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Introduction

Ce travail de thése a porté sur le role de I’Amphiréguline, un ligand du récepteur de ’EGF,

dans la résistance a I’apoptose induite par un traitement (le gefitinib) dans les cancers

broncho-pulmonaires.

L’introduction de ce manuscrit sera donc composée des quatre parties suivantes :

Partie I. LES CANCERS BRONCHO-PULMONAIRES

Partie II. APOPTOSE ET CANCER DU POUMON

Partie III. LE RECEPTEUR DE L'EGF EN CANCEROLOGIE
PULMONAIRE

Partie IV. L'AMPHIREGULINE DANS LE CANCER
BRONCHIQUE NON-A PETITES CELLULES



Taux/100 000

00 1 4449 s \aladlies cardiovasculaires
450 : Tumeurs
4004 29200 TS~ me——— Morts violentes

------ Maladies respiratoires
350 1 Maladies digestives
300 7 2566
250 - 2215
200 A 2144
150
102,8

100 4 Z o T T T e 57,4
50 4 734 = T T — SSSSIIIIISSEIIz g3

0 72,2 33,7

1980 1982 1984 1986 1988 1990 1992 1994 1996 1998 2000 2002 2004
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Partie I. LES CANCERS BRONCHO-PULMONAIRES

Dans ce chapitre, nous allons décrire 1’épidémiologie et 1’histopathologie des cancers
broncho-pulmonaires, puis nous développerons plus particuliérement les cancers bronchiques

non-a petites cellules et leurs approches thérapeutiques.

1. Epidémiologie des cancers pulmonaires

1.1 Données chiffrées

Longtemps deuxieme cause de mortalité en France derriére les maladies cardiovasculaires, le
cancer est aujourd'hui la principale cause de mortalité¢ (Figure 1) puisque 30% des déces
toutes causes confondues sont li€s au cancer (Aouba, et al., 2007). De nos jours le cancer du
poumon représente 1/5 des déces par cancer. En conséquence, 1 décés sur 15 est attribuable
au cancer broncho-pulmonaire, ce qui fait de cette pathologie un probléme majeur de santé
publique, provoquant plus de 3000 morts par jour dans le monde (Hecht, et al., 2009). En
Europe (Figure 2), le cancer du poumon est le troisieme cancer le plus fréquemment
diagnostiqué (386000 cas, soit 12,1% de tous les cas de cancer), aprés le cancer du sein
(13,5%) et le cancer colorectal (12,9%) et il y est la premicre cause de mortalité par cancer
(Ferlay, et al., 2007). 11 est important de relever que le cancer du poumon est le seul cancer
pour lequel I’incidence est a peine supérieure a la mortalité¢ (Figure 2). En France, chaque
année, 25000 a 30000 patients décédent d'un cancer du poumon, soit plus que les cancers du
sein, du pancréas et de la prostate réunis (Hill, e al., Mai 2009). Depuis quelques années, le
nombre de nouveaux cas de cancers broncho-pulmonaires tend a se stabiliser dans la
population masculine, alors qu'une augmentation est constatée dans la population féminine
(Eilstein, et al., 2008).

Une étude récente indique que le taux de survie a 5 ans du cancer du poumon reste inférieur a
15% (Brambilla and Gazdar, 2009), ce qui le place au troisiéme rang des cancers les plus
agressifs, derricre les cancers du pancréas et du foie, qui posseédent une survie a 5 ans de 5%
et 11%, respectivement (Jemal, ef al., 2009). La survie a 5 ans est ¢étroitement liée au stade
auquel le cancer broncho-pulmonaire est diagnostiqué. En effet, 50% des patients possédant

une tumeur pulmonaire localisée et opérable sont encore en vie 5 ans apres le diagnostic.



Introduction I — Les Cancers Broncho-Pulmonaires

3. Le Cancer Bronchique Non-a Petites Cellules (CBNPC)

3.1 Caractéristiques moléculaires de la carcinogenese du CBNPC

La transformation d'une cellule épithéliale bronchique normale en cellule cancéreuse résulte
de la rupture de l1'équilibre entre I'expression de geénes "prolifératifs", favorisant le
déroulement de la division ou de la différenciation cellulaire (proto-oncogenes), et de génes
"antiprolifératifs" (génes suppresseurs de tumeurs), freinant le cycle cellulaire ou induisant la
mort cellulaire programmée (apoptose). Cette accumulation séquentielle, sur une période
relativement longue, d'anomalies génétiques et épigénétiques dérégule 1'homéostasie de la
cellule épithéliale de l'arbre respiratoire. Ces anomalies se traduisent par des mutations
ponctuelles a 1'échelle nucléotidique, ou par des anomalies qualitatives (réarrangements,
délétions, amplification génique) ou quantitatives (aneuploidie) a I'échelle chromosomique.
Le concept de carcinogenése par étapes successives (carcinogenése bronchique multi-étapes)
s'illustre ainsi parfaitement dans le cancer du poumon. En effet, les études histologiques ont
révélé un véritable continuum Iésionnel au niveau de 1'épithélium bronchique, allant de
I'hyperplasie basale au carcinome invasif, en passant par des stades de métaplasie

malpighienne, de dysplasies 1égeres a séveres, puis de carcinome in situ (Figure 4).

Le modé¢le de carcinogenése bronchique (Figure 5) correspond au modéle de carcinogenése
générale décrit par Hanahan et coll. selon lequel les anomalies génétiques accumulées sont
responsables de l'acquisition par la cellule bronchique normale, des six propriétés
¢lémentaires qui vont en faire une cellule tumorale (Hanahan and Weinberg, 2000) :
- l'indépendance vis-a-vis des facteurs de croissance (ou autosuffisance) qui permet
aux cellules de rester dans un état de prolifération active et soutenue,
- l'insensibilité vis-a-vis des signaux inhibiteurs de croissance,
- la capacité d'échapper a la mort cellulaire programmée ou apoptose,
- I'acquisition d'un potentiel réplicatif illimité par division illimitée des chromosomes
(échappement a la sénescence réplicative),
- la capacité a induire un réseau de néovascularisation (pour les apports de
nutriments ou d'oxygéne),
- l'acquisition d'un phénotype "mobile" et invasif, donnant a la cellule tumorale la

capacité de s'implanter a distance de son tissu d'origine (pouvoir métastasiant).
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Partie II. APOPTOSE ET CANCER DU POUMON

La cellule cancéreuse présente fréquemment divers dysfonctionnements des voies de
signalisation qui conduisent a la mort cellulaire. Bien que la résistance a 1’apoptose soit
étroitement liée a la cancérogeneése, les cellules tumorales peuvent également mourir par des
mécanismes non apoptotiques comme la nécrose, la sénescence, 1’autophagie, ou la

catastrophe mitotique ((Okada and Mak, 2004) pour revue).

La nécrose, jusqu’alors considérée comme un phénomene de mort passif et désorganisé, est
apparue comme une alternative a la mort cellulaire par apoptose. Elle est principalement
causée par des processus physiopathologiques comme les infections, I’inflammation, ou
I’ischémie et elle se termine par le relargage des composants intracellulaires dans le milieu
extracellulaire. Plus récemment, la description de voies de signalisations caractérisant la
nécrose programmeée ou nécroptose ont suggéré que ce processus permettait d’induire la mort
cellulaire quand D’activation de 1’apoptose était impossible (Galluzzi and Kroemer, 2008).
D’un point de vue moléculaire, I’initiation et la modulation de la mort par nécrose
commencent a étre décrites (Tait and Green, 2008) mais la majeure partie du mécanisme reste

encore a identifier.

La sénescence peut étre considérée comme un type de “mort pour cellules toujours vivantes”,
car ces derniéres arrétent leur cycle cellulaire et perdent leur clonogénicité, tout en conservant

I’intégrité de leur membrane plasmique (Okada and Mak, 2004).

