deux autres études indépendantes, qui ont analysé I’expression de certains miARNs
entre les CRPC et les CaPayant pas subi de traitement, ont identifié une diminution de
I’expression de let-7¢c, miR-100 et miR-218 (Leite et al, 2011)et de I’expression de miR-
146a(Xu et al, 2012) dans les tumeurs CRPC.

Enfin, les mIARNsmiR-141, miR-148 et miR-32, dont I’expression est augmentée par
les androgénes, sont plus fortement exprimés dans les CRPC que dans les CaP ou dans les
HBP (Jalaveet al, 2012; Walteringet al, 2011).

Une étudein silico, basée sur des données provenant de TRANSFAC et miRBase, a
identifié sept miARNSs raiR-21, -135a, -135b, -144, -155, -448 et -654) potentiellement
responsables du changemenéx@ression de centaines de génes dans les CRPC et donc

susceptibles d’étre impliqués dans la progression vers une forme CRPC (Wahgl, 2008a).

71



INTRODUCTION

b- Valeur pronostique del’expression des mIARNSs dans le CaP

L’expression des miARNs peut également étre utilisée en terme de valeur pronostique
afin de prédire 1’évolution de la maladie. Pour cela, de nombreuses équipes ont analysé
I’expression des miARNs dans la tumeur primaire de patients ayant ou non rechuté aprés
prostatectomie. Bien que les parametres choisis (en particulier ceux concernant la durée avant
la rechute du CaP) soient différents entre les études, plusieurs miARNs ont été identifiés pour
leur valeur pronostique.

Par exemple, une diminutioredpression de miR-135b, miR-194, miR-200a miR-

647, miR-10b, miR-221, miR-145 et une augmentatior’ekpression de miR-519, miR-96
sont associées a la rechute du CaP aprés prostatectomie (Baahn2011; Chenret al,
2010; Fendleet al, 2011; Longet al, 2011; Schaefeet al, 2009; Spahret al, 2010; Tong
et al, 2009).
L’analyse de I’expression de ces différents miARNS sur les tissus prostatiques tumoraux
au moment de la prostatectomigirrait contribuer au choix d’une surveillance plus ou moins
étroite, selon les patients. De plus, le dosage de ces miARNs pour le pronostic pourrait
permettre de sélectionner les patients nécessitant une hormonothérapie précoce apres

prostatectomie.

c- mMiARNS circulants

Etant donné leur stabilité et leur disponibilité dans le sang périphérique, les miARNs
circulants représentent peut-étre la meilleure promesse de biomarqueurs de diagnostic et de
pronostic et peuvent étre aussi utilisés pour suivre la progression tumorale (@oatez
2011; Mitchellet al, 2008). Entre 200 et 500 miARNs ont été détectés par RT-PCRq dans
différents fluides biologiques humains comme le plasma, I’urine ou le lait maternel (Weberet
al., 2010). Le sang périphérique a été principalement utilisé pour analyser les miARNS libres
chez les patients atteints de cancer (Caeted, 2011).

Plusieurs études onjuantifi¢ 1’expression de MIARNS dans le sérum ou le plasma
sanguin de patients sains ou atteints de CaP. Les miARNSs tissulaires dérégulés dins le Ca
ont été souvent choisj®ur 1’analyse de leur expression dans le sérum. Mahet al (Mahn et
al., 2011)ont d’ailleurs remarqué, en analysant 1’expression de cinq MiARNS, que les taux de

MIARNSs tissulaires était corrélé avec les taux de miARNs avant prostatectomie dans le sérum
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et que les miARNs dans le sérum diminuaient apres prostatectomie, indiquant éonc un
libération des miARNSs associée a la tumeur.

Cette méme étude a rapporté que I’expression de miR-26a dans le sérum permet une
discrimination sensible (86%) des patients atteints de CaP par rapport aux patients atteints
d’HBP, mais avec une spécificitt modéréee (56¥pxpression de miR-21 et miR-221
permet également de différencier (88% et 86%, respectivement) les patients atteints de CaP
des patients contrdles (Yaman Agaoetwal, 2011).

La diminution dexpression de mMiR-24 et ’augmentation d’expression de MiR-93,
miR-106a miR-141 et miR-375 sont associées a des facteurs de mauvais pronostic et pour
miR-141 et miR-375a I’apparition de métastases (Braseet al, 2011; Mitchellet al, 2008;
Moltzahnet al, 2011; Yaman Agaoglet al, 2011).L’expression de miR-141 et miR-375
est également fortement associée au phénotype métastatique, dans les microvésicules
circulantes dans le plasma de patients (Brgaai, 2012).

Enfin, la surexpression daiR-21, miR-126, miR-141, miR-151-3p, miR-152, miR-
200c, miR-375 miR-378*, miR-423-3p et la sous-expression daiR-16, miR-205, miR-
409-3p sont observées chez les patients atteints de CRPC (Nguyn2013; Watahikiet
al., 2013; Zhanget al, 2011b).D’aprés Watahiki et al la meilleure combinaison pour
discriminer les CRPC métastatiques des CaP localisés regroupe le dosage du PSA avec
I’expression de miR-141, miR-151-3p etmiR-16, qui permettent d’obtenir une sensibilité et
une spécificité de 96% (Watahii al, 2013)

Ces résultats indiquent que le criblage des miARNs circulants pourrait permettre
I’identification de biomarqueurs du CaP dans le sérum ou le plasma. Il ressort, en particulier,
un consensus sur la surexpression de miR-141 et miR-375 dans les patients atteints de CaP

métastatiques.

2. Ro6le de certains miARNs dans la tumorigenése prostatique et la

progression tumorale

Des études ciblées ont permis de préciser le rble de certains miARNS, dérégulés dans le
CaP, dans le développement et la maintenance du phénotype cancéreux. En particulier,
certains miARNs jouent un role de suppresseur de tumeuroncogéne en affectant ou
promouvant, respectivement, la croissance, la formation de métagtesastamir (Hurset

al., 2009) et la voie de signalisation androgénique.
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a- MIARNS suppresseurs de tumeur dans le CaP

Les miARNs suppresseurs de tumeurs comprennent les miARNs dont la perte est

associée au développement des tumeurs (Tie and Fan, RB&diécanismes d’action de ces

MIARNS sont les mémes que ceux décrits pour les génes suppresseurs de tumeurs, affectant le

controle de la progression du cycle cellulaire, I’invasion tumorale et la formation de

métastases. Plusieurs miARNs suppresseurs de tumeur dans le CaP ont été décrits dans la

littérature et sont présentés dankilgure 17.
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Figure 17 : Fonctions et cibles des miARNs suppresseurs de tumeur dans le cancer de la prostate.

Les miARNs suppresseurs de tumeur les plus étudiés dans le canceprdstdée sont présentés dans cette

figure. Leur roleJa cause de leur dérégulation lorsqu’elle est connue et les génes cibles identifiés sont indiqués

Toutes les références sont données dans les paragraphes suivants.
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e MiR-15a et miR-16

Le clustermiR-15a et miR-16-1 se trouve dans la région chromosomique 13914, qui
présente une délétion frequente dans le CaP, entrahe diminution de 1’expression de ces
MiARNSs (Bonciet al, 2008; Porkkaet al, 2011).

Ce cluster de miARNSs régule plusieurs oncogenes, tels que la protéine anti-apgptotiqu
Bcl-2, la cycline D1 et Wnt3a, qui réguldatsurvie, la prolifération et I’invasion des cellules
prostatiques (Boncet al, 2008). De plus, miR6 régule négativement 1’expression des
kinases cycline-dépendantes CDK-1 et -2, impliguées dans le cycle cellulaire et la
prolifération (Takeshitaet al, 2010). La restauration de 1’expression de miR-15a et miR-16
entraine donain arrét de la croissance, 1’apoptose et une forte régression de la tumeur
prostatiquein vivo (Bonci et al., 2008).

En étudiant les interactions entre les cellules prostatiques cancéreuses et les cellules
stromales, cellules de soutien de la tumeur, il a été rapporté que miR-15a et miR-16 sont
également sous-exprimés dans les fibroblastes aux alentours des tumeurs prostatiques
(Musumeciet al, 2011). Le facteur de croissance des fibroblastes, FGF-2 et son récepteur
FGFR4 sont des cibles de miR-15a et miR-16 et sont donc négativement régulés par ces
MiARNSs. Ces deux molécules sont connues pour jouer des rdles importants dans les cellules
stromales et tumorales en activant la survie, la prolifération et la migration des cellules

cancéreuses (Musumedtial, 2011).

e Famille miR-133

La surexpression deniR-133 (miR-133a et miR-133b) inhibe la prolifération, la
migration et I’invasion cellulaire de deux lignées de CaPAl, en ciblant le récepteur du facteur
de croissance épidermique EGFR (Baal, 2012).

De plus,miR-133a, ainsi que miR-1, deux miARNs sous-exprimés dans le CaP, ciblent
la phosphorylase nucléoside purine (PNP), impliquée dans la prolifération et 1’invasion
cellulaire dans le cancer de la vessie (Kojehal, 2012; Yamasaket al, 2012).

D’un autre c6té, miR-133b sensibilise les cellules a la mort cellulaire induite par dNF-
et aux réponses pro-apoptotiques de TRAIL ou Fas/CD95, en particulier, en ciblant FAIM, un
gene inhibiteur d&€apoptose induite par Fas/CD95 (Patre al, 2012).
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e MiR-143 et miR-145

miR-143 est un MIARN suppresseur de tumeur et joue des rbles importants dans la
carcinogenese de nombreux tissus. Dans le CaP, miR-143 régule la prolifération et la
migration cellulaire et active la réponse du CaP au docetaxel, en ciblant KRAS et par
conséquent la voie de signalisation EGFR/RAS/MAPK €uwal, 2011). De plus, miR-143
cible ERKS5 (Clapeet al, 2009) et des kalikréines KLKs (Whig al, 2012), impliquées dans
la prolifération cellulaire.

miR-143 et miR-145 sont significativement sous-exprimés dans les échantillons
métastatiques de CaP (Peepal, 2011). La réexpression de ces deux miARNs restaure
I’expression de I’E-cadhérine et réprimearsultanément 1’expression de la fibronectine dans
les cellules PC-3, entrainant un phénotype moins invasif (€teadg2011)

miR-145 est sous-exprimé dans les échantillons de carcinomes prostatiques primaires
(Suhet al, 2011; Zamaret al, 2010),etrégule 1’expression du proto-oncogene ERG (Hagt
al., 2013). Une surexpression de miR-145 dans les cellules PC-3 entraine une augmentation
de I’apoptose, en ciblant le gene pro-apoptotique TNFSF10 (Zaetal, 2010),ainsi qu’un
arrét du cycle cellulaire en phase G2/M (Hztral, 2013). FSCN1 et SWAP70, des protéines
de liaison a I’actine, sont également des cibles directes de miR-145 (Chiyoetaaly 2011,
Fuseet al, 2011). Elles jouent un réle critique dans la migration cellulaire (Al-Aletaal,
2011; Stewaret al, 2012) et la répression de SWAP70 par miR-145 entraine une inhibition
significative de la migration et de 1’invasion cellulaire des lignées de CaP (Chiyonsral,
2011).

e Famille miR-200

La transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) désigne la transformation de cellules
épithéliales en cellules mésenchymateuses. Les cellules perdent alors leurs capacités
d’adhésion intercellulaire et deviennent invasives. Cette transition est a la base de la
formation de métastases. Plusieurs répresseurs de la transcription, qui régulent la perte de
marqueurs épithéliaux, sont associés a ces processus, incluant ZEB1 et ZEB2 gilagner
2007; Vandewallest al, 2005). La familleniR-200 régule I’EMT en ciblant ZEB1, ZEB2 et
SNAI2/Slug (Konget al, 2009; Liuet al, 2012b; Slabakovat al, 2011). Slug est un
répresseur direct de la transcription de miR-200 et miR-1. Slug et miR-200/miR-1 forment
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donc une boucle de régulation positive (et al, 2012c). La sous-expression de miR-
200miR-1 conduit a I’amplification de ’EMT dans le CaP (Liuet al, 2012c). De plus, la
réduction de miR-200c entraine la résistance au docetaxel, qui est réaliSEMT (Puhret
al., 2012).

e Famille let-7

La famillelet-7 est composée de suppresseurs de tumeur connus dans plusieurs types de
cancer, incluant le CaP (Ozen al, 2008; Yuet al, 2007). Les cibles de ces miARNs sont
impliquées dans les processus dérégulés au cours de la progression tumorale, tels que la
prolifération et ’EMT (Mani et al, 2008).

Let-7a cible et régule négativement I’expression de E2F2 et de la cycline D2, induisant
I’arrét du cycle cellulaire et ’inhibtion de la prolifération cellulaire in vitro etin vivo(Donget
al., 2010).

L’expression de let-7a, ainsi que de let-7c est diminuée dans le CaP (€zan 2008)
et plus particulierement dans les CRPC, pour let-7c (letitd, 2011). Let-7c cible et régule
négativement I’expression de Lin28, c-Myc et AR (Dangi-Garimellat al, 2009; Leiteet al,
2009; Nadimintyet al, 2012)et peut donc agir comme régulateur clé de ’expression de AR
en ciblant sa transcription (Nadimingt al, 2012).La diminution de I’expression de let-7¢C
active la croissance de cellules de CaP androgéno-sensibles en conditions de privation
d’androgeénes, in vitro (Nadimintyet al, 2012).

¢ mMiR-203 et miR-205

miR-203 est sous-exprimé dans le CaP (Viticckieal, 2011). La surexpression de
miR-203 dans les lignées cellulaires de CaP métastatiques de cerveau (bBld4s)(PC-
3) est suffisante pour inhiber la prolifération, la migration et I’invasion cellulaire et pour
inverser le phénotype de 'EMT (Viticchie et al, 2011). Les genes impliqués dans ces
événemets, tels que RunX2, CKAP2, ZEB2, la survivine et SNAI2, sont des cibles de miR-
203 (Quet al, 2013; Sainiet al, 2011; Viticchieet al, 2011).L’expression de miR-203 et
mMiR-182 est répriméelurant ’EMT et la restauration de 1’expression d’un de ces deux
MIARNS induit des caractéristiques de la transition mésenchymateuse-épithéliale (MET),

processus inverse de ’EMT, probablement en régulant SNAI2.
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miR-205 est également sous-exprimé dans le CaP (Watah#i, 2011), en particulier
via I’hyperméthylation du locus du gengR-205(Hulf et al, 2012). La restauration de son
expression dans les cellules de CaP induit la Miafquée par une surexpression de 1I’E-
cadhérine et une réduction de I’invasion cellulaire. Plusieurs marqueurs des cellules invasives
tels que la N-chimaerine, ErbBB2F1, E2F5 et la protéine kinase Ce (PKCe) sont des cibles
de miR-205 (Gandellinet al, 2009). De plus, il a été rapporté que miR-205 empéche les
cellules de CaR’envahir les espaces interstitiels, en préservant I’intégrité de la membrane
basale (Gandellinet al, 2012) D’un autre c6té, il semblerait que miR-205 ait la capacité
d’induire I’apoptose et I’arrét du cycle cellulaire. En réprimant I’expression de génes anti-
apoptotiqgues Bcl-w et E2F6niR-205 active 1’apoptose des agents chimio-thérapeutiques
dans les cellules de CaP (Bhataegt al, 2010).

Plus récemment, il a été montré que miR-203 et miR-205 se coordonnent, avec miR-
130a, pour réguler I’expression de composants clés des voies de signalisation de MAPK et
AR (Boll et al, 2013). Ces voies de signalisation sont cruciales pour le développement du
CaPprimaire et I’induction des CRPC. La restauration de 1’expression de ces 3 miARNs dans
une lignée de CaP AD, les LNCaP, entraine des effets similaires a ceux de la privation en
androgene et inhibe la prolifération cellulaire en induisant 1’apoptose et ’arrét du cycle

cellulaire (Bollet al, 2013).

e Famille miR-34

L’expression des miR-34a et miR-34c est régulée positivement par p53 (Ro&hkih
2008) et & régulation de I’expression de miR-34a est également dépendante de AR. De plus,
miR-34a cible AR et peut ainstguler 1’expression de génes androgéno-régulés dont le PSA.

La coopération entre miR-34a et miR-34c peut dmer un rdle crucial dans ’apoptose
dépendante de ARja p53 (Rokhlinet al, 2008).

Une expression forcée de miR-3davitro induit I’arrét du cycle cellulaire en G1, la
sénacence et 1’apoptose, en partie en ciblant CDK6 (Lodygiret al, 2008). Plusieurs autres
genes anti-apoptotiques (par exemple HuR, Bcl2 et SIRT1) ont aussi été identifiés comme
cibles directes de miR4a. La répression de I’expression de ces génes par une expression
ectopigue de miR-34a peut atténuer la résistance au paclitaxel, dans les cellules PC-3 (Kojima
et al, 2010).
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miR-34a cible également c-Myc dans les cellules de CaP. La répression de c-kyc alte
I’activité du complexe transcriptionnel c-Myc-sKp2-Miz1, qui réprime RhoA, un régulateur
de la migration et de I’invasion cellulaire (Chanet al, 2010). miR-34a peut donc inhiber
I’invasion des CaP en réprimant RhoA par c-Myc (Yamamatal, 2012).

De plus, miR-34b et miR-34c peuvent également cibler c-Myc (Benessai, 2012)
La surexpression de c-Myc dans les CaP induit une augmentatib®exgeession de la
protéase spécifique de 1’ubiquitine 2a (USP2a) et inactive a son tour p53 et donc I’expression
de plusieurs miARNs, dont miR-34b et miR-34c (Benassial, 2012). En plus de
I’inactivation par p53)’expression de miR-34b, comme celle de miR-34a, peut étre inhibée
par hyperméthylation des CpG dans les CaP (Lodsgat, 2008; Majidet al, 2013).

miR-34b inhibe également la prolifératiotellulaire et ’EMT en ciblant Akt et
réduisant ainsi I’expression de plusieurs marqueurs mésenchymateux tels que la vimentine,
I’E-Cadhérine et Snail (Majidt al, 2013). miR-34c régule négativement E2F3 et Bcl-2 et est

associé a la migration et I’invasion des CaP (Hagmaret al, 2010).

e Autres miARNSs suppresseurs de tumeur

D’autres miARNs fonctionnent comme suppresseurs de tumeur durant la progression du
CaP. L’expression de miR-31 est réduite par hyperméthylation dans sa région promotrice et
régule directement I’expression de AR (Lin et al, 2012).La restauration de I’expression de
miR-31 induit un arrét du cycle cellulaire des CaP par une répression mutuelle de miR-31 et
AR.

MiR-124 est un autre suppresseur de tumeur qui réprime directement 1’expression de
AR et inhibe la croissance cellulaire des CaP €lal, 2012) L’expression de miR-124 est
réduite par méthylation de I’ADN dans les CaP.

MIiR-17-5p réprime D’expression du facteur associ¢ a p300/CBP (PCAF), un
coactivateur de AR, pour moduléadtivité transcriptionnelle de AR et inhiber la croissance
cellulaire dans les cellules CaP en culture (Gengl, 2012).

miR-152 cible et régule négatiwvent 1’expression de TGFa entrainant une diminution

des capacités de migration et d’invasion cellulaire in vitro (Zhuet al, 2013).
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b- OncomiRs dans le CaP

Les oncomiRs correspondent aux mIARNsS qui, quand ils sont constitutivement
surexprimes, initient la formation de cancer ou favorisent son développement (Krutovskikh
and Herceg, 2010). Le contrdle des oncomiRs peut affecter la carcinogenese si les ARNm
ciblés sont codés par des génes suppresseurs de tumeur. De nombreux oncomiRs ont été
rapportés comme étant anormalement exprimés dans de nombreuses tumeurs malignes
(Medinaet al, 2010; Reshmi and Pillai, 2008; Woagal, 2012).

Des miARNs ayant une fonction oncogénique dans le CaP sont présigarésl8.
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Figure 18: Fonctions et cibles des miARNs oncomiRs dans le cancer de la prostate
Les oncomiRs les plus étudiés dans le cancer de la prostate sont présentégielfigsre. Leur role, la cause
de leur dérégulation lorsqu’elle est connue et les génes cibles identifiés sont indiqués. Toutes les références sont

données dans les paragraphes suivants.
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e miR-21

miR-21 est un miARN régulé positivement par les androgeriada fixation de AR
dans la région promotrice de son gene (Rieasl, 2009). miR-21 est impliqué dans la
prolifération cellulairein vitro, active la croissance tumorale du daRvivo et est impliqué
dans la résistance a la castration.

En plus de AR, d’autres facteurs peuvent étre impliqués dans la régulation de
I’expression de miR-21. Plusieurs éléments activateurs de la transcription, tels que des sites
de liaison deAP-1 et STAT3 sont également présents dans la région promotriceRI21
(Fujita et al, 2008). De plus, le gémaiR-21(17g23.1) est amplifié dans plusieurs types de
cancer dont le CaP (Kasahataal, 2002).

L’interféron IFN peut induire I’expression de miR-21 de facon STAT3 dépendante
(Yang et al, 2010), suggérant que miR-21 puisse étre impliqué Hapsptose induite par
IFN (Yanget al, 2010) D’un autre c6té, miR-21 cible et régule négativement PDCD4, un
suppresseur de tumesssocié a I’apoptose (Lu et al, 2008).miR-21 semble étre impliqué
dans la chimiorésistance en régulant PDCD4 dans une lignée cellulaire Al, PCe3 é§hi
2010).miR-21 cible également PTEN induisant une augmentatidegipression de HIF-1a
et VEGF, ainsi que D’activation d’AKT et ERK1/2 qui entraine de fagon synergique
I’angiogenéese tumorale (Liu et al, 2011b). Parmi ces genes, I’inhibition de HIF-1a a elle-
seule bloque les effets de miR-sur I’angiogenése tumorale, indiquant que HIF-lo est
essentiel pour I’activation de I’angiogenése par miR-21 (Liu et al, 2011b). De plus, la
protéine basale BTG2 est une autre cible importanteide2t (Coppolaet al, 2012). Durant
le processus de tumorigenése, la perte de BTG2 est associée a la transformation des cellules
prostatiques normales basales vers des cellules exprimant des marqueurs luminaux, ainsi que
I’apparition de caractéristiques de ’EMT (Lawsonet al, 2010) Un autre géne de 1’invasion
régulé par miR-21 est RECK, un inhibiteur des métalloprotéinase matricielles. La restauration
de DI’expression de RECK, en neutralisant I’expression de miR-21, réprime les taux de
métalloprotéinases matricielles et inverse le phénotype invasif éRais2012).

Cependant, certains résultats sont controversés, en particitllgbition de miR-21
semble étre insuffisante pour modul&ixpression de PDCD4 et PTEN ; et la surexpression
de miR21, seule, a un effet limité sur I’activation de la prolifération cellulaire et 1’invasion

dans les CaP (Folirt al, 2010).
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e MiR-32 et miR-148a

miR-32 et miR-148a sont des mIARNs androgéno-régulés offrant, ensemble ou
indépendamment, un avantage significatif de croissance aux cellules LNCaP, des cellules
hormono-sensibles de CaP. Cependant, la fonction de ces deux miARNs sur la stimulation de
la prolifération est différente, dans le sens ou BilRéduit I’apoptose et miR-148a active la
croissance cellulaire (Jalaeaal, 2012; Murateet al, 2010).

De plus, Jalavat al (Jalavaet al, 2012) ont rapporté queiR-32 et miR-148, en plus
de miR-21, ciblent BTG2. Une surexpression de miR-32 et/ou miR-148a réprime également
I’expression de PIK3IP1, une protéine membranaire qui induit I’apoptose (He et al, 2008),
ainsi qu’un autre activateur apoptotique, Bim (Ambset al, 2008). Dans les lignées cellulaires
Al, seulel’expression de miR-148a est dérégulée et diminue par rapport aux cellules LNCaP
AD ou les cellules épithéliales prostatiques normales PrEC (Fejital, 2010). La
réintroduction de miR<48a n’inhibe pas seulement la croissance cellulaire, la migration et
I’invasion mais active aussi la sensibilité au paclitaxel dans les cellules PC-3.

Ces données suggéerent un changement de la fonction de miR-148a, qui joue un role
d’oncomiR dans les CaP hormono-sensibles et un rbéle de suppresseur de tumeur dans les
CRPC (Fujiteet al, 2010).

e mMiR-125b

miR-125b est également androgéno-régulé (Takaystrah 2011). la surexpression de
miR-125b dans la lignée cellulaire AD LNCaP stimule sa croissance et sa malignité et rend
cescellules résistantes au retrait des androgéenes (DeVere #Ylkite2009). Une expression
forcee de miR-125b dans les cellules Al active la prolifération cellulaire en réprimant
I’expression de Bak1, un gene pro-apoptotique (S#tial, 2007).

En plus de Bakl, deux autres genes apoptotiques, p53 et Puma, sont des cibles de miR-
125b (Shiet al, 2011). Une surexpression de miR-125b dans les cellules LNCaP diminue
fortement les niveaux d’expression de p53 et de son effecteur direct Puma, alors que
I’inhibition de miR-125b sensibilise les cellules CaP a des interventions thérapeutiques
variées (Shet al, 2011)

Une autre cible de miR-125b, p14(ARF), contribue a la régulation anti-apoptotique
(Amir et al, 2013). Ce nouveau gene cible identifié de miR-125b régule négativement Mdm?2,
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une protéine affectant p53 et ses genes cibles (dont puma). De plus, une surexpression de
miR-125b dans les cellules PC-3 déficientes en p53, induit une diminution de p14(ARF) qui

entraine une augmentation de la prolifération cellulaire indépendamment de p53.

e MiR-221 et miR-222

Il n’existe actuellement pas de consensus sur la dérégulation de miR-221 et miR-222
dans le CaP. Certains les trouvent sous-exprimés dans le CaPefTaln@009), tandis que
d’autres les trouvent surexprimés (Mercatelliet al, 2008).

Galardiet al (Galardiet al, 2007)ont rapporté que 1’inhibition de I’expression de miR-
221/222 induit un arrét du cycle cellulaire en phase G0/G1, en surexptimnaittiteur de
cycle cellulaire p27 et réduisant la capacité de former des clones dans les cellules PC-3. La
surexpression de miR-221/222 par la thrombine (Green and Karpatkin, 2010) bloque
I’expression de p27 qui régule a son tour une série de facteurs du cycle cellulaire tels que
Skp2, cycline A et cycline D1, entrainant le passage de la phase G1 a |& gtaszivant le
potentiel de formation des colonies (Ha al, 2009). En plus, ARHI a été récemment
identifiee comme nouvelle cible de miR-221/222 (Cheal, 2011a; Linet al, 2011). ARHI
ed un gene suppresseur de tuma@omt I’expression est souvent diminuée dans les cancers
(Bao et al, 2002) La suppression de I’expression de miR-221/222 induit significativement
I’expression de ARHI et inhibe la croissance cellulaire des PCH3,vitro (Chenet al, 2011a;
Lin et al, 2011). Ces résultats indiquent que miR-221/222 fonctionnent comme oncomiRs
pour promouvoir la croissance des PC-3, en modulant le contréle du cycle cellulaire.
Cependant, des études plus récentes indiqguent que miR-222 joue un rdle de suppresseur de
tumeur en régulant la progression du cycle cellulaire dans les lignées de CaRt(Buse
2012).

Il semblerait donc que ces miARNS puissent avoir un réle oncogénique ou suppresseur

de tumeur au sein du méme cancer.

e Autres oncomiRs

miR-106b est surexprimé dans les GaPinhibition de son expression active I’arrét du
cycle cellulaire par p21 (Let al, 2011). miR-106b cible directement la caspase-7, un

composant clé de la voie de signalisation de 1’apoptose (Hudsonet al, 2012). miR-106b
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réprime également’dxpression du répresseur transcriptionnel ZBTB4 et surexprime les
facteurs de transcription Sp (protéines de spécificité), Spl, Sp3 et Sp4, dont la surexpression
est détectée dans les lignées cellulaires de CaP€Kat 2012).

miR-27a est un oncomiR androgéno-régulé dans le CaP. Par liaison de AR sur son
promoteur, les andreéges régulent I’expression de miR-27a et accélérent sa maturation. miR-
27a cible directement la prohibitine, un suppresseur de tumeur et un corépresseur de AR
(Fletcheret al, 2012).

MiR-153 régule directement 1’expression de PTEN et active la transition du cycle
cellulaire et la prolifération cellulaire, en activant la voie de signalisation Akt et inhibant
’activité transcriptionnelle de FOXO1 (Wu et al, 2012b).

miR-141, qui est surexprimé dans le sérum de patients atteints de CaP métastatiques,
joue un role d’oncogéne en ciblant un récepteur orphelin, Shp, qui est un corépresseur de AR
(Xiao et al, 2012). Une surexpression de miRF augmente donc ’activité transcriptionnelle
de AR.

