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Résumé

Role de I’axe Autotaxine (ATX)- Acide Lysophosphatidique (LPA) et récepteur LPA; dans la

dissémination métastatique des cancers du sein.

Les métastases sont des conséquences dramatiques lors de la progression des cancers. Malgré
les traitements actuels la médiane de survie de patients atteints de métastases osseuses n’est que de
24 mois. Donc I'identification de nouvelles cibles thérapeutiques dans le traitement ou la prévention
des métastases revét un caractere crucial. L'objectif de ce travail de these
est d’étudier le role de l'acide lysophosphatidique (LPA) et de l'autotaxine (ATX) dans la
dissémination métastatique des cancers du sein. Notre laboratoire a montré que le LPA contréle la
croissance tumorale et la progression des métastases osseuses dans le contexte des cancers du sein.
On sait depuis peu qu’en raison de son activité lysophospholipase D, ATX produit du LPA a partir de
la lysophosphatidylcholine et contréle les niveaux de LPA dans la circulation sanguine. ATX est une
protéine sécrétée présentant des propriétés métastatiques. Les travaux présentés dans cette these
montrent que |'expression d'ATX par les cellules tumorales contréle les événements précoces de la
dissémination métastatique des cancers du sein ainsi que le processus plus tardif de formation et de
progression des métastases osseuses en agissant sur la fonction ostéoclastique. Il existe un grand
nombre de récepteurs capables de transmettre I"activation cellulaire par le LPA (LPA4). Ce travail de
thése montre également que le niveau d’expression du récepteur LPA; au niveau de la tumeur
primaire est un facteur prédictif de la rechute métastatique chez les patientes ayant un cancer du
sein. D’autre part dans un modele animal préclinique, nous avons observé que le ciblage
thérapeutique précoce de LPA; par le DEBIO-0719 bloque efficacement la dissémination
métastatique des cellules de cancer du sein. En conclusion, nos résultats montrent que le ciblage de
I'axe ATX/LPA/LPA; présente un haut potentiel thérapeutique chez des patientes atteintes d’un

cancer du sein a fort risque métastatique.

Mots-clés : cancer du sein, métastases, autotaxine, LPA, LPA;



Abstract

Involvement of the Autotaxin (ATX)-Lysophosphatidic acid (LPA)- LPA; receptor axe in breast

cancer metastatic dissemination.

Metastases consist of poor disease progression for patients with cancers. Bone metastases are
frequently found in multiple cancers. Despite the improvement of current therapies, the survival of
bone metastasis patients is only 24 months. The aim of this work consisted in understanding the role
of lysophosphatidic acid (LPA), autotaxin (ATX) and the LPA receptor LPA; in the metastatic
dissemination of breast cancers. Our laboratory showed previously that LPA produced tumor growth
and the progression of osteolytic bone metastases of breast cancer cells. Due to its
lysophospholipase D activity, ATX generates LPA from lysophosphatidylcholine and controls LPA
levels in the blood. ATX is a secreted protein with metastatic properties. In the present thesis, we
first demonstrated that ATX expressed by tumors cells controls early events of metastatic
dissemination of breast cancer cells and latter bone metastases formation and progression by acting
on osteoclastic function. There is a large number of receptors mediating the cellular activation of LPA
(LPA4). This work showed additionally that the LPA, expression level at the primary tumor site is
predictive for the metastatic relapse of breast cancers. On the other hand, in a preclinical animal
model, we observed that targeting LPA; at early stage of tumor development with the DEBIO-0719
decreased efficiently the metastatic dissemination of breast cancer cells. Altogether, these results
indicate that targeting the ATX/LPA/LPA; track has a high therapeutic potential against metastasis

formation for patients with breast cancer.

Keywords: breast cancer, metastases, autotaxin, LPA, LPA;
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Phospholipase C

Phorbol myristic acetate

Peroxisome Proliferator Activated Receptor gamma
Pyrophosphate Inorganique

Prostate-Specific Antigen

Hormone Parathyroidienne

Parathyroid Hormone-related Protein:

Receptor Activator of NFkB

Receptor Activator of Nuclear Factor kappa B Ligand
Argine-Glycine-Acide aspartique

Runt Related Transcription Factor 2
Shingosine-1 Phosphate

Somatomedine-B Domain

Transforming Growth Factor-3

Tumor Necrosis Factor

Thyroid hormone Receptor-interacting Protein 6
Urokinase-type Plasminogen Activator

Vascular Cell Adhesion Molecule 1
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Une métastase se forme suite a la dissémination d’une cellule tumorale a partir d'un site
primaire et a la formation d’une nouvelle tumeur dans un organe distant de celui d’origine. La
formation de métastases est la principale cause de déces des patients ayant un cancer. En effet, la
prise en charge des patients par des approches chirurgicales ou de radiothérapie permettent
d’éliminer de nombreuses tumeurs primaires. Malheureusement, lorsque le cancer est détecté apres

la formation de métastases, les traitements sont tres largement inefficaces [1].

Le squelette est le troisieme site le plus fréquent pour le développement de métastases des
tumeurs solides aprés le poumon et le foie. Les métastases osseuses sont des complications
fréquentes des cancers du sein, de la prostate, du rein, de la tyroide et du poumon. Elles sont
associées de nombreuses complications sérieuses : douleurs osseuses, fractures pathologiques,
compressions médullaires et hypercalcémie [2,3]. Ces complications entrainent une réduction
importante de la qualité de vie et posent un probleme de santé publique puisqu’elles concernent en

France entre 50 000 et 70 000 personnes tous les ans.

Notre laboratoire a montré que l'acide lysophosphatidique (LPA), un lipide biologique, en
agissant sur les cellules tumorales via la présence de récepteurs membranaires spécifiques, stimulait
la progression tumorale et la formation de métastases osseuses des cellules du cancer du sein, selon
un mécanisme impliquant I'activation des plaquettes sanguines [4,5]. L'autotaxine (ATX) est une
protéine originairement isolée dans le milieu de culture de cellules de mélanome A2058 qui possede
des propriétés pro-métastatiques. On sait a I'heure actuelle que les fonctions biologiques d’ATX
résultent de son activité lysophospholipase D (lysoPLD) qui permet de former le LPA. Il a été
démontré chez I'animal qu’ATX est responsable du taux de LPA présent dans la circulation sanguine.
Nous avons émis I'hypothése que I'activité lysoPLD de I'autotaxine pourrait étre a |'origine du LPA in

vivo, dans le contexte de la croissance tumorale et de la formation des métastases osseuses.

Mon projet de thése a consisté a étudier les mécanismes d’action de |'autotaxine et son réle
dans la formation du LPA jn vivo afin de déterminer si le ciblage d’ATX est une approche
thérapeutique d’avenir dans les traitements des patientes atteintes de cancer du sein. Un grand
nombre de récepteurs du LPA a été identifié a I'heure actuelle (LPA.¢). Parmi ces récepteurs, une
accumulation de données de la littérature supporte I'hypothese que le récepteur de type 1 (LPA,)
serait impliqué dans la progression de cancers du sein et de leur dissémination métastatique.
Cependant des confirmations précliniques et cliniques sont toujours nécessaires. Nous avons donc

évalué dans un deuxieme temps l'effet pronostic de I'expression de LPA; au niveau de tumeurs
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mammaires humaines ainsi que I'effet d’'un agent pharmacologique (Debio-0719) ciblant LPA;/LPA;

dans un modele préclinique murin de dissémination métastatique spontanée.

Aprés avoir replacé ce travail dans son contexte bibliographique en présentant I'état des
connaissances actuelles sur le tissu osseux, les métastases osseuses des tumeurs solides et I'impact
de I'axe ATX/LPA en cancérologie, nous présenterons les résultats obtenus au cours des travaux de

these et les perspectives qui en découlent.
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A. La physiologie osseuse

Afin de mieux appréhender les mécanismes complexes impliqués dans la formation des
métastases osseuses, il est important de disposer de certaines notions concernant la physiologie
osseuse. Nous verrons plus tard que la nature méme du tissu osseux influence le devenir des cellules
cancéreuses métastatiques présentes dans cet environnement.

Les os sont les éléments principaux du squelette, ils structurent I'aspect extérieur de I’organisme
et exercent d’importantes fonctions physiologiques : les os constituent a la fois la charpente du corps
sur laquelle les muscles et autres structures pourront se fixer et assurent également une fonction de
protection des organes vitaux et du systeme nerveux central. Les os sont également des acteurs
majeurs de la régulation du métabolisme minéral et sont le site principal de ’"hématopoiese [6]. L'os
est un tissu complexe, dynamique tant au niveau biochimique que cellulaire. Il est constitué de tissus
osseux, hématopoiétique, adipeux, cartilagineux et conjonctif ainsi que de nombreux vaisseaux et

nerfs.