L’autophagie est décrite comme un systéme non sélectif de dégradation vacuolaire, trés

conservé chez les eucaryotes, par lequel la cellule recycle son cytoplasme et ¢élimine les

organites défectueux ou en exces. L’autophagie semble étre une réponse cellulaire au stress, et
L . : : ,

peut conduire a la mort cellulaire dans certaines circonstances. On 1’observe notamment dans

les cellules ou 1’apoptose est bloquée (Levine and Kroemer, 2008).

D’autres phénoménes de mort comme |’autoschizisis et la catastrophe mitotique sont
¢galement connus, cependant les voies moléculaires qui supportent ces réponses non

apoptotiques sont moins bien décrites que pour I’apoptose.

17
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Partie III. LE RECEPTEUR DE L'EGF EN CANCEROLOGIE
PULMONAIRE

L’EGFR est un intervenant majeur de la signalisation cellulaire. Il participe a de nombreux
processus physiologiques comme la prolifération cellulaire, la survie ou la migration. Comme
nous I’avons évoqué dans le premier chapitre de 1’introduction, ce récepteur constitue une
cible thérapeutique majeure en cancérologie, et notamment dans les cancers broncho-
pulmonaires. Apres avoir fait des rappels sur la famille du récepteur de I’EGF, ses ligands et
ses voies de signalisation, nous aborderons ses fonctions dans la tumorigenése pulmonaire.

Enfin, nous nous attacherons a décrire les différentes thérapies ciblées anti-EGFR.

1. La famille de I'EGFR et leurs ligands

1.1 La famille ERBB

Le récepteur de I’EGF, glycoprotéine transmembranaire de 170 kDaltons, est le chef de file
des récepteurs a activité enzymatique de type tyrosine kinase. Cette famille multigénique et
ubiquitaire nommée HER (Human Epidermal growth factor Receptor), ou ERBB (pour leur
analogie avec un oncogeéne d’un virus d’érythroblastose aviaire) comprend quatre membres :
EGFR (ou ERBB1 ou HER1), ERBB2 (ou HER2, ou neu), ERBB3 (HER3) et ERBB4
(HER4). (Figure 11)

Les récepteurs de cette famille possédent une grande homologie de structure primaire (40 a
50%) se traduisant par une organisation structurale caractéristique (Figure 12). Ils possedent
donc des structures globales proches comprenant un domaine extracellulaire liant le ligand.
Ce domaine extracellulaire est composé de 4 sous-domaines (I a IV) répétés 2 a 2, se
succédant en alternance. Les domaines I et III sont analogues a ceux de I’Insulin-like Growth
Factor type-1 Receptor (IGFI-R), un autre récepteur a activité tyrosine kinase. Ces deux
domaines ont été identifiés comme ¢étant le siege de la fixation du ligand, d’ou leur

dénomination L1 et L2.
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Partie IV. L'’AMPHIREGULINE DANS LE CANCER
BRONCHIQUE NON-A PETITES CELLULES

1. L'amphiréguline : découverte, structure et fonction

L'Amphiréguline (AREG) est une protéine de 84 acides aminés découverte a la fin des années
1980 par M. Shoyab ef al. L'AREG a d'abord été isolée dans le milieu de culture de cellules
de cancer du sein humain MCF-7 traitées par du phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)
(Shoyab, et al., 1988). Le geéne de 'AREG (Gene ID 374) est situé sur le bras long du
chromosome 4, en position q13-g21, et est composé de 6 exons. L’AREG a été intégrée a la
famille des ligands de I’EGFR de par son homologie de séquence avec le TGF-a (32%) et
I’EGF (38%) (Figure 21). De plus, I’AREG présente également une homologie fonctionnelle
avec cette classe de facteurs de croissance (Plowman, et al., 1990) puisqu’elle est capable de

remplacer I’EGF pour maintenir la croissance de kératinocytes en culture.

L'AREG est synthétisée sous forme d'un précurseur membranaire, composé de 252 acides
aminés (pro-AREG), qui est soumis a un clivage protéolytique au niveau de la membrane
plasmique libérant ainsi la partie mature et diffusible de la protéine AREG (Figure 13). Ce
clivage est médié essentiellement par le tumor-necrosis factor-alpha converting enzyme
(TACE ou ADAM-17), membre de la famille des disintégrines et métalloprotéinases ADAM
(Sahin, et al., 2004, Sunnarborg, et al., 2002). L’AREG soluble se fixe et active I'EGFR via
des mécanismes autocrines (Li, et al., 1992), paracrines (Sternlicht, et al, 2005) et/ou

juxtacrines (Willmarth and Ethier, 2006).

L'AREG est constitutivement exprimée dans de nombreux tissus, principalement dans le
systéme génito-urinaire et reproductif (sein-utérus-placenta-prostate), ainsi que dans le tractus
gastro-intestinal (cesophage-estomac-intestins) et le foie, le systéme sanguin (parois
vasculaires-moelle osseuse-lymphe-sang), et le tractus respiratoire (poumons-trachée). Une

liste exhaustive des tissus sains qui produisent de I’AREG est présentée en Annexe V.
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Le cancer du poumon est la premiére cause de mortalité par cancer dans le monde, tant chez
I'homme que chez la femme. Le cancer bronchique non-a petites cellules (CBNPC) représente
80% des cancers du poumon et posséde un pronostic extrémement médiocre, avec une survie a 5
ans inférieure a 15%, et ce malgré I'emploi de traitements comme la chirurgie, la radiothérapie
ou la chimiothérapie. Un des enjeux actuels de la recherche est d’adapter le traitement du
CBNPC pour proposer des thérapies ciblées plus efficaces et moins agressives. Cependant la
réponse a ces thérapies varie en fonction du profil d’expression génique et protéique de la
tumeur. Il est donc primordial d’améliorer notre compréhension des mécanismes cellulaires et
moléculaires impliqués dans la carcinogenése bronchique afin d’identifier 1/ des marqueurs
pronostiques et prédictifs de la réponse aux traitements, et 2/ de nouvelles cibles thérapeutiques

afin de développer des stratégies adaptées a chaque profil tumoral.

Notre équipe travaille depuis plusieurs années sur le développement de nouveaux traitements des
CBNPC destinés a rétablir les voies d’induction de I’apoptose ou a réguler la prolifération non
contrdlée de ces cancers. Dans ce contexte, le laboratoire a mis en évidence d’importants
mécanismes de résistance a 1’apoptose développés par les cellules d’adénocarcinome pulmonaire
qui résistent a I’apoptose induite par chimiothérapie, privation sérique ou surexpression de la
protéine p53 (Dubrez, et al., 2001a, Dubrez, et al., 2001b, Hurbin, et al., 2002). Nous avons
identifié notamment une boucle de survie autocrine/paracrine faisant intervenir la coopération de
2 facteurs de croissances AREG et IGF1. L’ association de ces deux ligands induit ’activation de
leurs récepteurs respectifs EGFR et IGF1-R et permet d’initier une voie de signalisation anti-
apoptotique dépendante des PKC, et indépendante des MAPK et PI3K. Cette voie de
signalisation aboutit a I’inactivation de Bax par séquestration cytoplasmique (Dubrez, et al.,
2001b, Hurbin, et al., 2005, Hurbin, ef al., 2002).

En paralléle, de nouveaux traitements de thérapie ciblée ont été développés pour les CBNPC.
Parmi eux, le gefitinib, un inhibiteur de la tyrosine kinase de 'EGFR (EGFR-TKI) a montré de
puissants effets anti-prolifératifs dans les CBNPC de stades avancés, aprés échec de deux lignes
de chimiothérapie (Fukuoka, et al., 2003). Le gefitinib ne confére cependant pas d'avantage de
survie par rapport au placebo sur des cohortes de patients non sélectionnés (Thatcher, et al.,

2005).
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Toutefois, certains sous-groupes de patients répondent mieux a ce traitement, en particulier les
patients de sexe féminin, non-fumeurs, d’origine asiatique, et porteurs de tumeurs de type
adénocarcinome, et/ou avec des mutations activatrices de ’EGFR (Lynch, et al., 2004).