La diminution de I’expression de miR-183, dont I’expression est plus élevée dans les
tissus tumoraux par rapport aux tissus sains, entraine une diminution de la croissance
cellulaire et de la motilitén vitro, ainsi qu’une diminution de la croissance tumorale, in Vivo,
chez la souris (Uenet al, 2013). Les génes suppresseurs de tumeur Dkk-3 et SMAD4 ont été

identifiés comme étant des cibles de miR-183.

c- mMiARNSs et cellules souches du CaP

Une masse tumorale contient une population variée de cellules avec différentes
caractéristiques en terme de statut de différenciation (Peinak 2007). Elle est composée
en général de cellules entierement différenciées dans les régions extérieures et deyssogénite
ou de cellules ressemblant aux cellules souches dans les régions centrales (Clarke and Fuller,
2006). Ces cellules ressemblant aux cellules souches représentent une petite sous-population
qui se comporte differemment des autres cellules tumorales dans la méme masse. tumorale
Cette sous-population pourrditre a 1’origine de ’initiation de la tumeur, de la résistance
thé&apeutique et de la formation des métastases. Ces cellules sont appelées cellules souches
cancéreuses (CSC) (Clarke and Fuller, 2006). Les miARNs peuvent jouer un rble dans
I’acquisition des caractéristiques cellulaires des cellules ressemblants aux cellules souches,

durant la progression tumorale (Liu and Tang, 2011).
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Des informations suggerent que les CSC des CaP (PCSC) peuvent avoir des
caractéristiques de I’EMT qui sont étroitement li¢es a la rechute, la perte de sensibilité¢ au
traitement et aux métastases des CaP (Mtal, 2008; Thiery, 2002). Des études récentes
soutiennent la notion que des miARNSs spécifiqgues (miR-34, miR-27b, let-7, miR-143, miR-
145, miR-320 et miR-708) peuvent étre impliqués dans la régulation des PCSét @an
2013; Hsielet al, 2013; Huanget al, 2012; Kashaet al, 2012; Konget al, 2010; Liuet al,
2011a; Liuet al, 2012a; Sainiet al, 2012; Xuet al, 2009; Yamaguchet al, 2011).
L’expression de certtains de ces miARNs est dérégulée dans les populations cellulaires
exprimant des marqueurs PCSC. Ces miARNs peuvent étre impliqués dans des processus
oncogéniques ou suppresseur de tumeur classiques (prolifération, apoptose, métastases...),
mais également da I’acquisition des caractéristiques des cellules cancéreuses ressemblant

aux cellules souches (régulation de facteurs de différenciation, de I’expression des marqueurs

de PCSC...).

3. Utilisation des miARNs dans la thérapie cancéreuse

Bien qu’aucun miARN ne soit actuellement utilisé dans la thérapie anti-cancéreuse du
CaP, cette approche pourrait devenir une stratégie effisatecttant de réguler I’expression
de plusieurs génes. Le ciblage des miARNs pour la thérapie cancéreuse est basé soit sur la

surexpession sélective du miARN, soit sur I’inhibition sélective de I’expression du miARN.

La restauration de ’expression des miARNs peut étre réalisée via différents types de
molécules capables de mimer les miARNSs natifs. Des molécules d’ARN double brins, mimant
les précurseurs de miARN, sont utilisées. La caractéristique particuliére de ces précurseurs
synthétiques est une modification chimique permettant la production exclusive du miARN
mature d’intérét, mais qui préserve leur capacité a interagir avec les cibles naturelles. Le
clonage des genes miR dans des systemes de vecteurs viraux représente une autre stratégie
possible pour restaurer de I’expression des miARNs. L’utilisation de vecteurs viraux permet
la réexpression stable des miARNs, qui s’adapte bien a la thérapie génique tandis que les

oligonucléotides synthétiques induisent une réponse uniquement transitoire.

En ce qui concerne l’inhibition sélective de 1’expression du miARN, plusieurs

molécules existent :
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o Les oligonucléotides anti-miR sont des séquences simple-brin complémentaires
du miARN ciblé (Sotillo and Thomagkhonenko, 2011). En se liant avec un miARN donné,
I’anti-miR joue un role d’antagoniste, empéchant I’interaction avec les ARNm ciblés.

o Les antagomiRs sont des oligonucléotides anti-miR avec des modifications
chimiques permettant d’augmenter leur stabilit¢ dans un environnement intracellulaire ou
dans les fluides biologiques, en inhibant leur dégradation (Sotillo and Thomas-Tikhonenko,
2011). Plusieurs modifications chimiques ont été introduites, soit dans les sucres, soit dans le
squelette (Stenvangt al, 2012). Les deux modifications des sucres les plus utilisées sont les
2’-O-méthylation (Hutvagneet al, 2004) et les acides nucléiques fermés (Locked Nucleic
Acid LNA) (Stenvanget al, 2008). Récemment, une nouvelle stratégie basée sur la
modification LNA appelé «tiny LNA » (minuscule LNA) a été utilisée pour cibler
simultanément différents mMmiIARNs appartenant a la méme famille, en exploitant la
conservation de la région seed (Olkadl, 2011)

o Les «sponges » ont été développés comme nouvelle approche pour inhiber les
mMiARNs. Ces «sponges sont composés de multiples sites de 3’UTR d’ARNm
complémentaires a un miARN spécifique, positionnés en tandems @Ekart 2007). Les
sponges se lient alors de fagon compétitive aux miARNSs et inhibent I’activité¢ d’une famille de
mMiARNSs partageant une méme séquence seed. Cette stratégie permet une inhibition transitoire
des miARNS, ou a long terméls sont portés par des vecteurs lentiviraux.

o La derniere approche pour moduler I’expression des miARNs exploite les
médicaments capables de modifier la transcription des miARNs. Plus de 1 000 petites
molécules organiques ont été criblées pour identifier un inhibiteur de la transcription de miR-
21 et le diazobenzene et ses dérivés sont capables de supprimer de maniére spécifique la
transcription de ce miARN (Gumireday al, 2008). De méme, la petite molécule enoxacine
est capable d’activer la production de miARNs suppresseurs de tumeurs en se liant a une

protéine de la biosyntheése des miARNs (M=lal, 2011).

Bien que la thérapie basée sur les miARNs semble étre une stratégie efficace, il reste
des questions non résolues, dont le manque de spécificité par rapport au tissu ciblé, I’absence
de systemes de distribution optimum, une mauvaise absorption cellulaire et un risque de
toxicité systémique. Des systemes multiples de distribution ont été examinés (&aaton
2010)et les thérapies par miARNs pour interférer avec 1’interaction miARN/ARNm ont été
essayées dans le cadre pré-clinique (Ebert and Sharp, 2010).
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4. Conclusion

Toutes ces études indiquent que les miARNs dérégulés dans le CaP peuvent exercer leurs
fonctions de suppsseurs de tumeur ou d’oncogénes et jouer d’importants roles dans la
progression de la maladie, Issistance aux traitements, 1’établissement des PCSC,
I’orientation vers ’EMT et la formation des métastases.

L’étude détaillée de la fonction des miARNs par I’identification de leurs genes cibles
permettra de mieux comprendre leur role dans la tumorigenése et la progression duwiCaP. Ce
pourra, sans doute, permettre de définir correctement une application clinique du dosage des

MIARNs pour le diagnostiet le pronostic, ainsi que d’identifier de nouveaux outils
thérapeutiques.
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PRESENTATION DU PROJET

|. Contexte de I’étude

Les androgenegja le récepteur aux androgénes AR, jouent un réle important dans la
physiologie prostatique normale, ainsi que dainstiation et la progression du CaP (Cunhaet
al., 2004; Wang and Tindall, 2011).

Cette propriété androgéno-dépendante est utilisée dans le traitement par privation
androgénique du CaP localement avancé ou métastatitipplication de traitements visant
a une castration chimique anti-androgénique parvient pour un temps a réduire la tumeur.
Cependantge traitement n’est presque jamais curatif, les cellules cancéreuses s’adaptent via
des altérations fonctionnelles dans la voie de signalisation de AR ou dans la synthese des
androgenes et les patients développent un CaP résistant a la castration (CRPC)tZLeibow
Amit and Joshua, 2012).

La progression tumorale est une succession d’événements complexes au cours desquels
une cellule normale acquiert progressivement des capacités de prolifération non contr6lée, de
migration, d’invasion et de dissémination métastatique.

Bien que certaines dérégulations moléculaires @ninises en évidence, il n’existe
actuellement aucun marqueur biologique de progression tumorale dans le cadre du CaP. Il
n’existe donc aucun moyen de prévoir comment va évoluer la tumeur jusqu’a une forme
létale.

L’amélioration de la survie des patients atteints de CaP représente un défi majeur et
demande de trouver de nouvelles stratégies de prédiction d’évolution de la maladie et de
nouveaux traitements. Ceci implique par conséquent une meilleure compréhension des
mécanismes moléculaires mis en jeu au cours de la progression tumorale et donc une analyse
détaillée des genes et des voies de signalisation impliqués. En particulier, une meilleure
appréhension de la maladie implique de s’intéresser aux meécanismes moléculaires qui

régissent spécifiquement 1I’expression des génes sous controle des androgenes.

AR contrdle la transcription de nombreux génes cibles codant pour des protéines ou des
ARNSs non codant dont les miARNs (Narayardml, 2010).
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Impliqués dans la quasi-totalité des processus biologiques, une modification du profil
d’expression des mMIARNs contribue, par voie de conséquence, au développement de
nombreuses pathologies, y compris cancéreuses. De plus, la découverte de profils
d’expression des miARNSs propres a certains cancers (miRNome spécifique du tissu et/ou du
stade de la maladie) montre la possibilité d’utiliser certains MIARNS comme nouveaux
biomarqueurs de diagnostic ou de pronostic.

L’ ¢étude de la voie de signalisation de AR, incluant les miARNs effecteurs, est donc une
stratégie prometteuse pour identifier des biomarqueurs du développement tumoral prostatique,

ainsi que des cibles potentielles dans le développement de nouvelles thérapies.

ll. Objectifs

Le but de ce projede thése est d’identifier des effecteurs de la voie de signalisation
androgene#R, via les miARNSs,et d’étudier leur fonction. L’identification des génes cibles
de AR par la recherche de miARNs andnamrégulés était une approche peu répandue

lorsque nous avons démarré ce projet.

Ainsi mes objectifs de these ont consisté a
i) identifier des miARNs dont 1’expression est régulée par les androgénega partir
d’analyses d’expression a grande échelld,
i) caractériser les fonctions d’un miARN candidat issu de ce crible et de certains de ces
genes cibles dans des processus clés du développement du cancer de la prostate,
iii)  évaluer I’expression de ce miARN d’intérét sur des échantillons cliniques issus de

patients atteints de cancer de la prostate et traités par chirurgie (prostatectomie).
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|. miR-135a, un miARN androgéno-regulé

1. ldentification de miR-135a comme miARN androgéno-régulé

Pour identifier de nouveaux miARNs régulés par les androgénes dans les cellules
prostatiques, nous avons comparé le miRNome de cellules LNCaP, androgéno-sensibles,
cultivées pendant 2, 8, 24 et 48 heures en présence ou en absence de 1 nM de R1881. Une
analyse dé’expression de 377 miARNSs a été réalisée, par RT-PCRq a haut débit. Nous avons
observé que I’expression de miR-135a et miR-135b matures, les deux membres de la famille
des miR-135, sont statistiguement surexprimés apres stimulation par les androgenes. Parce
que I’expression de miR-135a était plus fortement induite que celle de miR-135b, miR-135a a
été choisi pour des analyses plus approfondies.

Pour caractériser la régulatide 1’expression de miR-135a par les androgenes, nous
avons, dans un premier temps, traité les cellules LNCaP avec des concentrations croissantes
de R1881 (18" a 10" M) et quantifié les taux de miARN mature [RIF-PCRq. Une réponse
maximale dexpression de miR-135a a été observée en présence A1 10’ M de R1881
(Figure 19A). La concentration de 1 nM a donc été choisie pour les expériences suivantes.
Les cellules LNCaP ont ensuite été traitées au R1881 a différent temps (2, 4, 8, 18 et 24 h).
Comme présenté dans Rgure 19B, I’expression de miR-135a augmente apres 8 h de
traitement androgénique (différentiel de 2 par rapport aux cellules contrdles), pour atteindre
une augmentation du taux d’expression de 10 fois apres 24h de traitement.

Nous avons également montré qumduction de 1’expression de miR-135a par le
R1881 est inhibée eprésence d’un antagoniste de AR, le bicalutamide (diminution du
différentiel d’expression de 76,5%, Figure 19C) et qu’elle est fortement réduite aprés
transfection tun siARN anti-AR (si-AR) (diminution du différentiel d’expression de 70%,

Figure 19D). Ces données démontrétitplication de AR dans la régulation de 1’expression
de miR-135a par les androgénes.

Enfin, ’induction de I’expression de miR-135a dans les cellules LNCaP traitées au
R1881 n’est pas affectée par la présence de cycloheximfigu(e 19E), suggérant que la
régulation androgénique de 1’expression de miR-135a est directement induite par AR, sans

nécessité de synthése de facteurs protéiques intermédiaires.
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Figure 19: Régulation androgénique de I’expression de miR-135a
L’expression de miR-135a mature a été quantifiée par RT-BCR ’exception du panel A, les cellules LNCaP

ont été stimulées avec M d’androgéne synthétique R1881. Pour ’ensemble des panels, les données sont
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présentées en tant que différentiinduction des cellules traitées par rapport aux cellules contrdles. Les
résultats représentent la moyenniétart-type de trois expériences indépendantes.

A. Expression de miR-135a dans les cellules LNCaP stimulées aveos#ssaloissantes de R1881 pendant
24h, en comparaison aux cellules contrdles non stimulées.

B. Cinétique d’expression de miR-135a dans les cellules LNCaP stimulées par les androggmegmparaison
aux cellules contréles non stimulées.

C. Taux d’expression de miR-135a dans les cellules LNCaP, soumises a un traitement anti-androgéfigué (1
bicalutamide), une stimulation androgénique (R1881)un traitement combiné (R1881 + bicalutamids),
comparaison aux cellules contréles non traitées.

D. Taux d’expression de miR-135a dandes cellules LNCaP transfectées pendant 48h avec 50nM d’ARN
interférent (siARN) dirigé contre le récepteur aux androgénes AR (sielRjvec un si-contrble (8IT), et
soumises ou non a un traitement androgénique (R1881 ; 24 h).

E. Taux d’expression de miR-135a dans les cellules LNCaP, soumises a un traitement a la cycloheximade,
stimulation androgénique (R1881u un traitement combiné (R1881 + cycloheximide), en comparaison au

cellules contrdles non traitées.

93



RESULTATS

2. AR régule ’expression de miR-135a au niveau transcriptionnel

MiR-135a mature peut étre produit a partir de deux gemesl35adans le génome

humain.MiR-135alest localsé sur le chromosome 8t miR-135a2sur le chromosome 12.

Afin de déterminesi cette régulation androgénique est ré&aid un niveau transcriptionnel

et/ou post-transcriptionnel, nous avons étudiaux d’expression des genesniR-135a dans

des cellules stimulées ou non, en quantifiant le taux de chaque pri-miRBXg 20A).
L’expression du pri-miR-135al n’a pas ét¢ modifiée tandis que’dxpression du pri-miR-

135a2 est augmentée, sous stimulation androgénique, suggérant une régulation
transcriptionnelle du gemaiR-135a2par AR.

L’étude de la cinétique d’expression du pri-miR-135a2 a révélé une augmentation
rapide de son expression dans la premiere heure suivant le traitement androgénique. Le
différentiel d’induction augmente jusqu’a 10 h puis diminue, tandis que 1’induction de
I’expression de miR-135a mature par les androgénes commenceMers augmente jusqu’a
24 h Figure 20B). Cette augmentation de quantité de miR-135a mature apres le traitement
androgénique résulte de I’activation transcriptionnelle du géne miR-135a2 mais pourrait
égalementrésulter de D’activation du processus de maturation du pri-miARN. Pour
différencier ces deux niveaux d’action, nous avons bloqué la transcription par un traitement a
I’actinomycine D, aprés stimulation androgénique. Dans un premier temps, nous avons
confirmé, comme attendu, que le traitement a 1’actinomycine D induisait, des 6 h, une forte et
constante diminution de I’expression du pri-miR-135a2 Figure 20C). Pour étudier 1’effet
combiné du R1881 et de I’actinomycine D sur I’expression de miR-135a, I’actinomycine D a
été ajoutée 6 h aprés la stimulation androgénique, un tel décalage dans le temps permettant
I’activation de la transcription du pri-miR-135a2 par les androgénes. Comme montré
précédemmentHgure 19B), le taux de miRF35a mature augmente fortement aprés 1’ajout
de R1881 Figure 20D). Cependant, en présence d’actinomycine D, cette augmentation est
fortement réduite a 48 Irigure 20D).

L’ensemble de ces résultats suggére que I’augmentation de la quantité de miR-135a
mature apres stimulation androgénique résulte principalement l’detivation
transcriptionnelle du genmiR-135a2et que I’effet sur le processus de maturation du pri-

MIARN est marginal.
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Figure 20: Régulation transcriptionnelle de I’expression de miR-135a par les androgenes.

Les cellules LNCaP ont été soit stimulées avec Hrdvddrogéne synthétique R1881 (panelBj\-soit traitées

par 1uM d’Actinomycine (panel C), soit & la f@s stimulées et traités a 1’ Actinomycine (panel [} L’expression

de miR-135a (mature ou pri-miR) a été quantifiée par RT-PCRg données sont présentées en tant que
différentield’induction dans les cellules traitées par rapport aux cellules contrdles.

A. Taux d’expression des pri-miR-135al et pri-miR-135a2 dans les cellules LNCaP stimulées au R&88ant

24 h, en comparaison aux cellules contrdles non stimulées. Les résultats représenterarineme’écart-type

de trois expériences indépendantes.

B. Cinétique d’expression du pri-miR-135a2 et du miR-135a mature dans les cellules LNCaP stimulées au
R1881,encomparaison aux cellules contrdles non stimulées.

C. Expression du pri-miR-135a2 dans les cellules LNGaiRes a 1’ Actinomycine D (1 uM), par rapport aux
cellules controles.

D. Expression de miR-135a dans les cellules LNCaP traitées au R1&81 R1881 + Actinomycine D par

rapport aux céidiles contrdles. L’ Actinomycine D (1 uM) a été ajoutée 6 h apres la stimulation au R1881.
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3. Mécanismes de réqulation de la transcription du gene miR-135a2

La séquence de miR-135a2 est localisée dans un intron du géene non Rb&Nt
(MIO000453, http://www.mirbase.oygCe gene, ainsi que le miARN miR-1251, également
présent dans un intron de RM&idure 20A), ne sont pas exprimés dans les cellules LNCaP
(données non présentées), suggerant que lengi@é35a2posseéde ses propres séquences de
régulation de la transcription. Le promoteur et le site de début de transcripticiR de35a2
n’étaient pas encre caractérisés. Pa’'RACE, nous avons donc recherché et identifié un site
de début de transcription localisé 554 paires de bases en amont de la premiére base du pré-
miR-135a2et qui correspond au début d’une séquence EST (Expressed Sequence Tags, gb
CA311800) Figure 21A).

Comme miR-135a est principalement régulé de facon transcriptionnelle par les
androgéenesyia AR, des éléments de réponse aux androgenes (ARES) ont été recherchés dans
la région du geneniR-135a2 En utilisant le logiciel Matinspector de Genomatix, hous avons
identifié sept AREs putatifs dans les 10 kb en amont duniiRé135a2 Figure 21B). Les
activités transcriptionnelles de trois régions contenant des ARIB90/-7600; -6740/-5500;
-1380/0) ont été analysées par des tests rapporteurs luciférase. Seule la construction contenant
le fragment -6740/-5500 induit une activation (dé Byis) de I’expression luciférase en
réponse aux androgendsigure 21C). Cette construction contient quatre AREs potentiels,
appelés ARE-2 a ARE: Puisque I’ARE-2 (caagtacagcttGTTCtcc), localisé a -5605 pb, est
tres proche de la séguence ARE consensus (Derayaf, 2010), le site a été muté
(caagtaMgcttTTTCtec) pour vérifier son role dans 1’induction androgénique. Comme montré
dans laFigure 21C, I’induction de 1’expression luciférase par le R1881 est totalement abolie
par les mutations.

Enfin, en réalisant une immuno-précipitation de la chromatine (ChlIP) avec un anticorps
spécifigue de AR, nous avons démontré, dans les cellules LNCaP, une augmentation (de 4
fois) de la liaison de AR dana région contenant I’ARE-2, apres stimulation au R1881
(Figure 21D). Dans ces échantillons, nous avons confirmé la liaison de AR sur la chromatine
d’un geéne cible connu, PSA (KLK3)t a I’inverse, 1’absence de liaison sur le géne non ciblé
TBP.

En conclusion, nous avons identifie un mMIARN androgéno-regailési qu’un
mécanismeal’action de AR pouvant expliquétaugmentation de 1’expression de miR-135a

apres stimulation androgénique.
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A

TSS
}-» pri-miR-135a2

TTTTGTAGAT GGGGTTGGGG ATGCATCTCT ATARAAGGCT GTAGG‘JEAGC AGTTAGCACA TAGTATGCTA TACTTTTTTA TTITCCTTTIT GTTATTTAGG
TGTAGAGAAA GCTTAACGCT TACATAGTCA AACAGGTACT AMAGATCCCGA CTCCCCACCT GACCCAAAAT GAARAGTCTA AMAGCCAGCA TGGGTATGTA
AGAAAGCTTT CTGGGGARAL GTTGGAGCAR GAGGCTTGAA ATAATTCCTC TGGTTTCAGT TTGCATCAGT GATTTGTCTG TCTTCTGTCT TTCCGTATGT
GTTTCCAAGT TCAATGTCAA AGTGATGAGC ATTTCTCCAG GAATTCTTCC CAGTGTCCTT TGTTTTTGGT GAATTCAATG GCTGAATGTT GCTGAGTGTC
TCTTGGTCTT GTTTCCCGGT CCTTGTAGCT AAGAATGTCG TGGAAGGATA AAATCTTGTT AATTCGTGAT GTCACAATTC AAGTGTGCTT CCTGTCACTT
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Figure 21 : Caractérisation des éléments de régulation transcriptionnelle dans le locus de miB5a2.
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A. Représentation schématique du gemR-135a2 Le site de début de transcription (TSS), correspondant au
début du pri-miRF35a2, a été identifié par 5’RACE et représenté par une fléche. Une séquence EST (Expressed
Sequence Tags) qui a été trouvée par analyse BLAST et qui commernieeaaudu TSS, est encadrée par deux
crochets. kesséquences du pré-miR (soulignée) et du miARNure (encadrée) ont été délimitées a 1’aide des
données de miRBassyus le numéro d’accession M10000453.

B. Localisation schématique des ARigentifiés par une étuda silico, dans les 10 kb en amont du pré-miR-
135a2. L’ARE-2, représenté¢ en gris, est ’ARE dont la séquence est la plus proche de la séquence ARE
consensus.

C. Test rapporteur luciférase exprimant la réponse a la stimulation andragéesjAREs potentiels identifiés
en amont du locus miR-135a2. Des cellules HelLa ont été co-transfectées aveenidepEsG5-hAR , un
vecteur pGL4.73 exprimant la luciférase Rénilla et un plasmide pGL3-promattmaat les séquences des
ARE potentels clonées en amont du promoteur minimal SV40 conduisant I’expression de la luciférase Firefly.
L’ARE-2 est représenté en gris. Une construction contient un ARE-2 mutant reppesamécercle gris barré.
Les cellules ont ensuite été traitées avec 1 nM de R1881 pendanty2édes et 1’activité luciférase Firefly /
Rénilla déterminée. Les résultats expriment 1’activité luciférase dans les cellules traitées au R1881 comparée aux
cellules non traitées.

D. Liaison de AR, déterminée par immuno-précipitatlohromatine (ChIP), dans la région contenant I’ ARE-2

du génemiR-135a2 dans les cellules LNCaP traitées au R1881 comparées aux cellules non tragtdedlules
LNCaP ont été traitées ou non pendant 24 h avec 1 nM de R188lexipdesnces de ChIP ont été réalisées a
I’aide d’un anticorps anti-AR. Les ADN précipités ont servi de matrice pour des PCR quantitatives ps tem
réel. La liaison de AR dans la région promotrice du geBe sert de témoin négatif, alors que la liaison de AR

dans la région enhancer du gé&®Asert de témoin positif.
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Il. R6le fonctionnel de miR4135a

1. Expression de miR-135a

Pour déterminer si miR-135a est exprimé de facon ubiquitaire ou restreinte, nous avons
analysé son pfil d’expression par RT-PCR(q, sur un large panel de tissus de souris males
(données non présentéds)expression de miR-135a a été détectée dans tous les tissus testés
avec des taux différents ; elle est plus faides le cerveau, le cceur et les organes génitaux
males (épididyme, vésicule séminale, canal déférent, testicule et prashatel’homme, un
profil d’expression préférentiel a également été observé dans les tissus du tractus génital male
(données non présentées).

Par hybridationin situ, sur des coupes de prostate humaine normale, nous avons pu
observer I’expression de miR-135a dans les différents types cellulair€sggre 22). A
I’inverse du contrdle positif U6 dont I’expression est présente dans le noyau de toutes les
cellules, lexpression de miR-135a est restreinte au cytoplasme des cellules épithéliales des

glandes prostatiques. Aucuaeression n’a été détectée dans le stroma musculaire.
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Scrambled miR-135a

Figure 22: Localisation de I’expression de miR-135a dans le tissu prostatique.

Images représentatives de la localisatieri’expression de miR-135a détectée pamnarquage d’hybridationin
situ (HIS). Des coupes sériées de tissu prostatique humain inclus en paraffine ohtid&ehysoit avec la sonde
« contrle négatif » (scrambled), soit avec la sonde « contrdle pogiti6 snRNA), soit avec la sonde
spécifique miR-135a. Le signal positif est donné par une colorafiese NBT/BCIP, cytoplasmique ou
nucléaire (pour la sonde miR-135a ou U6, respectivemenmt) cellules épithéliales de glandes prostatigues

s.m. stroma musculaire.
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2. ldentification des genes cibles de miR-135a dans les cellules LNCaP

Afin d’explorer le rble biologique de miR-135a dans les cellules prostatiques
cancéreuses, nous avons recherché ses génes cibles potentiélside de puces
pangénomiques, nous avons compdiés les cellules LNCaP, I’expression de génes 24 h et
48 h apres surexpression de nmiiRda. En comparant les profils d’ARNm, (différentiel
d’expression MiR-135a / miR-NC< -1,4) nous avons identifi¢ 174 génes dont I’expression
diminue dans les cellules LNCaP surexprimant miR-13aaléau 3.

Une analyse des motifs sur-représedt@s les 3’UTR de ces geénes, a ’aide du logiciel
Amadeus, indique que le motif le plus présent est celui correspondant au site de fixation de
miR-135a etmiR-135b dont la séquence seed est ident{guealue 1,5 x 16°, Figure 23).

Bien que la technique des puces pangénomiques ne permette d’identifier qu’une partie des

genes cibles de miR-135a, ceux pour lesquels MffA-induit une diminution de 1’expression

de ’ARNm, cette analyse suggére que de nombreux génes dérégulés ainsi identifiés sont des
cibles potentielles de miR-135a.