1. Le tissu osseux

Il existe trois types d’os, les os longs (fémur, tibia, humérus), les os plats (crane, omoplate et
mandibule) et les os courts (tarses, carpes et vertébres). Pour décrire le tissu osseux, nous prendrons
pour exemple un os long tel que le fémur (figure 1). Il est constitué principalement de trois parties :
la diaphyse, les épiphyses et la métaphyse. La diaphyse correspond au cylindre central de 'os. Elle
délimite la cavité médullaire contenant la moelle osseuse qui est a la fois un centre de stockage de
graisse (la moelle jaune), un milieu hématopoiétique et immunopoiétique (la moelle rouge). La
diaphyse est entourée de deux fines enveloppes conjonctives : le périoste, coté externe, contribuant
a l'innervation, la croissance et a la cicatrisation de I'os et I’endoste situé le long de la cavité centrale
contenant des cellules ostéoprogénitrices et des cellules bordantes. Les extrémités des os longs,
recouvertes de cartilage articulaire sont les épiphyses. La métaphyse est située entre la diaphyse et
I’épiphyse. D’un point de vue macroscopique, chaque os est constitué a I'extérieur d’'une couche

dense et lisse, 'os compact, a l'intérieur de laquelle on retrouve une couche poreuse, I'os spongieux.
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Figure 1 : Structure d'un os long. Les extrémités (épiphyses) des os longs, sont constituées d’os spongieux. La partie

centrale (diaphyse) est constituée d’os compact délimitant la cavité médullaire.

2. Composition de I'os

L'os est un tissu conjonctif constitué d’eau (environ % du poids de I'os), de matieres organiques
(1/3 du poids sec) et de sels minéraux inorganiques. La partie organique de I'os est constituée des
cellules spécialisées (ostéoblastes, ostéoclastes, voir paragraphe A3) et d’'une matrice constituée
essentiellement de collagéne de type 1 et de protéines non collagéniques. Le réseau collagénique
fournit élasticité et flexibilité a I'os. La matrice minérale est composée de cristaux d'hydroxyapatite
de calcium (ou phosphate tricalcique), des carbonates de calcium et des phosphates de magnésium.
Le stockage de cristaux d’hydroxyapatite entre les fibres de collagene confere a I'os sa résistance a la

rupture, en plus de sa résistance a I'étirement.

L'interface entre matrice organique collagénique et matrice minérale est assurée par les
protéines non collagéniques. Elles représentent 10-15% du contenu protéique osseux et forment un
échafaudage pour la minéralisation de la matrice osseuse qui n'est pas encore calcifiée (substance
ostéoide). Environ un quart de ces protéines provient du sérum, principalement représenté par des
protéines se liant a la matrice osseuse grace a leur affinité pour I’hydroxyapatite (albumine et la
transferrine). Parmi le reste des protéines non collagéniques produites de fagon endogene, on
distingue les glycoprotéines, les protéoglycanes et les gla-protéines.

La glycoprotéine la plus représentée du tissu osseux est I'ostéonectine. Elle fournit des sites

permettant I'ancrage et la croissance des cristaux d’ hydroxyapatite a la matrice osseuse ainsi que la
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croissance et la prolifération des ostéoblastes. Il existe aussi des glycoprotéines (ostéopontine,
thrombospondine, fibronectine, vitronectine, sialoprotéine osseuse) possédant une séquence
Argine-Glycine-Acide Aspartique (RGD) essentielle a la reconnaissance par les récepteurs
membranaires de type intégrine [7]. Ces protéines sont impliquées dans la maturation des
ostéoblastes et pour certaines dans I'attachement des ostéoclastes aux molécules de la matrice
osseuse. Les protéoglycanes, comme le biglycan et la décorine interagissent avec le facteur de
croissance TGF-B (Transforming Growth Factor-B) et sont impliquées dans I'agencement des fibres de
collagene. Enfin, parmi les gla-protéines identifiées, |'ostéocalcine, sécrétée par les ostéoblastes,

favorise la fixation du calcium a la matrice minérale.

3. Les cellules osseuses

L'os est un tissu dynamique en constant renouvellement. Les ostéoclastes, les ostéoblastes et les

ostéocytes sont les trois acteurs majeurs impliqués dans les mécanismes de remodelage osseux.

a. Les ostéoclastes

Les ostéoclastes sont des cellules trés volumineuses dont le réle majeur est la résorption de la
matrice osseuse. Ce sont des cellules possédant 2 a 50 noyaux et mesurant 20 a 100um de diametre.
lls possedent un nombre important de mitochondries et de nombreuses vacuoles chargées

d’enzymes lysosomiales nécessaires a I'activité de résorption.

e Ostéoclastogenese

Les précurseurs des ostéoclastes sont des cellules souches hématopoiétiques communes aux
cellules de la lignée monocyte-macrophages. Le CFU-GM (Granulocytes Macrophage Colony Forming
Unit) est le premier précurseur connu de la lignée ostéoclastique [8]. Les cellules ayant entamé leur
processus de différenciation quittent la moelle et migrent vers les surfaces osseuses ol elles
fusionnement pour générer de grosses cellules multinucléées (figure 2). L'ostéoclastogenése est
contrdlée par des facteurs locaux, des hormones circulantes mais également des interactions avec

des cellules présentes dans le microenvironnement cellulaire.
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Deux facteurs hématopoiétiques sont nécessaires et suffisants pour induire I'ostéoclastogenése,
la cytokine RANK-L (Receptor Activator of Nuclear Factor kappa B Ligand) et le facteur de croissance
M-CSF (Macrophage Colony Stimulating Factor) [9,10,11]. Le M-CSF est sécrété par les précurseurs
ostéoblastiques. Il stimule la prolifération et la survie des précurseurs ostéoclastiques en se fixant sur
son récepteur, le CSF1R/cfms (Colony Stimulating Factor 1 Receptor) et induit la production du
récepteur RANK (Receptor Activator of NFkB). Le RANK-L, synthétisé dans I'os par les cellules
mésenchymateuses du stroma médullaire et par les ostéoblastes, appartient a la famille TNF (Tumor
Necrosis Factor). RANK-L se fixe sur le récepteur RANK ce qui induit une cascade de signalisations
impliquant le facteur de transcription NF-kB (Nuclear Factor kappa B). RANK-L stimule la fusion des
précurseurs ostéoclastiques et la synthése de protéines essentielles a I'activation de la résorption
osseuse (intégrine avP3, récepteur a la calcitonine, cathepsine K)[12]. L'OPG (Ostéoprotégérine),
membre de la famille des récepteurs du TNF, est un inhibiteur naturel de RANK-L. C’est un récepteur
« leurre ». Elle se lie au RANK-L et empéche son interaction avec RANK. L'OPG permet la modulation
de I'ostéoclastogenéese. L'OPG est sécrétée sous la forme d’une protéine soluble par les cellules de la
lignée ostéoblastique. Elle inhibe la différenciation, la survie et la fusion des précurseurs des
ostéoclastes [12,13]. C’'est le rapport de sécrétion OPG/RANK-L par les ostéoblastes qui est le

contrdle essentiel du processus de résorption osseuse.

CFU-GM

@

M-CSF

@ Pré-ostéoclaste
9 @°

Ostéoclaste multinucléé

" s ]
RESOI‘ptIOHOSSE‘USE 3 '
as _ = ® ® . i

Figure 2 : Etapes de la différenciation ostéoclastique. Les ostéoclastes sont issus de précurseurs de la lignée
monocyte-macrophage GFU-GM. Deux facteurs sont essentiels a I'ostéoclastogeneése : M-CSF et RANKL. Ces deux facteurs
sont synthétisés par les cellules du microenvironnement osseux et se fixent sur leurs récepteurs respectifs a la surface des
pré-ostéoclastes. Ceux-ci fusionnent pour donner des ostéoclastes multinucléés qui se polarisent au contact de I'os. L'OPG

produit par les ostéoblastes joue un role de régulateur négatif dans la formation des ostéoclastes.
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e Organisation cellulaire

L’ostéoclaste mature est polarisé. Au contact de I'os, la membrane plasmique de |'ostéoclaste se
différencie en deux domaines séparés par un anneau de jonctions entre la cellule et la MEC (matrice
extracellulaire) : un domaine apical qui développe une bordure en brosse au contact de la surface
osseuse et un domaine basolatéral situé a I'opposé. Un anneau d’actine permet l'isolement d'une
chambre de scellement étanche pouvant atteindre un pH de 4.5 (ou lacune de Howship) (figure 3).
L'acidité du milieu du compartiment sous ostéoclastique est entretenue par des pompes a protons
ATPasiques spécifiques de I'ostéoclaste qui expulsent les ions H+. L'ostéoclaste adhere fortement
grace aux interactions entre les intégrines des cellules (avB3, avB5, a2B1) et les protéines adhésives

(ostéopontine, thrombospondine et sialoprotéine osseuse) [14].