En revanche, d'autres facteurs, comme les mutations activatrices de K-RAS (Sharma, et al.,
2007), I’amplification de MET (Engelman, et al., 2007), ou I’expression de I'lGF1-R (Morgillo,
et al., 2007), sont prédictifs d'une résistance aux EGFR-TKI dans les CBNPC. Cependant, aucun
facteur isolé ne permet actuellement de parfaitement prédire la sensibilité des patients aux

EGFR-TKI.

Une étude clinique a montré que les patients porteurs de CBNPC de stade avancé qui résistent au
gefitinib ont des taux d’AREG sérique ¢levés (Ishikawa, et al., 2005). Sur la base des résultats
du laboratoire montrant le réle anti-apoptotique de I’AREG, nous avons €émis 1’hypothése que
I’AREG participe a la résistance a ces thérapies anti-EGFR. Les objectifs définis dans le cadre de
mon travail de thése s’appuient directement sur ces données.

Dans un premier temps nous avons cherché a démontrer le rdle de I’AREG dans la résistance au
gefitinib, et notamment la résistance a I’apoptose induite par le gefitinib. Les résultats obtenus
nous ont permis de démontrer que I’AREG inhibe 1’effet antitumoral du gefitinib en inactivant
Bax et font I’objet d’une premiéere publication dans Molecular Therapy. Dans un second temps,
nous avons cherché a identifier les acteurs moléculaires qui interviennent dans la voie de
résistance au gefitinib mise en jeu par ’AREG et qui aboutissent a 1’inactivation de Bax. Nous
avons ainsi caractérisé une nouvelle voie de signalisation induisant la résistance aux EGFR-TKI,
qui dépend de 1’acétylation de Ku70. Ce mécanisme d’action original suggere de nouvelles
applications thérapeutiques pour contourner la résistance au gefitinib. Ce travail fait I’objet d’une

seconde publication dans Molecular Therapy.
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I L’Amphiréguline induit ’inhibition de BAX et la résistance au

gefitinib dans les CBNPC.

1.1 Présentation de I’étude et principaux résultats

En amont de ce travail, notre équipe avait montré le roéle de I’AREG dans la résistance a
I’apoptose induite par privation sérique dans les CBNPC (Hurbin, et al., 2005, Hurbin, et al.,
2002). La significativité clinique potentielle de ce résultat a été soulignée par une étude montrant
qu’un niveau ¢élevé d’AREG et de TGF-a dans le sérum des patients porteurs de CBNPC avancés
est un facteur prédictif d’une résistance au gefitinib (Ishikawa, et al, 2005), suggérant

I’implication de I’AREG dans la résistance au gefitinib.

Pour démontrer le role de ’AREG dans la résistance au gefitinib, nous avons utilisé deux lignées
cellulaires de CBNPC : les cellules d’adénocarcinome H322, qui ne sécretent pas d'AREG et les
cellules H358 qui sécrétent beaucoup d'AREG (Hurbin, et al., 2002). Les cellules H358 résistent
a D’apoptose induite par le gefitinib, contrairement aux cellules H322. L'ajout d'AREG
recombinante inhibe l'apoptose induite par le gefitinib dans les cellules H322. Inversement,
l'invalidation de l'expression de I' AREG par ARN interférence (SiRNAs) dans les cellules H358,
rétablit I'apoptose induite par le gefitinib. Ces données confirment le role important et spécifique
de I'AREG dans la résistance au gefitinib.

L’activité du gefitinib a été reliée aux molécules de la famille de Bel-2 (Ariyama, ef al., 20006) et
le laboratoire a démontré que ’AREG inhibe I’apoptose induite par privation sérique en
inactivant Bax dans le cytoplasme des cellules (Hurbin, et al., 2005). Nous avons analysé¢ dans
notre modele cellulaire le lien entre I’AREG, le gefitinib et 1’inactivation de Bax. Nous avons
analysé 1’expression de Bax par western blot, son activation par cytométrie en flux avec un
anticorps spécifique de la forme active de Bax et sa localisation subcellulaire par western blot
aprés fractionnement cellulaire. Nos résultats montrent que I’AREG, en présence de gefitinib,
diminue le niveau d’expression de Bax par un mécanisme dépendant du protéasome, inhibe son
changement de conformation et sa translocation a la mitochondrie. Ces effets sont tous abolis par

les SiRNAs anti-AREG. Ces données suggerent que I’AREG inhibe 1’apoptose
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induite par le gefitinib dans les cellules de CBNPC en inactivant Bax dans le cytoplasme des
cellules.

Nous avons également analysé¢ I’effet des SiRNAs anti-AREG in vivo dans un modéle de
xénogreffe de cellules H358 chez la souris Nude. Les souris ont été traitées par SIRNAs anti-
AREG ou par gefitinib, ou par les deux traitements associés. Nous montrons que les SiRNAs

anti-AREG contrecarrent la résistance au gefitinib.

1.2 Article 1

Busser B., Sancey L., Josserand V., Niang C., Favrot M., Coll JL., et Hurbin A. Amphiregulin
promotes BAX inhibition and resistance to gefitinib in Non-Small Cell Lung Cancers.

Molecular Therapy, 2009. Epub ahead of print.
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Supplementary material and methods S1

H358 H322

IP: EGFR IgG input IP: EGFR IgG input
- + + + gefitinbb - + +  +

- s IGF1R

b - v | EGFR [»=g wa e

Figure S1. Co-immunoprecipitation of EGFR and IGF1R.

Whole-cell extracts from H358 and H322 cells treated with 0.5 uM gefitinib for 96 h were
immunoprecipitated (IP) with EGFR antibody (Santa Cruz) and subjected to immunoblot
analysis with IGFIR (Santa Cruz) or EGFR antibodies. IgG: immunoglobulin control for

immunoprecipitation, used as negative control. Input: cell lysates that are not subjected to
immunoprecipitation.
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Figure 22. Effet du gefitinib sur 7 lignées de CBNPC

Un test au MTT (bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium) a permis
d’évaluer I’effet du gefitinib aux concentrations indiquées pendant 96 h sur la prolifération
cellulaire de différentes lignées de CBNPC.
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Figure 23. Effet du gefitinib sur la lignée H3255

(a) Viabilité des cellules de CBNPC H3255 mesurée par un test MTT, en présence de gefitinib
aux concentrations indiquées pendant 72 h, en présence ou non de 50 ng/ml d’AREG
recombinante. (b) Effet de I’AREG sur 1’apoptose induite par le gefitinib dans les cellules
H3255. Les cellules H3255 ont été traitées par 50 ng/ml d’AREG recombinante et/ou du
gefitinib aux concentrations indiquées pendant 72 heures. L’apoptose est évaluée apres
marquage nucléaire au Hoechst 33342 et comptage d’au moins 500 cellules au microscope a
fluorescence.
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1.3 Résultats complémentaires

a) Le gefitinib posséde une toxicité variable sur différentes lignées de

CBNPC.

La toxicité du gefitinib a été testée sur 7 lignées de CBNPC, en présence de gefitinib par un test
de viabilité cellulaire MTT (Figure 22). Cette toxicité est évaluée par la mesure de I’ICsq (half-
maximal inhibitory concentration) du gefitinib pour chaque lignée. Cette ICsy correspond a la
concentration de gefitinib qui inhibe de 50% la survie cellulaire. La lignée H3255 qui possede la
mutation activatrice L858R de I’EGFR est hypersensible au gefitinib, avec une ICsy de 10 nM.
La lignée H322 posseéde une ICspde 1 uM et la lignée H358 une ICsy d’environ 4 uM. La lignée
A549 a un géne K-RAS muté et activé posseéde une ICso de 14 uM. La lignée H1975 posseéde une
mutation activatrice de ’EGFR L858R doublée d’une mutation secondaire de résistance T790M,
expliquant la résistance de cette lignée au gefitinib avec une ICso de 20 uM. La lignée H1299 a
une ICsp de 25 uM. La lignée H1650, qui posséde également une ICsy de 25 pM malgré une
mutation activatrice de ’EGFR de type del-19. Ces données sont en accord avec la littérature

(Sharma, et al., 2007).

b) L’AREG proteége les cellules H3255 du gefitinib.