Afin d’identifier les génes cibles directs de miR-135a, nous avons recherché, a I’aide du
logiciel TargetScan, les genes ayant au moins un site potentiel de liaison de miR-135a dans la
3’UTR de leur ARNm. Parmi les 174 génes sous-exprimés apres surexpression de miR-135a,
87 génes ont au moins un site potentiel de liaison pour I36R-dans la 3’UTR et sont

présentés en gras dandkbleau 3

Pour comprendre le rble joué par miR-13%& la régulation de I’expression de
nombreux génes, une analyse des processus biologiques sur-représentés, dans lesquels sont
impliqués les génes sous-exprimés, a été réalisée ; le but étant de mettre en évidence
d’éventuels réseaux de génes impliqués dans des fonctions spécifiques. Une analyse a I’aide
du logiciel Ingenuity indique que les processus biologiques potentiellement dérégulés par une
surexpression de miR-135a sont le cycle cellulaisesemblage et 1’organisation cellulaire,
le mouvement cellulaire, la réplication, la recombinaison et la réparation de ’ADN, la
morphologie cellulaire, la mort et la survie cellulaire et enfin la croissance cellulaire et la
prolifération Figure 24A). Ces processupeuvent, lorsqu’ils sont dérégulés, contribuer a
I’acquisition de nombreuses mutations, d’une prolifération incontrélée et de la capacité a se
déplacer, autant de caractéristiques impliquées damiitsation ou a la progression du cancer
La liste des genes sous-exprimés apres surexpression de miR-135a, dans chacun de ces
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processus potentiellement dérégulés, est présentée daiguila 24B et les géenes en gras
sont ceux dont la 3’UTR contient au moins un site de liaison potentiel pour miBx1B apres

TargetScan.
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Géne FC Geéne FC Geéne FC Geéne FC

A 24 P101101 -1,60| |F5 -1,46| | MMS22L -1,52| | SGCB -1,52
A 33 P335429¢ -1,40| |FAM111B -1,89| | MND1 -1,49| |SHCBP1 -1,46
A 33 P335472¢ -1,48| |FAM174A -1,61| | MRPL16 -1,63| | SLC25A32 -1,55
ACPP -1,68| | FAM72A -1,40| | MRPLA42 -1,45| | SLC25A5 -1,41
ADD3 -1,40| | FAM72D -1,66| | MRTO4 -1,56| | SLC30A4 -1,56
AK027667 -1,43| | FANCI -1,47| | MTFR2 -1,44| | SLC31A2 -1,44
APOO -1,40| |FERMT2 -1,56| | MTMR2 -1,43| | SMC4 -1,59
ARG2 -1,49| | FLJ45482 -1,41| |MTMR9 -1,45| | SPAG5 -1,44
ASPH -1,83| | FOXD4 -1,82| |MYBL1 -1,45| | SPC25 -1,49
ASPM -1,59| | FOXN3 -1,40| |NAP1L2 -1,52| |SPDL1 -1,50
ATAD1 -1,40| | G3BP1 -1,48| |NCLN -1,58| |SSR1 -1,43
ATP2B4 -1,51| | GABPB1-AS1 -1,43| |NDC80 -1,43| |SSR2 -1,54
BC011771 -1,57| |GBE1 -1,49| |NET1 -1,54| | STAU2 -1,40
BCAP29 -1,53| |GHR -1,45| |NPC1 -1,40| |STK39 -1,63
BPNT1 -1,74| | GMFB -1,81| |NUDT19 -1,55| | STRADB -1,60
BRCA1 -1,44| | GMNN -1,49| |NUF2 -1,48| | TAF9 -1,53
BUB1 -1,40| | GPX8 -1,40| |NUP153 -1,42| | TBC1D4 -1,46
Cllorf82 -1,74| |H1FO -1,50| |OIP5 -1,41| | TEX2 -1,45
C4orfd6 -1,82| |HAT1 -1,42| |ORC5H5 -1,41| | TEX30 -1,41
C7orf41 -1,46| |HERC5 -1,40| |ORC6 -1,48| | TLDC1 -1,43
CCNA2 -1,40| |HIRA -1,72| |OTUD6B -1,61| | TMED5 -1,63
CDCAS8 -1,43| |HIJURP -1,41| | PANKS3 -1,70| | TMEM161B -1,47
CDK1 -1,61| | HOOK1 -1,47| | PARPBP -1,44| | TMEM189 -1,47
CDKN3 -1,48| |HPS3 -1,40| |PBK -1,53| | TMEM237 -1,44
CENPE -1,65| |IMMP1L -1,43| |PCYOXI1L -1,40| | TMEM97 -1,45
CENPJ -1,40| |ITGB3BP -1,43| |PDCL -1,42| |TMTC3 -1,46
CENPK -1,48| | KATNAL1 -1,45| | PDHX -1,44| | TMX4 -1,59
CENPQ -1,43| | KCNMA1 -1,85| | PELI2 -1,48| | TNFRSF10D -1,41
CSNK1G3 -1,45| | KCNS3 -1,49| | PGAM1 -1,79| | TNPO1 -1,46
CYB5R4 -1,49| |KCTD10 -1,47| | PGAM4 -1,46| | TOP2A -1,45
DENNDG6A -1,58| | KIAA 0101 -1,81| | Pl4K2B -1,42| | TPX2 -1,40
DEPDC1 -1,73| | KIF15 -1,52| |PIGH -1,70| |TTK -1,41
DTL -1,52| | KIF23 -1,70| |POLQ -1,51| | TUG1 -1,57
E2F7 -1,44| | KIF2C -1,42 PRIM1 -1,48| |UBE2C -1,47
EAF2 -1,42 KIF4A -1,45| |PRKACB -1,52| |UBE2D4 -1,47
ECT2 -1,40, |KNTC1 -1,45| |PRMT6 -1,53| |VLDLR -1,43
EFCAB14 -1,40| | LAMA1L -1,40| | PRUNE2 -1,43| |WDHD1 -1,56
El24 -1,64| |LANCL1 -1,53| | PSIP1 -1,75| | YWHAG -1,48
EIFAEBP1 -1,48| |LBR -1,54| |RACGAP1 -1,42| | ZDHHC23 -1,61
ELOVL6 -1,40| |LCP1 -1,55| |RFC4 -1,41| | ZNF143 -1,46
ENPP4 -1,41| |LEPROTL1 -1,44| |ROCK1 -1,52| | ZNF652 -2,08
EPDR1 -1,54| | MAP3K3 -1,40| |RPL36AL -1,40( |ZWILCH -1,50
ESCO2 -1,46| | MELK -1,56| |SCML1 -1,95

ESRRA -1,40, | MLF1IP -1,55| |SEC24D -1,48

Tableau 3 : Génes cibles potentiels de miR-135a.

Génes dont I’expression est statistiquement diminuéalifférentiel d’expression miR-135a / miRNC < -1,4),

dans les puces pangénomiques réalisées dans les cellules LNCaP transfectéeR-A85amimic par rapport

au miR-NC, pendant 24h é8h. Le différentiel d’expression de chaque géne (FC) dans les cellules transfectées
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avec miR-135a par rapport aux cellules transfectées avec miR-NC est irldigugenes en gras sont ceux
identifiés par TargetScan comme ayant au moins un site de liaison potentidR-d83midans leur 3°UTR et

pouvant donc étre des cibles directes de miR-135a.

Motif 1 p-value = 1.5E-35 |

_AGCCCAT o=

Sirnilarities to known motifs

Name Id Divergence Length Orientation |
( hsa-miR-24 JMIMATOOO0080| 0.1231 3 opposite | Al
|

hsa-miR-135a  |MIMATOO000428 0 0.1504 8 opposite |
hsa-miR-135b  |mImMaTOO000758| 0.1504 8 opposite |«

Figure 23: Motif le plus représenté dans la 3°UTR des génes sous-exprimés dans les cellules surexprimant

miR-135a
L’analyse in silico des séquences des genes sous-exprimés aprés surexpressionl@&gréiec le logiciel

Amadeus, a révélé un site de liaison potentiel pour miR-135a et miR-tE@Bkicuement sur-représenté dans la

3’UTR de ces génes.
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MMS22L. MYBL1, NDC80. NUE2, ORC6. PARPBP, RACGAP1. SMC4, SPC25.
SPDL1, TOP2A. TPX2. TTK, UBE2C. YWHAG. ZWILCH
BRCAL, BUBI, CCNA2. CDK1, CENPE, CENPJ, ECT2, EIF4EBP1, FERMT2.
Assemblage et GHR. GMNN, HIURP, HOOK1, KIF23. KIF2C. KIF4A, LAMAL. LBR, LCPI1.
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Mort cellulaire et
survie

ADD3. ARG2. ATP2B4. BCAP29. BRCAL. BUBI, Cllorf82. CCNA2, CDKI1,
CENPI. DEPDC1. E2F7, EAF2. EI24. EIF4EBP1. FAM72A. GBEL. GHR.
GMFB. GMNN. ITGB3BP. KCNMAI, KIAA0101. LAMAIL. LCP1. MAP3K3.
MELK. MMS22L. MTMR9, MYBL1. NDC80. NPC1. NUF2, PBK. PSIP1.
ROCKI. SGCB. SLC25A5. SPC25, STRADB. TAF9. TNFRSF10D. TOP2A.
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Figure 24 : Analyse des voies biologiques statistiquement sur-représentées dans lesqustes impliqués
les génes sous-exprimés dans les cellules surexprimant miR-135a.
L’étude des voies biologiques dans lesquelles sont impliqués les génes sous-exprimés aprés surexpression de
miR-135a a été réalisée avec le logiciel Ingenuity. Les voies les plus repesseont indiquées dans
I’histogramme (A) et les genes impliqués dans ces processus sont présentés dans le paeelgBnes en gras

représentent les génes contenant un site potentiel de liaison de faiBans leur 3°’UTR.
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3. Rb6le de miR-135a dans les processus de prolifération, apoptose

migration et invasion de cellules prostatigues tumorales

a- Roéle de miR-135a dans le cycle cellulaire, la survie, la mort, la migration

et Pinvasion des cellules PC-3

L’étude des genes dérégulés par la surexpressionniiiR-135a, réalisée précédemment,
indique que ce mIARN peut étre impliqué dans la régulation du cycle cellulaire, ainsi que des
processus de prolifération, survie, mort et migration cellulaitéa d’étudier la contribution
de miR435a dans ces différents processus, nous avons analysé 1’effet d’une surexpression de
miR-135a sur le comportement des cellules PC-3. Ces cellules ont été choisies car ce sont des

cellules prostatiques tumorales dotées de capacités de migratiarnvatian.

Dans les cellulesPG3 surexprimant miR35a, nous n’avons pas observé de
changement dans la répartition des cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire,
bien qu’une trés légére diminution du pourcentage des cellules en phadd &t observée,
dans les cellules transfectées par miR-135a par rapport au miREN@e 25A). Une
analyse spécifique du pourcentage des cellules en prolifération par marquage BrdU confirme
que la surexpression de miR-135a ne modifie pas les capacités de prolifération des cellules
PGC-3 (Figure 25B).

L’analyse de la viabilité cellulaire par quantification de I’ATP cellulaire permettant de
déterminer le nombre de cellules vivantes en culture, indique que miR-135a ne semble pas
non plus étre impliqué dans ce processugure 25C). En effet, une surexpression de miR-
135a ne modifie pas la répartition des cellules en culture entre cellules vivantes, en apoptose
précoce, en apoptose tardive ou en nécrose, déterminée par un double marquage DIOC6-PI
(Figure 25D). Plus précisément, les cellules PC-3 surexprimant miR-135a présentent une
activité Caspase 3 identique a celle des cellules controles, démontrant que miR-135a ne régule
pas les mécanismes induiséiapoptose cellulaire Figure 25E).

En revanche, les cellules PC-3 transfectées miBel35a présentent une diminution
des capacités de migration par rapport aux cellules transfectées avetCniifRzure 25F).

En effet, a I’aide d’un test de comblement de blessure, analysé par vidéo-microscopie, on
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observe que la surexpressionmd#R-135a entraine une diminution de la vitesse de fermeture
de la blessure.

La transfection de miR-135a induit également une diminution du nombre de <ellule
capables de traverser une couche de matrigel, indiquant que miR-135a inhibe les capacités

d’invasion cellulaire Figure 25G).

En conclusion, I’ensemble de ces résultats indique que miR-135a joue principalement

un réle d’inhibition de la migration ale 1’invasion dans les cellules PC-3.
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Les cellules PC-3 ont été transfectées avec bdBa mimic ou le contrble négatif miR-NC. Les données
représentent la moyenneseart-type de 3 expériences indépendantes.

A. Pourcentages de cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire détérmimésqpigsa 1’lodure

de PropidiumPI) et analyse par cytométrie de flux.

B. Pourcentages de cellules en prolifération measpaé I’incorporation de Bromodéoxyuridine (BrdU) dans
I’ADN nouvellement synthétisé et analysés par cytométrie de flux.

C. Viabilité cellulaire mesurée par analyse au luminométre de ’ATP cellulaire permettant de déterminer le
nombre de cellules métaboliquement actives. La quantification de la viabilité cellulaire peshéex en
pourcentage relatif par rapport a celle des cellules transfectées par le miR-NC.

D. Mesure de I’apoptose cellulaire par double marquage DIOC6-PI et analyse par cytométrie de flux.

E. Activité de la caspase 3 mesurée par analyse au fluorimetre du sDESIEXAFC clivé par la caspase 3. La
transfection de Bax est utilisée comme contrble paBijfoptose cellulaire.

F. Analyse par vidéo-microscopie de la migration cellulaire par un test de coemtilede blessure. La
quantification de la vitesse de fermeture de blessure est exprimée en famegetatif par rapport a cellege
cellules transfectées pkr miR-NC. Des images représentatives de fermeture de la blessure sont présentées a 0
h, 10 h et 20 h (barre = 100 um).

G. Invasion cellulaire. Le pourcentage des cellules invasives a été détpanifombre de cellules passant la
membrane recouverte de Matrigel / nombre de cellules ayant migré a travemwmlarane) x 100. La
quantification des cellules invasives est exprimée en pourcentage paatifapport a celle des cellules
transfectées par le miR-NC. Des images représentatives des cellules, marqudesyantDtraversd’insert

recouvert de Matrigel sont présentées (barre = 100 um).
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b- miR-135a cible les ARNm de ROCK1 et ROCK?2

Parmi les genes sous-exprimés dans les cellules transfectées avec miR-135a, impliqués
dans les processus de mouvement cellulaire et ayant un site de liaison potentieil35a,
nous avons retenu ROCK1. Cette protéine kinase, appartenant a la voie de signalisation de
Rho, estimpliquée dans les processus d’organisation du cytosquelette, de migration et
d’invasion cellulaire. De plus, le second membre de la famille des ROCKs, ROCK2, dont la
séquence et la fonction sont trés proches de celles de ROCK1, est également prédit pour étre
une cible de miR-135a, seldnrgetScan. Nous avons donc décidé d’évaluer le role de miR-
135a sur I’expression et la fonction de ROCK1 et ROCK2.

Nous avons confirmé ’effet de la surexpression demiR-135a sur la régulation de
I’expression de ROCK1 et ROCK2, au niveau transcriptionnel et protéique par des analyses
de RT-PCRq et Western Blot, respectivement. Les cellules LNCaP transfectées pendant 48 h
avec miR135a présentent une diminution d’environ 50% du taux d’ARNm de ROCKI1 et
ROCK2, par rapport aux cellules transfectées avec le controle négatif miRiN@e(26A).

De plus, une forte diminution du taux de protéines ROCK1 et ROCK2 (de 96% et 80%
respectivementigure 26B) a été observée, 48 h apres la transfection de miR-135a.

Nous avons ensuite étudié 1’interaction directe entre miR-135a et les ARNm cibles
potentiels de ROCK1 et ROCK2. Nous avons généré des plasmides contenant une partie de la
3’UTR de ROCK1 ou ROCK2 en aval d’un gene luciférase (wt 3’UTR) et des plasmides avec
des délétions des séquences reconnues pai 3diRamut 3°UTR) (Figure 26C). Lorsque les
constructions sauvagewt] sont cotransfectées avec miR-135a dans les cellules HelLa, on
observe une diminution de 1’activité luciférase, par rapport au vecteur vide (-5786-32%
pour les constructions ROCK&t ROCK2 respectivementFigure 26D). A 1’inverse,
I’expression luciférase des constructions mutantes (mut 3’'UTR) n’a pas été affectée par la
surexpression de miR-135a. Ces données révelent une interaction directe entre miR-135a et la
3’UTR des ARNm de ROCK1 et ROCK2.

L’ensemble de ces résultats indique donc que miR-135a régule négativement
I’expression de ROCK1 et ROCK2 et que les ARNm de ROCK1 et ROCK2 sont des cibles
directes de miR-135a
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Dans les cellules NCaP traitées au R1881, dans lesquelles 1’expression de miR-135a
est augmentée, nous avons également observé une diminution des quantités protéiques de
ROCK1 et ROCK2 (-74%et -65%, respectivementFigure 26E), suggérant que les
androgenes régulent négatiwnt 1’expression de ces deux protéines a travers la

surexpression deiR-135a.
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Figure 26 : miR-135a régule I’expression de ROCK1 et ROCK2 en interagissantavec leur 3’UTR.

A. Expression des ARNm de ROCK1 et ROCK2 dans les cellules LNCaP, 4@&dlapransfection de miR-
135a mimic ou du contrdle négatif miR-NC, déterminée palPRRg. Les données sont présentées sous forme
de différentiel d’expression de ces génes dans les cellules transfectées aved 3GdReomparées aux cellules
transfectées avec mMiR-NC. Les résultats représentent la moyenhécatt-type de trois expériences
indépendantes.

B. Analyse par Western Blot de 1’expression des protéines ROCK1 et ROCK2 dans les cellules LNCaP, 48 h
apres transfection de miR-135a mimic ou du contréle négatif miRERERpression protéique a été quantifiée
avec le logiciel MiltiGauge et normalisée par rapport a 1’expression de la B-Tubuline et les pourcentages de

diminution (miR-135a/miR-NC, sur la droite) ont été calculés.
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C. Représentation schématique des constructions de plasmide contenant la 3’UTR de ROCK1 ou ROCK2. Les
sites de liaison potentiels de miR-135a identifiés par TargetScan, sont mggsés® un carré noir (WT) et les
mutants (mut) correspondent a des délétions de la région complémentaire a la sseptbdeemiR-135a.

D. Interaction de miR35a avec les 3’UTR de ROCK1 et ROCK?2 analysée par des tests rapporteurs luciférase.
Des vecteurs pmiRGLO contenant les 3’UTR de ROCK1 ou ROCK2, sauvages (WT) ou mutées (mut) pour les
sites de liaison de miR-135a, sont transfectés dans les cellules HeLai&#485a ou miRNC. L’activité
luciférase a été mesurée 48h apres transfection et les résultats sont présentég cliffémemtiel de 1’activité
luciférase dans les cellules transfectées par miR-135a\@iR-es résultats représentent la moyenri&dart-
type de trois expériences indépendantes.

E. Analyse par Westn Blot de I’expression protéique de ROCK1 et ROCK2 dans les cellules LNCaP, 48h
aprés traitement androgénique (R1881) ou aprés le contréle négatif a 1’éthanol (Eth). Les taux d’expression
protéiques ont été quantifiés avec le logiciel MultiGauge et ridséngar rapport a ceux de la B-Tubuline. Les
pourcentages de diminution correspondent aux taux normalisés de proténsedes cellules traitées au
R1881/Eth.
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c- miR-135a inhibe la migration et I’invasion cellulaire en régulant

I’expression des ROCKs.

Comme indiqué précédemment dang-igure 25F la transfection de miR-135a dans
les cellules PC-3 induit un retard de migration des cellules en culitsrel’un test de
comblemenide blessure. En paralléle, nous avons artificiellement diminué 1’expression des
protéines ROCK1 et ROCK2 en co-transfectant SIROCK1 et siROCK2, ou en traitant les
cellules avec un inhibiteur chimique des kinases ROCKSs, Y-27632. Ces différents traitements
induisent également une inhibition de la migration celluldtigure 27A), suggérant le réle
de ROCK1 et ROCK2 danisinhibition de la migration par miR-135a. Pour confirmer cette
hypothese, nous avons réintroduit ROCK1 dans les cellules PC-3 surexprimant miR-135a.
Ces cellules retrouvent les capacités de migration similaires aux cellules coriigles (
27A).

L étude de la morphologie des cellules en migration a confirmé cette hypothese. Les
cellules transfectées avec miR-135a sont plus allongées que les cellules PC-3 transfectées
avec miR-NC, et sont dotées de multiples protrusibigufte 27B), un phénotype proche de
celui des cellules transfectées avec les siROCK1/siROCK2 ou traitées avec Y-27632. De
fagcon intéressanten forgant 1’expression exogéne de ROCK1 dans les cellules surexprimant
miR-135a, on restaure le phénotype cellulaire normal, ce qui suggére un réle collaboratif de
ROCK1 et ROCK2 dans la morphologie et la migration cellulaire.

Enfin, une observation du cytosquelette d’actine par marquage des cellules a la
phalloidine couplée au TRITC (Tetramethylrhodamine B isothiocyanate), en
immunofluorescence, appuie de telles observations morphologiques. En effet, dans les
cellules transfectées avec miR-135a, on observe plus de cellules allongées que dans les
cellules transfectées avec le contrdle négatif (miR-NC), et ceci a faible ou a forte densité
cellulaire Eigure 27C).

L’ensemble de ces résultats suggere fortement 1’implication des protéines ROCKs,
régulateurs du cytosquelette d’actine, dans le r6le demiR-135a sur la migration des cellules

prostatiques tumorales.
Nous avons ensuite analysé la contribution des protéines ROCKs’ahilsitlon de

I’invasion cellulaire par miR-135a. Comme présenté dang-igure 28, la surexpression de
miR-135a, tout comme la transfection de siROCK1, siROCK2 ou le traitement au Y-27632,
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diminue fortement I’invasion des cellules PC-3. De plus, comme pour la migration cellulaire,
la surexpression de ROCK1 exogéne dans les cellules transfectées avec miR-135a, abolit

I’inhibition de I’invasion cellulaire.

L’ensemble de ces résultats indique que miR-135a régule négativement la migration et
I’invasion cellulaire, en ciblant les ARNm de ROCK1 et ROCK2. L’effet de miR-135a ne
semble pas étre spécifique de la prostate puisque nous avons observé des résultats similaires

dans des cellules HeLa (données non présentées).
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A. Analyse par vidéo-microscopie de la migration des cellule8 Pit transfectées avec le contrdle négatif
(miR-NC), miR-135a, siROCK1 et siROCK2 (siROCK1/2) ou niif$a et ’ADNc de ROCKI, soit traitées

avec le Y-27632]ors d’un test de comblement de blessure. La quantification de la vitesse de fermeture de
blessure est exprimée en pourcentage relatif dans les cellules traitéesppér aap cellules contrbles. Des
images représentatives de certaines conditions sont présentées (barre = 100 um)

B. Morphologie des cellules en migration dans les conditions décrites enra 880 m.

C. Observation du cytosqlegte d’actine de cellules PC-3 transfectées avec miR-NC ou miB5amimic. Les

cellules ont été ensemencées & une densité cellulaire faible {GitsPou forte (2.10/puits) et transfectées
pendant 48h. lactine cellulaire a été marquée a la Phalloidine couplée au TRITC. Des images représentatives de

chaque condition sont présentées (barre = 50 um)
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Figure 28: miR-135a diminue les capacités d’invasion des cellules PC-3, via la voie de signalisation des
ROCKs.

Test d’invasion cellulaire des cellules PC-3, soit transfectées avec le contrble négatif (miR-NC), miR-135a,
SiROCK1, siROCK2 ou miR35a et ’ADNc de ROCKI1 soit traitées avec le Y-27632. Le pourcentage de
cellules invasives a été déterminé par : (nombre de cellules traversaamlarane recouverte de Matrigel /
nombre de cellules traversant la membrane seule) x 100. Des images repvésefgatertaines conditions sont

présentées (barre = 100 pm)
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4. ROle de miR-135a dans la signalisation androgénique

a- miR-135a cible directement les ARNm de ESRRA et FOXN3 dans les
cellules LNCaP

L’étude bibliographique du role des genes cibles potentiels de miR-13bableau 3
nous a permis d’identifier deux genes, ESRRA et FOXN3, potentiellement impliqués dans la
signalisation androgéniqud.e géne ESRRA (ERRa) code pour un récepteur nucléaire
orphelin,capable d’interagir avec la voie de signalisation de AR en se fixant sur des AREs, en
absence d’androgénes, et d’activer la transcription de génes cibles de AR, dont le PSA
(Teyssieret al, 2008). Le r6le de FOXN3 est beaucoup moins clair, mais ce géene appartient a
la famille des facteurs FOX (Forkhead Box). FOXAL, un membre de cette famille, joue un
réle de facteur pionnier et favorise le recrutement de cofacteurs et/ou facilite la liaison de AR
a I’ADN (Gaoet al, 2003; Zhanget al, 2011a). De plugsesdeux génes sont impliqués dans
les voies biologiques du cycle cellulaire et de la réplication, recombinaison et réparation de
I’ADN (Figure 24B).

Nous avons, dans un premier temps, confirmé 1’effet de la surexpression de miR-135a
sur la régulation de I’expression de ESRRA et FOXN3, au niveau transcriptionnel et
protéigue par des analyses de RT-PCRq et Western Blot, respectivement. Une surexpression
de miR-135a, par transfection de miR-135a mimic dans les cellules LNCaP, induit une
diminution du taux d’ARNm de ESRRA et FOXN3 de presque 50%, par rapport aux cellules
transfectées avec le contrdle négatif miR-NKy@re 29A) et une diminution drastique du
taux de protéine, de 65% et 96% respectiventagt(e 29B).

Nous avons ensuite étudié 1’interaction directe entre miR-135a et les ARNm cibles
potentiels de ESRRA et FOXN3. Les ARNm de ESRRA et FOXN3 ont, tous les deux, deux
sites potentiels de liaison de miR5a dans leur 3’UTR, selon TargetScan. Nous avons
générés des plasmides contenant une partie de la 3’UTR de ESRRA ou FOXN3, dont les deux
sites potentiels de liaison de miRSa, en aval d’un géne luciférase (3’UTR wt) et des
plasmides avec des délétions pour les séquences reconnues piSmifRut 3’UTR)
(Figure 29C). Lorsque les constructions contenant les 3’UTR wt sont cotransfectées avec
miR-135a mimic dans les cellules HelLa, on observe une diminutibtadeité luciférase (-

53% et -81% pour les constructions ESRRA et FOXN3 respectiverfgnire 29D). A
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I’inverse, 1’expression luciférase des constructions mutantes (mut 3°’UTR) n’a pas été affectée
par la surexpression de miR-135a. Ces données révélent une interaction directe entre miR-
135a et la 3’UTR des ARNm de ESRRA et FOXN3.

L’ensemble de ces résultats indique donc que miR-135a régule négativement
I’expression de ESRRA et FOXN3 et que les ARNm de ESRRA et FOXN3 sont des cibles
directes de miR-135a.

Dans les cellules LNCaP traitées au R18Bihs lesquelles 1’expression de miR-135a
est augmentéed’expression protéique de FOXN3 diminue de 60%epfendant, ce n’est pas le
cas de celle d’ESRRA, qui n’est pas altérée par les androgéerfgiire 29E). L’augmentation
de I’expression de miR-135a par la stimulation androgénique semble corrélée a la diminution
de FOXN3,suggérant que les androgénes régulent négativement I’expression de FOXN3 a
travers la surexpression deR-135a.D’un autre coté, I’expression de ESRRAn’étant pas
diminuée dans des cellules stimulées, alors Gu@rkssion de miR-135a est augmentée, il
semblerait que  ESRRA soit soumis a d’autres régulations (androgéniques) pouvant
certainement contre-balancer les effetsrie-135a.

L’ensemble de ces données indique donc que miR-135a cible et régule négativement
I’expression de FOXN3 et ESRRA. Cependant, d’autres mécanismes entrant en jeu dans la
régulation androgénique de ESRRA, il sera difficile d’identifier son role dans la voie de
signalisation AR/miR-135a. A la suite de ces résultats, nous nous sommes focalisés sur

FOXNS3, une protéine de la famille des FOX dont la fonction a été trés peu étudiée.
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Figure 29: miR-135a régule I’expression de ESRRA et FOXN3 en interagissantavec leur 3°UTR.

A. Expression des ARNm de ESRRA et FOXN3 dans les cellules LNCaP, 48 Haaparssfection de miR-

135a mimic ou du contrble négatif miR-NC et déterminée par RT-PI3Rgdonnées sont représentées comme
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le différentiel d’expression des cellules transfectées par miR-135a comparées aux cellules transfeatémsR-
NC. Les résultats représentent la moyentécart-type de trois expériences indépendantes.

B. Analyse par Western Blot de I’expression des protéines ESRRA et FOXN3 dans les cellules LNCaP, 48 h
apres transfection de miR-135a mimic ou du contrbéle négatif miRERpression protéique a été quantifiée
avec le logiciel MiltiGauge et normalisée par rapport a 1’expression de la B-Tubuline et les pourcentages de
diminution (miR-135a/miR-NC, sur la droite) ont été calculés.

C. Représentation schématique des constructions de plasmide contenant la 3°UTR de ESRRA ou FOXN3. Les
sites de liaison potentiels de miR-135a identifiés par TargetScan, sont megsés® un carré noir (WT) et les
mutants (mut) correspondent a des délétions de la région complémentaire a la ssepebdeemiR-135a.

D. Interaction de miR35a avec les 3’"UTR de ESRRA et FOXN3 analysée par des tests rapporteurs luciférase.
Des vecteurs pmiRGLO contandes 3’UTR de ESRRA ou FOXN3, sauvages (WT) ou mutées (mut) pour les
sites de liaison de miR-135a, sont transfectés dans les cellules HeLai&#485a ou miRNC. L’activité
luciférase a été mesurée 48h aprés transfection et les résultats sont peésentéle différentiel de I’activité
luciférase dans les cellules transfectées par miR-135a/miR-NC. Les résultasemégrt la moyenne 1¥cart-
type de trois expériences indépendantes.