B)

Ostéoclaste

Bordure en brosse

_ Anneau d'actine

(athepsmeK - )k\— Intégrine B3
MIKPY RGD

W—— Lacune de Howship

H+ ATPase

-ro

[}
Matrice osseuse » . -

®e a R

Figure 3 : A) Représentation d'un ostéoclaste mature. L’ostéoclaste s’attache sur les protéines de la matrice osseuse
via 'intégrine avfB3. Il se forme une zone scellée, la lacune de Howship dans laquelle la cellule libére des protons (H+) qui
acidifient le compartiment et induisent une déminéralisation de la matrice osseuse. Les ostéoclastes libérent des enzymes
spécifiques (cathepsine K, MMP9...) qui dégradent la trame collagénique de I'os. B) Ostéoclaste cultivé sur une lamelle

osseuse.

b. Les ostéoblastes

Les ostéoblastes sont des cellules mononucléées cuboides ostéoformatrices localisées a la
surface de l'os en croissance [15]. Leurs contours sont irréguliers et possédent des prolongements

leur donnant la possibilité de contact avec d'autres ostéoblastes ou avec des ostéocytes par des
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jonctions communicantes. Le cytoplasme des ostéoblastes est riche en organites impliqués dans la
synthése protéique et contient un important réticulum endoplasmique, de nombreuses
mitochondries, un appareil de Golgi développé et de nombreuses vésicules de sécrétion.

Les différentes étapes de maturation ostéoblastique sont marquées par |'expression des
protéines associées d’abord a la synthése de la matrice organique ou matrice ostéoide immature
(phosphatase alcaline, collagéne de type 1) puis par I'expression de marqueurs tardifs associés a la
minéralisation osseuse (ostéocalcine, ostéopontine, sialoprotéine osseuse).

Le devenir des ostéoblastes peut se faire selon trois voies : la transformation en ostéocytes en se
laissant emprisonner dans la matrice qu’ils synthétisent (10-20%), la mise au repos sous la forme de

cellules bordantes tapissant les surfaces osseuses ou la mort par apoptose.

e Ostéoblastogenése

Les pré-ostéoblastes sont issus de la division de cellules souches mésenchymateuses localisées
dans la moelle osseuse [16]. L'orientation des cellules mésenchymateuses constitue la premiere
étape de I'engagement vers la lignée ostéoblastique suivie d’'une importante étape de multiplication
cellulaire associée a I'expression de génes précoces comme le facteur de transcription Runx2/cbfa-1
(Runt Related Transcription Factor 2) [17]. Certains facteurs comme les BPMs (Bone Morphogenetic
Proteins), induisent I'expression de ce facteur de transcription spécifique [18]. Runx2 n’est pas
suffisant pour induire I'ostéoblastogenese, d’autres facteurs régulateurs, comme le facteur de
transcription osterix [19] et la B-caténine, les cadhérines membranaires [20] controlent le passage du
stade préostéoblaste a ostéoblaste (figure 4). Il a été décrit que les facteurs de transcription de la
famille AP-1, notamment c-fos, jouent un réle majeur dans le contréle de la prolifération cellulaire au
cours des phases précoces de la différenciation [21]. DIx5 (Distal-less homeobox 5) [22] et MSX2
(Msh homeobox 2) [23] régulent également positivement I’'engagement des ostéoblastes vers le
processus de différenciation alors que I'expression du facteur de transcription twist est associée a

une inhibition de la prolifération de la différenciation ostéoblastique [24].
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Figure 4 : A) Ostéoblastes cultivés sur lamelle osseuse. B) Etapes de la différenciation ostéoblastique. L’action

conjointe de différents facteurs comme la B-caténine, Runx-2 et Ostérix sur les cellules ostéoprogénitrices induit la

différenciation d’ostéoblastes matures capables de synthétiser de I'os.

e Lavoie Wnt B-caténine

La voie de signalisation Wnt est essentielle pour la différenciation des ostéoblastes [25,26]. Les
protéines Wnt activent la voie de signalisation intracellulaire de la B-caténine via leur liaison a un
récepteur a sept domaines transmembranaires de la famille Frizzled [25]. La B-caténine qui est un
facteur de transcription entre dans le noyau de la cellule-cible des Wnt et stimule I'expression de
génes spécifiques. Cette voie de signalisation est étroitement contrélée, en particulier par un
inhibiteur extracellulaire appelé DKK1 (Dickkopf 1) qui interagit a la fois avec le co-récepteur LRP et
empéche ainsi la dimérisation par Wnt des corécepteurs LRP et Frizzled et I'activation de la voie B-
caténine. Une autre protéine, la sclérostine a été décrite comme capable de bloquer la voie
canonique Wnt. Lors du remodelage osseux, la sclérostine est exprimée principalement par les
ostéocytes et exerce un controle négatif sur la formation osseuse, induisant un état de quiescence
des ostéoblastes [27]. L'expression de la sclérostine est inhibée par la PTH (hormone
parathyroidienne), ainsi que par la stimulation mécanique de I'os. L'inhibition de la sclérostine chez
I'animal avec un anticorps spécifique, induit une augmentation de la masse osseuse [28]. Ceci

suggere que la sclérostine peut étre une cible intéressante dans le traitement de la fragilité osseuse.
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c. Les ostéocytes

Les ostéocytes sont des ostéoblastes différenciés, incapables de se diviser, entierement entourés
par la matrice osseuse minéralisée. Ce sont les cellules les plus abondantes de I'os [29]. Leur corps
cellulaire est de plus petite taille que celui des ostéoblastes. lls siegent dans un systeme de cavités
interconnectées (ostéoplastes) d'ou partent des canalicules contenant leurs prolongements
cytoplasmiques, fins, nombreux, plus ou moins longs, reliés entre eux par des jonctions
communicantes. Ces canalicules reliés forment un réseau dans lequel circule un fluide extracellulaire.
Les ostéocytes ont un niveau d'activité métabolique inférieur a celui des ostéoblastes, ils participent
au maintien de la matrice osseuse, jouent un réle dans la transmission des variations de contraintes
mécaniques appliquées au tissu osseux, contribuent a I'homéostasie de la calcémie et participent a
I"activité des ostéoclastes [30]. Les ostéocytes peuvent rester de longues périodes, jusqu’a plusieurs
années, dans les lacunes. Toutefois, I'observation de lacunes vides dans I'os agé suggére que les
ostéocytes peuvent aussi étre éliminés par apoptose [31]. Dans d’autres cas, les ostéocytes peuvent

étre lysés au cours de la résorption osseuse par les ostéoclastes.

4. Le remodelage osseux

Chez I'adulte, 10% du squelette sont renouvelés chaque année. Le remodelage osseux sert a
prévenir la dégénérescence des os, réparer les microtraumatismes et permettre la mobilisation
rapide de minéraux nécessaires a I'équilibre acido-basique de I'organisme. Au cours du remodelage
osseux, I'os ancien est détruit ou résorbé par les ostéoclastes et remplacé par de I'os nouveau par les
ostéoblastes. Ce remodelage permanent s'effectue grace a des unités fonctionnelles de remodelage
appelées BMU (Basic Multicellular Unit)[32]. Les activités métaboliques des ostéoclastes et des
ostéoblastes sont couplées dans |'espace et dans le temps afin d'adapter la quantité et I'architecture

de l'os, en fonction de facteurs systémiques (PTH, Vitamine D) ou locaux.
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Figure 5 : Représentation schématique des quatre étapes du processus de remodelage osseux : phase de résorption,

inversion, formation et quiescence.