Les cellules H3255 ont une ICsy autour de 10 nM de gefitinib. En conséquence, seuls 45% des
cellules H3255 survivent a 10 nM de gefitinib, alors que la présence de 50 ng/ml d’AREG
recombinante permet la survie de prés de 80% des cellules a cette méme concentration de
gefitinib (Figure 23a). De méme, 50 ng/ml d’AREG inhibent 1’apoptose induite par des
concentrations de 10 ou 20 nM de gefitinib (Figure 23b), suggérant que I’AREG protége les
cellules H3255 de I’apoptose induite par le gefitinib. L’AREG protége donc les cellules H3255
de la toxicité induite par le gefitinib (Figure 23). Ces données montrent que 1’effet protecteur de

I’AREG est indépendant des mutations de I’EGFR.
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Figure 24. Effet des SiRNAs anti-AREG in vivo

(a) Effet d’un traitement par SiRNAs anti-AREG sur la croissance de tumeurs H358 implantées
en sous-cutané chez la souris Nude. Les souris ont été réparties aléatoirement dans le groupe
contrdle (SiRNAs contrdles, n = 7) ou dans le groupe traité¢ (SIRNAs anti-AREG, n = 6). Les
SiRNAs sont administrés complexés au JetPEI” par voie intrapéritonéale ou sous-cutané en
alternance, 16 pg/j/souris, 4 jours par semaine. Le volume tumoral est mesuré 3 fois par semaine
avec un pied a coulisse. Les points représentent le volume tumoral moyen, et les barres
représentent les écarts-types. *, p<0.05, **, p<0.01 pour comparer les volumes tumoraux entre
groupe controle et groupe traité. (b) Chaque point représente le volume tumoral d’une souris du
groupe traité ou du groupe contrdle, au dernier jour de traitement, avant sacrifice expérimental.
La barre représente le volume moyen du groupe. **, p<0.01 pour comparer les volumes
tumoraux entre groupe contrdle et groupe traité (c) Evaluation par western blot de 1’expression
d’AREG dans des extraits protéiques totaux issus de la lyse des tumeurs obtenues par résection
tumorale post-sacrifice. L actine est utilisée comme témoin de charge.
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¢) Les SiRNAs anti-AREG ont une activité anti-tumorale in vivo

Nous avons testé 1’effet des SIRNAs anti-AREG sur la croissance de tumeurs H358 établies chez
la souris Nude (Figure 24). Le volume tumoral de souris contrdles traitées avec des SIRNAs non
spécifiques est statistiquement supérieur a celui des souris du groupe traité par SiRNAs anti-
AREG, dé¢s la premicre semaine de traitement (Figure 24a). A la fin de 1’étude, le volume
tumoral moyen dans le groupe traité est significativement diminué de 60% par rapport au volume
tumoral moyen du groupe controle (Figure 24b). L analyse par western blot des protéines totales
extraites des tumeurs H358 a la fin de I’expérimentation montre que le niveau d’AREG est
fortement diminué par les SiRNAs anti-AREG (Figure 24c¢). Ces données montrent que les
SiRNAs anti-AREG diminuent la croissance des tumeurs H358 in vivo et suggerent que I’AREG
pourrait étre une cible thérapeutique dans le CBNPC.

1.4 Conclusion

Nous montrons que I’AREG empéche 1’apoptose induite par le gefitinib via 1’inactivation de
Bax. Nos résultats montrent que les SIRNAs anti-AREG contrecarrent la résistance au gefitinib
et induisent I’apoptose des cellules H358 in vitro et in vivo. L’AREG pourrait ainsi étre un
biomarqueur prédictif d’une non-réponse au gefitinib et étre utilisée pour identifier les patients
pouvant bénéficier d’un traitement par les EGFR-TKI. L’AREG pourrait aussi constituer une
cible thérapeutique pour lutter contre la prolifération d’une tumeur qui la surexprime. Ce travail
posséde donc des perspectives prometteuses de transfert vers la clinique, dans les domaines

diagnostique et thérapeutique.
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II L’ Amphiréguline induit la résistance du CBNPC au gefitinib en
régulant ’acétylation de Ku70.

2.1 Présentation de I’étude

Nous venons de voir que I’AREG inhibe I’apoptose induite par le gefitinib dans les cellules de
CBNPC en inactivant la protéine proapoptotique Bax, mais le mécanisme de cette inactivation

est inconnu.

Bax est capable de déclencher 1’apoptose aprés son activation, et sa translocation a la
mitochondrie. Il a récemment été montré que la protéine Ku70 peut inhiber 1’apoptose en
séquestrant Bax dans le cytoplasme, empéchant ainsi sa translocation vers la mitochondrie
(Cohen, et al., 2004a). L’interaction entre Bax et Ku70 est conditionnée par 1’état d’acétylation
de Ku70. En effet, I’acétylation des lysines de la partie carboxy-terminale de Ku70 provoque la
libération de Bax, lui permettant de migrer a la mitochondrie pour induire 1’apoptose
(Subramanian, et al., 2005a).

Ku70 est une protéine bien connue pour son action cruciale dans la réparation des cassures
double brins de I’ADN, via son hétérodimérisation avec Ku80 (Gullo, et al., 2006). A coté de
cette activité importante, Ku70 est également impliqué dans de nombreux autres processus
cellulaires, comme la maintenance télomérique, les réarrangements VDJ des geénes des
récepteurs des antigenes, la régulation de la transcription de genes spécifiques, la régulation des
phases G2 et M du cycle cellulaire et la régulation de 1’apoptose (Gullo, et al., 2006) pour
revue). Le role de Ku70 en cancérologie demeure ambigu puisqu’on lui attribue tantot une
activité suppressive de tumeurs (Li, ef al., 1998) tantot une activité oncogénique qu’il soit sur-
ou sous-exprimé (Gullo, et al., 2006). Cependant, des données récentes suggerent une corrélation
positive entre Ku70 et le développement de cancers, faisant de cette protéine une importante

cible pour le développement des thérapies anticancéreuses.

Nous avons émis I’hypothese de 1’implication de Ku70 dans ’activité du gefitinib régulée par

I’AREG.
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L’invalidation de I’expression de Ku70 par ARN interférence (SiRNAs anti-Ku70) rétablit la
sensibilité des cellules H358 au gefitinib, ainsi que I’activation de Bax. Ces résultats confirment
le role majeur de Ku70 dans la résistance au gefitinib.

Nos données montrent une augmentation de [’interaction de Bax avec Ku70 détectée par
immunoprécipitation dans les cellules H358 et H322 sous I’effet du gefitinib, uniquement en
présence d’AREG. L’acétylation de Ku70 induite par le gefitinib augmente en présence des
SiRNAs anti-AREG, suggérant que I’AREG inhibe I’acétylation de Ku70 induite par le gefitinib,
favorisant son interaction avec Bax et donc I’inhibition subséquente de 1’apoptose. L’utilisation
d’inhibiteurs d’histone déacétylases (HDACi) comme la TSA, le vorinostat et le nicotinamide,
ainsi que la surexpression d’histone acétyltransférases (HAT) comme CBP sensibilise fortement
les cellules H358 au gefitinib en augmentant le niveau d’acétylation de Ku70, provoquant la
libération de Bax.