E. Analyse par Western Blot de I’expression protéique de ESRRA et FOXN3 dans les cellules LNCaP, 48h
aprés traitement androgénique (R1881) ou aprés le contrdle négatif a 1’éthanol (Eth). Les taux d’expression
protéiques ont été quantifiés avec le logiciel MultiGauge et normalisés par rapport a ceux de la B-Tubuline. Les
pourcentages de diminution correspondent aux taux normalisés de proténsedes cellules traitées au
R1881/Eth.
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b- FOXNS3 augmente I’activité transcriptionnelle de AR

Afin d’évaluer le role de FOXN3 dans D’activité transcriptionnelle de AR, nous avons
utilisé un vecteur rapporteur ou la transcription de la luciférase est placée sous régulation
androgéniqueRigure 30A). La transcription de ce gene luciférase, et par conséquent son
activité, est augmentée en présence de AR et d’androgénes. Le role de FOXN3 dans la
régulation transcriptionnelle de AR a donc éteélysé par cotransfection d’un vecteur
d’expression FOXN3 et du vecteur rapporteur.

L’activité luciférase relative correspond a I’activité luciférase dans les cellules stimulées
par rapport auxellules contrdles. Le différentiel d’induction des cellules transfectées avec un
vecteur d’expression FOXN3 a été calculé par rapport a celui des cellules transfectées avec un
vecteur vide. Comme présenté danBitgure 30B, une surexpression de FOXN3 entraine une
augmentation de I’activité luciférase, sous traitement androgénique (Figure 30B). Cette
augmentatiorest d’autant plus importante que la quantité decteur d’expression FOXN3
ajoutée est grande et peut aiageindre un taux d’induction six fois plus élevé que celle
normalement induite par AR seul.

Ces résultats indiqguent que FOXN3 augméhiegivité transcriptionnelle de AR.
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Figure 30: FOXN3 augmente ’activité transcriptionnelle de AR.

A. Schéma de la construction utilisée pour analysefluence de FOXN3 sur I’activité transcriptionnelle de

AR. Un vecteur pGL3-promoteur contenant 3 AREs de la Probasine er dmgéne de la luciférase, permet
aux cellules d’activer la transcription de ce géne en présence dR &t d’androgénes. La surexpression de
FOXN3 peut-ellanfluencer (positivement ou négativement) 1’activité transcriptionnelle de AR ?

B. Effet de la surexpression de FOXN3 sur ’activité transcriptionnelle de AR analysée par un test rapporteur
luciférase Les cellules HelLa ont été cotransfectées avec pSG5-hAR, un vecteuteaphawiférase Firefly
dont la transcription est placée sous le contd@8AREs du géne Probasin, le plasmide pGL4.73 exprimant la
Rénilla luciférase pour normaliser I’efficacité de transfection et le vecteur pcDNA3.1(+) vide ou contenant
I’ORF de FOXN3 (100, 200 ou 400 ng). Les cellules ont été traitées avec 1 nM dd Ru88sec un controle
négatif et présentées comme la moyenriéédart-type de trois expériences indépendantes. Les données sont
représentées comme le différentiel d’activité luciférase dans les cellules traitées au R1881/controle. Le
différentiel d’induction des cellules transfectées avec un vecteur d’expression FOXN3 a été calculé par rapport a

celui des cellules transfectées avec un vecteur vide.
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c- ROle fonctionnel de FOXN3 dans les cellules LNCaP

Aucune ¢étude n’a, jusqu’a présent, rapporté un role fonctionnel de FOXN3 dans les
cellules prostatiques tumorales. Cependant, FOXN3 semble associé aux points de contréle du
cycle cellulaire et a la réparation de I’ADN.

Etant donné que les androgénes contrdlent la prolifération des cellules prostatiques
androgéno-sensibles LNCaP et que FOXN3 augmgatavité transcriptionnelle de AR,
nous avons analysé le réle de FOXN3 sur la prolifération cellulaire dépendante des
androgenes. Pour cela, nous avons transfecté dans des cellules LNCaP, soumises ou non a une
stimulation androgénique, un siARN anti-FOXNS3 (siFOXN3).

Comme attendu, lorsqu’on stimule les cellules LNCaP au R1881, apres privation
androgénique, on observe une augmentation de la prolifération des cellules dei@0% (
31). Cependant, quand on traite les cellules avec un siFOXN3, 48 h avant la stimulation
androgénique, I’augmentation de la prolifération cellulaire induite par les androgénea&est
pas aussi importante (60%).

Il semblerait donc que FOXN3 soit impligué dans la prolifération des cellules

prostatique dépendante des androgéenes.

124



RESULTATS

% de cellules
en prolifération (BrdU +)

sIFOXN3
(72h)

R1881
(1nM. 24h)

Figure 31: Rdle fonctionnel de FOXN3 dans les cellules LNCaP.
Pourcentages de cellules en prolifération maspaél’incorporation de BrdU et analyse par cytomeétrie de flux.

Les cellules LNCaP ont été transfectées, avec siFOXN3 ou siNT, pendant 48le aaitieu de privation en
androgenes, awut d’étre stimulées pendant 24 h.
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d- FOXNS3 diminue la migration cellulaire des cellules PC-3

FOXN3 est un gene cible de miR-135a, dont le réle fonctionnel principal, que nous
avons mis en évidencest d’inhiber la migration et 1’invasion des cellules prostatiques
tumorales Afin d’évaluer si FOXN3 contribue a I’effet inhibiteur de miR-135a sur la
migration cellulaire, nous avonstificiellement diminué 1’expression de la protéine FOXN3
en transfectant du siFOXN3 dans les cellules PC-3.

Par un test de omblement de blessure, nous avons observé qu’une inhibition de
I’expression de FOXN3 induit une diminution de la vitesse de fermeture de la blessure
(Figure 32) ; un effet similaire a celui que nous avons observé apres surexpression de miR-
135a.

Ces résultats indiquent que FOXN3 est impliqué dans la migration cellulaire. Il pourrait

alors participer au role d’inhibition de la migration par miR-135a.
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Figure 32: FOXN3 diminue la migration des cellules PC-3.

Analyse par vidéo-microscopie de la migration cellulaire par un test de comblaeteeblessure. La
quantification de la vitesse de fermeture de blessure est exprimée en poercelatage par rapport a celle des
cellules transfectées par miR-NC. Des images représentatives de la blessure des cellutand?é€rtées avec
un contréle négatif (si-NT) ou SiFOXN3, & 0 h, 6 h, 12 h, 18 4 ét, 3ont présentées (barre = 100 um).
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lll. Expression de miR-135a et ROCK1 dans des échantillons de

cancer de la prostate

1. L’expression de miR-135a diminue dans les tissus tumoraux et au

cours de la progressiordu cancer de la prostate

Pour étudier le rble potentiel de miR-135a dans le développement du cancer de la
prostate, nous avons déterminé les taux d’expression de miR-135a , par RT-PCR(q, dans 56
tumeurs et contre-parties saines issus de patients traités par prostatectomie.

Dans un premier temps, nous avons observé’gkigression de miR-135a dans le tissu
cancéreux est significativement plus faible que dans le tissu sain adj&gne G3A).

Comme miR135a est impliqué dans les processus de migration et d’invasion cellulaire,
nous avons recherché ensuité si son expression pouvait étre correlée a la progression du
cancer de la prostate.

Pour cela, la relation entretiix d’expression de miR-135a et le score de Gleason a été
évaluée. Larigure 33B indique que le ratio de I’expression de miR-135a dans la tumeur par
rapport a la contrepartie non cancéreuse pairée est inversement corrélée au grade pathologique
(score de Gleason) du cancer de la prostate, avec une diminution significative entre les
Gleason 3+3 et les autres groupgssi qu’entre les Gleason 3+4 et les Gleason > 8. Ces
données suggérent donc un r@e miR-135a dans la progression tumorale. De facon
intéressante, 1’expression de miR-135a est plutdt élevée dans la tumeur par rapport au tissu
non-cancéreux pairé dans les scores de Gleason de 6 (3+3). Lorsque le score de Gleason
augmente, on observe une diminution du pourcentage de patients pour lesquels le taux
d’expression de miR-135a est supérieur ou égal dans le tissu cancéreux par rapport a la
contrepartie saindznfin, tous les patients avec un score de Gleas8mprésentent une plus
faible expression de miR-135a dans la tumeur par rapport au tissu non-cancéreux pairé
(Figure 330).

Nous avons également observé une diminution significative de 1’expression de miR-
135a entre les tumeurs localisées intraprostatiques (pT2c) et les tumeurs invasives, extra-

prostatiques (pT3at b), bien qu’on ne puisse pas séparer la dissémination dans les vésicules
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séminales (pT3bd’une invasion extra-prostatique ne touchant pas les vésicules séminales

(pT3a) Figure 33D). L’expression de miR-135a est donc inversement correlée avec le stade

pathologique, en particulier entre les tumeurs localisées et les tumeurs invasives.
Cependantnous n’avons pas mis en évidence de corrélation ertre le taux d’expression

de miR-135a elatteinte des ganglions lymphatiques régionali&ge du patient ou le taux de

PSA pré-opératoired<gures 34A-0.

En conclusion, nous avons observé que I’expression de miR-135a semble inversement
corrélée au score de Gleasaimsi qu’aux capacités d’invasion des cellules tumorales. Ces
donnéessuggérent que la diminution de miR-135a pourrait refléter la progression du cancer

de la prostate.
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L’expression de miR-135a est inversement corrélée a la progression tumorale.

130



RESULTATS

L’expression de miR-135a dans les tissus cancéreux et non-cancéreux adjacébtschantillons issus de
prostatectomie a été déterminée par RT-PCRq. Le daaxpression de miR-135a dans les cellules primaires
épithéliales de prostate (PrEC) a été utilisé comme calibrateur. Le haut et lediesjoe boite a moustache
représente respectivement 7™ percentile et €5 percentile. La ligne au milieu représente la médiane des
valeurs. Les valeurs extrémes sont représentées par des cercles au-deléala ladusstache.

ns, non-significatif; *p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001; **** p<0.0001.

A. Expression différentielle de miR-135a entre 56 tissus tumoraux etdennepartie saines non tumorales,
selon le test des rangs signés de Wilcoxon sur échantillons appariés.

B. Relation entre ’expression de miR-135adans les échantillons de prostatectomie radicale (échantillons de
tumeur versus contrepartie saine du méme patient) et le score de Glaasa@malyse ANOVA a révélé une
différence entre les groupes avec une p-vak®.0001. Des analyses statistiques entre chaque groupe ont été
réalisées par le test de comparaison multiple de Tukey-Kramer

Score de Gleason de 6 (3+3), n = 2; Score de Gleasori3del), n = 17; Score de Gleasondéi+3), n = 22;
Score de Gleasona 8, n = 15.

C. Corrélation entre I’expression de miR-135a dans les échantillons de prostatectiomie radicale et le score de
Gleason. Les numéros en ordonnée référent aux patients. Ledspatierété rangés dans les 4 groupes de
Gleason (présentés &h) du cancer de la prostate]on le ratio de I’expression de miR-135a dans la tumeur
normalisée a la contrepartie sailh@® pourcentage des patients avec une expression de miR-135a supérieure,
égale ou inférieure dans le tissu tumoral (T) par ragpsat contrepartie normale (N) a été calculé et représenté
respectivement en gris (T>N), en blanc (T=N) et en noir (T<N).

La valeur du coefficient de corrélationa été calculée avec le test de Spearmam €0.4043) et est
statistiquement significatif (**p<0.01);L’intervalle de confiance & 95% est de [-0.6082 to-0.1505].

D. Relation entre I’expression de miR-135a dans les prostatectomies (échantillon tumoral normalisé a la
contrepartie saine du méme patient) et le stade paihotod.’analyse ANOVA a révélé une différence entre les
groupes ave@<0.01. Des analyses statistiques entre chaque groupe ont été réalisédasgtateainomparaison
multiple de Tukey-Kramer. pT2c, cancer localisé dans la capsule prostatifiis, pT3a, extension du cancer
audela de la prostate mais sans invasion des vésicules séminales (VS)pT3f26ancer extra-prostatique

avec invasion des VS, n=14.
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Figure 34 : L’expression de miR-135an’est pas corrélée aux autres caractéristiques clinico-pathologiques.
Les taux d’expression relatifs de miR-135a dans les échantillons tumoraux par rapport aux cotigepar
normales pairées du méme patient (n = 56) ont été déterminés par RT-PCRq.

B. Relationentre I’expression de miR-135a dans les échantillons de prostatectomie radicdlevasion des
ganglions lymphatiques régionaux. NO, pas de métastases dans les gangimretigues régionaux, n = 39;
N1, présence de métastases dans les ganglions lymphatiques régioratg, he haut de chaque boite a
moustache représente8°™ percentile [1.14t0.80 pour NO et NIrespectivemeihtet le bas de chaque boite a
moustache représente 26°™ percentile [0.30et 0.43 pour NO et N1, respectivement]. La ligne au milieu de
chaque boite & moustache représente la médiane des valeurst D85pour NO et N1, respectivement). ns,
p-value non-significative par test de Student sur échantillons indépendants.

C. Relationentre ’expression de miR-135a dans les échantillons de prostatectomies radicalésgetdes
patients. Les échantillons ont été divisés en 2 groepedpisissant comme valeur seuil la médiane de 1’age des
patients; > 63.5 ans, n = 28; < 63.5 ans, n =128haut de chaque boite & moustache représente®1é 75
percentile [0.97et 0.95 pour < 63.5 ans et >63.5 arsspectivemeitet le bas de chaque boite a moustache

représente 185" percentile [0.3@t 0.32 pour < 63.5 ans et >63.5 arespectivement]. La ligne au milieu de
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chaque boite & moustache représente la médiane des valeurt(0.64 pour < 63.5 ans et >63.5 ans
respectivement). ng:value non-significative par test de Student sur échantillons indépendants.

D. Relation entre I’expression de miR-135a dans les échantillons de prostatectomies radicales et les valeurs de
PSA pré-opératoires. Les échantillons ont été divisés en 2 groupesjsssaimb comme valeur seuil la médiane
des valeurs de PSA pré-opératojred5 ng/ml, n = 46; < 15 ng/ml, n = Be haut de chaque boite & moustache
représente 1&5°™ percentile [0.97 et 1.02 pour < 15 ng/mket5 ng/m| respectivemeiftet le bas de chaque
boite & moustache représent@B™ percentile [0.30 et 0.31 pour < 15 ng/mket5 ng/m) respectivement]. La

ligne au milieu de chaque bofite a moustache représente la médiane des vél@isQGPpour < 15 ng/ml et

15 ng/m| respectivement). ng;value non-significative pat test de Student sur échantillons indépendants.
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2. L’expression protéigue de ROCK1 est plus forte dans les glandes

prostatigues tumorales

MiR-135a régule négativement I’expression de ROCK1 ROCK2 FOXN3 et ESRRA et
son expression diminue dans les échantillons prostatiques tumoraux par rapport a la
contrepartie saineinsi qu’au cours de la progression du cancer. Nous avons donc analysé
I’expression d’un de ses genes cibles, ROCK1 dans des échantillons provenant des mémes
patients.

Nous avons, dans un premier temps, mesutgited’ ARNm de ROCK1 par RT-PCRgq.

Dans ces échantillonspus n’avons pas observé de corrélatientre 1’expression de ROCK1
et ’expression de miR-135a. De plusl’expression de ROCK1 n’¢était pas plus forte dans les
tissus cancéreux que dans les tissus sains (données non présentées).

Une immunohistocimie a donc été réalisée sur des coupes de prostate contenant des
glandes normales et tumorales de 32 patients de la cofaliledu 5. La protéine ROCK1
est exprimée dans le cytoplasme des celldtestroma et de 1’épithélium glandulaire (a la
fois dans les cellules basales et dans les cellules lumingigsie 35A).

Une analyse semi-quantitative a révélé que le pourcentage de marquage « Fort » de la
protéine ROCK1 est plus important dans les cellules luminales des glandes tumorales (34 %)
par rapport aux glandes normales (16 %yre 35B). Tous les grades pathologiques sont
représentés dans cette Bma et nous n’avons pas observé de corrélation entre 1’expression
protéigue de ROCK1 et le score de Gleason.

Ces résultats suggerent que 1’expression protéique de ROCK1 augmente dans les tissus

tumoraux.
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Figure 35: Expression protéique de ROCK1dans estissus prostatiques tumoraux.

L’expression protéique de ROCK1 a été mesurée par IHC dans des échantillons de piegtatents atteints
de cancer de la prostate. Les coupes ont été réalisées dans une zone cdutésamtnormal et du tissu
tumoral.

A. Images représentatives du marquage de la protéine ROCK1 dans les gtantides (N) et tumorales (T)
provenant de deux patients différents. Le signal positif est donnénpasarquage DAB brun cytoplasmique.
Grossissement x 400.

B. Répartition des échantillons en fonction de I’intensité de marquage de la protéine ROCKI1 dans les glandes
normales et tumorales. Une analyse semi-quantitative a été réalisée. Le dagr§ubge a été évalué et classé

dans les catégories « Fort », « Moyen » et « Faible
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

|. miR-135a, un miIARN surexprimé par les androgenes, diminue

la migration et I’invasion de cellules prostatiques tumorales, en
ciblant ROCK1 et ROCK2

Les miARNs, comme les géenes dont la transeotipdépend de I’ARN polymérase I,
sont soumis a des régulations par les facteurs de transcription, dont le suppresseur de tumeur
p53 (Heet al, 2007)et I’oncogene c-myc (O'Donnellet al, 2005), régulant aingiexpression
de miARNSs suppresseurs de tumeurs et d’oncomiR, respectivement. AR, tout comme p53 et
c-myc peut réguler ’expression de miARNs impliqués dans la tumorigenése prostatique
(Fletcheret al, 2012; Jalavet al, 2012; Riba®t al, 2009).

Au cours de cette étude, nous avons identifié une famille de miARNs régulée par les
androgéenes dans des cellules prostatiques tumorales. Cette famille miR-135 est composée de
deux membresmiR-135a et miR-15b. L’expression de ces deux miARNs augmente apres
stimulation androgéniqueyvec un différentiel d’expression plus fort pour miR-135a. La
stimulation androgénique de 1’expression de miR-135a est abolie en présence de bicalutamide
ou de siARN antAR, indiquant que la régulation androgénique de miR-135a passe par AR.

Plusieurs groupes ont rapporté une régulation des miARNSs par la voie de signalisation
de AR. Sous stimulation androgénique, AR se fixe dans les séquences régulatrices en amont
des miARNS et semble soit activer la transcription de genes miR, entrainant une surexpression
demiR-27a,miR-32, miR-148a et miR-21 (Fletchest al, 2012; Jalavat al, 2012; Ribaset
al., 2009), soit réprimer la transcriptionl&xpression, comme par exemple du cluster miR-
99a/let7c/125b-2 (Suat al, 2013). Cependant, plusieurs facteurs de transcription, dont p53
ou le récepteur aux cestrogenes lié aux cestrogeénes, interagissent avec les hélicases du
complexe Drosha et régulent, en plus de la transcription, le clivage du pri-miARN en pré-
MIARN (Suzukiet al, 2009; Yamagatat al, 2009). Cette régulation post-transcriptionnelle
a été mise en évidence pour AR par Fletatteal (Fletcheret al, 2012). AR induit une
augmentation transitoire de la transcription du cluster miR-23a/27a/24-2 mais accélére de
facon plus significative le clivage du pri-miARN par Drosha (Fletehex, 2012).

miR-135a est présent sur deux loci dans le génonig;135alet miR-135a2 Notre

étudedes mécanismes régulateurs de 1’expression de miR-135a par les androgenes indique
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que la surexpression de ce miARN résulte principalement de la régulation transcriptionnelle
demiR-135a2miR-135a2 étant situé dans un intron du géne héte non codant, RMST, il peut
alors avoir sa propre unité de transcription ou étre le produit de 1’épissage de RMST. Puisque

RMST n’est pas exprimé dans nos cellules, un site de début de transcription a été recherché et
identifié, 554 paires de bases en amont de la premiere base hiRpiS5a2. Ceci suggere

que miR-135a2 posséde ses propres régions régulatrices de la transcription. Nous avons
ensuite identifié un ARE fonctionnel, en amont du g&iR-135a2 et validé par ChIP que la

liaison de AR dans ¢t région augmenten présence d’androgéenes. Nos données sont en
accord avec celles des ChIP-seq obtenues par JlagJalavaet al, 2012) qui indiquent

que AR se fixe dans des séquences proches de miR-135a dans les cellules LNCaP

surexprimant ou non AR et soumises a régulation androgénique.

Beaucoup de miARNSs surexprimés par les androgenes, tels que miR-32, miRiR-48,
21, et miR-27a sont oncogéniques, tandis que les miARNs réprimés par les androgenes, tels
gue miR-99a, semblent étre suppresseurs de tumeurs (DeVereeVdlite2009; Fletcheet
al., 2012; Jalaveet al, 2012; Ribaset al, 2009; Sunet al, 2011; Zhenget al, 2012).
Cependant, il existe certaines exceptions, comme par exemfpl84a dont I’expression est
surexprimée par les androgénéss qu’il joue un role de suppresseur de tumeur (Rolétlin
al., 2008). Il semble donc que les androgénes puissent réguler positivement ou négativement
I’expression de miARNs impliqués dans la tumorigenese prostatique.

miR-135a a été montré comme pouvant jouer un réle dans le développemenet(Pang
al., 2011; Wuet al, 2009; Zhanget al, 2011c; Zhanget al, 2012), ainsi que dans de
nombreuses pathologies biologiques, telles que les pathologies musculaires €Gatco
2009), métaboliques (Agarwat al, 2013), cardiovasculaires (Hoeksétaal, 2010; Sobeet
al., 2010)ou dans I’endométriose (Petraccoet al, 2011).Le rdle ainsi que I’expression de
miR-135a ont été décrits dans plusieurs cancers et miR-135a joue un réle différent dans
chaque cancer étudié. Il peut ésgppresseur de tumeur, comme par exemple dans le
lymphome, gliome, cancer gastrique et cancer rénal, en régulant principalement la
prolifération cellulaire et ’apoptose et en ciblant différents genes tels que JAK2, STATS6,
SMADS5, BMPR2 et c-myc (Navarret al, 2009; Wuet al, 2012a; Wuwet al, 2011; Yamada
et al, 2012) Et au contraire, miR-135a peut étre considéré comme un oncomiR dans le
cancer colorectal, cancer du sein et dans la thrombose de la veine porte dans le carcinome

hépatocellulaire, en ciblant APC, MTSS1 et HOXA10 et activant les propriétés de
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prolifération, migration et invasion cellulaire (Bugt al, 2010; Cheret al, 2012; Liuet al,
2011c; Nagekt al, 2008; Vickerset al, 2012; Zhotet al, 2012).

Afin d’identifier le role de miR-135a dans le cancer de la prostate, nous avons réalisé
une analyse transcriptomique comparative des cellules LNCaP transfectées avec miR-135a
par rapport aux cellules transfectées avec le contréle négatif. Il a reccemment été montré que
I’action prédominante des miARNs entraiune diminution des taux d’ARNm (Guo et al,

2010) faisant des puces pangénomiques un outil efficace dans 1’identification de nouvelles

cibles de miARNSsL’étude des transcriptomes, suivie par une analyse in silico des séquences

des 3’UTR des génes sous-exprimés, a conduit a I’identification de geénes cibles potentiels de
miR-135a. De plusl’analyse Ingenuity des génes dérégulés indique que le cycle cellulaire, la
prolifération/survie/mort cellulaire et la morphologie/mouvement/organisation cellulaire sont
des voies biologiques significativement enrichies dans les génes dérégulés par la
surexpression de miR-135a. Nous avons alors étudié la contribution de miR-135a dans ces
processus cellulaires en surexprimant miR-135a dans les cellules prostatiques tumorales, PC-
3, ayant desapacités de migration et d’invasion. L’étude fonctionnelle de miR-135a indique
qu’une surexpression de ce MiARNinduit une diminution de la migration et de 1’invasion des

cellules prostatiques, sans modifier les capacités de prolifération, de survie et de mort
cellulaire.

Parmi les génes cibles potentiels de miR-135a impliqués dans les voies biologiques de
la morphologie/mouvement/organisation cellulaire, nous nous sommes, dans un premier
temps, focalisés sur ROCK1 (identifid’aide des puces pangénomiques suiviel'dealyse
in silico) et ROCK2 (identifié par analyda silico seule). Une surexpression de miR-135a
entrahe une forte diminution de I’expression de ROCKI1 et ROCK2 au niveau
transcriptomique et protéomique, confirmant le réle de miR-135a dans la régulation de ces
génesROCKSs De plus, nous avons démontré une interaction de I¥dRavec la 3’UTR des
ARNmM de ROCK1 et ROCK2, confirmant que ces deux genes sont des cibles directes de
miR-135a.

Les ROCKs (Rho-associated, coiled-coil containing protein kinase), composés des deux
membres ROCK1 et ROCK2, sont des protéines kinases activees peotéines Rho-GTP.
Les protéines ROCKs partagent une tres forte homologie de séquence, principalement au
niveau du domaine kinase (87% d’homologie), leur permettant de phosphoryler des protéines
communest d’avoir des fonctions similaires. Des différences de spécificité de substrat et par

conséquent de role biologique sont probablement dues a de subtiles variations de localisation
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cellulaire (Yonedaet al, 2005). Les protéits ROCKs sont des régulateurs de 1’organisation

du cytosquelette d’actine et de I’interaction actine-myosine, leur permettant principalement
d’intervenir dans les processus de motilité, d’adhésion et de contraction cellulaire (Amanoet

al., 2010; Riento and Ridley, 2003). De plus, les ROCKs influent’antres processus tels

que la trascription de geénes, la prolifération, la différenciation, 1’apoptose et la
transformation oncogénique, bien que souuefitmécanismes moléculaires n’aient pas été
entierement caractérisés. La voie Rho/ROCK est importante pour la capacité des cellules
tumorales a métastaser (del Pesal, 1997; Wyckoffet al, 2006) etl’inhibition spécifique

des ROCKs supprime la croissance tumorale et les métastasest(dgh1999). Dans les
cellules prostatiques PC-3, certaines données sont contradictoiresefvag®011) mais il
semblerait que RhoA soit un promoteur endogene critifgula migration et de 1’invasion
cellulaire (Hodje et al, 2003; Hwanget al, 2006) etqu’une inhibition des ROCKs diminue

la motilité des cellule®C-3, in vitro, ainsi que la dissémination métastatiqueivo (Somlyo

et al, 2000). ROCK1, stimulé par le hyaluronan, est également responsable de plus de 70%
des transformations CRP@ vivo et dans les cellules PC-3, induisant une élévation
importante de la prolifération et de I’invasion des cellules androgéno-indépendantes, ainsi que

la formation de métastases (lenal, 2007; Linet al, 2008).

Par des tests de comblement de blessure, nous abservé qu’une surexpression de
miR-135a entrainait un retard dans la vitesse de fermeture de karbles qu’un effet
similaire est observable quand ROCK1 et ROCK2 étaient inhibés (par une approche
spécifique avec les siARNs et moins spécifique avec B7682 qui peut cibler d’autres
protéines kinases (Baiet al, 2007; Davieset d., 2000)). De plus, la morphologie des
cellules PC-3 en migration, transfectées avec miR-135a, est similaire a celle obtenue en
inhibant I’expression de ROCK1 et ROCK2 c’est-a-dire des cellules allongées avec de
multiples  protrusions. Les protéines ROCKs semblent jouer des fonctions
complémentaireguisqu’il a été montré que la déplétion de ROCKL1 entraine un allongement
de la cellule avec un défaut de rétractation de la queue, tandis que la déplétion de ROCK2
induit la formation de multiples protrusions délocalisées (Vegal, 2011). Nous avons
observé que la surexpression de ROCK1 dans les cellules surexprimant miR-135a rétablit le
phénotype et les capacités de migration des cellules contréles. Ces résultats suggerent que
ROCK1 et ROCK2 peuvent également avoir une fonction coopérative et que miR-135a inhibe

la migration en régulant négativement 1’expression de ces deux protéines.
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En utilisant des tests d’invasion en inserts, les mémes observations ont été faites : miR-
135a diminue les capacitd’invasion des cellules PC-3 de la méme fagon qu’une inhibition
de ROCK1 et ROCK?2 et cet effet est abolit par la surexpression de ROCK1 dans les cellules
surexprimantmiR-135a.