Les cellules ostéoclastiques immatures activées fusionnent et se fixent a la matrice osseuse
(figure 5). RANK-L exprimé par les ostéoblastes et les ostéocytes se fixe sur les récepteurs RANK des
ostéoclastes qui subissent alors une étape de polarisation et amorcent le processus de résorption
osseuse. L'ostéoclaste déverse par le biais de la fusion des lysosomes avec la membrane plissée des
enzymes protéolytiques dont le fonctionnement optimal est a pH acide (collagénase, cathepsine,
métalloprotéases). Ces enzymes détruisent la matrice organique libérant des produits de dégradation
du collagéne (CTX, NTX) dont le dosage peut étre utilisé en clinique afin d’évaluer le niveau de
résorption osseuse. La phase d’inversion permet I'arrét progressif du processus de résorption associé
a I'activation de la formation osseuse. La calcitonine, en se liant a un récepteur de la membrane
plasmique, a une influence directe sur les ostéoclastes qui se traduit par une rétraction cellulaire et
une inhibition de la résorption. En parallele, les pré-ostéoblastes sont recrutés grace aux facteurs
libérés durant la phase de résorption comme les IGFs (Insulin-like Growth Factors), les FGFs
(Fibroblast Growth Factors), le TGF-B, les BMPs et le PDGF (Platelet Derived Growth Factor). Les
ostéoblastes entament un processus de différenciation qui s’accompagne de la libération de facteur
anti-résorptif comme I’OPG. Les ostéoblastes apposent alors une nouvelle matrice collagénique qui

sera secondairement minéralisée.
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5. Régulation du remodelage osseux

Plusieurs hormones, notamment les cestrogénes, les androgénes et la vitamine D stimulent la
production de matrice osseuse. De nombreux facteurs de croissance sécrétés par les ostéoblastes,
stockés dans la matrice osseuse, puis libérés sous forme active lors de la résorption, agissent dans le
méme sens. La plupart des hormones et les facteurs locaux qui agissent sur les ostéoclastes ont une

action sur le systeme RANKL, RANK et OPG.

La PTH est une hormone sécrétée par les cellules des glandes parathyroides. L'action de la PTH
sur l'os differe selon son mode d’administration : une administration en continu favorise la
résorption osseuse alors qu’une exposition intermittente augmente la différenciation ostéoblastique.
En effet, dans I'os elle se fixe par son extrémité N-terminale aux récepteurs membranaires présents a
la surface des ostéoblastes et induit la sécrétion de facteurs solubles comme le M-CSF qui agit sur
une cellule souche pour aboutir a un pré-ostéoclaste. Elle inhibe la sécrétion de I'OPG, active
I’expression de RANK-L et augmente la résorption osseuse. Paradoxalement, la PTH a aussi un effet
anabolique sur l'os en stimulant la prolifération des ostéoblastes: elle convertit les cellules
bordantes en ostéoblastes, stimulent I'expression de facteurs de croissance par les ostéoblastes
matures (IGF1 et FGF) et inhibe leur apoptose. Ce qui explique son utilisation en clinique

(tériparatide, PTH 1-34) dans le traitement de |'ostéoporose [33].

La vitamine D joue un rdéle majeur dans I'"homéostasie calcique en favorisant la fixation du
calcium sur l'os et en diminuant la prolifération des cellules parathyroidiennes qui sécrétent la PTH.
La vitamine D agit sur la différenciation et la maturation des ostéoblastes en stimulant I'expression
de génes ostéoblastiques comme I'ostéopontine et I'ostéocalcine [34]. A doses physiologiques, I'effet
est anabolique et les ostéoblastes sécretent la matrice osseuse. A doses importantes, |'effet est

inverse.
La calcitonine est une des rares hormones a avoir une action directe sur les ostéoclastes. Elle
mobilise le calcium circulant et le fixe sur le tissu ostéoide. Son action anti-résorptive passe par une

inhibition de la fonctionnalité des ostéoclastes et une accélération de leur apoptose.

Les cestrogénes sont avant tout des inhibiteurs de la résorption osseuse et exercent des effets

directs et indirects importants sur les ostéoblastes. Ils ont en plus des effets anti-apoptotiques sur les
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ostéoblastes et inhibent la synthese de l'interleukine 6 (IL6), principale cytokine impliquée dans

I’activation de la résorption.

Parmi les cytokines inflammatoires, IL-1 (Interleukine-1) et TNFa augmentent la destruction
osseuse en stimulant la synthése de M-CSF et de RANK-L par les précurseurs ostéoblastiques.
L’expression de RANK-L est stimulée également par IL-6 et les glucocorticoides. A l'inverse, 1L-11
stimule la différenciation ostéoblastique et la formation osseuse par une augmentation de I'action de

la BMP-2.

Parmi les facteurs de croissance, les BMPs, le FGF, les IGFs, le TGF-B et le PDGF stimulent la
différenciation et la prolifération des ostéoblastes. En dehors de ses effets anaboliques, le TGF-
contréle la différenciation ostéoclastique en augmentant la production de 'OPG par les cellules

stromales et les ostéoblastes.

Le systétme immunitaire. Les cellules immunitaires existantes dans la moelle osseuse,
interagissent avec les cellules de I'os. Les lymphocytes T activés produisent du RANK-L, de I'IL-6, IL-1
et du TNF-a [35]. L'activation anormale du systéeme immunitaire peut mener a la destruction osseuse
comme c’est le cas dans l'arthrite rhumatoide. Le TNF-a stimule 'ostéoclastogenése alors que les
cestrogenes inhibent sa production par les ostéoblastes, les monocytes ou les lymphocytes T. Les
souris déficientes pour le TNF-a sont résistantes a |'ostéoporose induite par ovariectomie,
confirmant le réle de cette cytokine dans la stimulation de la différenciation des ostéoclastes [36].
L'inhibition par les cestrogénes de la production de TNF-a par les cellules T a été confirmée in vivo, en
utilisant des souris nude. Ces souris n'ont pas de cellules T et sont comme les souris TNF résistantes

a l'ostéoporose induite par ovariectomie [37].

Le systeme nerveux. Le laboratoire de Gérard Karsenty a démontré que la leptine en se liant a
son récepteur hypothalamique inhibe la formation osseuse [38]. Le systeme nerveux sympathique
sert de médiateur afférent a I'action de I"hormone sur le contrdle de la formation osseuse via le
récepteur adrénergique B2 (ADRb2), seul récepteur adrénergique exprimé par les ostéoblastes. Il est
montré que des souris dont le géne codant pour le récepteur ADRb2 a été invalidé ADRbZ'/', ont une
élévation des marqueurs de la formation osseuse. L'injection de leptine par voie
intracérébroventriculaire ne diminue pas la formation osseuse chez ces souris, validant la nécessité

d’une intégrité du systeme sympathique pour relayer les effets de la leptine sur I'os [39].
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B. Les métastases osseuses

Il n’y a pas a I’heure actuelle de cellules tumorales capables de dégrader I'os par elles-mémes.
Les métastases osseuses modifient I'intégrité de I'os en perturbant le remodelage osseux. Lorsque
I’équilibre est perturbé en faveur de la formation, il y a I'établissement d’'une métastase
ostéocondensante, comme dans la majorité des métastases de cancers de la prostate. Dans le cas
contraire ou le déséquilibre du remodelage est en faveur de la résorption osseuse, il y a la formation
d’une métastase ostéolytique. Il existe également des formes mixtes des métastases osseuses, avec

la présence au méme site de formes ostéolytiques et ostéocondensantes [2] (figure 6 et 7).

Figure 6 : Les deux types de métastases osseuses : a. métastase ostéolytique, b métastase ostéoblastique [40]
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Figure 7 : Deux types de métastases osseuses apres coloration des sections osseuses au trichrome de Goldner. L’os
minéralisé apparait en vert et les composants cellulaires de la moelle osseuse en rose. Dans le cas d’une pathologie telle
que le cancer de la prostate, le déséquilibre du remodelage osseux est en faveur de la formation osseuse. Il y a alors
|’établissement d’'une métastase ostéocondensante avec épaississement des travées osseuses. Dans le cas du cancer du
sein, le déséquilibre du remodelage osseux est en faveur de la résorption osseuse. Il y a développement d’une métastase

ostéolytique avec une destruction importante des travées osseuses.

Au niveau clinique, les métastases osseuses sont associées a une morbidité considérable
(fractures pathologiques, compressions médullaires, hypercalcémie et douleurs osseuses) et par
conséquent elles détériorent sévérement la qualité de vie des patients et peuvent méme parfois
engager leur pronostic vital. Pour toutes ces raisons les métastases osseuses sont un probléme de
Santé Publique.