Nos données suggerent que les HDACi peuvent contrecarrer 1’effet de I’AREG et sensibiliser les
cellules au gefitinib. Afin de déterminer si les HDACi peuvent également augmenter 1’activité
antitumorale du gefitinib in vivo, nous avons analysé 1’effet du gefitinib, du vorinostat, ou de
I’association des deux molécules sur la croissance de tumeurs H358 greffées chez la souris Nude.
Nous montrons que ’association gefitinib et vorinostat inhibe considérablement la croissance
tumorale in vivo, suggérant d’évaluer I’association de ces deux traitements en thérapeutique
anticancéreuse humaine, et notamment chez les patients porteurs de CBNPC résistants aux

EGFR-TKI.

2.2 Article 2

Busser B., Sancey L., Josserand V., Niang C., Khochbin S., Favrot M., Coll JL., et Hurbin A.
Amphiregulin promotes resistance to gefitinib in Non-Small Cell Lung Cancer cells by

regulating Ku70 acetylation. Molecular Therapy, 2009. Epub ahead of print.
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Figure 25. Implication de Tip60 dans la résistance au gefitinib

Les cellules H358 cultivées en Lab-tek® sont transfectées en présence de Fugéne® avec 1,5 pug de
plasmide contrdle codant pour I’eGFP-C1 ou pour Tip60-HA, en présence ou non de gefitinib a
0,5 uM. L’expression de la GFP (Green Fluorescent Protein) ou de Tip60-HA
(immunofluorescence anti-HA) est analysée par microscopie de fluorescence 96 h aprés
transfection, et I’apoptose est quantifiée aprés comptage de 100 cellules transfectées, marquées
au Hoechst 33342. Les histogrammes représentent la moyenne =+ écart-type de 4 expériences
indépendantes. * p<0.05, significatif par rapport au contrdle.
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2.3 Résultats complémentaires

a) Implication des HAT dans la résistance au gefitinib

Nous avons montré que I’histone acétyltransférase (HAT) CBP est impliquée dans I’acétylation
de Ku70 (voir Figure 4a de DParticle 2). Nous avons complété¢ 1’identification des HAT
impliquées dans la résistance au gefitinib en analysant le role de Tip60. Tip60 est une HAT dont
I’expression est perdue dans 50% des cancers bronchiques (Thése Van Den Broeck, 3 sept.
2009). De plus, Tip60 posséde une activité cruciale dans le déclenchement de 1’apoptose
(Sapountzi, et al., 2006, Tang, et al., 2006). La surexpression transitoire de Tip60 n’a aucun effet
par elle-méme, mais elle augmente 1’apoptose des cellules H358 en présence de gefitinib (Figure

25). Ce résultat suggere que Tip60 pourrait intervenir dans la résistance au gefitinib.
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Figure 26. Implication des HDAC dans la résistance au gefitinib

(a-b) Les cellules H358 sont traitées par du butyrate de sodium (NaBu) en présence ou non de
gefitinib a 0,5 uM pendant 96 heures. La survie cellulaire a été évaluée par un test d’exclusion
cellulaire au bleu trypan (a) et ’apoptose a été quantifiée aprés marquage des noyaux au Hoechst
33342 (b). Les histogrammes représentent la moyenne + écart-type de n expériences
indépendantes. Les statistiques sont réalisées apreés n=4 expériences indépendantes. * p<0.05,
significatif par rapport au controle.
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b) Implication des HDAC dans la résistance au gefitinib

Les histone déacétylases (HDAC) totalisent une quinzaine de membres répartis en 3 classes
selon leur homologie, leurs substrats et leur sensibilité a certains inhibiteurs. La classe I contient
les HDAC-1, -2, -3 et -8, qui présentent une activité déacétylase exclusivement nucléaire. La
classe II comprend les HDAC-4, -5, -6, -7, -9, -10 et -11. HDAC-6, -10 et -11 ont deux sites
catalytiques et forment la classe IIb. Ces deux classes sont zinc-dépendantes et sont sensibles aux
HDACi comme la TSA ou le vorinostat. Le butyrate de sodium (NaBu) est un inhibiteur
spécifique des HDAC de classe I et II, a I’exception des HDAC de la classe IIb HDAC-6 et
HDAC-10. Enfin, la classe III contient les sirtuines qui sont dépendantes du cofacteur
nicotinamide adénine dinucléotide (NAD+) (Schrump, 2009) et sont spécifiquement inhibées par
le nicotinamide (NAM).

Nous avons montré que la TSA et le vorinostat ainsi que le NAM sensibilisent les cellules H358
au gefitinib (voir Figure 4b-d de I’article 2) suggérant un role des HDAC de classe I, II et III
dans la résistance au gefitinib. Afin d’identifier les HDAC impliquées dans le mécanisme de
résistance au gefitinib, nous avons également traité les cellules H358 par du gefitinib en présence
de butyrate de sodium (NaBu).

Le NaBu diminue la survie des cellules H358 (Figure 26a) alors que le gefitinib les protége de la
toxicité induite par le NaBu. De méme, le NaBu induit I’apoptose des cellules H358 (Figure
26b), et le gefitinib les protége de I’apoptose induite par le NaBu a 1 et 2 mM, mais pas a 5 mM.
Ces données suggerent que le NaBu a des effets anti-prolifératifs et proapoptotiques sur les
cellules indépendamment de la résistance au gefitinib. Les effets observés avec la
TSA/vorinostat mais pas avec le NaBu sur la résistance au gefitinib suggérent que les HDAC-6
et -10 pourraient jouer un role important dans le mécanisme de résistance a 1’apoptose induite

par le gefitinib.
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Figure 27. Identification d’autres partenaires impliqués dans la voie de résistance au

gefitinib

Les cellules H358 sont traitées en présence ou non de gefitinib (0,5 uM) et (a) d’AG1024
(inhibiteur de la tyrosine kinase de I’'lGF1-R, 10 uM), de R1507 (anticorps monoclonal anti-
IGF1-R, 100 nM) ou (b) de wortmannine (inhibiteur des PI3K, 500 nM), de calphostine C
(inhibiteur des PKC, 200 nM), de cucurbitacine I (inhibiteur de STAT3, 500 nM) ou de
PD98059 (inhibiteur des MAPK p42/44 ou ERK1/2, 10 uM).

L’apoptose est quantifiée aprés comptage des cellules marquées au Hoechst 33342, 96 heures
aprés traitement. Les histogrammes représentent la moyenne =+ écart-type de n expériences
indépendantes. Les statistiques sont réalisées aprés n>3 expériences indépendantes, ou n=3
(AG1024), n=4 (R1507) et n=3 (cucurbitacine). * p<0.05, ** p<0.01, significatif par rapport au
controdle.
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c) Autres intermédiaires intervenant dans la voie de résistance

Nous observons I’hétérodimérisation de I’EGFR avec I’IGF1-R en réponse au gefitinib dans les
cellules H358 (voir supplementary data S1 de Particle 1), suggérant I’implication de I'IGF1-R
dans le mécanisme de résistance au gefitinib que nous décrivons. Afin de confirmer ce rdle, nous
avons ¢évalué¢ DI’apoptose induite par le gefitinib en présence d’inhibiteurs de I’'IGF1-R.
L’ AG1024 (inhibiteur de la tyrosine kinase de 'IGF1-R) ou le R-1507 (anticorps monoclonal
anti-IGF1-R) n’ont pas d’effets seuls mais induisent tous deux une forte apoptose en présence de
gefitinib (Figure 27a). Ces résultats suggerent que I’inhibition de I’'IGF1-R sensibilise les
cellules au gefitinib et que la résistance au gefitinib passe par le recrutement de I'IGF1-R dans

les cellules H358.