L’ensemble de ces résultats indique un réle du miARN androgéno-régul@iR-135a
dans les processus de migration et d’invasion des cellules prostatiques tumorales, via
I’inhibition de 1’expression de ROCK1 et ROCK2. Il se pourrait donc que les androgenes
induisent une diminution de la migration dt I’invasion cellulaire (Figure 36A), d’autant
que nous avons montré qu’une stimulation androgénique entrainait une diminution de
I’expression protéique de ROCK1 et ROCK2. Cependant, cette hypothése n’a pas pu étre
validée puisque les cellules PC-3 ne répondent pas a une stimulation androgénique et que les
cellules androgéno-sensibles LNCafnt pas les capacités de migrer. De plus, AR régule
d’autres protéines favorisant la migration cellulaire (Allioli et al, 2011; Obinatat al, 2012)
indiquant que la régulation de ce processus migratoire est une régulation complexe mettant en

jeu une balance entre plusieurs molécules activant ou inhibant la migration cellulaire.

Nous avons ensuitgudié I’expression de miR-135a dans des échantillons cliniques de
patients atteints de cancer de la prostate, provenant de prostatectomies. Les taux de miR-135a
sont significativement réduits dans les échantillons cancéreux, en comparaison au tissu sain
adjacent du méme patient. La diminution de miR-135a avait déja été rapportée dans les
gliomes (Wuet al, 2011), lymphomes (Navarret al, 2009), cancer gastrique (\\ai al,
2012a) et carcinome rénal (Hidak&hal, 2012), dans lesquels il jouait un réle de suppresseur
de tumeur. A I’inverse, la surexpression de miR-135a dans les tumeurs a été montrée dans le
cancer du sein (Cheet al, 2012), le carcinome hépatocellulaire (Let1 al, 2011c) et le
cancer colorectal (Naget al, 2008; Vickerset al, 2012; Zhotet al, 2012).

PuisquemiR-135aest impliqué dans les processus de migration et d’invasion cellulaire,
nous avons comparé 1’expression de miR-135a avec les paramétres d’agressivité de la tumeur.

Nous avons mis en évidence une relation entre la diminution du fatipredsion de miR-

135a (dans la tumeur par rapport au tissu sain adjacent) et le score de Gleason, ou le stade
pathologique, bien que 1’expression de miR-135a ne puisse pas statistiquement séparer tous

les groupes entre eux. Une telle répartition des taux d’expression de miR-135a nous conduit a
considérer miR-135a comme un biomarqueur potentiel pour évaluer la progression du cancer

de la prostate.
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Etant donné I’implication de miR-135a dans la régulation des ROCKs, la perte de miR-
135a durant la progression tumorale pourrait étre associ@émgmentation des capacités
d’invasion des cellules cancéreuses et a la dissémination métastatiquegure 36B).

En effet, ’expression protéique de ROCK1 est plus forte dans les glandes tumorales par
rapport aux glandes normales, suggérant que son expression est augmentée dans les tissus
tumoraux.Une étude a d’ailleurs été réalisée, précédementur 1’expression de ROCK1 dans
des échantillons tumoraux prostatiquiegliquant qu’elle augmente dans le tissu tumoral par
rapport au tissu sain et quette augmentation est corrélée avec 1’apparition de métastases
distantes (Bt al, 2011).

Notre analyse de I’expression potéique de ROCKI1 n’a pas révélé de relation avec le
score deGleason, le grade pathologique ou I’expression de miR-135a. L’étude a été effectuée
sur des échantillons issus du tissu prostatique de 32 patients de la cohorte utilisée pour miR-
135a. Cependant, pour I’immunohistochimie, les coupes ont été réalisées dans le tissu
tumoral, dans lequel on observe des glandes normales tandis que pour la RT-PCRq sur miR-
135a, nous avons comparé I’expression du miARN entre du tissu tumoral et du tissu sain du
méme patient mais dans deux zones distinctes. Il serait peut &ressamt d’étudier
I’expression protéique de ROCK1 par Western Blot dans des échantillons similaires a ceux
utilisés pour 1’analyse de I’expression de miR-135a. Ceci nous permettrait de savoir si
I’expression de ROCKI1 est correlée a celle de miR-135a.L’analyse protéique de ROCK1
dans les autres échantillons de la cohorte, ainsi que celle de ROCK2 vont également étre
réalisées.

L’expression de ROCK1 ou de ROCK2 est élevée dans plusieurs cancers (cancer du
sein (Laneet al, 2008) ostéosarcome (Let al, 2011d), cancer gastrique (Vét al, 2013),
cancer du célon (Vishnubhotéd al, 2007), cancer de la vessie (Karataial, 2003) et cancer
du foie (Wonget al, 2009)). Néanmoinsn taux élevé de protéine n’est pas nécessairement
corrélé a une augmentation de 1’activité des ROCKs. Dans les cancers, I’activité des ROCKs
peut étre augmentée par des mutations (Greemnah 2007; Lochheactt al, 2010), par
une surexpression ou hyperactivation des Rho (Burtetd, 2004; Clarket al, 2000; Fritz
et al, 2002; Fritzet al, 1999) oupar une régulation des nombreux partenaires d’interaction
des ROCKs (Morgan-Fishat al, 2013). De nombreux composés ont donc été développés
pour inhiber I’activité¢ des ROCKs et, malgré leur réle prometteur dans la thérapie anti-
cancéreuse de nombreux cascelont le cancer de la prostate, aucun n’est actuellement
utilisé en clinique. (Amineet al, 2009; Rattaret al, 2006; Routhieet al, 2010; Somlycet
al., 2000; Spencest al, 2011).

142



DISCUSSION ET PERSPECTIVES

En conclusion de cette premiére partie, nous avons identifi€ une nouvelle voie de
signalisation par les androgénes sur les cellules prostatiques cancéreuses, a travers la
régulation de I’expression du miARN miR-135a et de ses genes cibles, ROCK1 et ROCK2.

Nous avons observé quaR-135a est sécrété par les cellules prostatiques en culture et
qu’il est présent dans le sérum humain (données non présentées). La valeur pronostique de
miR-135a comme biomarqueur potent®hgressivité du cancer de la prostate est donc
actuellement a’étude. Cette étude est réalisée par un dosage sériqgue de miR-135a dans le
sérum de patients atteints de cancer de la prostate. Cette partie validation clinique fait

actuellement’objet d’une demande de brevet frangais.
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Figure 36: Modéle pour expliquer le réle potentiel de miR135a un microARN androgéno-régulé, dans le
cancer de la prostateyia la régulation de ROCK1/2.

A. Une stimulation androgénique entraine une augmeitdt 1’expression de miR-135a, qui inhibe la
migration et I’invasion cellulaire en régulant négativement 1’expression des cibles ROCK1/2.

B. Une diminution de ’expression de miR-135 durant la progression tumorale peut conduire & une surexpression

de ROCK1/2, qui favorisk migration et I’invasion cellulaire, contribuant a la formation de métastases.
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ll. miR-135a semble étre impliqgué dans la voie de signalisation
androgénique

La seconde partie de ce travail a mis en évidence un réle potentiel de miR-135a dans la
signalisation androgénique. Les résultats obtenus dans cette partie sont encore a un stade

préliminaire et nécessitedtétre approfondis.

Parmi les géenes cibles potentiels de nh#Ra, identifiés par ’analyse transcriptomique
comparative des cellules LNCaP transfectées avec miR-135a par rapport aux cellules
transfectées avec le contréle négatif, nous avons identifi€ deux génes potentiellement
impliqués dans la voie de signalisation de AESRRA et FOXN3.

ESRRA (ERRa) est un récepteur nucléaire, qui, comme les autres membres de la
famille des récepteurs nucléaires, est capdbl€guler ’expression de génes cibles grace a
safixation a ’ADN sur des sites spécifiques de liaison, appelés Eléments de Réponse aux
ERRs (ERRE), dans les séquences régulatrices de genes cibles ¢Bklddi097; Vanacker
et al, 1999; Vega and Kelly, 1997Q:ependant, il ne se lie pas aux cestrogénes ou d’autres
ligands physiologiques connus et est donc classé comme récepteur nucléaire orphelin (Horard
and Vanacker, 2003)En plus de réguler I’expression de ses genes cibles, ERRa peut
interférer avec la voie de signalisation du récepteuraatpogenes (Giguere, 2002) et de AR
(Teyssieret al, 2008). Une inltiition spécifique de ERRa entraine une diminution de
I’expression de geénes androgéno-régulés, suggrant qu’une augmentation de ERRa pourrait
aider les cellules & passer le blocage exercé par lesndripenes durant 1I’échappement a
I’hormonothérapie dans le cadre du cancer de la prostate (Teysdie2008).

Le réle de FOXN3 dans la voie de signalisation anéinogien’a pas encore été étudié.

FOXNS, aussi appelé CHESL1, fait partie des facteurs de transcription de la famille FOX
(Kaufmann and Knochel, 1996). Comme AR,sbnt capables d’interagiravec I’ADN, mais
¢galement avec d’autres protéines, dont des activateurs ou répresseurs de transcription, ainsi
que as complexes de réparation de I’ADN (Almeida et al, 2007; Brenkmaret al, 2010;
Roeschet al, 2008). Un géne de la famille FOX a en particulier été fortement étudié dans la
voie de signalisation de AR, le facteur FOXADXAT1 se lie aux motifs FOX sur I’ADN,

dans des régions de chromatine fortement compactées, et induit le relachement. Avec son
potentiel d’ouverture de la chromatine, il est appelé facteur « pionnier », et peut ainsi

permettre a d’autres facteurs de transcription de déclencher des programmes transcriptionnels
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(Magnaniet al, 2011; Zarett al, 2008).1l favorise ainsi le recrutement de cofacteurs et/ou
facilite la liaison de AR a I’ADN (Gaoet al, 2003; Zhanget al, 2011a).

Nous avons dans un premier temps validééfalation de I’expression de ESRRA et
FOXNS3 par miR-135a. Une surexpression de miR-135a entraine une forte diminution de
I’expression de ESRRA et FOXN3 au niveau transcriptionnel et protéique, confirmant le réle
de miR-135a dans la régulation de ces génes. De plus, nous avons démontré une interaction
de miR435a avec la 3’'UTR des ARNm de ESRRA et FOXN3, indiquant que ces deux genes
sont des cibles directes de miR-13%&pendant, I’étude de I’expression de ESRRA et
FOXN3 dans les cellules stimulées aux androgéenes indique que ESRRA semble étre soumis a
d’autres régulatiors androgéniques que celle passant par la surexpression de miR-135a. Nous

nous sommes donc plus particulierement intéressés a FOXN3.

Nous avons ensuite mis en évidence que FOXNS3 pouvaitileosr a 1’activité
transcriptionnelle de AR, sous stimulation androgénigmeaugmentant la transcription du
géne rapporteur soumis a la régulation par les androgénes. FOXN3 joue donc un role
d’activateur de I’activité transcriptionnelle de AR.

Il sembkrait que FOXN3 n’ait pas le méme mode d’action que FOXA1 ou FOXP1 qui
régulentl’activité de AR en se liant sur des sites de liaison spécifiques sur I’ADN a proximité
de sites de liaison de AR (Ga al, 2003; Sahtet al, 2011; Takayamat al, 2008). En
effet, en régulant I’expression du géne rapporteur contenant trois AREs fonctionnels en amont
du promoteur, il semble que FOXNBait pas besoin de sites de liaison particuliers pour
réguler ’activité transcriptionnelle de AR. Un autre facteur FOX, FOXO1 est capable de
réguler I’activité transcriptionnelle de AR sur un gene rapporteur contenant trois AREs (tiu
al., 2008) A T’inverse de FOXN3, FOXO1 inhibe I’activité transcriptionnelle de AR et
I’étude de son mécanisme d’action indique qu’il agit en partie en recrutant des HDAC (Liu et
al., 2008). FOXN3 pourrait donc agir comme coactivateur de AR ou recruter des
coactivateurs pouictiver I’activité transcriptionnelle de AR.

De plus, comme FOXNg3lont I’expression est inhibée par les androgénes, de nombreux
facteurs FOX ont leur expression régulée par les androgénes. Une étude analysant
I’expression de 38 facteurs FOX sous stimulation androgénique indique que 24 d’entre eux
sont surexprimés (dont FOXAlet FOXP1) et quatre sont sous-exprimés (Takayaia
2008). Les facteurs FOX sont donc fortement impliqués dans la voie de signalisation

androgénique, en tant qu’effecteurs de AR et/ou en tant que régulateurs de I’activité de AR.
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Une étude plus approfondie du r6le de mifa dans ’activité transcriptionnelle de
AR est nécessaire mais ces résultats suggerent déja qué3faiRiont 1’expression est
augmentée par les androgenes, régule négativement I’expression de FOXN3, qui active
I’activité transcriptionnelle de AR. Si cette régulation est validée, on obtiendrait, peut étre,
une boucle de rétrocontrdle négative de I’expression du miR-135a, qui contrdlerait sa propre
production.

Ce mécanisme de boucle de régulation entre miARNSs et facteurs de transcription a déja
été bien décrit dans la littérature, décrivant des boucles de rétrocontréle positives ou
négatives, impliquant un ou plusieurs miARNs et facteurs de transcription (ércah
2013). Dans le cancer de la prostate, des miARNs ciblant AR ou son activité
transcriptionnelle ont été identifiés et présentent un intérét particulier dans la progression du
cancer, en particulier vers une forme résistante a la castration. Par exaiRpl&80a, miR-

203 et miR-205 interférent avec la voie de signalisation de AR en réprimant des coactivateurs
de AR (CDK1, PSAP, PSMC3IP et PARK7) diqu’en inhibant la voie de signalisation de

MAPK qui fadlite I’activation de AR (Boll et al, 2012). miR-141 et miR-27a ciblent
également des corépresseurs de AR (Shp et prohibitine, respectivement) augmentant ainsi
I’activité transcriptionnelle de AR (Fletcheret al, 2012; Xiaoet al, 2012).D’autres miARNs

régulent négativementexpressiorou I’activité de AR. Let-7c inhibe la transcription de AR

en ciblant c-myc (Nadimintgt al, 2012), miR-488*, miR-31 et miR-124 ciblent directement

AR (Lin et al, 2012; Shiet al, 2012; Sikancet al, 2011) et miR-1%p réprime 1’expression

d’un coactivateur de AR, p300/CBP(Goregg al, 2012).

Le mécanisme de régulation de 1’activité transcriptionnelle de AR par FOXN3 n’a pas
encore été déterminé. Une étude des genes cibles de FOXN3 par séquencage d’ARN
(RNAseq) des cellules LNCaP transfectées avec un siFOXN3 ou un contrble négatif et
simulées ou non aux androgénes est actuellement en cours. Cette étude nous permettra
d’identifier les genes régulés par FOXN3, mais également ceux conjointement régulés par
FOXNS3 et AR. La liaison potentielle de FOXN3 a proximité de AR sera évaluée par ChIP et
I’interaction de FOXN3 et AR sur des sites de régulation de génes cibles de AR pourra étre

validée pare-ChlP.

Avec sa fonction de facteur de transcription ainsi @Uetivation de 1’activité
transcriptionnelle de AR, FOXNS3 pourrait induire un changement du transcriptome des
cellules dans certaines conditions, comme par exemple au cours de la transformation des

cellules prostatiques tumorales androgéno-sensibles vers une forme CRPC.
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Une étuddn silico, basée sur des données de puces comparant I’expression globale de
génes dans des tissus de prostate de patients ayant un CRPC ou un CaP dépendant des
androgenes a identifié un ensemble de facteurs de transcription et de miARNs pouvant
potentiellement créer une telle différence d’expression génique (Wang et al, 2008a). Les
données indiquent que la famille des miR-135 contribuerait a une surexpression globale de
génes dans les tissus CRPC. Or les miARNs induisant principalement une diminution de
I’expression de leurs genes cibles, ces données suggenentliminution de 1’expression de
ces MiIARNs dans les CRPC par rapport aux PCa.

Nous avons effectivement observé une diminudiotiexpression de miR-135a dans les
cellules MOP et C4-2B, cellules dérivant des cellules LNCaP et devenues résigiagtes a
une privation en androgeneés,vitro etin vivo respectivementrigure 37). Ces résultats sont
en accord avec les données de MaléMa et al, 2011) qui ont rapporté une telle diminution
dans la lignée LNCaP-LNO par rapport aux LNCaP. Il se pourrait donc que pendant
I’évolution du CaP en CRPC, la diminution de I’expression de miR-135a induise une levée de
I’inhibition de FOXN3, qui pourrait activer 1’activité transcriptionnelle de AR et participer

ainsiau mécanisme d’adaptation des cellules en conditions de privation en androgenes.
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Figure 37 : Expression de miR-135a dans différentes lignées cellulaires.

Taux d’expression de miR-135a dans les cellules MOP et C4-2B, dérivant des cellules LNCaP etudsven
résistantes a la privation en androgempas rapport au taux d’expression dans les cellules androgéno-sensibles
LNCaP.
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FOXN3 a été, dans un premier temps, isolé d’un crible destiné a 1’identification d’ADN
complémentaires (ADNc) impliqués dans la régulation de points de contr6le du cycle
cellulaire chez Scerevisiag(Pati et al., 1997) FOXN3 peut fonctionner comme répresseur
transcriptionnel dans plusieurs types cellulaires humains (Scott and Plon, 2005), notamment
en interagissant avec SKIP, une protéine adaptatrice de la transcription qui, selon le type
cellulaire et le contexte du promoteur, recrute soit e@splexes d’activation, soit des
complexes de répression de la transcription. De plus, FOXN3 supprime la croissance
cellulaire et induit un arrét des cellules de cancer oral en phase G2/M €Chler2011b) et
inhibe I’entrée dans le cycle de cellules de cancer du poumon (Li et al, 2012a).

Nous avons alors étudié le role de FOXN3 dans les cellules prostatiques LNCaP
soumises a une stimulation androgénique, par inhibition spécifique de son expression. Nous
avons ainsi observé qu’une inhibition de I’expression de FOXN3 induisait une diminution de
la prolifération des cellules stimulées au R188L. sdmble donc, qu’en présence
d’androgenes, 1’expression de FOXN3 permette de réguler I’expression de génes impliqués
dans la prolifération des cellules de cancer de latqeod ’activité de AR modulant
I’expression de geénes associés a la régulation du cycle cellulaire, de la survie et de la
prolifération cellulaire (Knudseat al, 1998; Wanget al, 2007; Wanget al, 2009; Xuet al,

2006), il se pourrait que FOXN3 régule ces processustivant 1’activité transcriptionnelle
de AR.

Le role de miRt35a dans ce processus n’a pas encore été évalué mais puisque miR-
135a régule négativement 1’expression de FOXN3, il se pourrait qu’une diminution de
I’expression de miR-135a augmente la prolifération des cellules cancéreuses dépendante des
androgénes.

Nous avons déja mis en évidence que I’expression de miR-135a diminuait au cours de
la progression tumorale. Ces résultats suggérent que cette diminution pourrait alors entrainer
une augmentation de la prolifération cellulaire dépendante des androgénes. Cependant, nous
avons également montré que AR régule positivement I’expression de miR-135a, induisant une
diminution de I’expression de FOXN3. La voie de régulatiomia miR-135a pourrait donc étre
utilisée comme boucle de régulation négative de ’activité de AR, qui lorsqu’elle est dérégulée

au cours de la progression tumorale, favorise la prolifération cellulaire.

MiR-135a étant impliqué dans la régulation des processus de migration cellulaire, nous
avons étudié la contribution de FOXN3 dans cette voie biologique, dans les cellules PC-3. De

facon intéressante, une inhibition spécifigue de FOXN3 induit un retard de la vitesse de
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comblement de blessure, comme la surexpression de miR-135a. Il nous reste encore a étudier
I’effet de la réexpression de FOXN3, dans les cellules surexprimant miR-135a. Nous saurons
alors si cette voie de signalisation est une voie principale dans la régulation de la migration

cellulaire par miR-135a, comme nous avons mis en évidence pour les protéines ROCKs, ou

non.

L’étude du role de miR-135a dans la voie de signalisation de AR, a travers la régulation
de FOXN3, nécessite encore d’étre approfondie. En particulier, 1’étude fonctionnelle de
FOXNS3, via I’étude de ses genes cibles, est nécessaire a la compréhension des mécanismes
d’action. L’expression de FOXN3 pourra également étre évaluée en tant de biomarqueur

potentiel du cancer de la prostate.

Le réle de miR-135a pourra encore étre approfondi, notamwianta validation
d’autres geénes cibles et la découverte d’autres mécanismes d’action de ce miARN. En
particdier, nous avons observé qu’une surexpression de miR-135a induisait un retard
d’adhésion des cellules PC-3 en plaques 96-puitd=-igure 38). Ce retard n’étant pas aboli
lorsqu’on surexprime ROCK1 ou FOXN3 dans les cellules surexprimant IR d’autres

géenes cibles de miR-135a peuvent donc influencer ce processus.
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Figure 38: miR-135a induit un retard d’adhésion des cellules PC-3

Analysede 1’adhésion cellulaire par observation de la quantité de cellules fixées sur le support 1 h, 2 h et 3 h
apres ensemencement des celll®€s3. Les cellules PC-3 ont été précédemment transfectées avec le contrdle
négatif (MR-NC) ou miR-135amimic puis, 24h apres, av les plasmides d’expression ROCK1 ou FOXNS3,
pCAGmMycROCK1 ou pcDNA3.1(+)FOXN3, respectivement.
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A plus long terme, 1’étude des effets de miR-135a,in vivo, sur la croissance tumorale,
I’échappement du contréle anti-androgénique sur la croissance de la tumeur et les capacités
métastatiques sera réaliséez la souris. L’effet sur la croissance tumorale pourra étre évalué
en greffant les cellules LNCaP transfectées avec miR-135a en sous-cutané dans des souris
nudes males. En utilisant des souris castrées, nous pourrons égateiment’évolution de la
tumeur vers une forme résistante a la castration. Enfin, la greffe de celluBedaRCt os
(partie proximale du tibia), permettra d’évaluer le role de miR-135a dans la formation de
métastases osseuses et dans la destruction de 1’0s, grace a leurs propriétés d’ostéolyse. Il

faudra pour cela, perfectionner un systeme stable surexprimant miR-135a dans les cellules.

Le projetpeut également se poursuivre avec I’é¢tude du deuxieme membre de la famille
des miR-135, miR-135b. Nous avons montré que miR-135b est également régulé par les
androgénes, et tout comme miR-135a, sa régulation est dépendante degiR B9).
Cependant, nous n’avons pas encore identifié les mésamrs d’action des androgénes sur la
régulation de son expression. La séquence de miR-135b difféere de celle d@5milRune
seule base et ces deux miARNs de la famille des miR-135 ont la méme séquence seed,
suggérant qu’ils puissent réguler les mémes geénes cibles. miR-135b pourrait donc agir en

synergie avec miR-135a et pourrait lui aussi contribu&valution du cancer de la prostate.
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L’expression de miR-135 mature a été quantifiée par RT-RRes cellules LNCaP ont été stimulées avec 1

nM d’androgéne synthétique R1881. Les données sont présentées en tant que différdntigiression de miR-
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135b dans les cellules traitées par rapport aux cellules contrdles. Les résulésintept la moyennel*cart-

type de trois expériences indépendantes.

A. Cinétique d’expression de miR-135b dans les cellules LNCaP stimulées par les androgénes, en comparaison
aux cellules contréles non stimulées.

C. Taux d’expression de miR-135 dans les cellules LNCaP, soumises & un traitement anti-androgéhique (
UM bicalutamide), une stimulation androgénique (R18&4un traitement combiné (R1881 + bicalutamide), en
comparaison aux cellules contréles non traitées.

D. Taux d’expression de miR13% dans les cellules LNCaP transfectées pendanta#igh 50nM d’ARN
interférent (siARN dirigé contre le récepteur aux androgenes AR (si-AR) ou amesi-contrble (siNT), et
soumises ou non a un traitement androgénique (R1881 ; 24 h).

E. Taux d’expression de miR-135b dans les cellules LNCaP, soumises a un traitement a la cycloheximide, une
stimulation androgénique (R1881Qu un traitement combiné (R1881 + cycloheximide), en comparaison au

cellules controles non traitées.
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Cette étude nous a permis de mettre en évidence le rble jomdiRd35a dans le
cancer de la prostate.

miR-135a est un mMiIARNdont I’expression est augmentée par les androgénes via
I’action génomique du récepteur aux androgenes AR sur la transcription du géne miR-135a2.
Ce miARN cible et régule négativement 1’expression de ROCK1 et ROCK2, deux effecteurs
de la voie Rho/ROCK impliqués dans les processus de migratiiimvasion cellulaires et
dans la formation de métastases. miR-135a inhibe la tivigrat I’invasion de cellules
prostatiques tumorales et cette fonction est abolie par la réintroduction de ROCK1 dans les
cellules. Il semble donc que le réle de miR-d3fans I’inhibition de la migration et de
I’invasion passe par la régulation négatieel’expression des ROCKs.

De plus, miR#35a cible et régule négativement I’expression de FOXN3, un facteur
FOX impliqué dans la régulation du cycle cellulaire dentle n’est pas encore bien connu.

L’étude fonctionnelle de FOXN3 a révélé I'implication de FOXN3 dans la régulation
transcriptionnelle de AR. Les mécanismes d’action n’ont pas encore été identifiés et sont
actuellement a 1’étude. FOXN3 est également impliqué dans les processus de prolifération
cellulaire dépendant des androgenes, ainsi que dans la migration cellulaire. Le réle de miR-
135a dans ces processus doit encore étre étudié, mais il se pourrait que miR-135a soit
également impliqué dans la régulation de 1’activité transcriptionnelle de AR ainsi que de la
prolifération cellulaire en régulant FOXNS3.

miR-135a est globalement sous-exprimé dans le tissu tumoral par rapport au tissu sain
de patients atteints de cancer de la prostate, suggérant un réle suppresseur de tumeur pour ce
miARN. Cependant la diminution de I’expression de miR-135a a lieu principalement dans les
échantillons de score de Gleason élevé, avec 100% de diminution dans les échantillons de
scores de Gleason supérieurs ou égaux a 8. De plus, I’expression de miR-135a diminue dans
les cancers extra-prostatiques par rapport aux cancers intra-prostatiques, indiquant
préférentiellement un réle de miR-135a comme marqueur de la progression tumorale.

Au cours de la progression tumorale, I’expression de miR-135a diminue, pouvant
entraner une levée de I’inhibition de I’expression de FOXN3 et des ROCKs et donc une
activation de la prolifération cellulaire dépendante des androgenes, de la migtatien
I’invasion cellulaire, permettant aux cellules de proliférer, se déplacer et métast&sgure
40).

154



CONCLUSION GENERALE

La voie de signalisation de miR-135a est placée sous le contrdle de la signalisation
androgénique et miR35a cible FOXN3 qui active ’activité transcriptionnelle de AR.
Comme I’expression de miR-135a diminue dans les cellules devenues androgéno-
indépendantes, il se pourrait que miR-13ba &galement impliqué dans I’agressivité des
cellules des tumeurs CRPC.

L’ensemble de ces résultats suggére un réle important de miR-135a dans la progression

du cancer de la prostate ainsi qu’un réle de biomarqueur potentiéhgressivité du cancer.

Progression du
cancer de la prostate

\ miR-135a

27 N\

ROCKI & ROCK2 FOXN3
Migration/Invasion Migration/
cellulaire Prolifération cellulaire

androgéno-dépendante

! !

Progression du cancer de la prostate

Figure 40: Modele du rdle potentiel de miR-135a au cours de la progression du cancer de la prostate.
Durant la progression tumorale, 1’expression de miR-135a est graduellement diminuée, suggérant une
augmentation de I’expression de ROCK1/2 et FOXN3, qui activent la migration, 1’invasion et la prolifération
androgéno-dépendante des cellules prostatiques, contribuant a la progdessemceret a la formation de

métastases.
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Culture cellulaire : Les lignées cellulaires humaines de cancer de la prostate, LNCaP et PC-3
ont été commandéeasl’ATCC (American Type Culture Collection). Les lignées cellulaires

dérivant des cellules LNCaP, MOP (un don du Pr Jean André) et C4-2B (achetées a ViroMed
Laboratories), ont été maintenues en culture selon les conditions décrites précédemment
(Joly-Pharabozet al, 2000), ou selon les indications du fournisseur, respectivement. Les
cellules primaires épithéliales de prostate, les PrEC, ont été cultivées selon les indications du

fournisseur (Lonza). Les cellules HeLa ont été cultivées d’apres les conditions de I’ATCC.