Les traitements actuels visent préférentiellement a diminuer la résorption osseuse afin de freiner
la progression des lésions osseuses. Dans ce contexte, les biphosphonates sont des agents anti-
résorptifs puissants qui ont maintenant une place prépondérante en clinique dans le traitement des
métastases osseuses. Toutefois, le traitement est palliatif et ne fait que ralentir la progression des
Iésions osseuses, il n"améliore pas la survie des patients. Il n’existe donc pas a I’heure actuelle de

traitements curatifs.

1. Le processus métastatique

La dissémination métastatique est un processus qui amene une cellule tumorale unique ou un

groupe de cellules présentes dans une tumeur primitive solide a migrer, a s'implanter et a proliférer
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dans un organe distant pour former des tumeurs secondaires. La progression métastatique résulte
d’étapes multiples, séquentielles et interdépendantes appelées cascade métastatique (figure 8). La
derniere étape du processus métastatique correspond a l'invasion, la survie et la prolifération des
cellules tumorales dans un nouveau territoire. C'est un phénoméne limitant, actif et complexe, peu
de cellules y parviennent. La dissémination métastatique au tissu osseux se fait par le biais de la
circulation sanguine. Il y a dans I'os et dans la moelle osseuse des conditions particulieres qui font
que certaines des cellules tumorales vont étre spécifiquement attirées et retenues. On verra qu’il a
pu étre déterminé une signature génique de ciblage osseux des cellules de cancer du sein [41]. L'os
est un réservoir de facteurs de croissance incluant le TGFpB, les IGF, le PDGF, les BMP et le calcium
[42]. Ces facteurs, libérés au cours de la résorption osseuse, fournissent un environnement propice a

I’expansion des cellules tumorales.

Invasion tumorale
Croissance tumorale et transition EMT (dégradation membrane, migration)

Extravasation

——.
dd
Cadhérine (X9
(T2
Intégrines |
Membene — In-tra\{asatlon " Colonisation de l'organe cible
basale Dissémination sanguine

5 Prolifération
ou lymphatique

Figure 8 : Représentation schématique des différentes étapes de la cascade métastatique. Des cellules tumorales au
caractere métastatique s’individualisent au sein de la tumeur primitive et aprés une étape d’invasion, intégrent le systéme
vasculaire. Les cellules métastatiques disséminent a un autre organe grace a la circulation sanguine ou lymphatique. Au
niveau de |'organe cible, les cellules métastatiques induisent I'agrégation plaquettaire, facilitant leurs adhésions a la paroi
endothéliale et donc I'extravasation. Les cellules métastatiques envahissent alors le nouvel environnement et établissent

une nouvelle tumeur.

a. Meécanismes impliqués dans la migration des cellules métastatiques vers I'os

e CXCR-4

Certaines protéines ou chimiokines pouvant étre libérées lors de I'ostéolyse ou présentes dans la
moelle osseuse sont capables d’influencer le processus de migration des cellules tumorales a I'os. Les

cellules métastatiques des cancers du sein et de la prostate qui expriment le récepteur de la
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chimiokine CXCR-4 (Chemokine C-X-C motif Receptor 4), appelé CXCL-12/SDF-1 (Chemokine C-X-C
motif Ligand 12), migrent préférentiellement vers ces organes [43]. La surexpression de CXCR-4 est
détectée dans la tumeur de cancer du sein métastatique comparée aux cellules épithéliales normales
[44]. De hauts niveaux d’expression de CXCL-12 sont présents dans les ganglions lymphatiques, les
poumons, le foie et la moelle osseuse, qui sont les sites préférentiels de formation de métastases de
cancer du sein [44]. La surexpression de CXCR-4 augmente la formation de métastases osseuses in
vivo [41]. Chez I'animal, CXCR-4 contréle la croissance et la dissémination métastatique des cancers
du sein [45]. Récemment il a été montré que l'inhibition pharmacologique de CXCR-4 par le CTCE-
9908 inhibe la dissémination métastatique des cellules MDA-MB-231 au poumon et a l'os

démontrant le potentiel thérapeutique du ciblage de CXCR-4 [46].

e RANKL

En plus de sa capacité a activer la différenciation des ostéoclastes, il a été montré, que RANK-L
est capable d’agir sur les cellules tumorales telles que les MDA-MB-231, DU-145, PC-3 et B16F10 qui
expriment RANK et d’induire la migration cellulaire [47]. L'OPG, en bloquant RANK-L, inhibe in vitro la
migration des cellules de carcinome prostatique DU-145 et PC-3 et, in vivo, la colonisation de la
moelle osseuse par les cellules de mélanome B16F10 [47]. RANK-L pourrait intervenir non seulement
dans la circulation en tant que facteur chimioattractant, des taux circulants de RANK-L ont d’ailleurs
pu étre détectés dans le sérum de patients atteints de cancers métastatiques [48], mais aussi
localement au niveau de la tumeur primitive. Le RANK-L produit au niveau des tumeurs primaires
favoriserait donc I'essaimage des cellules tumorales alors que le RANK-L produit par les cellules de
moelle osseuse favoriserait I'invasion au site osseux des cellules tumorales qui expriment le
récepteur RANK. Toutes ces observations permettent donc de supposer que RANK-L et son récepteur

RANK sont également impliqués dans le tropisme osseux des cellules tumorales.

b. Invasion/migration a I'os

e Lesintégrines

Les cellules tumorales créent des liaisons spécifiques avec la matrice osseuse extracellulaire et

les cellules stromales grace notamment aux intégrines et cadhérines. L'intégrine avB3 se lie aux
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motifs RGD présents sur plusieurs protéines de la matrice osseuse comme la vitronectine,
I'ostéopontine, la sialoprotéine osseuse [49,50,51]. Notre laboratoire a montré que la surexpression
de cette intégrine augmente la capacité des cellules de cancer du sein a former des métastases
osseuses [50,52]. L'activation de la MMP-2 dépendante d’ avp3 constitue un facteur supplémentaire
permettant I'invasion et la capacité métastatique des cellules tumorales [53].

D’autres intégrines pourraient étre également impliquées dans le tropisme osseux des cellules
cancéreuses. Par exemple, l'intégrine a2B1, en interagissant avec le collagéne de type 1, permet la
formation des métastases osseuses induites par un sous-clone de la lignée prostatique LNCaP [54].
Les cellules tumorales de myélome qui expriment a4B1 interagissent avec les cellules stromales de la
moelle osseuse via VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule 1). Le role de cette intégrine est sans
doute limité dans le processus de métastases osseuses car notamment elle n’est pas exprimée dans

les cancers du sein.

e Les protéases

Lorsqu’elles arrivent au site osseux, les cellules tumorales peuvent sécréter différentes MMPs qui
permettent de dégrader localement la matrice extracellulaire et d’envahir la moelle osseuse. Les
études de Kang ont permis de démontrer I'implication de ces protéases dans le processus de
formation des métastases osseuses. En effet, ces études ont mis en évidence que des sous-clones
ostéophiles de la lignée MDA-MB-231 sur-exprimant la MMP-1 induisent une formation des
métastases osseuses plus précocement que les lignées parentales [41]. Il a aussi été démontré que
les cellules tumorales a fort tropisme osseux expriment la cathepsine K qui est une cystéine protéase
capable de dégrader les fibres de collagéne que l'on pensait spécifiques des ostéoclastes
[55,56,57,58]. On peut donc supposer que cette protéine produite par les cellules tumorales pourrait

permettre la dégradation de la trame collagénique et de favoriser I'invasion tumorale.

c. Ostéomimétisme

Le tissu osseux constitue un environnement hostile pour les cellules métastatiques. Les analyses
transcriptomiques et immunohistochimiques faites sur des métastases osseuses suggerent que les
cellules tumorales présentes dans la cavité médullaire, subissent une pression de sélection les
amenant a s’adapter a I'environnement osseux en exprimant des genes qui sont normalement

exprimés par les ostéoblastes (cadhérine-11 , connexine-43 , ostéonectine , S10 0A4, facteurs de
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transcription CBFB et Runx2, etc.) [59]. De méme, il a été démontré que les cellules tumorales
prostatiques (PC-3, DU-145 et C4-2B) expriment Runx-2 et le récepteur Notch-1, permettant la
sécrétion de protéines osseuses (ostéopontine, ostéocalcine et sialoprotéine osseuse) et la formation
de nodules de minéralisation [60]. Ce phénomene, I'ostéomimétisme, permettrait aux cellules

métastatiques de survivre et de progresser plus facilement dans I’environnement osseux.