Nous avons ensuite cherché a caractériser les voies de signalisation en aval qui participent a la
résistance au gefitinib. Les PI3K et les MAPK sont les voies intracellulaires majeures qui
transmettent des signaux antiapoptotiques des récepteurs membranaires jusqu’au noyau (Hynes
and MacDonald, 2009). La voie STAT3 est également impliquée dans la croissance cellulaire
aprés stimulation de I’EGFR, y compris par I’AREG (Berasain, et al., 2005), et STAT3 semble
étre corrélée aux mutations de ’EGFR qui interviennent dans la sensibilit¢ aux EGFR-TKI
(Haura, et al., 2005). C’est pourquoi une inhibition de STAT3 est méme envisagée comme
stratégie thérapeutique. Nous avons montré que les PKC sont impliquées dans 1’inhibition de
I’apoptose médi¢e par I’AREG (Hurbin, ef al., 2005).

Afin de déterminer laquelle de ces protéines de signalisation est responsable de 1’inhibition de
I’apoptose induite par le gefitinib, des inhibiteurs spécifiques ont été utilisés en combinaison
avec le gefitinib (Figure 27b). L’incubation des cellules H358 en présence de I’inhibiteur des
PI3K wortmannine n’induit pas d’apoptose et n’affecte pas la résistance au gefitinib. L ’inhibiteur
des MAPK p42/p44 PD98059 induit une faible augmentation de I’apoptose mais ne semble pas
affecter la réponse au gefitinib. Par contre, la calphostine C qui inhibe les PKC rétablit
I’apoptose induite par le gefitinib sans induire d’apoptose par elle-méme. La cucurbitacine I,
inhibiteur de STAT?3, induit I’apoptose des cellules H358 et les sensibilise fortement au gefitinib.
Ces données suggerent que les PI3K et les MAPK n’interviennent pas dans la résistance au
gefitinib des cellules H358. En revanche, I’inhibition de 1’apoptose induite par le gefitinib

semble impliquer les PKC et STAT3. Ces résultats sont préliminaires et restent a confirmer.
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2.4 Conclusion

Dans cette étude, nous démontrons que I’AREG met en jeu une voie de résistance au gefitinib
originale, qui dépend de I’acétylation de Ku70. L’AREG réduit 1’acétylation de Ku70, ce qui
favorise 1’inactivation de Bax et résulte en I’inhibition de 1’action toxique du gefitinib dans les
cellules de CBNPC. La voie mise en jeu par I’AREG semble impliquer I’'IGF1-R, les PKC et
STATS3, mais cela reste a confirmer formellement. De plus, il nous reste & déterminer quelles
HAT et HDAC interviennent.

Les résultats obtenus in vitro et in vivo montrent que les HDACi potentialisent 1’activité
antitumorale du gefitinib et encouragent I’emploi des HDACi comme agents anti-cancéreux ou

en association avec les EGFR-TKI, en particulier chez les patients résistants aux TKI.
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Discussion et Perspectives

I. Un nouveau mécanisme de résistance au gefitinib : le role

prépondérant de PAREG

1. L’AREG : un acteur de la résistance au gefitinib

L’AREG joue un roOle autocrine anti-apoptotique dans plusieurs pathologies comme les
carcinomes du sein (De Luca, et al., 1999) du foie (Castillo, et al., 2006) et du poumon (Hurbin,
et al., 2005, Hurbin, et al., 2002).

Elle a également été décrite comme participant a la résistance a certains traitements. Par exemple
dans les cancers du sein, I’AREG est capable de conférer une résistance a la chimiothérapie
conventionnelle comme le cisplatine en activant la voie PI3K-AKT (Eckstein, et al., 2008), mais
aussi de conférer une résistance a un traitement d’hormonothérapie anticancéreuse comme
I’exemestane, en activant la voie des MAPK (Wang, et al., 2008). Nos résultats identifient
I’AREG comme une protéine également capable de conférer la résistance a 1’apoptose induite

par le gefitinib dans les CBNPC.

En 2004, I’équipe de Nakamura a recherché des protéines capables de prédire la sensibilité au
gefitinib par une analyse d’expression génique sur micropuce & ADNc (Kakiuchi, ef al., 2004). A
partir de biopsies de tumeurs du poumon non résécables, les auteurs ont comparé les profils
d’expression des geénes de tumeurs de patients répondant a un traitement par gefitinib a ceux de
patients non-répondeurs. Leur ¢étude identifie 51 geénes qui présentent une expression
différentielle entre des patients répondeurs et non-répondeurs au gefitinib, parmi lesquels 5 sont
des protéines impliquées dans la signalisation de I’EGFR, dont le TGF-a, ADAM9 (Izumi, et al.,
1998), et I’AREG. Pour la premicre fois, I’AREG est ainsi proposée comme marqueur potentiel
de résistance au gefitinib (Hirsch and Witta, 2005). Enfin, en 2005, de fortes concentrations
d’AREG sérique sont retrouvées chez les patients porteurs de CBNPC de stade avancé non-
répondeurs au gefitinib (Ishikawa, et al., 2005), suggérant un role de ’AREG dans la résistance

aux EGFR-TKI. Nos travaux démontrent I’implication de I’AREG dans cette résistance.
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Conclusion

Ce travail nous a permis de démontrer le role central de I’AREG dans la résistance des CBNPC a
une thérapie ciblée anti-EGFR, le gefitinib. Nous avons ensuite caractéris¢ le mécanisme

moléculaire responsable de cette résistance (Figure 28 ci-dessous).

V
| REsisTANCE || | APoPTOSE |

Figure 28. Mécanisme de résistance au gefitinib des cellules de CBNPC

Le gefitinib déclenche I’apoptose des cellules en induisant 1’activation de Bax. Nos travaux
montrent que les cellules de CBNPC qui produisent I’AREG sont plus résistantes a 1’apoptose
que celles qui n’en sécretent pas. En réponse au gefitinib, ’AREG diminue le niveau
d’expression de la protéine proapoptotique Bax, inhibe son changement de conformation et
favorise sa séquestration cytoplasmique par Ku70 sous forme déacétylée, ce qui empéche sa
translocation vers la mitochondrie. Ces phénomeénes sont additifs et expliquent la faible
sensibilit¢ a D’apoptose induite par le gefitinib des cellules qui sécrétent de 1I’AREG.
L’invalidation de I’AREG par les SiRNAs rétablit le niveau d’expression de Bax et augmente
I’acétylation de Ku70, libérant Bax sous sa forme active, capable d’induire I’apoptose des
cellules de CBNPC traitées par gefitinib. Ceci favorise 1’action proapoptotique et antitumorale

du gefitinib dans le CBNPC, a la fois in vitro et in vivo.
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Conclusion

Dans un contexte ou le cancer pulmonaire est un probléme majeur de santé publique et ou la
résistance aux traitements reste une des principales préoccupations des professionnels de santé,
nos travaux pourraient avoir un impact important sur la prise en charge des patients porteurs
d'adénocarcinomes bronchiques. En effet, d'importantes applications diagnostiques et
thérapeutiques potentielles découlent de notre recherche, concernant a la fois I'identification des

patients porteurs de CBNPC résistants aux EGFR-TKI, mais aussi leur traitement.

Nous démontrons le rdle central tenu par ’AREG dans la résistance des CBNPC au gefitinib.
Une utilisation diagnostique de I'AREG en tant que biomarqueur prédictif devrait permettre

d'identifier les patients susceptibles de répondre ou non a ce traitement.

Nous montrons pour la premiére fois que Ku70 est incriminée dans un mécanisme de résistance
aux EGFR-TKI et que son acétylation est régulée par un facteur de croissance de la famille de
I'EGF, suggérant que I’AREG pourrait jouer un role clé de régulateur de fonctions cellulaires en
contrdlant I’acétylation de protéines cytoplasmiques. L’AREG pourrait donc constituer une cible
thérapeutique intéressante pour rétablir la sensibilité au gefitinib chez les patients porteurs de

CBNPC.