Réactifs chimiques: L’androgéne synthétique méthyltriénolone (R1881) a été acheté chez

Perkin Elmer. Le bicalutamide est un don de Astra Zeneca (Royaume-Unis) et
I’ Actinomycine D a été achetée chez Sigma-Aldrich. Ces trois produits ont été dissous dans
1’éthanol absolu. La cycloheximide et le Y-27632 (un don du Dr VANACKER) provenant de
Sigma-Aldrich ont été dissous respeetient dans le DMSO et dans 1’eau.

Traitement androgénique : Les cellules LNCaP ont été privées en stéroides durant 48h,
cultivées dans le milieu RPMI-1640 sans rouge phénol supplémenté de 5% de sérum de veau
feetal (SVF) filtré sur charbon, puis stimulées au R1881. Pour un traitement anti-
androgénique, le bicalutamide (10uM) a été ajouté dans le milieu 30 min avant le R1881.
Lorsque le traitement avec la cycloheximide est combiné a la stimulation androgénique,
25ug/ml de cycloheximide ont été ajoutées au milieu au méme moment que le R1881. Pour

inhiber la transcription, 1’Actinomycine D (1 pM) a été ajoutée 6h apres stimulation au
R1881.

Extraction d’ARN : L’ARN total, dont les miARNs, a été extrait des cellules ou des
échantillons de tissu, avec lea¢éf d’extraction TriPURE (Roche). La concentration en ARN
a été dosee par une lecture de densité optique en utilisant un spectrophotometre Nanodrop et

la qualité a été vérifiée par la technologie Lab-on-Chip (Agilent).

Expression globale des miARNs dans les cellules LNCaP stimulée&/ne réaction de
transcription inverse a été réalisée a partir de 500 ng d’ARN total, selon le kit TagMan®

microRNA Reverse Transcription et avec les primers Megaplex RT Primers Human Pool A
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v2.1 (Applied Biosystems). Une PCR quantitative a haut débit de 377 microARNs et 3
contréles endogenes a été réalisée avec le kit TagMan® Array Human MicroRNA A Cards
v2.0 (Applied Biosystems), selon les instructions du fournisseur. Les valeurs ont été
normalisées au taux médian de RNUBBJU44 et RNU48. Le différentiel d’expression des

miARNSs aprés stimulation au R1881 a été déterminé selon la formtité Pa sélection des
MIARNS a été basée sur les analyses statistiques réalisées par le logiciel RealTimeStatMiner®
(Integromics).

Quantification du taux de miR-135a mature par RT-PCRQ: Les réactions de transcription
inverse ont été réalisées a 1’aide du kit TagMan® microRNA Reverse Transcription et des

primers TagMan® small RNA (Applied Biosystems), avec 200 ng d’ARN total pour miR-

135a et miR135b ou 10 ng d’ARN total pour U6 snRNA. La PCR quantitative a été réalisée

selon le protocole du kit noUNG TagMan® Universal Master PCR mix (Applied
Biosystems). L’expression de miR-135a ou miR-135b a été normalisée par rapport au niveau
d’expression du contrdle interne U6 sSnRNA.

Pour les échantillons humains de prostatectomies, les réactions de transcription inverse ont été
réalisées avec 10 ng d’ARN total et I’expression de miR-135a a été normalisée par

I’expression de RNU24. La quantification relative a été réalisée en utilisant la formufé?.

Quantification des taux de priimiARN et d’ARNm par RT-PCRq : Les ADN
complémentaires (ADNCc) ont été synthétisés a partir de 1 pg d’ARN total traité a la DNAsel,

selon le kit First-Strand cDNA Synthesis (Life Technologies). La PCR quantitative a été
réalisée selon la procédure du kit QuantiTect SYBR Green PCR (Qiagen) en utilisant les
primers listés ci-dessous pour les pri-miARNs, ROCK1 et ROCK2 ou les QuantiTect Primers
(Qiagen) pour FOXN3 et ESRRA. Les valeurs ont été normalisées par la meédiane
d’expression de 3 génes de ménage (TBP, RPS17, RPLPO; QuantiTect Primers, Qiagen). La
quantification relative a été réalisée en utilisant la formif&'2

Pri-miR-135al Sens 5’-GTTGGGGTGGAAGAAGTG3’

Pri-miR-135al Antisens 5’-GGCTCCAATCCCTATATGA3S’

Pri-miR-135a2 Sens 5’-GGTTAGCTTTGAAATGGTTG3’

Pri-miR-135a2 Antisens 5’-TCCATCCCTACATGAGACTT3’

ROCKI Sens 5’-TACCAGCTGCAAGCTATATTAGA-3’

ROCK1 Antisens 5-TTCGAGATTATGTTTGAGATGC3’
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ROCK2 Sens 5’-ATCAAAGAGATGATGGCTAGAC-3’
ROCK2 Antisens 5’-GCAAGATTGGCAACATCAC-3’

5’RACE : L’ARN (1pug) extrait des cellules LNCaP avec le kit RNeasy mini kit (Qiagen) a
été utilisé pour déterminer le site de début de transcription (TSS) duii35a2 en
utilisant la reverse transcriptase SuperScript Il (55%€ le systéme 5’RACE (Life

Technologies) pour une amplification rapide des extrémil€sl’ADNc. Les primers

spécifigues de  pmARiR-135a2 sont : GSPl pour la RT : 5-
TCCATCCCTACATGAGACTTT3’; GSP2 pour la premiecre PCR : 5°-
ATCTTGGTCGGATGCAAAAC3” ; GSP3 pour la PCR nested : 5°-

CTTCACATGACTTCACAACCS3’. Le produit de PCR a été cloné par TA cloning dans le

plasmide pGEMFeasy (Promega) puis séquence.

Test rapporteur luciférase pour I’identification d’AREs fonctionnels : Les fragments en
amont de miRF35a2 ont été amplifiés par PCR a partir de I’ADN génomique de cellules

LNCaP (primers listés ci-dessous) et clonés dans le pGL3-promoteur, un vecteur rapporteur
luciférase Firefly (Promega). Deux mutations ponctuelles dans I’ARE-2 ont été insérées a
I’aide du kit QuikChange I1 XL site-directed mutagenesis (Stratagene). Les cellules HeLa ont
été cotransfectées avec 500 ng de vecteur rapporteur luciférase Firefly, 10 ng de vecteur
d’expression de AR, pSG5-hAR, et 50 ng de plasmide luciférase Renilla pGL4.73 (Promega),
avec de I’Exgen500 (Euromedex), selon les instructions du fournisseur. Le milieu a été
remplacé le lendemain avec du milieu contenant ou non 1 nM R1881. 24 h apres, les cellules
ont été lysées avec du Passive Lysis Buffer (Promega) et les activités luciférases
Firefly/Rénilla ont été déterminées a 1’aide du kit Dual Luciferase Assay System (Promega).
L’activité luciférase relative correspond a D’activité luciférase des cellules stimulées par
rapport a celle des cellules contréles.

-1402/22 Sens 5’-GGTACCAAGGAGAGATGTGGTAGAGG 3’

-1402/-22 Antisens 5’-GCTAGCTGGTCGGATGCAAAACTTAT 3’

-6762/5522 Sens 5’-GGTACCAGCTGCTATTTCATCATTTG 3’

-6762/-5522 Antisens 5’-GCTAGCTAAGCCATCGGCCAGAACTC?’

-8822/47622 Sens 5’-GGTACCTCTACAGCATATGGCATTGC 3’

-8822/-7622 Antisens 5’-GCTAGCCAGAATGAAGATTACTGAGGC 3’

ARE-2 mutant :

Sens 5’-GGGTCTTGGTCAACAAGTAAAGCTTTTTCTCCTTCGTCATGE ;
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Anti-sens 5’-CCATGACGAAGGAGAAAAAGCTTTACTTGTTGACCAAGACCC 3°

Immuno-précipitation de la chromatine (ChIP) : 7,5.18 cellules LNCaP, cultivées en
milieu privé en stéroides, ont été traitées ou non avec 1 nM R1881 pendant 24 h. Les ChIP ont
été réalisées a 1’aide du kit ChIP-IT express (Active Motif). Les échantillons ont été immuno-
précipités sur la nuit a 4°C avequg/ml d’anticorps anti-AR (H-280, sc-13062, Santa Cruz
Biotechnology). L’ ADN purifi¢ a été analysé par PCRq avec les primers suivants :

Histone H4 promoteur Sens 5’-AAATGGTGGGATCACAGACG3’

Histone H4 promoteur Antiens 5’-CGAGCTTCTTGTTTCCGTGT3’

TBP promoteur Sens 5’-GTGGCGGTCCACATAAAAACS’

TBP promoteur Antsens 5’-GTCCTCTCATGCCCTGTGTT3’

PSA AREIII Sens 5’-ACAGACCTACTCTGGAGGAACS3’

PSA AREIIl Anti-sens 5-AAGACAGCAACACCTTTTT-3’

miR-135a2 ARE2 Sens 5>-GGCCAGGTTGTTAAAGCACT 3’

miR-135a2 ARE-2 Antisens 5’-CATCGGCCAGAACTCTTAGC 3’

Pour un locus génomique particulier le % de chromatine immuno-précipitée par rapport a la
chromatine de départ a été calculé selon la form#e= [2\(Ct chromatine de départCt

ChlIP)] x 100 et la liaison de AR sur ce locus a été déterminé par: % (locus spécifique) / %
(locus de H4). En final le différentiel d’enrichissement a été calculé comme le ratio de la

liaison de AR dans les cellules traitées au R1881 par rapport aux cellules controles.

Test rapporteur luciférase pour 1’étude du role de FOXN3 sur [IPactivité
transcriptionnelle de AR : Il existe deux protéines FOXN3, une forme courte de 468 aa et
une longue de 498a Le cadre de lecture ouvert (ORF) correspondant a la protéine longue de
FOXN3 a été amplifié par PCR partir d’ADNc de cellules LNCaP (primers listés ci-
dessous) et clonée dans le vecteur pcDNA3.1(+) (Invitrogen).

Les cellules HelLa ontté& cotransfectées avec 500 ng d’un vecteur rapporteur luciférase
Firefly contenant 3 AREs probasine en amont du geheag He vecteur d’expression de AR
pSG5-hAR, 50 ng de plasmide luciférase Renilla pGL4.73 (Promega) et 100, 200 ou 400ng
de pcDNA3.1(+) vide ou contenant I’ORF de FOXN3, avec de la Lipofectamine 2000, selon

les instructions du fournisseur. Le milieu a été remplacé le lendemain avec du milieu
contenant ou non 1 nM R1881. 24 h apres, les cellules ont été lysées avec du Passive Lysis

Buffer (Promega) et les activités luciférases Firefly/Rénilla ont été déterminées a 1’aide du kit
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Dual Luciferase Assay System (Promedadjctivité luciférase relative correspond a I’activité
luciférase des cellules stimulées par rapport a celle des cellules contrdles.

-FOXN3 Sens 5’-CCACCATGGGTCCAGTCATGCCTCC3

-FOXNS3 Antisens 5’-TTAATTTTTTGTGGTTTCCT 3’

Hybridation in situ (HIS) : Trois coupes de paraffine (6 um) ont été réalisées dans les tissus
prostatiques humain& HIS a été réalisée & 1’aide du kit miRCURY LNA™ microRNA ISH
(Exigon), selon le protocole du fournisseur, avec des sondes spécifiques pour miR-135a
(températee d’hybridation, 52 °C), le controle positif U6 snRNA ou le contrble négatif
scrambled (Exigon), marquées DIG avec des acides nucléiques modifieés (LNA). Les signaux
ont été détectés avec 1’anticorps anti-DIG-AP et le substrat NBT/BCIP. Enfin, les coupes ont

été montées dans le milieu de montage Eukitt® (VWR).

Transfection de miARN, d’ARN interférent et de plasmides Les miARN mimics (50 nM
miR-135a ou MmiR-NC pour le contrbéle négatif « negative control#2 »; Applied Biosystems) et
les vecteurs pPCAGmMycROCKZ1 (un don de MF Olson), pcDNA3.1(+)FOXN3 et pmirGLO ont
été transfectés dans les cellules avec la Lipofectamine2000 (Life Technologies). Les ARN
interférent (siARN) anti-AR, anti-ROCK1, anti-ROCK2, anti-FOXN3 ou le contréle négatif
si-Non Targeting (si-NT) (50 nM ON-TARGHIus SMARTpool, Dharmacon) ont été

transfectés dans les cellules avec le DharmaFECT (Dharmacon).

Identification de génes régulés par miR-135a par la technologie des puces
pangénomiques Le profil d’ARN des cellules LNCaP a été analysé avec le kit Human

Whole Genome GE 4x44k V1 oligonucleotides microarray (Agilent). Les ARN anti-sens
(ARNa) ont été amplifiés, selon le protocole d’Ambion (AminoAllyl MessageAmp II aRNA
amplification kit, Ambion), a partir de 2 pg d’ARN total de cellules LNCaP ont été
transfectées avec miR-135a mimic ou miR-NC pendant 24 et 48 h. Les ARNa ont été couplés
chimiquement au Cy-monoreactive dye ester (Amersham) et purifiés. Les ARNa marqués
Cy3/Cy5 (1ug) ont été fragmentés a 60°C pendant 30 min dans le tampon de fragmentation et
I’agent de blocage (Agilent), selon les instructions du fournisseur. A la fin de la réaction de
fragmentation, le tampon d’hybridation Agilent a été ajouté. Les ARNa marqués Cy3/CyS5 ont

été hybridés de fagon compétitive (miR-135a versus miR-NC) sur les lames pendant 18 h a
62°C dans un four a hybridation. Chaque expérience a été répétée en échangeant les sondes

fluorescentes Cy3/Cy5 pour tenir compte des effets des marqueurs. Quatre points de données
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par spot d’hybridation ont été produits, en utilisant les échantillons a 24h et 48h post-
transfection. Aprés plusieurs lavages, les lames ont été séchées et analysées.

Les puces ont été scannées sur un scanner Agilent DNA Microarray, en utilisant des réglag

de numeérisation a deux couleurs (canaux Cy3 et Cy5) pour des lames 4x44k, selon les
instructions du fournisseur. La quantification des sondes a été réalisée avec le logiciel Feature
Extraction Software 10.5 (Agilent) et des fichiers de données ont été générés. La soustraction
du bruit de fond et la normalisation loess ont été réalisées avec le package Limma (Smyth
GK. Linear models and empirical bayes methods for assessing differential expression in
microarray experiment$Stat Appl Genet Mol Bipl2004;3:Article3) en R. La normalisation

des quantiles a été ajoutée pour la normalisation entre lames. Les contrbles et les sondes de
mauvaise qualité ou de faible intensité, dans les deux canaux, ont été enlevés. Seules les
sondes présentes dans les 4 expériences ont été analysées (21 257 sondes) et utilisées pour
I’analyse statistique.

Les données ont été déposées au NCBI’s Gene Expression Omnibus et sont disponiblesia le

numéro d’accession GEO GSE45903, avec le lien suivant :

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cqgi?acc=GSE45903

Extraction de protéines et Western Blot Les cellules ont été collectées dans du PBS/1mM
EDTA froid, lavées et lysées pendant 45 min a 4°C dans le tampon TNE (50 mM Tris-HCI
[pH 7.4], 150 mM NaCl, 5 mM EDTA) contenant 0.5% Igepal, 1 mM DTT et des inhibiteurs

de protéases (Complete, Roche). Les lysats cellulaires ont ensuite été centrifugés a 12 000 g
pendant 15 min & 4°C et le surnageant collecté. La concentration en protéines a étéequantifi

a I’aide du kit DC Protein Assay (Bio-Rad). 50 pug de protéines ont été analysées par Western
blot avec les anticorps anti-ROCK1 (GTX113266, 1:500, GeneTex), anti-ROCK2 (sc-1851,
1.200, Santa Cruz), anti-ESRRA (2131-1, 1:5000, Epitomics), anti-FOXN3 (A303-620A,
1:5000, Bethyl laboratories) et afitiTubuline (T4026, 1:4000, Sigma-Aldrich). Les taux
d’expression protéique ont été quantifiés avec le logiciel MultiGauge et normalisés par

rapport a ceux de la B-Tubuline.

Test rapporteur luciférase pour P’interaction 3’UTR/miARN : Les 3’UTR de ROCK1(nt
1-920),ROCK2(nt 1-816),ESRRA(92-491) etFOXN3(31-900), ont étée amplifiees par PCR

a partir d’ADN génomique de cellules LNCaP (primers listés ci-dessous) et clonés en aval du
géene luciférase Firefly dans le vecteur pmirGLO (Promega). Les sites de liaison a miR-135a
ont été ensuite délétés par PCR. 6 %cHllules HeLa ensemencées en plaques 24-puits ont
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été cotransfectées avec 200 ng de pmirGLO et les miARN mimics (50 nM). Deux jours plus
tard, les cellules ont été lysées et les activités luciférases Firefly/Rénilla ont été déterminée
avec le kit Dual Luciferase Assay System (Promega).

3’UTR ROCK1 Sens 5’- CCATGTGACTGAGTGCCCTG3’

3’UTR ROCKZ1 Antisens 5°- AATGCAACCCCCATTGAAAG 3’

3’UTR ROCK2 Sens 5’- CTGCCTTCTATGAAAGCAGT 3’

3’UTR ROCK2 Antisens 5’- TCCTAAGAGCTGGTAAACGC 3’

3’UTR ESRRA Sens 5’-GCCACAGCCTGCTGGCAGGE

3’UTR ESRRA Antisens 5’-CCTCAATAACGAAGTTCCCC3’

3’UTR FOXN3 Sens 5’-GACCATTTGGTTTCAGCATG3’

3’UTR FOXN3 Anti-sens 5’-GACACAGCTTGTTTTCCCCA3’

Etude du cycle cellulaire: Les cellules PC-3 ont été transfectées &wetR-135a mimic ou

le contrdle négatif (MiRNC) pendant 24 h avant d’étre fixées a 1’éthanol 70% pendant 60 min

a-20°C. Les cellules ont ensuite été lavées et marquées aveglQdjiiodure de Propidium

(P1, Sigma) et 200 pg/ml de RNaseA (Roche) dans du PBSvEdements ont été analysés

avec le cytometre de flux BD LSRII Flow et le pourcentage de cellules dans les différentes
phases du cycle cellulaire a été déterminé par le modeéle mathématique, « Watson Pragmatic

model », du logiciel FlowJo.

Prolifération cellulaire : Les cellules PC-3, transfectées 24h avec le miR-135a mimic ou le
contréle négatif (MiR-NC), ont été mises en présence de BrdU pendant 4 h. Les cellules en
prolifération ayant incorporé le BrdU sont révélées, apres perméabilisation membranaire, avec
un anticorps antBrdU couplé a I’APC, selon le kit APC BrdU Flow kit (BD Biosciences). La

guantification des cellules en prolifération a été réalisée par cytométrie de flux.

Mesure de la viabilité cellulaire: Les cellules PC-3 ont été transfectées deeniR-135a
mimic ou le contréle négatif (miR-NC) pendant 24h. La viabilité cellulaire a été mesurée a
I’aide du kit Vialight Plus cell Proliferation and Cytotoxicity Bioassay (Lonza). Les mesures

d’ATP dans les cellules métaboliquement actives ont été déterminées avec un luminomeétre.

Mesure de I’apoptose cellulaire : Les cellules PC-3 ont été transfectées avenilRe135a
mimic ou le contrble négatif (MIRKC). L’apoptose cellulaire a été mesurée par deux

méthodes différentes.
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La premiere est un double marquage DIOC6 (3,39.dioxyloxacarbocyanine, Molecular Probes)
—Pl analysé au cytometre de flux, 8h-24h aprés transfection. Les cellules ont été incubées 15
min a 37°C avec 40 nM DIOC6 pour évaluer I’activité mitochondriale. Le PI (0,5 pug/ml) a

¢été ajouté et incorporé dans I’ADN des cellules mortes, dont la membrane est perméable. Les

cellules vivantes sont DIOC6+PI- tandis que les cellules apoptotiques sont PIOC6-
(apoptose précoce) ou DIOC6-PI+ (apoptose tardive). Les cellules DIOC6+PIl+ sont en
nécrose.

La deuxieme méthode consiste a mesurer I’activit¢ de la Caspase 3 avec le kit caspase-
3/CPP32 fluorometric assay (Biovision). La caspase 3 activée présente dans le lysat protéique
peut cliver le substrat DEVIAFC. L’AFC libre a été quantifié avec un fluorimétre et

I’activité de la caspase 3 a été déterminée par le coefficient directeur de I’équation de la droite

de la fluorescence en fonction du temps. Une tratisfed’un vecteur d’expression de Bax a

été utilisée comme contrdle positif de 1’apoptose.

Test de comblement de blessure (Wound Healing) 4.1¢ cellules PC-3 ont été
ensemencées dans des plagues 6-puits et soit transfectées avec miR-NC, miR-135a,
SiIROK1, siROCK2 ou siFOXN3, soit traitées avec 16 pg/ml de Y-27632. Deux jours plus
tard, une blessure a ét¢ formée en grattant doucement le tapis cellulaire a 1’aide d’un cone de
micropipette et les débris cellulaires ont été enlevés par deux lavages. Des
microphotographies en contraste de phase ont été enregistrées, immédiatement apres la
blessure et a 5 minutes d’intervalle pendant 48h, avec un systéme de microscopie Time-Laps
(Axiovertl00M, Zeiss). La vitesse de fermeture de la blessure a été mesuréee avec |
programme Image J (YATAK, Yet Another Tool for Analysis of Kymographs). Pour la
réexpression de ROCK1 ou FOXNS, 2 ug de pCAGmycROCK1 ou pcDNA3.1(+)FOXNS3 ont

été transfectés 24h apres la transfection de miR-135a.

Test d’invasion cellulaire : Des inserts 24-puits (8 um pore size; PET Fluoroblock
membrane; BD Biosciences) ont été recouverts de 50 ul de Matrigel dilué au 1:25 (300 pg/mi
de protéines; Matrice basale réduite en facteurs de croissance; BD Biosciences), etincubés
37 °C pendant 3h. Les cellules PC-3 ont été soit transfectées avec miR-NC, miR-135a,
SiROCK1 ou siROCK2, soit traitées avec 16 pg/ml de Y-27632 et, 5 h apres, cultivées
pendant 48 h en milieu sans sérum contenant 1% BSA. Les cellules ont été ensuite marquées
1 h a 37°C avec 10 ug/ml Di{&3) (BD Biosciences). Aprées lavages, la suspension cellulaire

de cellules PC-3 marquées au Dil {1¢ellules en 250 ul de milieu sans sérum) a été
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ensemencée dans les inserts fluoroblock (recouverts ou non de Matrigel) et placée dans un
puits contenant du milieu & 10% de SVF. Apres 30h de culture, les cellules Dil+, ayant
traversé la membrane, ont été comptées dans 4 champs pris au hasard par membrane. Les
données sont exprimées en pourcentage de cellules invasives : nombre de cellules étant
passées a travers la membrane recouverte de Matrigel / nombre de cellules ayant migré a
travers la membrane non traitée x 100. Pour la réexpression de ROCK1, 2 ug de

pCAGmMycROCK1 ont éteé transfectés 24h aprés la transfection de miR-135a.

Immunofluorescence: Les cellules PC-3 ont été ensemencées a 0,6uL2.16 cellules par

puits en plaques 6-puits contenant 4 lamelles puis transfectées avi&:185a mimic ou le
contrble négatif miR-NC. 48h apres la transfection, les cellules, fixées a 4% PFA, ont été
perméalisées dans 0.5% Triton et saturées dans 0.3% BSA. L’actine cellulaire a ét¢ marquée

a la Phalloidine couplée au TRITC (Sigma-Aldrich (un don du Dr VANACKER); 1/5 000)
pendant 45 minutes et les noyaux ont été marqués 10 min avec du Hoechst 33258 (Sigma-
Aldrich; 1/25 000). Apres lavage, les lamelles ont été montées, dans le milieu de montage, sur

lames.

Test d’adhésion cellulaire : Les cellules PC-3 ont été transfectées avec miR-135a mimic ou
miR-NC. 48 h aprés transfection, les cellules ont été récupérées, comptées eelfilss

ont été réensemencées en plaque 96 puits et incubées pendant 1 h, 2 h, 3 h et 8 h. Les cellules
ont été fixées pendant 10 min par ajout de glutaraldéhyde (Sigma-Aldrich ; 1.1%), rincées,
puis colorées 20 min au Cristal Violet (Sigma-Aldrich ; 0.1%). Aprés un dernier lavage, le
cristal violet a été dissout avec de 1’acide acétique 10% et la densité optique a 590 nm a été

mesurée avec un spectrophotometre lecteur de plaque. Les données ont été normalisées par
rapport a celles obtenues a 8 h et sont exprimées en pourcentage de cellules adhérées a 1h, 2 h
et 3 h par rapport au nombre de cellules adhérées a 8h. Pour la réexpression de ROCK1 ou
FOXN3, 2 pg de pCAGmMycROCK1 ou pcDNA3.1(+)FOXN3 ont éteé transfectés 24h aprés la

transfection de miR-135a.

Echantillons de tissus humains Les cas cliniques ont tous été sélectiona@<entre
Hospitalier Lyon-Sud. Un protocole de recherche biomédical non-interventionnel pour la
conservation des échantillons de tissu, aprés la chirurgie prostatigue a été mis en place au
Centre Hospitalier Lyorsud avec I’approbation du comité éthique de Lyon (CPP Sud-Est 2;

faculté¢ de médecine et le conseil médical d’état) pour ces recherches. Un consentement averti
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a été obtenu de tous les patients dans cessetwant toute conservation d’échantillon pour

une utilisation en recherche. Les échantillons de tissu prostatique avec un adénocarcinome
acinaire classique et leur contrepartie adjacente normale ont été obtenus a partir de

prostatectomies radicales de 56 patients, réalisées entre Janvier 2003 et Janvier 2012. Aucun
de ces patients n’a recu de chimiothérapie préopératoire ou de thérapie par radiation. Les

informations cliniques des patients sont données dafiabdsaux 4 et Ssuivants.

Immunohistochimie (IHC) : Des coupesle tissus de 3 um d’épaisseur ont été préparées a

partir de 32 échantillons de prostate inclus en paraffine. Le marquage immunohistochimque a
été réalisédans I’automate Ventana Benchmark Ultra XT avec le kit ultraview DAB
Detection Kit (Ventana). Les coupes ont été marquées pendant 28 min’avioips
primaire anti-ROCK1 (GTX113266, GeneTex) a une dilution de 1:80.

Analyse statistique: Toutes les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel

GraphPad Prism 5. Une p-value < 0.05 est considérée comme statistiguement significative.
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Tableau 4: Caractéristiques pathologiques des échantillons de patients atteints de cancer de la
prostate.

Total Faible! Intermédiaire 2 Elevé
(n=56) (n=0) (n=16) (n = 40)
Score de Gleason
6 3,57 % (2) 0% (0) 12,5 % (2) 0 % (0)
7 (3+4) 30,36 % (17) 0 % (0) 43,75 % (7) 25 % (10)
7 (4+3) 39,28 % (22) 0% (0) 43,75 % (7) 37,5 % (15)
8-9 26,78 % (15) 0 % (0) 0% (0) 37,5 % (15)
Stade pathologique
<pT2a 1,79 % (1) 0 % (0) 6,25 % (1) 0% (0)
pT2b 3,57 % (2) 0 % (0) 12,5 % (2) 0 % (0)
pT2c 23,21 % (13) 0 % (0) 81,25 % (13) 0 % (0)
pT3a 44,64 % (25) 0 % (0) 0% (0) 62,5 % (25)
pT3b 26,79 % (15) 0 % (0) 0% (0) 37,5 % (15)
Ganglion lymphatique
NO 69,64 % 539) 0 % (0) 87,5 % (14) 62,5 % (25)
N1 21,43 % (12) 0 % (0) 0% (0) 30 % (12)
NX 8,93 % (5) 0 % (0) 12,5 % (2) 7,5 % (3)
Marges chirurgicales
RO 48,21 % (27) 0 % (0) 62,5 % (10) 42,5 % (17)
R1 51,79 % (29) 0 % (0) 37,5 (6) 57,5 % (23)

() représentent les fréquences des paramétres.

Classification des risques:

'Risque bas: stade pT1 & pT2a; Score de Glea$oPSA < 10 ng/ml.

“Risque intermédiaire: stade pT2b & pT2c; Score de Gleason de 7; 10 ng/ml < PSA < 20 ng/ml.
®Risque élevé: stadepT3a; Score de GleasorB>PSA > 20 ng/ml.