2. Les métastases ostéolytiques

Les connaissances actuelles indiquent que les métastases ostéolytiques sont le siege d’un cercle
vicieux entre destruction osseuse et développement tumoral (figure 9) [3]. En effet, les cellules
tumorales produisent de nombreux facteurs, tels que des cytokines et de la PTHrP (Parathyroid
Hormone-related Protein) qui stimulent la résorption osseuse par les ostéoclastes, amenant a la
libération de calcium et des facteurs de croissance présents dans la matrice osseuse (IGFs, TGF-) [3].
Ces facteurs vont deés lors agir sur les cellules tumorales en stimulant leur prolifération et la sécrétion
de facteurs comme la PTHrP et la PGE2 (Prostaglandine E2) qui vont accentuer l|'activité de
résorption des ostéoclastes [61].

Notre laboratoire a montré que le site de la métastase osseuse est le siege d’'un deuxieme cercle
vicieux impliquant les plaquettes sanguines et la production de LPA (Acide
Lysophosphatidique)(figure 9) [4,62]. Le LPA est un lipide biologiquement actif qui in vitro stimule la
prolifération, la migration et I'invasion de nombreuses lignées cellulaires, dont des lignées tumorales
[63]. Notre laboratoire a démontré qu’en stimulant I'agrégation des plaquettes sanguines, les cellules
de cancers du sein induisent la formation de LPA par les plaquettes activées et qu’a son tour le LPA
va stimuler la prolifération tumorale et la production des cytokines stimulatrices de la résorption

osseuse, IL-6, IL-8 GM-CSF, Groa et MCP-1 [4,5].
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Figure 9 : Représentation schématique des cercles vicieux impliqués dans le développement d’une métastase
ostéolytique. Les cellules de cancer du sein produisent différents facteurs (PTHrP, cytokines) qui stimulent la résorption
osseuse dépendante des ostéoclastes. La résorption osseuse permet la libération de facteurs de croissance piégés dans la
matrice osseuse (IGFs, TGF-B). Certains de ces facteurs vont stimuler la croissance tumorale et la production de PTHrP par
les cellules tumorales. Cela induit la formation d’un premier cercle vicieux. Les cellules tumorales présentes dans la cavité
médullaire induisent également I'agrégation des plaquettes sanguines et la formation de LPA a partir des plaquettes
activées. Le LPA d’origine plaquettaire va alors stimuler la croissance tumorale et la production par les cellules tumorales
des interleukines IL-6 et IL-8, de GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor), MCP-1 (Monocyte

Chemoattractant Protein 1) et Gro-a qui vont elles-mémes amplifier la résorption osseuse dépendante des ostéoclastes.

Les travaux de Kang ont identifié, a partir de cellules dérivant de la lignée humaine de carcinome
mammaire MDA-MB-231, des groupes de génes dont la dérégulation spécifique est associée a la
capacité de ces cellules a former des métastases osseuses ou pulmonaires chez les animaux [41].
Parmi les genes associés a la formation de métastases osseuses on retrouve CXCR-4, MMP-1, la
follistatine et des molécules qui stimulent la résorption osseuse telle que le CTGF (Connective Tissue
Growth Factor), IL-8 et IL-11. Néanmoins le profil d’expression génique des tumeurs primitives
provenant de patientes ayant eu un cancer du sein avec uniquement des métastases osseuses n’a
gue peu de recoupement avec cette signature génique « osseuse » [59,64]. Par conséquent, le débat

concernant le fait qu’une cellule cancéreuse possede dés le stade de la tumeur primaire la capacité a
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former une métastase osseuse est encore ouvert. Il est vraisemblable que la formation d’une
métastase osseuse soit due a la combinaison a la fois des facteurs génétiques intrinseques aux

cellules tumorales et a une adaptation de ces cellules a I'environnement osseux.

a. Les stimulateurs de la résorption osseuse

e Laprotéine apparentée a ’hormone parathyroidienne (PTHrP)

La PTHrP est une hormone clé dans la genese des métastases ostéolytiques [65]. Elle possede
une forte homologie avec la PTH lui permettant de reconnaitre les mémes récepteurs et de partager
les mémes activités biologiques [65]. Des études fonctionnelles ont montré que le PTHrP produit
localement était le principal médiateur de la résorption ostéoclastique induite par les tumeurs in vivo
[66,67]. Par la production de RANK-L, la PTHrP sécrétée par les cellules tumorales, stimule I'activité
ostéoclastique en inhibant la production d’OPG par les ostéoblastes [68]. L'injection dans des souris
immunodéficientes de cellules de cancer du sein MDA-MB-231 ou MCF-7, transfectées pour
surexprimer la PTHrP, accélére la formation des métastases osseuses et augmente la surface des
plages ostéolytiques [69]. Une activité ostéoclastique accrue, stimulée par le PTHrP dérivé des
tumeurs, peut mener a une synthése accrue de TGF-B par I'os. En retour, les cellules du cancer du
sein produisent plus de PTHrP [67].

La PTHrP stimule aussi I'expression d’autres cytokines pro-ostéoclastiques telles que I'lL-6 ou LIF
(leukemia inhibitory factor) par les ostéoblastes [70]. Enfin, la PTHrP peut agir de maniére autocrine
sur les cellules métastatiques en augmentant I'expression du CTGF qui va alors stimuler
I’ostéoclastogenése et la résorption osseuse [71].

Des études cliniques ont montré que le PTHrP était aussi fortement exprimé dans la majorité des
métastases osseuses (73 a 92 %) du cancer du sein, alors que seulement 17 a 20 % des métastases
non osseuses expriment ce peptide [72,73]. Cependant, il a été montré que I'expression de la PTHrP
dans la tumeur primaire n’est pas un facteur prognostique de la survenue de métastases osseuses

[74].

e Les cytokines

Plusieurs autres facteurs, tels que les interleukines (IL-6, IL-8, IL-11) et le GM-CSF, peuvent étre

aussi secrétés par les cellules tumorales présentes dans I'environnement osseux et induire
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I'ostéolyse liée a la production de RANK-L, une stimulation de I'ostéoclastogenése ou a une
augmentation de I'activité de résorption des ostéoclastes [65].

De hauts taux d’IL6 et de son récepteur dans le sérum de patients cancéreux ont été montrés
associés a un mauvais pronostic et au développement de métastases osseuses. IL-6 agit positivement
sur la dégradation osseuse notamment en augmentant la production de RANK-L par les ostéoblastes,
en induisant I'expression par les cellules tumorales de plusieurs protéines impliquées dans la
résorption osseuse comme la PTHrP, IL-8, IL-11, RANK-L et COX-2 (Cyclooxygenase-2) et en stimulant
I’expression de DKK-1, un inhibiteur de la formation osseuse [75]. La surexpression d’IL-11 dans les
cellules de carcinome mammaire MDA-MB-231 et MCF-7 induit une augmentation de l'incidence des
métastases osseuses chez les animaux [76]. De méme, I'lIL-11 exprimée dans les tumeurs de patientes
atteintes de cancer du sein corréle avec la survenue ultérieure de métastases osseuses [77]. Dans
leur étude, Park et all, ont mis en évidence que les cellules MDA-MB-231 peuvent induire une
ostéoclastogenese in vitro, via |'expression de GM-CSF. L’invalidation génétique de GM-CSF induit
une inhibition de la formation des métastases ostéolytiques chez les animaux [78]. Enfin, une étude
récente a mis en évidence que le MCP-1 produit par les cellules de cancer prostatique active la
différenciation de précurseurs ostéoclastiques en ostéoclastes capables de résorber I'os [79]. Nous

verrons plus tard que le LPA est capable de contréler I'expression de ces facteurs.

e Les prostaglandines

Les cellules de carcinomes mammaires produisent également une autre classe de molécules pro-
ostéoclastiques, les prostaglandines. La prostaglandine E2 (PGE2) stimule la résorption osseuse en
augmentant I'expression de RANK-L par les ostéoblastes et en inhibant |'expression d’OPG [80].
L’inactivation de COX-2 contréle I'expression des prostaglandines dans les cellules MDA-MB-231 et
bloque la progression des métastases osseuses chez les animaux [80]. Ainsi, un traitement avec des
inhibiteurs de COX-2 (NS-398, MF-tricyclic) inhibe la formation des métastases osseuses induites par

les cellules tumorales d’origine mammaire [80,81].