Nous montrons également que 1’utilisation de molécules inhibitrices d’histone déacétylases
(HDAC:) ainsi que la surexpression d’histone acétyltransférases (HAT) permet de sensibiliser les
cellules de CBNPC a I’apoptose induite par le gefitinib in vitro. Enfin, I’association d’"HDACi
(vorinostat-SAHA®) a un EGFR-TKI (gefitinib-IRESSA®) in vivo entraine un important
ralentissement de croissance tumorale chez les souris porteuses de CBNPC, ouvrant de nouvelles
perspectives pour la prise en charge thérapeutique du CBNPC, en particulier pour les patients

résistants au gefitinib.
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Annexe [

Classification histologique des tumeurs malignes du poumeon

Carcinome a petites cellules
Variantes : Carcinome composite a petites cellules

Carcinome épidermoide*
Variantes : Papillaire
A cellules claires
A petites cellules
Basaloide

Adénocarcinome*
Acineux
Papillaire
Carcinome bronchiolo-alvéolaire
non mucineux (cellules de Clara/pneumocyte detype II)
mucineux (cellules caliciformes)
mixte mucineux et non mucineux
Adénocarcinome solide
Adénocarcinome avec sous-types mixtes
Variantes : Adénome embryonnaire bien différencié
Adénocarcinome mucineux («colloide»)
Cystadénocarcinome mucineux
Adénocarcinome a cellules en bague
Carcinome a cellules claires

Carcinome a grandes cellules
Variantes : Carcinome neuro-endocrine a grandes cellules
Carcinome neuro-endocrine composite a grandes cellules
Carcinome basaloide
Carinome de type lymphoépithéliome
Carcinome a cellules claires
Carcinome a grandes cellules et rhabdoide

Carcinome adénosquameux

Carcinomes avec éléments pléomorphes, sarcomatoides ou sarcomateux
Carcinomes a cellules fusiformes ou a cellules géantes
Carcinome pléomorphe
Carcinome a cellules fusiformes
Carcinome a cellules géantes
Carcinosarcome
Blastome pulmonaire
Tumeur carcinoide
Carcinoide typique
Carcinoide atypique
Tumeurs des glandes bronchiques
Carcinome mucoépidermoide

Carcinome adénoide kystique
Autres

* Classement : bien différencié, modérément différencié et peu différencié.

Annexe 1. Classification histologique des tumeurs malignes pulmonaires selon 'OMS
Adapté d'apreés Brambilla et al., 2001
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Profil d’Expression de I’ AREG dans les Tissus Sains. Annexe V (1)

EST Profile

Hs 270833 - AREG: Amphiregulin

Breakdown by Body Sites

TPM Intensité du spot

adipose tissue 0
adrenal gland 0
ascites 0
bladder 0 TPM = Transcrits par
blood 8 million
bone 0
bone marrow 40
brain 0
Cervix 20
connective tissue 0
ear 0
embryonic tissue 0
esophagus 148 -
aye 0
heart 0
intestine 29
kidney 0
larynx 0
liver 52
lung 20
lymph 0
lymph node 21
mammary gland 12
mouth 0
muscle 0
nerve 0
ovary 0
pancreas 0
parathyroid 0
pharynx 0
pituitary gland 0
placenta 45
prostate 15
salivary gland 0
skin 14
spleen 0
stomach 102 -
testis 0
thymus 0
thyroid 0
tonsil 0
trachea 19
umbilical cord 0
uterus 4
vascular 38
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Profil d’Expression de I’AREG dans les Tissus Cancéreux. Annexe V (2)

EST Profile

Hs 270833 - AREG: Amphiregulin

Breakdown by Health State

TPM Intensité du spot

adrenal tumor 0

bladder carcinoma 0

breast (mammary gland) tumor 21

cervical tumor 28 TPM = Transcrits par
chondrosarcoma 0

colorectal tumor 26

esophageal tumor 173 -

gastrointestinal tumor 75 -

germ cell tumor
glioma

head and neck tumor
kidney tumor
leukemia

million

o o o o o

liver tumor

lung tumor
lymphoma
non-neoplasia
narmal

ovarian tumor
pancreatic tumor
primitive neuroectodermal tumor. ..
prostate cancer
retinoblastoma
skin tumor

(=]

soft tissue/muscle tissue tumor
uterine tumor

O O 00 =0 00 @O O W m;m

Source : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/ESTProfileViewer.cgi?uglist=Hs.270833
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Amphiregulin (AREG) is an 84-aminoacid glycoprotein
discovered in the late 80s by M. Shoyab et al. AREG was
originally isolated from the conditioned medium of phorbol
12-myristate 13-acetate (PMA)-stimulated MCF-7 human
breast carcinoma cell line. The human AREG gene (GenelD
374) is located on the q13—q21 region of chromosome 4, and is
composed of six exons encoding the preprotein mRNA
transcript. AREG is thus synthesized as a 252-amino acid
transmembrane precursor, named pro-AREG. Pro-AREG is
subjected to sequential proteolytic cleavage at the plasma
membrane within the ectodomain that leads to released
N-glycosylated soluble AREG forms. This shedding is
essentially mediated by tumor-necrosis factor-alpha converting
enzyme (TACE), a member of the disintegrin and metallo-
proteinase (ADAM) family also known as ADAM-17.

The AREG gene expression profile indicates that AREG is
constitutively expressed in various tissues, mainly in the genito-
urinary and reproductive systems, as well as in the
gastrointestinal tract, but also in bone marrow, liver and in
the respiratory tract.

AREG is a member of the epidermal growth factor (EGF)
family of proteins, which includes EGF itself, transforming
growth factor alpha, heparin-binding EGF-like growth factor,
betacellulin, and neuregulin. AREG binds to and activates the
EGF receptor (EGFR or ErbB1) through autocrine, paracrine
and juxtacrine mechanisms. The EGFR is widely expressed on
epithelial cell membranes. The binding of AREG to EGFR
induces autophosphorylation of the EGFR intracellular tyrosine
kinase domain, which in turn activates two major intracellular
pathways, i.e. the MEK/ERK1/2 and the PI3K/AKT pathways.
EGFR is for instance involved in cell proliferation and
differentiation, cell metabolism, cell migration and survival, as

well as in the control of cell cycle. Furthermore, the EGFR was
the first tyrosine kinase receptor to be directly linked to several
human tumors. AREG possesses a mitogenic activity for cells
and plays a role in several biological processes including nerve
generation, bone formation, mammary duct formation, as well
as the outgrowth and branching of several tissues such as lung,
kidney and prostate. AREG is also expressed in several cancers,
inducing cellular responses such as growth, proliferation,
migration or invasiveness after the activation of EGFR.

Lung cancer is the leading cause of cancer mortality in the
world, both in males and females. Non-small cell lung cancer
(NSCLC) accounts for 80% of lung cancers. Once diagnosed,
NSCLC S-year survival rate hardly reaches 12% despite
different treatments such as chemotherapy, radiotherapy, and
surgery. Such a poor prognosis is partially explained by
NSCLC’s ability to resist apoptosis and treatments. In this
editorial, we report the role of AREG in such resistance
mechanisms leading to NSCLC progression.

1. Implication of AREG in NSCLC apoptosis resistance

The ability to evade apoptosis is a hallmark of almost all
types of cancers. Cancer cells can acquire resistance to
apoptosis through a variety of strategies, including the
inactivation of the well-known protein p53. Another way to
circumvent programmed cell death is to transmit anti-apoptotic
survival signals, essentially through autonomous production of
growth factors by the tumor. Cancer cells produce growth
factors that can be secreted, thus binding to cell surface
receptors and stimulating their own growth and apoptosis
resistance in an autocrine manner. The autocrine roles of
EGF-like growth factors in lung cancer pathogenesis and in
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apoptosis resistance have been extensively studied. The
involvement of AREG in autocrine loops of activation is well
described in several human malignancies and AREG anti-
apoptotic activity is already demonstrated in breast, lung and
hepatocarcinomas. In NSCLC, AREG presence is correlated
with tumor size, illustrating its functional activity as a growth
factor enhancing cell proliferation. AREG is also an indicator
of reduced overall survival for NSCLC, suggesting an
interesting role as a prognostic marker [1]. AREG, in
collaboration with insulin-like growth factor type-1 (IGF-1),
inhibits serum deprivation-induced apoptosis in NSCLC cell
lines [2]. AREG is able to activate the IGF-1-receptor
independently of its own EGF receptor. IGFl-receptor
activation is in turn inducing the secretion of AREG and
IGF-1 in an autocrine loop. The combination of AREG and
IGF-1 and the subsequent receptor activation stimulate an
original protein kinase C-dependent MAPK and PI3K-
independent pathway that leads to NSCLC apoptosis resistance
[3].