Immédiatement apres ablation de la prostate (délai inférieur a 10 min), des petits
morceaux de tissu (au moins 6 échantillons de tissus de 0,5 a 1 cc) ont été disséques par le
pathologiste, dans les zones périphériques gauches et droites, la zone de transition et les
vésicules séminales. Tous les fragments ont été congelés et gardés dans 1’azote liquide jusqu’a
I’analyse. Pour s’assurer des caractéristiques du tissu et pour confirmer le score de Gleason,
une analyse histologique d’une section congelée est réalisée pour chaque échantillon par le
pathologiste avant toute extraction. Les fragments entierement composés de glandes
tumorales ont été sélectionnés comme tissu tumbrah autre co6té, des échantillons ne

contenant pas de tissu tumoral ont été sélectionnés comme tissus sains adjacents.
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Tableau 5 : Caractéristiques clinico-pathologiques des échantillons de patients atteints de cance
de la prostate.

o PSA

N Age Gleason Stade pN Marges [ng/mi] IHC
1. 67 3+3 pT2c NO R1 15

2. 72 3+3 pT2c NO RO 8,16 +
3. 66 3+4 pT2a NO RO 5,64

4, 60 3+4 pT3a NO RO 12,3

5. 60 3+4 pT3a NO R1 9,8

6. 51 3+4 pT3a NO R1 11 +
7. 66 3+4 pT3a NO RO 22

8. 62 3+4 pT2c NO RO 4,8 +
9. 49 3+4 pT2c NO R1 5 +
10. 63 3+4 pT2c NO RO 6,8 +
11. 65 3+4 pT2c NO R1 5,35 +
12. 70 3+4 pT3a NO RO 9,33

13. 73 3+4 pT2b Nx R1 6,1 +
14, 56 3+4 pT3a NO R1 3,83

15. 53 3+4 pT3a NO R1 53 +
16. 54 3+4 pT3a NO RO 6,6

17. 68 3+4 pT3a NO R1 15,45 +
18. 68 3+4 pT3a Nx RO 3,2

19. 60 3+4 pT2b NO RO 7,23

20. 61 443 pT2c NO RO 8,8 +
21. 67 443 pT3b NO R1 18 +
22. 65 443 pT3b NO RO 11,5 +
23. 57 443 pT2c NO RO 5,6

24, 64 443 pT2c NO RO 4,8

25. 60 443 pT3b N1 RO 17

26. 66 443 pT2c NO R1 7,83

27. 69 443 pT3a NO RO 8,3

28. 60 443 pT3b N1 R1 19,13 +
29. 61 443 pT3a Nx R1 8,1

30. 61 443 pT2c NO RO 4,04 +
31. 59 443 pT3a NO R1 13,1 +
32. 65 443 pT2c Nx R1 4,96

33. 69 443 pT3a N1 R1 6,48

34. 75 443 pT3b Nx RO 3,23

35. 62 443 pT3b N1 RO 197 +
36. 62 4+3 pT3a NO RO 13,3 +
37. 57 4+3 pT3a NO RO 26 +
38. 60 4+3 pT3b NO RO 10 +
39. 70 4+3 pT2c NO RO 5,42
40. 60 4+3 pT3b NO R1 7,7 +
41. 60 4+3 pT3b NO R1 12,7 +
42. 72 445 pT3a N1 RO 6
43. 50 5+4 pT3a N1 R1 8,96 +
44, 64 445 pT3a N1 R1 13
45, 70 4+4 pT3a NO RO 6,33
46. 71 5+4 pT3a N1 R1 8,9 +
47. 65 4+4 pT3a N1 R1 3,36
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N° Age Gleason Stade pN Marges [nl:;]/sn':\l] IHC
48. 44 4+5 pT3b NO R1 44 +
49. 58 4+4 pT3a N1 R1 14 +
50. 74 4+5 pT3b NO RO nd +
51. 66 4+5 pT3b N1 R1 16,8 +
52. 69 4+4 pT3a NO R1 10,6 +
53. 51 4+4 pT3b NO RO 10,51 +
54, 70 4+4 pT3b N1 R1 4,35 +
55. 63 4+5 pT3a NO R1 4.6 +
56. 65 4+5 pT3b NO R1 13,3 +

nd, non déterminé.

Stades pathologiques pT2 et pT3 : tumeur primaire confinée a la prostate ou extension extra-
prostatique de la maladie, respectivemeii2a tumeur unilatérale avec la moitié ou moins

d’un lobe touché; pT2h tumeur unilatérale impliquant plus de la moitié d’un lobe; pT2G

tumeur bilatéralepT3a extension extra-prostatiquel 3 invasion des veésicules séminales.

NO, pas de métastases dans les ganglions lymphatiques régibliaprésence de métastases
dans les ganglions lymphatiques régionablx, ganglions lymphatiques régionaux. non
évalués.

RO, marges chirurgicales négativ&sl, marges chirurgicales positives.

+, des coupes de 3um sections ont été réalisées a partir des échantillons de 32 patients pour
réaliser une analyse immunohistochimique semi-quantitative. Des tissus cancéreux et non-

cancéreux sont présents dans la méme coupe de prostate.
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Abstract

Androgen signaling through their androgen receptor AR is critical for prostate cancer
development and progression. Identifying new downstream effectors of androgens/AR
pathway will allow a better understanding of these mechanisms.

Using a global microRNA profiling, we identified miR-135a as an androgen up-regulated
microRNA. After androgen stimulation, AR directly activates the transcriptioni@f135a2
gene by binding to an androgen response element in the promoter region.

Ectopic expression of miR-135a induces morphological modification leading to inhibition
of migration and invasion in prostate cancer cells, by down-regulating ROCK1 and ROCK2
expression, two newly identified miR-135a target genes.

In human surgical samples from prostatectomy, miR-135a expression level in cancerous
normalized to pair-matched normal counterpart tissues was inversely correlated with the
pathological grading (Gleason score) and was diminished consistent with the invasion
abilities of tumor cells, suggesting the significance of miR-135a-mediated prostate cancer
progression.

Taken together, our findings implicate miR-135a as a novel effector in androgens/AR

signaling and indicate that miR-135a may contribute to human prostate cancer progression.
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Introduction

Prostate cancer (PCa) is a commonly diagnosed cancer and represents one of the leadin
causes of death by cancer in men in developing countries (1). Androgens, which control the
growth and differentiation of the normal prostate, play a pivotal role in the initiation and
progression of prostate carcinogenesis (2-4). They function mainly by regulating target gene
expression through the androgen receptor (AR). AR acts as a ligand regulated transcription
factor, which binds androgen response elements (ARE) in its target genes (5). Localized PCa
can be effectively treated either by surgical resection or radiation therapy. Foy locall
advanced or metastatic PCa, first-line therapeutic strategy is androgen deprivation therapy
associated with AR antagonists (6). Despite good initial response, the disease progresses to a
more aggressive castration-resistant prostate cancer (CRPC) (7, 8), for which there is no
curative treatment available. A clear current challenge in PCa is to understand molecular
mechanisms controlling cancer progression and castration resistance, to distinguish aggressive
to indolent PCa (9).

MicroRNAs (miRs) are a class of endogenous small (19-25 nucleotides) non-coding
single-strand RNAS, acting as negative post-transcriptional regulators of protein-coding gene
expression (10). MiRs interact by imperfect binding to spesdigence located within the 3’
untranslated region (3°’UTR) of targeted mRNAs, directing mRNA inactivation and/or
translational repression.

Altered miRs expression is well characterized in multiple human malignancies and links to
cancer initiation and progression (11, 12). There is also an increasing biological evidence for
an involvement of miRs in prostate tumorigenesis (13-16), acting like oncogenes (oncomiRs)
or as tumor-suppressor genes and can promote metastases spreading to distant sites
(metastamiRs).

Among deregulated miRs in PCa, some of these are under AR regulation (17-20). Studying
AR signaling, including miR downstream effectors, is thus a promising strategy to identify
biomarkers for prostatic tumor development, as well as potential targets for the development
of innovative therapies. However, none to date have been used in clinical management of
PCa.

In the present study, we identified an androgen up-regulated microRNA, miR-135a, and

investigated its mechanisms of action in prostate cancer cells, through down-regulating
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ROCK1 and ROCK2 target genes. Finally, we analyzed miR-135a expression in surgical

samples and explored correlation with tumor progression.
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Material and Methods

Cell culture. Human prostate (LNCaP and PC-3) and Hela cells were cultured, as indicated
by the ATCC.

Androgen treatment. LNCaP cells were deprived of steroid during 48 h in phenol red-free

RPMI 1640 medium supplemented with 5% charcoal filtered fetal bovine serum (FBS) and
treated with R1881 (methyltrienolone, Perkin Elmer). For anti-androgen treatment,
bicalutamide (10 puM; Astra Zeneca) was added to the medium 30 min before R1881

stimulation.

RNA extraction. Total RNA was extracted from cells and tissue samples using TriPURE
Isolation Reagent (ROCHE).

Quantification of mature miR-135a by RT-qPCR. The reverse transcription (RT) reactions
were performed, using TagMan® microRNA RT Kit and TagMan® small RNA primers
assays (Applied Biosystems), with 200 or 10 ng total RNA for miR-135a or U6 SnRNA,
respectively. QPCR were performed with noUNG TagMan® Universal Master PCR mix
(Applied Biosystems). MiR-135a expression was normalized relative to U6 snRNA
expression level. For tissue samples, RT reactions were performed with 10 ng total RNA and
miR-135a expression was nhormalized relative to the RNU24 expression. Relative

quantification was done using thé”2" formula.

Quantification of pri-miR and mMRNA by RT-gPCR. cDNA was synthesized from 1 pg of

total RNA treated with DNAsel, using the First-Strand cDNA Synthesis kit (Life
Technologies). QPCR were performed using QuantiTect SYBR Green PCR kit (Qiagen) and
primers listed insupplementary Table 1 Values were normalized by the median of
housekeeping genes expression (TBP, RPS17, RPLPO; QuantiTect Primers, Qiagen). Relative

quantification was done using thé“2" formula.
Functional ARE identification by luciferase reporter assay.Fragments upstream of the

miR-135a2 genomic location were amplified by PCR from LNCaP genomic DNA (primers
listed insupplementary Table 3 and cloned into the pGL3-promoter vector (Promega). Two
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point mutations in the ARE-2 were inserted using the QuikChange Il XL site-directed
mutagenesis kit (Stratagene). Luciferase reporter assay was done, as previously described
(21).

Chromatin immunoprecipitation (ChlP). ChIP assay was done in LNCaP cells as
previously described (21). Primers used for qPCR are listegpplementary Table 1

MIiRNA, siRNA and plasmid transfections.miRNA mimics (50 nM miR-135a or miR-NC
negative control#2; Applied Biosystems), pPCAGmycROCK1 (a gift from MF Olson) and
pmirGLO were transfected into cells using Lipofectamine2000 (Life Technologies). siRNA
anti-AR, anti-ROCK1, anti-ROCK2 or si-Non Targeting (si-NT) (50 nM ON-TARGETplus

SMARTQpool, Dharmacon) were transfected into cells using DharmaFECT (Dharmacon).

Protein extraction and Western Blot.50 pg of proteins were analyzed by western blotting
using anti-ROCK1 (GTX113266, 1:500, GeneTex), anti-ROCK2 (sc-1851, 1:200, Santa
Cruz) and antp-tubulin (T4026, 1:4 000, Sigma-Aldrich) antibodies. Protein expression was

quantified with MultiGauge software and normalized to 3-Tubulin expression.

Luciferase reporter assay for 3’°UTR/miR interaction. The 3°’UTR of human ROCKI1 (nt

1-920) and ROCK2 (nt 1-816) were amplified by PCR from LNCaP genomic DNA (primers
listed insupplementary Table 3 and cloned downstream of the Firefly luciferase gene in the
pmirGLO vector (Promega). The miR-135a binding sites were then deleted by PCR? 6 x 10
HelLa cells seeded in 24-well plates were transfected with 200 ng of pmirGLO constructs and
mMiRNA mimics. Two days later, cells were lysed and Firefly/Renilla luciferase activities were

determined using the Dual Luciferase Assay System (Promega).

Wound Healing Assay.PC-3 cells were transfected or treated with 16 pg/ml of Y-27632
(Sigma-Aldrich). Two days later, wounds were formed by scraping across cell monolayer
using a micropipette tip. Phase contrast photomicrographs were recorded at 5 min intervals
until 48 h, using a time-lapse microscope (Axiovert100M, Zeiss). The speed of wound closure
was measured with ImageJ software. For ROCK1 rescue, 2 pg of pPCAGmycROCK1 were

transfected 24 h after miRNA mimics transfection.
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Cell invasion assayPGC3 cells were transfected or treated with 16 pg/ml of Y-27632 and
cultured 48 h in serum free medium containing 1% BSA. Cells were labeled 1 h at 37°C with
10 pg/ml DilG%(3) (BD Biosciences) and seeded for 30 h into fluoroblock insert (8 um) with
GFR-Matrigel coated-membrane or not (BD Biosciences), placed in well containing 10% FBS
medium. Data were expressed as percentage of invasive relative to migrating cells. For
ROCK1 rescue, 2 pg of pCAGmycROCK1 were transfected 24 h after miRNA mimics

transfection.

Human tissue samples.Prostate tissue with adenocarcinoma and their normal adjacent
counterpart were obtained from 56 patients who underwent radical prostatectomy. None of
the patients had received preoperative chemotherapy or radiation therapy. Clinical

information for patients are summarizedsupplementary Tables 2-3

Immunohistochemistry (IHC) on tissue samples3 um-thick tissue sections were prepared
from 56 paraffin embedded prostate tissue samplespglementary Tables 2-3
Immunohistochemical staining with anti-ROCK1 antibody (GTX113266, 1:80, GeneTex) was
performed on the Ventana Benchmark Ultra XT automated stainer, using the ultraview DAB

detection kit (Ventana).
Statistical analysis. All statistical analyses were conducted using GraphPad Prism 5

software. A p-value < 0.05 was considered as statistically significant. Results are presented as
the means + SD of three independent experiments.
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Results

Identification of miR-135a as an androgen induced microRNA.

To identify new androgen-regulated miRs in prostate cells, we compared the miRNome
of prostate androgen-sensitive LNCaP cells stimulated or not with 1 nM R1881. We
performed a high-throughput RT-gPCR analySiagplementary Data ) and observed that
the expression of mature miR-135a and miR-135b, the two members of the miR-135 family,
were statistically up-regulated by androgens. Due to the greatest induction of its expression
after androgen treatment, miR-135a was chosen for further individual analyses.

As shown inFigure 1A, miR-135a expression, increased after 8 h of androgen treatment
(2 fold over vehicle) to reach a 10 fold increase after 24 h. Moreover, the R1881-induced
miR-135a expression was reduced (-76.5%) in the presence of bicalutamide, an AR antagonist
(Figure 1B) and also following si-AR transfection (-70%igure 1C), suggesting the
involvement of AR in androgen-mediated regulation of miR-135a expression. Finally, the
induction of miR-135a expression by R1881 was not affected by the presence of
cycloheximide Supplementary Figure 1A), suggesting that the androgen-mediated miR-
135a expression was directly induced by AR, without the requirement of intermediate protein

factor synthesis.
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Figure 1. Androgen regulation of miR-135a expression in LNCaP cells.

In all panels, LNCaP cells were stimulated with 1 nM R1881. MiR-135asegjmn (mature or pri-miR) was quantified by RT-
gPCR. Data are presented as fold induction in treated cells relative to untreated cell

A. Kinetics of miR135aexpression in R1881 compared to vehicle-treated cells.

B. MiR-135a expression level in cells treated with either bicalutamide, R188tordbative to vehicle-treated cells.

C. MiR-135a expression level, in cells, following 48 h transfectiosi-®R or si-NT and 24 h of R1881/vehicle treatment.

D. Pri-miR-135al and 135a2 expression in R1881/vehicle-treatedioeitey 24 hE. Kinetics of pri-miR-135a2 and mature
miR-135a expression in R1881/vehicle-treated cells.
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AR regulates miR-135a2 gene expression at transcriptional level.

The mature miR-135a could be produced by two miR-135a genes in the human genome.
MiR-135al is localized on chromosome 3 and miR-135a2 on chromosome 12. We analysed
the expression of both genes after androgenic treatment by quantifying the amount of each
pri-miR (Figure 1D). Only priimiR-135a2 expression was increased, suggesting a
transcriptional regulation of miR-135a2 gene under androgenic stimulation.

The study of prmiR-135a2 kinetics of expression revealed a rapid increase of its
expression within 1 h after androgen treatment. The fold induction increased until 10 h and
then decreased while androgenic induction of mature miR-135a expression started after 6 h
and raised until 24 hF{gure 1E). This increase in the amount of mature miR-135a after
androgen treatment results from the transcriptional enhancement of the gene and might also
result from activation of the maturation process of the pri-miR. To discern between these two
levels of action we blocked the transcription with actinomycin D after androgen stimulation.
First, we confirmed that actinomycin D treatment induced a strong and constant decrease in
pri-miR-135a2 expression starting after 6 &upplementary Figure 1B. To study the
combinatory effect of R1881 and actinomycin D treatment on miR-135a expression,
actinomycin D was added 6 h after androgen stimulation, such a time lag allowing
transcriptional activation of pmiR-135a2 by androgens. As expected, the level of mature
miR-135a increased strongly following addition of R1881. However, this increase was
blocked at 48 h in the presence of actinomycirsDpplementary Figure 1Q.

Taken together, these data strongly suggest that the increase in the amount of mature
miR-135a following androgen stimulation results mainly from transcriptional activation of the

miR-135a2 gene and that the effect on the maturation process of the pri-miR is marginal.
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Figure 2. Characterization of transcriptional regulation elements in miR-135a2 locus.

A. Schematic locations of thi silico-identified AREs upstream of the pre-miR-135a2. The sequence of theARgrey

circle is the closest to the ARE consensus sequence.

B. Responsiveness to the ligand-stimulated AR of potential AREs identified upsifébenmiR-135a2 locus assessed by
luciferase reporter assays. Hela cells were co-transfected with pSG5-hAR and m@id@eprconstructs containing the
potential AREs cloned upstream of the minimal promoter SV40. The ARE-2 is netere$e grey. One construct contains an
ARE-2 mutant represented by a grey barred circle. Cells were treated with 1 nM &t 1&8icle for 24 h before harvesting for
reporter analyses. Results are presented as the fold of luciferase aclRig@h/vehicle treated cells.

C. AR binding on ARE-2 region ahiR-135a2in LNCaP cells treated or not 24 h with R1881 and determined by ChIP usin
anti-AR antibody. The precipitated DNAs were used as templates for gPCRnttsl€gpromoter region ofBP served as non-
target sequence while enhancer region oRBAserved as known AR target sequence.
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Mechanisms of regulation of the miR-135a2 gene transcription.

MiR-135a2 sequence is localized in an intron of the non-coding RMST gene
(MIO000453, http://www.mirbase.org). However, this gene is not expressed in LNCaP cells
(unpublished data), suggesting that miR-135a2 gene has its own transcriptional regulatory
sequences. By 5’RACE, we identified, in LNCaP cells, a transcription start site located 554
bp upstream of the first base of the pre&R-135a2, which matches with the beginning of an
Expressed Sequence Tag (EST, gb CA3118B0pglementary Figure 2.

As miR-135a was mainly transcriptionally regulated by androgens via AR, functional
androgen response elements (AREs) were searched within the miR-135a2 gene region. Using
MatInspector software, we identified seven putative AREs in the 10 kb upstream of the pre-
miR-135a2 Figure 2A). Transcriptional activities of three ARE-containing regions (-8800/-
7600; -6740/-5500; -1380/0) were tested in luciferase reporter assays. Only the construct
containing the -6740/-5500 fragment induced activation (3.6 fold) of luciferase expression in
response to androgenbidgure 2B). This construct contains four potential AREs, termed
ARE-2 to ARE-5. Because the ARE-2 (caagtacagcttGTTCtcc), located at -5605 bp, is very
close to the ARE consensus sequence (5), the site was mutated (caagtaAagcttTTTCtcc) to
check its role in androgen induction. As shownFigure 2B, the induction of luciferase
expression by R1881 was totally abolished by the mutation. Using chromatin
immunoprecipitation (ChlIP) with an AR specific antibody, we demonstrated in LNCaP cells a
4 fold increase of AR binding after R1881 stimulation onto the region containing2ARE-

(Figure 2C). Finally, these data suggest that miR-135a2 is a direct AR target gene.
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Figure 3. miR-135a down-regulates ROCK1 and ROCK?2 expression through interaction wittheir 3’°UTRs.

A. ROCK1 and ROCK2 mRNAs expression in LNCaP cells, 48 h after miRNA mitrdasfection and determined by
RT-gPCR. Data are fold expression in miR-135a compared to miR-NCedcaedfcells.

B. Western Blot analysis of ROCK1 and ROCK?2 protein expression in LNCaP4&lsafter miRNA mimics
transfection.

C. Schematic representation of plasmid constructs containing ROCK1 or ROORRvith the putative sites targeted
by miR-135a (black square, complementary to the seed box) antuthats deleted for miR-135a target site.

D. Interaction of miR-135a with ROCK1 and ROCK2JI'Rs assessed by luciferase reporter assay. pmirGLO vectors
containing wild type or mutant ROCK1 or ROCKA R were transfected into HeLa cells with miR-135a or miR-NC.
Results are presented as the fold of luciferase activity in miR-135a/miR-Netcéed cells.

E. Western Blot analysis of ROCK1 and ROCK?2 protein expression in LNCaP4&lsafter R1881 treatment.
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miR-135a directly targets ROCK1 and ROCK2 mRNAs.

To explore the biological role of miR-135a, we searched for its putative target mRNAs.
We performed a gene expression analysis in LNCaP cediseapressing miR-135a versus
cells transfected with miR negative control (miR-NC), using pangenomic microarrays.
Detailed protocol and GEO accession number are describ8dpplementary Data 2 In
LNCaP cells over-expressing miR-135a, we identified 123 deregulated genes, mainly
involved in cellular movement, cellular assembly/organization and cell morphology (Gene
Ontology analyses), suggesting that miR-135a over-expression might affect these biological
functions. Among these deregulated genes, 67 weve-degulated, 39 of which are potential
direct targets containing complementary sequences ofl3fiRseed box in their 3’UTR, as
predicted by TargetScan. ROCK1 belongs to these potential direct target genes, and is
involved in biological processes preferentially deregulated by miR-135a over-expression. The
second member of the ROCK family, ROCK2, although not being differentially expressed in
microarray analysis, is implicated in same pathways and is also predicted to be a potential
target gene (TargetScan). So, we focused our further analysis on ROCK1 and ROCK2, as
potential targets of miR-135a.

We confirmed the effect of miR-135a over-expression on the regulation of ROCK1 and
ROCK2 expression, at mMRNA and protein levels, by RT-gPCR and western blot analyses,
respectively. LNCaP cells transfected with miR-135a mimics showed nearly 50% decrease in
ROCK1 and ROCK2 mRNA leveld-{jgure 3A) and a dramatic decrease of ROCK1 and
ROCK2 protein levels (up to 96% and 80% respectiviéilyure 3B), as compared to control
cells. Next, we generated plasmids containing the 3’UTR of ROCK1 or ROCK2 downstream
of a luciferase gene (wt 3’UTR) and plasmids with deletion of the sequences recognized by
the miR435a (mut 3’UTR) (Figure 3C). In HelLa cells co-transfected with miR-135a mimics,
and wild type constructs, we observed a decrease in the luciferase activities (-57% and -32%
for ROCK1 and ROCK2 constructs, respectiveiygure 3D), as compared to pmirGLO
empty vector. In contrast, the expressions of the luciferase from mutant constructs were not
affected by miR-135a over-expression. These data reveal a direct interaction between miR
135a and 3’UTR of ROCKI1 and ROCK2 mRNAs. Altogether, these data confirm that
ROCK1 and ROCK2 are specific direct targets of miR-135a.

In R1881-treated LNCaP cells, in which miR-135a expression was increased, we also
observed a decrease in ROCK1 and ROCK2 protein amounts (-74% and -65%, respectively;
Figure 3E), suggesting that androgens down-regulate the expression of these two proteins
through niR-135a.
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Figure 4. miR-135a decreases migration and invasion abilities via ROCK pathway

A. Time-lapse microscopy analysis of cell migratiBx@-3 cells, transfected with either miR-NC, miR-135a, siROCK1 and
SiIROCK?2 (siROCK1/2) or miR-135a and ROCK1 cDNA or treated with Y-2A488re analysed by video-microscopy in
wound healing assays. The speed of wound closure was expasgsedtentage relative to the one in miR-NC transfected c
Representative pictures of wound closure are presented (B& )0

B. Morphology of migrated PC-3 cells in conditions described in A. B&0 gm.

C. Cell invasion assay in PC-3 cells transfected with either miR-NC, miR-$B8aCK1, siROCK2 or miR-135a and ROCK
or treated with Y-27632. Percentage of invasive cells was determined. Régtresgpictures of some conditions are present
(Bar =100 pm).
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miR-135a inhibits cell migration and invasion by targeting ROCK mRNAs.

ROCK1 and ROCK2 proteins are implicated in different cellular processes like
proliferation, apoptosis, migration and invasion. As both corresponding mRNAs are miR-
135a targets, we wondered whether miR-135a over-expression might modulate these cellular
properties. We analysed the effect of miR-135a on cell behaviour using PC-3 prostate cells,
which are endowed with migratory and invasiveness properties.

In PC-3 cells over-expressing miR-135a, we did not observe any change in profifera
cell viability and apoptosisSupplementary Figure 3. But in a wound healing assay, the
speed of wound closure is significantly decreased in cells transfected with miR-135a mimics
(Figure 4A), suggesting that miR-135a has an anti-migratory action. In parallel, we
artificially lowered the expression of the ROCK1 and ROCK2 proteins by co-transfecting
SiROCK1 and siROCK2 (siROCK1/2) or treating the cells with Y-27632, a chemical inhibitor
of the ROCK kinases. These treatments also decreased cell migration, supporting the role of
ROCK1 and ROCK2 in mediating the anti-migratory effect of miR-135a. To confirm this
model, we co-expressed miR-135a and ROCK1 in PC-3 cells, which recovered their
migratory properties. A further confirmation was brought when we looked at the phenotype of
migrating cells. Cells transfected with miR-135a were elongated with multiple protrusions
(Figure 4B), as siROCK1/2 transfected cells. Interestingly, forcing the expression of
exogenous ROCKL1 in cells over-expressing miR-135a restored a normal cell phenotype. All
these data support then strongly the role of ROCK proteins in mediating the effects of miR-
135a on cell migration.

We further analysed the role of miR-135a in cell invasiveness. As shokigure 4C,
over-expression of miR-135a as well as siROCK1, siROCK2 or treatment with Y-27632
strongly decreased cell invasiveness. Here again, inhibition of cell invasiveness by miR-135a
was abrogated by over-expressing ROCK1.

The effects of miR-135a, in decreasing cell migration and invasion by targeting ROCK1
and ROCK2 mRNAs, are not prostate cell specific, since similar results were obtained in

HeLa cells Supplementary Figure 4.
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Figure 5. miR-135a expression is inversely correlated to prostate cancer progressio

MiR-135a expression in cancerous and pair-matched adjacent nonezentissues from prostatectomy was determined by
RT-gPCR (n=56). ns, non-significant; j<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001; ****, p<0.0001.

A. MiR-135a expression in cancerous and normal counterpart tissugseghatcording to the Wilcoxon matched-pairs
signed-ranks test.

B. Relation between miR-135a expression in prostate samples (tumor relative tanpameditissue from the same patient)
and the Gleason scorgtatistical analyses between groups were performed using an ANOVA aaalgdietween each
group by Tukey-Kramés Multiple Comparison test.

C. Relation between miR-135a expression in prostate samples (tumor relative tanpainetitissue from the same patient)
and the pathological stage. Statistical analyses between groups were perfonged 48NOVA analysis and between each
group by Tukey-Kramés Multiple Comparison test. pT2c, cancer localized within the prostaticleap3i8a, cancer
extension outside the prostate but without seminal vesicles (SV) invasion;qafi8ler extension outside the prostate with S
invasion.

D. ROCK1 protein expression level in prostate samples from patients wathde@rmined by a semi-quantitative IHC
analysis. Staining was evaluated“agh”, “mediuni’ and“low”. A representative picture was taken at 400 x magnification
Positive signal is given by a DAB brown stain. N, normal gland ; Mptwgland.
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miR-135a expression decreases in cancerous compared to normal tissues and with
prostate cancer progression.

To investigate the clinical value of miR-135a in PCa, we determined miR-135a
expression level in 56 cancerous and pair-matched adjacent non-cancerous tissues from
prostatectomy, by RT-gPCEpplementary Tables 2-3

First, we found that miR-135a expression in tumor tissues was significantly lower
(p<0.0001) than that in paired normal tissuggljre 5A).