e LelPA

D’autres évenements cellulaires peuvent survenir au cours de la mise en place de la métastase
osseuse conduisant a la production de facteurs pro-ostéolytiques par les cellules tumorales. Nous

avons montré que les cellules tumorales présentes dans I'environnement osseux induisent une
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sécrétion de LPA par les plaquettes sanguines qui, secondairement, exerce une action mitogene sur
les cellules tumorales et stimule la production par ces cellules des facteurs pro-ostéolytiques IL-6 et

IL-8 [4,5]. Cette partie sera développée un peu plus loin dans le paragraphe C6.

b. Les inhibiteurs de la résorption osseuse

Le remodelage osseux est une balance, il y a un couplage entre formation et résorption osseuse.
La progression d’une métastase ostéolytique indique qu’il y a un découplage entre les deux activités.
Il a été montré dans ce cas que les cellules métastatiques peuvent inhiber la différenciation des
ostéoblastes en agissant simultanément sur les voies de signalisation dépendantes des Wnts et
BMPs. La protéine DKK-1 est un antagoniste de la voie Wnt qui inhibe la différenciation
ostéoblastique [82]. DKK-1 est également exprimée dans la plupart des adénocarcinomes
mammaires hormonaux-indépendants ainsi que dans une lignée humaine hormonaux-indépendante
de cancer du sein MDA-MB-231 qui induit des lésions ostéolytiques chez les animaux [83]. Les
cellules tumorales (sein, prostate) capables d’induire des lésions ostéolytiques chez les animaux
produisent non seulement DKK-1, mais également un facteur soluble Noggin [84]. Noggin est une
protéine antagoniste des BMPs qui interagit directement avec les BMPs ou leurs récepteurs présents
a la surface des ostéoblastes [85,86]. Noggin inhibe les voies de signalisation conduisant a
I'expression des facteurs de transcription Runx-2 et ostérix induites et donc la différenciation
ostéoblastique [83].

D’un point de vue clinique, il a été montré que les taux circulant de DKK-1 sont augmentés chez
les femmes ayant un cancer de sein et des métastases osseuses ainsi que dans d’autres situations
cliniques caractérisées par une ostéolyse importante comme la polyarthrite rhumatoide. Ces
données suggérent que DKK-1 pourrait étre utilisé comme facteur pronostique des pathologies

osseuses ostéolytiques [87,88].

c. La contribution du tissu osseux

Le tissu osseux contribue directement a la croissance tumorale en libérant lors de I'ostéolyse des
facteurs tels que les IGFs, le TGF-B et du calcium ionisé [65]. L'augmentation de la concentration en
calcium dans I'environnement osseux stimule la prolifération des cellules tumorales [89], la
résorption osseuse via la surexpression de la PTHrP par les cellules tumorales [90] et

I'ostéoclastogenése grace a la translocation nucléaire du NFkB [91]. Le TGF-B lorsqu’il est libéré se
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fixe a des récepteurs de haute affinité dits de type Il présents a la surface des cellules permettant
d’activer la voie de signalisation dépendante des protéines Smads et I'expression de protéines pro-
ostéoclastiques (PTHrP, IL-8, IL-11, PGE2) [80]. Il a été démontré que la transfection d’un récepteur
TBRII dominant négatif inhibe I'expression de PTHrP par le TGF-B, in vitro, et inhibe le
développement des métastases osseuses induites par les cellules tumorales MDA-MB-231 [67]. De
plus, I'invalidation de Smad4 ou la surexpression de Smad7 (inhibiteur des protéines Smad2/3) dans
les cellules tumorales, bloque I'expression de PTHrP et d’IL-11 et inhibe la formation des métastases
osseuses in vivo [92,93].

Les protéines du remodelage osseux peuvent aussi avoir un réle dans le développement des
métastases ostéolytiques. En effet, on constate une accélération de la résorption osseuse issue des
cellules de cancer du sein chez les animaux déficients en calcium ou en vitamine D [94,95,96].
Récemment, la déficience en vitamine D a été identifiée dans une étude épidémiologique comme un

facteur a risque pour la progression des cancers du sein [97].

3. Les métastases ostéoblastiques

Les métastases ostéoblastiques sont la résultante d’'une formation osseuse anarchique. Elles
peuvent provoquer des compressions médullaires et des paralysies [2]. Les biopsies osseuses
révelent une augmentation de I’épaisseur et de la connectivité des travées osseuses mais en général
cette formation est de mauvaise qualité avec une quantité accrue d’ostéoide (figure 7). Les cellules
tumorales présentes dans la cavité médullaire sécrétent des facteurs qui stimulent la formation
osseuse et inhibent la résorption osseuse. Certaines molécules comme I'ET-1 (Endothéline-1) et le
TGF-B sont de puissantes stimulatrices de la formation osseuse et jouent un role prépondérant dans
la pathogenese des métastases ostéoblastiques (figure 10) [98]. D’autres facteurs pro-
ostéoblastiques comme les BMPs ont aussi été identifiés comme participant au processus
d’ostéocondensation des métastases osseuses [83,99]. L'AM (Adrénomédulline) est un peptide
vasodilatateur multifonctionnel sécrété par les cellules cancéreuses. Elle se fixe aux récepteurs CRLR
(Calcitonin Receptor like Receptor) couplés aux protéines G et induit des effets mitogéniques sur les

ostéoblastes [100,101].
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Figure 10 : Représentation schématique d’une métastase ostéoblastique. Les cellules tumorales produisent de I'ET-1
et un fragment de la PTHrP (1-23) qui activent les ostéoblastes et inhibent les ostéoclastes. En retour, les IGFs et les BMPs

stimulent la prolifération des cellules tumorales et la production d’ET-1.

a. Endothéline-1

Les endothélines sont impliquées dans la progression de nombreuses tumeurs (prostate, ovaire
etc.) [102]. Au niveau d’une métastase osseuse, ET-1 stimule a la fois la prolifération des ostéoblastes
et inhibe [lactivité des ostéoclastes [98]. Les patients atteints de métastases osseuses
ostéoblastiques issues de cancer de la prostate montrent des taux sériques élevés d’ET-1 [103].
L’administration d’un antagoniste spécifique du récepteur de I'endothéline-1 réduit la survenue de
métastases osseuses ostéoblastiques dans un modéle murin et réduit la morbidité chez les hommes
atteints d’un cancer prostatique avancé [103,104]. L’endothéline-1 serait capable de jouer sur la voie
de signalisation Wnt en supprimant son inhibiteur DKK-1 entrainant une augmentation de la
différenciation des ostéoblastes [105]. De plus I'ET-1 est capable de stimuler directement Ia

prolifération des cellules tumorales qui possedent elles aussi des récepteurs a I'ET-1 [106].
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b. PSA et PTHrP

La PSA (Prostate-Specific Antigen) participerait également a la physiopathologie des métastases
ostéoblastiques. La PSA est une protéase pouvant cliver la PTHrP générant un fragment mitogene
capable de protéger les ostéoblastes de I'apoptose mais incapable de stimuler les pré-ostéoclastes,
bloquant ainsi la résorption osseuse induite par la tumeur [83]. La PSA est aussi capable d’inhiber la
sécrétion de RANK-L, de stimuler la production d’OPG par les ostéoblastes et d’induire I'apoptose des
précurseurs ostéoclastiques [107,108]. Enfin on retrouve des taux circulants élevés d’OPG chez les
patients ayant un cancer de la prostate associé a des métastases ostéocondensantes suggérant que
cet inhibiteur de RANK-L pourrait intervenir dans la formation de ce type de métastases en bloquant

I’ostéoclastogenése [106].

c. Autres facteurs

La formation des Iésions ostéoblastiques est précédée par une phase de résorption osseuse qui
conduit a la libération d’un grand nombre de facteurs de croissance (TGF-B, IGFs, PDGF). En plus de
son activité mitogeéne sur les cellules tumorales, le TGF-B régule également I'expression de Runx-2 et
d’ET-1 [83]. Le PDGF, le VEGF et les IGFs synthétisés par les cellules tumorales ou présents au site
osseux exercent également une action positive sur les ostéoblastes et participent a I'établissement
de métastases ostéocondensantes [83,101]. A titre d’exemple, les cellules de carcinome mammaire
MDA-MB-231 transfectées pour exprimer PDGF-BB vont former des métastases mixtes au lieu
d’induire uniqguement des lésions ostéolytiques [109]. On va aussi constater une diminution de la
formation des métastases ostéoblastiques induites par les cellules prostatiques C4-2B des lors que
I’on traite les animaux avec un inhibiteur d’un récepteur du VEGF [110].