2. Implication of AREG in NSCLC resistance to
treatment

Since autocrine-stimulated mitogenesis and apoptosis
resistance contribute significantly to cancer progression,
clinical development of anticancer treatments interrupting
autocrine loops are under evaluation. In lung cancer, the use of
EGFR-tyrosine kinase inhibitors (EGFR-TKI) such as gefitinib
and erlotinib can block such autocrine EGFR activation.
Gefitinib showed potent anti-tumor effects in clinical trials for
NSCLC treatment after previous chemotherapy, but failed to
improve overall survival benefit in an unselected population.
Predictive markers of EGFR-TKI sensitivity have thus been
investigated to identify patients likely to benefit from such a
targeted therapy.

As a matter of fact, AREG is involved in NSCLC resistance
to EGFR-TKI. Gefitinib responders and non-responders
present a differential expression of AREG gene in biopsy
samples obtained from gefitinib-treated NSCLC patients.
These data are confirmed by RT-PCR, immunohistochemistry,
and serologic ELISA assays: AREG is indeed significantly
overexpressed in gefitinib non-responders but undetectable in
responders. Moreover, NSCLC patients with the worst
prognosis and a shorter survival time present high levels of
seric AREG, which are correlated with gefitinib resistance [4].
This subset of gefitinib non-responder patients contains
principally males, smokers with non-adenocarcinomas
NSCLC. Interestingly, independent studies showed that most
of gefitinib sensitive patients are principally females, non-
smokers with NSCLC adenocarcinomas [5], and with EGFR
mutations.

Altogether, these data suggest that seric AREG might be an
important predictor of gefitinib resistance among advanced
NSCLC patients. In other malignancies, AREG is also
responsible for resistance to conventional chemotherapeutic

drug, such as cisplatin, and to hormonal anti-tumor treatments
such as exemestane, an oral steroidal aromatase inhibitor.

3. Conclusion

The implication of EGF-related growth factors in cancer
progression is indisputable. AREG is already involved in various
malignancies, and we reported several oncogenic roles for
AREG in NSCLC progression. AREG is secreted by tumor cells
in an autocrine/paracrine manner, leading to present AREG as a
prognostic marker in NSCLC. Furthermore, AREG allows
resistance to apoptosis in NSCLC. Anti-AREG antibodies
restored an apoptotic activity in NSCLC cells [2], suggesting that
AREG might be an interesting target to overcome apoptosis
resistance. In addition, AREG is involved in therapeutic
resistance in breast cancer and NSCLC, thus suggesting the
interest of AREG as a biological marker of sensitivity to both
conventional and EGFR-targeted therapy. The use of AREG as a
biomarker should be encouraged since AREG is correlated with a
poor prognosis, resistance to treatments and to apoptosis.
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Thése soutenue par : BUSSER Benoit

IDENTIFICATION ET CARACTERISATION D’UN NOUVEAU MECANISME DE RESISTANCE AU GEFITINIB
DANS LE CANCER DU POUMON NON-A PETITES CELLULES : ROLE DE L’AMPHIREGULINE

Le cancer bronchique non-a petites cellules (CBNPC) représente 80% des cancers du poumon et posséde
un pronostic extrémement médiocre, avec une survie a 5 ans inférieure a 15%. Le gefitinib, une molécule
appartenant a la famille des inhibiteurs de la tyrosine kinase de I'EGFR (EGFR-TKI) a montré de puissants effets
anti-prolifératifs dans les CBNPC, mais la grande variabilit¢ des réponses a incité la recherche de marqueurs
capables de prédire une résistance ou une sensibilité a ce traitement. Les patients porteurs de CBNPC résistants au
gefitinib ont des taux d'amphiréguline (AREQG) sérique élevés, suggérant I’implication de I’AREG dans la résistance
au gefitinib. Nous avons d'abord cherché a démontrer le réle de I'AREG dans la résistance au gefitinib des cellules
de CBNPC avant d'en décrire le mécanisme moléculaire.

Notre travail montre que 'AREG permet de résister a 1'apoptose induite par le gefitinib in vitro et in vivo en
inactivant la protéine proapoptotique Bax. L'AREG induit une diminution du niveau d'expression de Bax et
augmente son interaction avec la protéine Ku70, par un mécanisme dépendant de l'acétylation de Ku70. Nous
décrivons ainsi un mécanisme original de résistance au gefitinib, dépendant de l'acétylation et contrdlé par un
facteur de croissance, I'AREG.

Dans un contexte ou le cancer pulmonaire est un probléme majeur de santé publique et ou la résistance aux
traitements reste une des principales préoccupations des professionnels de santé, nos travaux suggerent des
applications potentielles pour la prise en charge clinique des patients porteurs de CBNPC. Ces applications
concernent a la fois les domaines diagnostique et thérapeutique. En effet, nous démontrons le rdle central de 'AREG
dans la résistance au gefitinib et proposons son utilisation comme biomarqueur prédictif d’une résistance a ce
traitement. De plus, nous proposons d'associer les EGFR-TKI a une thérapie anti-AREG ou aux inhibiteurs
d'histone-déacétylases, notamment chez les patients porteurs de CBNPC résistants au gefitinib.

IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF AN ORIGINAL MECHANISM OF RESISTANCE TO
GEFITINIB IN NON-SMALL LUNG CANCERS: ROLE OF AMPHIREGULIN

Non-small cell lung cancer (NSCLC) accounts for 80% of lung cancers and is associated with a very poor
prognosis, with a 5-year survival rate remaining below 15%. Gefitinib is a molecule that belongs to Epidermal
Growth Factor Receptor-Tyrosine Kinase inhibitors (EGFR-TKI) family and has shown potent antiproliferative
effects in NSCLC. A high variability in clinical responses to this treatment lead to investigate new predictive
markers to discriminate gefitinib-responders from non-responders. Patients that are resistant to gefitinib have high
seric amphiregulin (AREQ) levels, suggesting a role of this growth factor in gefitinib resistance. We investigated
whether AREG was involved in gefitinib resistance and we characterized the molecular pathway initiated by AREG.

This work shows that AREG allows resistance to gefitinib-induced apoptosis in vitro and in vivo, through
the inactivation of Bax proapoptotic protein. AREG induces the decrease of Bax expression level as well as an
increased interaction between Bax and Ku70, through an acetylation-dependant mechanism. Therefore we describe
an original pathway of gefitinib resistance, dependant of acetylation, and controlled by the growth factor AREG.

Lung cancer is a major health problem and NSCLC resistance to treatments represents a worrying
phenomenon for clinicians. This work suggests both diagnostic and therapeutic solutions to improve NSCLC care.
Effectively, we demonstrated the major role of AREG in NSCLC resistance to gefitinib, and validated its use as a
predictive biomarker of non responsiveness to this treatment. Moreover, we suggest the association of EGFR-TKI
with histone deacetylase inhibitors, especially for NSCLC patients that are resistant to EGFR-TKI.

Mots clés : Amphiréguline, Gefitinib, Cancer bronchique non-a petites cellules, Résistance, Tyrosine kinase, EGFR
Keywords : Amphiregulin, Gefitinib, Non-small cell lung cancer, Resistance, Tyrosine kinase, EGFR
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