As miR-135a is involved in migration and invasion processes in vitro, we wondered
whether its expression might be correlated with PCa progression. So, we analyzedidime rela
between miR-135a expression and pathological grading. We observed that miR-135a
expression, based on a level ratio (tumor relative to paired normal tissues for each patient),
was inversely correlated with the Gleason score of F@auie 5B). Particularly, miR-135a
expression is statistically different between low (3+3 and 3+4) and hig8) (scores.
Interestingly, miR-135a expression was quite high in tumors with Gleason score of 6 (3+3)
relative to paired normal tissue. As the Gleason score increased, a decrease of the percentage
of patients for which miR-135a expression level was higher in cancerous than in normal tissue
was observed. Moreover, all tumors with Gleason seoBeshowed a lower expression of
miR-135a relative to paired normal tissu8sifplementary Figure 5A).

We also observed a significant decrease in miR-135a expression between intraprostatic
localized tumors (pT2c stage) and invasive extraprostatic tumors (pT3a and b stages), even if
we could not separate seminal vesicle dissemination (pT3b stage) from non-seminal
dissemination (pT3a stage) in extraprostatic grdegure 5C). Therefore, the miR-135a
expression level was also inversely correlated with pathological staging, preciselgrbetwe
localized and invasive tumors types.

However, there was no relation between miR-135a expression level and regional lymph
node invasion, age of patient or pre-operate PSA |8tgglementary Figures 5B-D.

In conclusion, we observed that miR-135a expression level was inversely correlated with
the Gleason score as well as with the invasion abilities of tumor cells, suggesting that

decrease of miR-135a expression could reflect PCa progression.

ROCKZ1 protein expression is higher in tumor compared to normal prostate glands.
Immunohistochemistry analysis was performed on prostate sections with normal and
tumor glands from 56 patients, in order to check whether the ROCK1 expression reflect miR-

135a expression in prostate tumors. ROCKZ1 protein is expressed in both basal and glandular
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cells of glandular epithelium. A semi-quantitative analysis revealed that the percentage of
“high level” staining is higher in glandular cells of tumor glands (29 %) relative to normal
glands (13 %)Kigure 5D). This suggests that ROCK1 expression is higher in tumor prostate

tissue in which miR-135a expression is decreased.
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Discussion

In the present study, we identified miR-135a as an androgen up-regulated microRNA.
Several miRs demonstrate androgen-mediated expression in PCa cells (17, 18, 22-24). But
except for few of them (miR-21(17); miR-27a (19); miR-32 and miR-148 (18)), the
mechanisms of such androgenic regulation remain largely unexplored. MiR-135a expression
can results from miR-135al or miR-135a2 gene expression and we demonstrated that the
level of one of these two transcripts, prniR-135a2, increased with androgen stimulation. A
functional ARE has been identified upstream of the miR-135a2 gene and AR binds to this
region within the chromatin, indicating that miR-135a2 is a new AR direct target gene in PCa
cells. In contrary to miR-27a, for which androgens regulate its expression both
transcriptionally (via AR binding to the promoter) and post-transcriptionally (by accelerating
pri-miR processing to the mature form (19)), androgen-mediated miR-135a expression seems
to result mainly from transcriptional activation of the miR-135a2 gene.

The expression of this androgen-regulated miR-135a was preferentially observed in male
genital tract (data not shown), but we did not observed a shift expression profile toward
tissue- or cell type-specific, by transcriptomic analysis in HelLa cells oveessipg miR-
135a Gupplementary Data 3. To explore the biological effects of miR-135a in prostate
cells, we over-expressed miR-135a in LNCaP cells and performed a transcriptomic and/or in
silico analyses. We identified two potential target genes ROCK1 and ROCK2, implicated in
cell movement/morphology and organization processes and demonstrated that miR-135a
down+egulates ROCK1 and ROCK2 expression and interacts with their 3’UTR, attesting that
ROCK1 and ROCK2 are miR-135a direct targets. The involvement of Rho-associated kinases
(ROCK) in malignant transformation is well documented. Depletion of ROCK inhibits
invasion and metastasis (25-27) while overexpression induces such processes (25, 28, 29)
Activated by Rho-GTP, ROCK1l and ROCK2 are implicated in actin cytoskeleton
organization and actomyosin interaction allowing them to control cell motility, adhesion and
contraction (30, 31). ROCK1 and ROCK2 depletion led to cell elongation and multiple
delocalized protrusions formation (our present data, (32)). In prostate cells, there are
conflicting data (32) but RhoA seems to be a critical endogenous promoter of invasion and
migration (33, 34) and an inhibition of ROCK1 diminishes cell motility (35). Moreover,
ROCK1 was reported to be highly involved in the transformation of PCa into CRPC and
metastasis formation (36, 37).
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We have shown that overexpressing miR-135a in PCa cells decreased migration and
invasion abilities, as ROCKSs inhibition, and over-expressing ROCK1 in these cells
counteracted this effect. So miR-135a decreases prostate cancer cell migration and invasion
through ROCK1 and ROCK2 down-regulation. In different cell types, miR-135a has been
reported to promote cell migration/invasion or to affect proliferation/apoptosis processes, that
we did not observed in prostate PC-3 cells. For example, miR-135a increases breast cancer
cell migration and invasion by targeting HOXA10 (38), increases colorectal cancer cell
proliferation, motility and invasion by targeting MTSS1 (39) and reduces gastric cancer cell
proliferation through JAK2 down-regulation (40).

Through inducing miR-135a expression and ROCK1/ROCK2 down-regulation,
androgens could reduce cell migration and invasion. However, AR could also increase these
processes by regulating other migration-inducing proteins (21, 41), suggesting that the
regulation of these processes is a complex balance between level of proteins activating or
repressing cell migration.

We finally investigated the clinical significance of miR-135a expression in PCa samples.
MiR-135a expression level is significantly reduced in tumor compared to pair-matched
normal tissues and decreased during PCa progression. According to the involvement of miR-
135a in ROCK pathways, such a gradually decreased miR-135a expression level from low to
high grade PCa might be associated with the increase of tumor cell migration, invasion and
metastasis dissemination. Indeed, as previously described by Bu et al. (42), we showed that
ROCKZ1 protein expression is higher in tumor relative to normal glands. In parallel sty
hybridization on human normal prostate sections, we observed that expression of miR-135a is
restricted to cytoplasm of epithelial cells of prostate glaBdpglementary Figure 6.

Aberrant patterns of miR-135a expression have been observed in multiple cancers (up-
regulation in breast cancer (38), hepatocellular carcinoma (43) and colorectal cancer (39, 44,
45) and down-regulation in glioma (46), lymphoma (47), gastric cancer (40) and renal
carcinoma (48)), suggesting a dual role of oncomiR or tumor suppressor for miR-135a

according to the tumor.

In conclusion, we identified a novel pathway mediating effects of androgens in prostate
cells, through the regulation of the microRNA-135a expression and its targets, the ROCK1/2
proteins. Studying miR-135a and the whole panel of its target genes might open a new field to
identify novel potential biomarkers and alternative therapeutic strategies for survival

improvement of patients with PCa.
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SUPPLEMENTARY DATA FOR KROISS ET AL.

Supplementary Data 1-2
Supplementary Figures 1-6
Supplementary Tables 1-3

Supplementary Data 1. Global microRNA expression analysis in androgen-stimulated
LNCaP cells. A reverse transcription was performed using TagMan® microRNA Reverse
Transcription Kit and Megaplex RT Primers Human Pool A v2.1 (Applied Biosystems), with
500 ng total RNA. A high-throughput gPCR of 377 microRNAs and 3 endogenous controls
was performed with TagMan® Array Human MicroRNA A Cards v2.0 (Applied Biosystems),
according to manufacturarinstructions, on an AB7900HT system (Applied Biosystems). Ct
values were determined using RQManager v1.2 software (Applied Biosystems). Values were
corrected by normalization to the median of endogenous controls expression (RNUG6B,
RNU44 and RNUA48). Fold induction of microRNA expression after R1881 stimulation was
determined, using the”2“' equation. Selection of deregulated microRNAs was based on
statistical analyses performed using the RealTimeStatMiner® software (Integromics). The
putative androgen-regulated microRNAs were then validated by RT-gPCR in independent

samples, using individual microRNA quantification assays.

Supplementary Data 2. Screening of miR-135a regulated genes using microarray
technology.
- Probe labelling and array hybridizatioRNA profiling in LNCaP and HelLa cells were

performed using a Human Whole Genome GE 4x44k V1 oligonucleotides microarray kit
(Agilent). An antisens RNA (aRNA) amplification procedure was perfornfedirfoAllyl
MessageAmp Il aRNA amplification ,kkmbion), using 2 pg total RNA isolated from cells
transfected with miR-135a or miR-NC. The aRNA was chemical coupling to the Cy-
monoreactive dye ester (Amersham). One g of combined Cy3/Cy5 dye-labeled aRNA were
hybridized competitively (miR-135a versus miR-NC transfected cells). Each experiment was
repeated with a switch in fluorescent Cy3/Cy5 labels to follow a dye-swap design and account
for dye effects. Four data points per hybridization spot were produced, using samples from 24
and 48 h post-transfection experiments.
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- Computational analysis of microarray datd.NCaP” microarrays werescanned on an

Agilent DNA Microarray Scanner, using two color scan setting (for both Cy3 arkd Cy
channels) for 4x44k array slides. Probes quantification was performed using Feature
Extraction Software 10.5 (Agilent) and data files (txt format) were generated. “Hela”
microarrays werescanned for both Cy3 and Cy5 channels with an Axon 4000B Scanner
Probes quantification was performed using GenePix Pro 6.0 software and data files (gpr
format) were generated.

Background subtraction (half with an offset of 100 for “LNCaP” dataset and Normexp with

an offset of 50 for “HelLa” dataset) and loess normalisation were performed using limma
package (Smyth GK. Linear models and empirical bayes methods for assessing differential
expression in microarray experimentat Appl Genet Mol Bipl2004;3:Article3) in R
environment. Quantile normalization was added for between array normalization. Controls
and low intensity/flagged probes in both channels were filtered out. Only probes present in
the four experiments were analyzed (21,257 and 30,629 probes for “LNCaP” and “HeLa”
dataset, respectively) and used for performing statistical analysis.

- Data depositionThe datasets are posted at NGBGene Expression Omnibus and are

available through the GEO Series accession number GSE45903, with the following link:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE45903

- Shift expression profile analysi®\MEN suite of tools was used (49), as previously
described (50).
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Supplementary Figure 1. Supplementary data on androgen regulation of miR-135a in LNCatells.

MiR-135a or pri-miR-135a2 expression was quantified by RTRPData are presented as fold expression in LNCaP
treated cells relative to control cells.

A. MiR-135a expression in LNCaP cells treated with ei®fepg/ml cycloheximide (Sigma-Aldrich), R1881 or both
relative to vehicle-treated LNCaP cells. Cycloheximide was added to thermatithe same time as R1188

B. Pri-miR-135a2 expression in actinomycin D (1 pM, Sigma-Aldricédted LNCaP cells relative to vehicle-treated
cells.

C. MiR-135a expression in R1881 or R1881+Actinomycin D treated LNCaPreddlive to vehicle-treated cells.
Actinomycin D (1 pM) was added 6h after R1881 stimulation.
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TSS
’_, pri-miR-135a2

TTTTGTAGAT GGEGTTGEGE ATGCATCTCT ATAAMAGGCT GTAGGYGAGC AGTTAGCACA TAGTATGCTL TACTTTITTA TITCCTTTTT GTTATTTAGG
TCTAGAGALL GCTTAACGCT TACATAGTCA AACAGGTACT AAGATCCCGA CTCCCCACCT GACCCAAAAT GAARALGTCTA AARGCCAGCA TGGGTATGTA
AGRLAGCTTT CTGGGGALAR GTTGGAGCAL GAGGCTTGAL ATRATTCCTC TGGTTTCAGT TTGCATCAGT GATTTGTCTG TCTTCTGTCT TTCCGTATGT
GTTTCCALGT TCLATGTCAL AGTGATGAGC ATTTCTCCAG GAATTCTTCC CAGTGTCCTT TGTTTTTGST GAATTCLATG GCTGAATGTT GCTGAGTGTC
TCTTGGTCTT GTTTCCCGGT CCTTGTAGCT AAGAATGTCG TGGAAGGATA ABATCTTGTT AATTCGTGAT GTCACAATTC AAGTGTGCTT CCTGTCACTT
ATGTGTAGTT TALAATGTTC TTTAATGTAG CGTGAAATGA TTGGTTAGCT TTGALATGGT TGTGAAGTCA TGTGAAGRAL ATALGTTTTG CATCCGACCA
AGATAAATTC ACTCTAGTGC TIITATGGCTT TTTATTC CTA TGTG.“ITAGTA ATALAGTCTC ATGTAGGGAT GGRAGCCATG AMAATACATTG TCARLARTCL
TCALCTAMGE AGGGGCCATC AGTATAGAGA ACGTTAGCCT GTGGAGCTGT GAATGTGATE GAGACAAGAT TTAGTGTATA GCTCTGCTAC CTGCCTGGTG

Supplementary Figure 2. Schematic illustration ofmiR-135a2 genomic region.

The transcription start site (TSS), corresponding to the start of the pri-3&i&2, was identified by RACE and

represented by an arrow. The sequence of an Expressed SequerE8Tagtarting at same location as TSS, was found ir
BLAST analysis and represented flanked by two brackets. The sequénicepre-miR-135a2 (underlined) and of the miR
mature (surrounded) were recovered from miRBase with accessioreniit000453.

5’RACE was done using RNA (dg) extracted from LNCaP cells with RNeasy mini kit (Qiagen) and tRAGE system

for rapid amplification o£DNA ends (Life Technologies) with GSP1 for RFECCATCCCTACATGAGACTTT-3;

GSP2 for first PCR: BATCTTGGTCGGATGCAAAAC-3; and GSP3 for nested PCR: 5
CTTCACATGACTTCACAACC-3. Finally, The PCR product was cloned by TA cloning in pGEM-Teastove

(Promega) and sequenced.
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Supplementary Figure 3. Effect of miR-135a over-expression on proliferation, cell \bdity and apoptosis of PC-3 cells.
PG3 cells were transfected with miR-135a or negative control (miR-NC)fdr. 2

A. Percentage of cells in different phases of the cell cycle. Cells were fixed@itrethanol for 60 min aR6°C and stained
with 40 pg/ml Propidium lodide (PI, Sigma), 200 pg/ml RNaseActiry in PBS. 104 events were analyzed using a BD LS
Flow cytometer

B. Percentage of proliferating cells measured by BrdU incorporation (BD Bigssipand flow cytometry analyses.

C. Cell viability measured by ATP quantification in metabolically active cells, thighVialight Plus cell Proliferation and
Cytotoxicity Bioassay Kit (Lonza).

D. Cell apoptosis measured with DIOC6 (3,39.dioxyloxacarbocyanine, Matderobes) -PI double staining and flow
cytometry analyses, 8h-24h after transfection. Cells were incubateihld 37°C with 40 nM DIOCS to evaluate
mitochondrial activity. P (0.5 pg/ml) was added and incorporateddN of dead cells, whose membrane is permeabilise
Living cells are DIOC6+PI- whereas apoptotic cells are DIOC6-PI+.

E. Caspase 3 activity measured with caspase-3/CPP32 fluorometric assayW#i@Rjo Activated caspase 3 present in
protein lysates can cleave the substrate DEVD-AFC. Free AFC was quantifigdaifBiorometer and activity of caspake
was determined by the slope of fluorescence/time kinetics. A transfedgtio Bax expression vector was used as positive
apoptosis control.
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Supplementary Figure 4. Effect of miR-135a over-expression in cell migration aridvasion abilities of HeLa cels.
HelLa cells were transfected with miR-135a or miR negative control (miR-NC)day® later, cell migration and invasion
assays were performed as described for PC-3 cells in material and methods

A. Time-lapse microscopy analysis of cell migration. After transfectiors eadte analyzed by videomicroscopy in wounc
healing assays. The speed of wound closure was expressed as gerceative to the one in miR-NC transfected cells.
Representative pictures of wound closure are presented (B#r |z

B. Cell invasion assay in cells transfected with miR-135a or miR-NC. Perceritagy@sive cells was expressed as:
(number of cells invading through Matrigel coated membrane/numbzeilsfmigrating through non-coated membrane) x
100. Representative pictures are presented (Bar = 100 um).
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Supplementary Figure 5. miR-135a expression in prostate tissue and relationship withnous clinicopathological

features.

MiR-135a expression in cancerous and pair-matched adjacent nonezantissues from prostatectomy was determined by R
gPCR (n=56).

A. Correlation between miR-135a expression in prostate samples and the GErasddumbers in ordinate refer to patients.
Patients were ranked within four Gleason scores of PCa, according &ithef miR-135a expression in tumor relative to pair
normal tissue from the same patient. Percentage of patients with miFex@&asion level higher, equal or lower in tumor tiss
(T) than in paired normal counterpart (N) was calculated and representectiresp in grey (T>N), in white (T=N) and in blac}
(T<N). The correlation coefficient value, referredrasd calculated by Spearniamank testr(= -0.4043) was statistically
significant (**, p<0.01).

B. Relation between miR-135a expression in prostate samples, according to threteatior relative to paired normal tissue,
and the regional lymph node invasion. NO, no distant metastasis in regiopdl hodes, n = 39; N1, presence of metastasis ir
regional lymph nodes, n = 12. gsyalue non-significant by unpaireédest.

C. Relation between miR-135a expression in prostate samples, according to thretuatior relative to paired normal tissue,
and the age of patients. Samples were divided into 2 groups by settirgfavalue at the median patient age; < 63.5 years, r
28;> 63.5 years, n = 28. ng;value non-significant by unpaireédest.

D. Relation between miR-135a expression in prostate samples, according to theteetior relative to paired normal tissue,
and the pre-operate PSA value. Samples were divided into 2 grosptihyg a cut-off value at the median pre-operation PSA
value; < 15 ng/ml, n = 9; 25 ng/ml, n = 46. ng-value non-significant by unpaireédest.
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U6 snRNA

Supplementary Figure 6. Localization of miR-135a expression in human prostate tissue.

Representative images iof situ hybridization (ISH) staining in paraffin sections from human prosisgae. Three sequential
sections were hybridized either with scrambled (negative control)nRBEA (positive control) or miR-135a specific probes
Positive signal is given by a cytoplasmic or nuclear (for miR-13%460probe, respectively) NBT/BCIP blue stain.

e.p., epithelial cells of prostate glands ; m.s., muscular stroma.
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Supplementary Table 1. Primer sequences for g°PCR and for plasmid constructions.

Sequence of primers for qPCR

Forward Reverse
Pri-miR-135al GTTGGGGTGGAAGAAGTG GGCTCCAATCCCTATATGA
Pri-miR-135a2 GGTTAGCTTTGAAATGGTTG TCCATCCCTACATGAGACTT
ROCK1 TACCAGCTGCAAGCTATATTAGA TTCGAGATTATGTTTGAGATGC
ROCK?2 ATCAAAGAGATGATGGCTAGAC GCAAGATTGGCAACATCAC
Histone H4 promoter] AAATGGTGGGATCACAGACG CGAGCTTCTTGTTTCCGTGT
TBP promoter GTGGCGGTCCACATAAAAAC GTCCTCTCATGCCCTGTGTT
PSA AREIII ACAGACCTACTCTGGAGGAAC AAGACAGCAACACCTTTTT
miR-135a2 ARE-2 | GGCCAGGTTGTTAAAGCACT CATCGGCCAGAACTCTTAGC
Sequence of primers for plasmid constructions

Forward Reverse
-1402£22 miR- GGTACCAAGGAGAGATGTGGTAGA | GCTAGCTGGTCGGATGCAAAACTT
135a2 GG AT

-6762/5522 miR-
135a2

GGTACCAGCTGCTATTTCATCATTT
G

GCTAGCTAAGCCATCGGCCAGAAC
TC

-8822/7622 miR-
135a2

GGTACCTCTACAGCATATGGCATTG
C

GCTAGCCAGAATGAAGATTACTGA
GGC

Construct with

GGGTCTTGGTCAACAAGTAAAGCTT

CCATGACGAAGGAGAAAAAGCTTT

ARE-2 mutant TTTCTCCTTCGTCATGG ACTTGTTGACCAAGACCC
3’UTR ROCK1 CCATGTGACTGAGTGCCCTG AATGCAACCCCCATTGAAAG
3’UTR ROCK2 CTGCCTTCTATGAAAGCAGT TCCTAAGAGCTGGTAAACGC
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Supplementary Table 2. Clinicopathological features of samples from patients with

prostate cancer.

N° Age Gleason Stage pN Margin PSA
[ng/mi]
1. 67 3+3 pT2c NO R1 15
2. 72 3+3 pT2c NO RO 8.16
3. 66 3+4 pT2a NO RO 5.64
4, 60 3+4 pT3a NO RO 12.3
5. 60 3+4 pT3a NO R1 9.8
6. 51 3+4 pT3a NO R1 11
7. 66 3+4 pT3a NO RO 22
8. 62 3+4 pT2c NO RO 4.8
9. 49 3+4 pT2c NO R1 5
10. 63 3+4 pT2c NO RO 6.8
11. 65 3+4 pT2c NO R1 5.35
12. 70 3+4 pT3a NO RO 9.33
13. 73 3+4 pT2b NX R1 6.1
14, 56 3+4 pT3a NO R1 3.83
15. 53 3+4 pT3a NO R1 5.3
16. 54 3+4 pT3a NO RO 6.6
17. 68 3+4 pT3a NO R1 15.45
18. 68 3+4 pT3a NX RO 3.2
19. 60 3+4 pT2b NO RO 7.23
20. 61 4+3 pT2c NO RO 8.8
21. 67 4+3 pT3b NO R1 18
22. 65 4+3 pT3b NO RO 11.5
23. 57 4+3 pT2c NO RO 5.6
24, 64 4+3 pT2c NO RO 4.8
25. 60 4+3 pT3b N1 RO 17
26. 66 4+3 pT2c NO R1 7.83
27. 69 4+3 pT3a NO RO 8.3
28. 60 4+3 pT3b N1 R1 19.13
29. 61 4+3 pT3a NXx R1 8.1
30. 61 4+3 pT2c NO RO 4.04
31. 59 4+3 pT3a NO R1 13.1
32. 65 4+3 pT2c NX R1 4.96
33. 69 4+3 pT3a N1 R1 6.48
34. 75 4+3 pT3b NX RO 3.23
35. 62 4+3 pT3b N1 RO 197
36. 62 4+3 pT3a NO RO 13.3
37. 57 4+3 pT3a NO RO 26
38. 60 4+3 pT3b NO RO 10
39. 70 4+3 pT2c NO RO 5.42
40. 60 4+3 pT3b NO R1 7.7
41. 60 4+3 pT3b NO R1 12.7
42. 72 445 pT3a N1 RO 6
43. 50 5+4 pT3a N1 R1 8.96
44, 64 4+5 pT3a N1 R1 13
45. 70 4+4 pT3a NO RO 6.33
46. 71 5+4 pT3a N1 R1 8.9
47. 65 4+4 pT3a N1 R1 3.36

244



ARTICLE

N° Age Gleason Stage pN Margin PSA
[ng/mi]
48. 44 445 pT3b NO R1 44
49. 58 4+4 pT3a N1 R1 14
50. 74 4+5 pT3b NO RO nd
51. 66 4+5 pT3b N1 R1 16.8
52. 69 4+4 pT3a NO R1 10.6
53. 51 4+4 pT3b NO RO 10.51
54, 70 4+4 pT3b N1 R1 4.35
55. 63 445 pT3a NO R1 4.6
56. 65 445 pT3b NO R1 13.3

The cases were all selected from Centre Hospitalier Lyon-Sud. Prostate tissue samples
were obtained from 56 patients who underwent radical prostatectomy, between 2003 and
2012. A non-interventional biomedical research protocol for tissue samples conservation has
been set-up with the approval of the Ethics Committee in Lyon (CPP Sud-Est 2; medical
faculty and the state medical board) to these investigations. An informed consent was
obtained for all patients included in these studies, prior to any tissue sample conservation and
for research use.

Immediately after prostate removal (delay inferior to 10 min), small pieces of tissue (at
least 6 tissue samples of 0.5 to 1 cc) were gross dissected by the pathologist (M.D.-P.), in the
left and right peripheral zones, the transitional area and the seminal vesicles. All fragments
were snapped frozen and stored in liquid nitrogen until analysis. To ensure the tissue was
cancerous or non-cancerous and to confirm the Gleason score, histological analysis of a
frozen section was performed for each sample by the same pathologist before any extraction.
The fragments fully composed of tumor glands were selected and named “tumor tissue”. On
the other hand, some samples containing taator tissue were selected and named “normal
tissue”.
pT2 pathological stages: primary tumor confined to prostpie2a, unilateral disease

involving one-half of one lobe or less; pT2b, unilateral disease involving more than one-half
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of lobe but not both lobes; pT2c, bilateral disease; pT3 pathological stages: extra-prostatic
extension of the disease. pT3a, extra-prostatic extension; pT3b, seminal vesicle invasion.

NO, no distant metastasis in regional lymph nodes; N1, presence of metastasis in regional
lymph nodes; Nx, regional lymph nodes not assessed.

RO, negative surgical resection margins; R1, positive surgical resection margins.

nd, PSA concentration not determined.
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Supplementary Table 3. Pathological characteristics of samples from patients with

prostate cancer.

Overall Low® Intermediate? High?
(n=56) (n=0) (n=16) (n = 40)
Gleason score
6 3.57 % (2) 0% (0) 12.5% (2) 0 % (0)
7 (3+4) 30.36 % (17) 0 % (0) 43.75 % (7) 25 % (10)
7 (4+3) 39.28 % (22) 0 % (0) 43.75 % (7) 37.5 % (15)
8-9 26.78 % (15) 0 % (0) 0 % (0) 37.5 % (15)
Pathological stage
<pT2a 1.79 % (1) 0% (0) 6.25 % (1) 0 % (0)
pT2b 3.57 % (2) 0% (0) 12.5% (2) 0 % (0)
pT2c 23.21 % (13) 0% (0) 81.25 % (13) 0 % (0)
pT3a 44.64 % (25) 0 % (0) 0 % (0) 62.5 % (25)
pT3b 26.79 % (15) 0% (0) 0% (0) 37.5 % (15)
Lymph node
NO 69.64 % (39) 0 % (0) 87.5 % (14) 62.5 % (25)
N1 21.43 % (12) 0% (0) 0 % (0) 30 % (12)
Nx 8.93 % (5) 0 % (0) 12.5 % (2) 7.5% (3)
Surgical merges
RO 48.21 % (27) 0% (0) 62.5 % (10) 42.5 % (17)
R1 51.79 % (29) 0 % (0) 37.5(6) 57.5 % (23)

() are frequencies for parameters.

Risk classification:

! Low Risk: stage pT1 to pT2a; Gleason scoe RSA < 10 ng/ml.

2 Intermediate Risk: stage pT2b to pT2c; Gleason score of 7; 10 ng/ml < PSA < 20 ng/ml.

% High Risk: stage »T3a; Gleason score8: PSA > 20ng/ml.
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RESUME

La voie de signalisation des androgénes, a travers le récepteur aux androgénes (AR),
joue un réle important dans le développement et la fonction de la prostate, ainsi que dans
I’initiation et la progression du cancer de la prostate. La découverte de nouveaux effecteurs de

la signalisation androgenes-AR permettra une meilleure compréhension de ces mécanismes.

MiR-135a a été identifie comme un gene cible de la voie de signalisation androgenes-
AR. Aprés stimulation androgénique, AR active directement la transcription du géne miR-
135a2, en se fixant sur un élément de réponse aux androgenes dans la région promotrice.

Une surexpression de miR5a inhibe la migration et I’invasion de cellules
prostatiques cancéreuses, en régulant négativement 1’expression des protéines ROCK1 et
ROCK2, deux genes cibles de miR-135a nouvellement identifiés.

De plus, miR#35a cible et régule négativement I’expression du facteur de transcription
FOXN3, capable de moduler I’activité transcriptionnelle de AR et la prolifération cellulaire
dépendante des androgenes.

L’¢tude fonctionnelle de miR-135a suggeére donc qu’il puisse étre impliqué dans la
progression du cancer de la prostate, en régulant la formation des métastases et la
signalisation androgénique.

L’expression de miR-135a, dans le tissu tumoral par rapport au tissu sain adjacent, de
prostatectomies de patients, est inversement corrélée aux parametres d’agressivité de la
maladie, suggérant qu’il puisse €tre utilisé comme marqueur de pronostic du cancer de la

prostate.

Ces résultats font de miR-135a un nouvel effecteur de la voie de signalisation de AR,

pouvant contribuer a la progression du cancer de la prostate.

Mots clés: microARN, miR-135a, cancer de la prostate, récepteur aux androgénes, ROCK1,
ROCK2, FOXNS3.
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