On peut aussi envisager que I'axe ATX/LPA pourrait étre aussi impliqué dans la formation des
métastases ostéoblastiques. En effet les ostéoblastes sont capables de répondre au LPA. Cette partie

sera développée dans le paragraphe C6.
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C. Autotaxine (ATX) et acide lysophosphatidique (LPA)

1. L’acide lysophosphatidique

L'acide lysophosphatidique (1- or 2-acyl-sn-glycerol-3-phosphate) est le plus simple des
phospholipides. Durant plusieurs décennies, le LPA ne fut considéré que comme un intermédiaire
métabolique de la synthése des phospholipides membranaires. La premiére démonstration que le
LPA est un lipide bioactif a été réalisé par W. Vogt. Son étude a montré que ce phospholipide était
impliqué dans I'effet vasoconstricteur induit par des extraits d’intestin de grenouille sur des cellules
musculaires lisses de lapin [111]. Il fut rapidement montré que les voies de signalisation activées par
le LPA résultaient de la mise en jeu de récepteurs a la surface de la cellule [112,113]. Le premier
récepteur ne fut cloné qu’en 1996 [114]. En 1986, I'équipe de Tokumura a été la premiere a reporter
que le LPA était produit dans le plasma par une enzyme appelée lysophospholipase D (lysoPLD) [115].
Puis quelques années plus tard, deux groupes ont identifié la lysoPLD comme étant I'autotaxine a

partir du plasma humain et du sérum de veau feetal [116,117].

a. Structure biochimique du LPA

Le LPA est constitué d’un squelette glycérol possédant un groupement hydroxyle en position sn-
2 (ou sn-1), un groupement phosphate libre en position sn-3, et un acide gras en position sn-1 ou (sn-
2) (figure 11). Derriére le terme LPA se cache en fait toute une série d’analogues structuraux qui

différent par la longueur de la chaine carbonée et le degré de saturation de cette méme chaine [118].

Figure 11 : Représentation de la molécule de LPA (1 Oleoyl-LPA).

Dans le sérum et le plasma, le LPA n’est pas sous forme libre, mais associé a des protéines de
transport telles que I'albumine ou a la gelsoline et aux lipoprotéines de faibles densités [119,120]. La

différence d’affinité du LPA pour ces protéines génere probablement une diversité dans sa
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biodisponibilité. Cela permet d’envisager I'hypothese que, dans I'organisme, I’activité du LPA puisse
étre régulée par ces protéines en fonction des besoins physiopathologiques. Les enzymes impliquées
dans la synthese et la dégradation du LPA sont sans aucun doute capables, elles-aussi, de contréler

sa biodisponibilité et son action physiologique.

b. Production de I'acide lysophosphatidique

Les plaquettes activées, les fibroblastes, les cellules épithéliales, les adipocytes, les
microvésicules des érythrocytes et certaines cellules cancéreuses sont aussi a l'origine de Ia
production de LPA [63,121,122]. Le LPA peut étre formé a partir de différents précurseurs incluant la
LPC (lysophosphatidylcholine) [116], le PA (Acide Phosphatique) [123], et le MAG (Monoacylglycérol)
[124] (figure 12).

e Production de LPA par I'autotaxine (ATX)

La concentration sérique de LPA est de I'ordre du micromolaire (5uM) [122]. Il a été montré
que l'autotaxine est a I'origine du LPA présent dans la circulation sanguine. Le sérum et le plasma
dépourvus d’autotaxine présentent une production de LPA complétement absente [125,126].
L’équipe d’Umezo-Gotto, en 2002, a montré que grace a son activité lysoPLD, I'autotaxine hydrolyse
le LPC, permettant la libération du groupement choline et la formation de LPA [116]. Le LPC semble
étre le substrat majeur de I'autotaxine. Il est libéré notamment par les plaquettes activées [127] et
est retrouvé en abondance, surtout sous une forme liée a I'albumine, dans divers liquides biologiques
contenant aussi du LPA: sérum (= 200 puM), ascites, liquide folliculaire, milieux extracellulaires
[128,129,130]. Le LPC est aussi détecté dans le milieu de culture de cellules tumorales [116]. Dans le
plasma, le LPC est synthétisé principalement a partir de la PC (Phosphatidylcholine) contenue dans
les lipoprotéines sous l'action de la LCAT (Lécithine-Cholestérol-Acyl-Transférase) et de la PLA1
(phospholipase A1) [127,131]. Le foie sécréte aussi du LPC insaturé, qui est synthétisé par la PLA1
[132].

e Production de LPA par les phospholipases

Les PLA1 et PLA2 hydrolysent la chaine d’acide gras du PA en position sn-1 ou sn-2

respectivement pour former du LPA [123,133,134]. Le PA est présent dans les microvésicules
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membranaires. Il est généré a partir de phospholipides ou de diaglycérol par la phospholipase D
(PLD) ou la diacylglycérol kinase (DGK) respectivement. L'implication d’'une phospholipase dans la
production extracellulaire de LPA nécessite la présence de PA sur le feuillet externe de la membrane
plasmique ou dans le milieu extracellulaire. Dans des conditions normales, le PA se trouve
majoritairement sur le feuillet interne de la membrane plasmique [135]. Par contre dans des
conditions inflammatoires, les membranes de certaines cellules (plaquettes, érythrocytes) peuvent
subir de profonds remaniements (flip-flop, production de micro vésicules), rendant le PA accessible

[131].
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Figure 12: Représentation de voies de synthése du LPA. Le LPA peut étre produit soit a partir de PA sous
I'action de la PLA1 ou de la PLA2, soit a partir de LPC sous I'action de I'autotaxine qui posséde une activité

lysoPLD (P : groupement phosphate, X : groupement choline).

42



c. Dégradation du LPA

Parallelement a sa synthése, le LPA subit également un catabolisme intense. Le LPA peut étre
dégradé en MAG par des phosphatases mais peut aussi étre converti en PA sous I'action de la LPAAT
(LPA-acyltransferase) et en glycérol-3-phosphate sous I'action de lysophospholipases spécifiques du
LPA comme celle purifiée a partir du cerveau de rat [136,137].

Deux classes de phosphatases hydrolysent le LPA : les LPPs (Lipides Phosphates phosphatases) et
les PAPs (Prostatiques Acide Phosphatase) [138,139]. Une dérégulation de ces protéines a été décrite
dans le cadre de cancers ovariens et de la prostate [140,141]. La tres grande majorité (plus de 90 %)
de I'hydrolyse du LPA correspond a sa déphosphorylation par des LPPs. Une modification de leur
expression ou de leurs activités se traduisent par une variation de I'activité biologique du LPA [142].
Par exemple la surexpression de LPP3 dans le cancer ovarien inhibe la formation de colonies et cet
effet est contrebalancé par un analogue du LPA non hydrolysable [141]. De plus, les concentrations

¥t La demi-vie

de LPA dans le plasma sont élevées chez les souris hypomorphiques LPP1 (Ppap2a
du LPA plasmatique est d’environ 12 minutes chez les souris hypomorphiques LPP1 et de 3 minutes
dans les souris controles [143]. Ceci démontre que LPP1 serait impliquée dans le rétrocontréle du
LPA circulant. Cependant les souris transgéniques qui sur-expriment LPP1 développent de nombreux

problémes organiques mais pas d’altération du niveau de LPA circulant [144].

2. Lesrécepteurs du LPA

La multiplicité d’action du LPA sur une grande variété de cellules peut s’expliquer par le fait que
ce lysophospholipide est capable de se lier a un grand nombre de récepteurs présents a la surface
cellulaire. La plupart des actions du LPA passe par des GPCR (Récepteurs couplés a des protéines G)
spécifiques du LPA. Le premier récepteur décrit fut identifié et cloné par le groupe de Jerold Chun
qui, en recherchant les récepteurs couplés aux protéines G impliquées dans le développement du
cortex cérébral dans I'embryon de souris, a découvert un récepteur orphelin dont I'expression était
restreinte a la zone ventriculaire (vzg-1) [114]. Actuellement, un panel important de récepteurs
avérés ou potentiels du LPA a été décrit incluant le récepteur de type nucléaire PPARy (Peroxisome

Proliferator Activated Receptor gamma) (tableau 1) [145].
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a. Structure et distribution des récepteurs du LPA

A l'exception de PPARy, tous les récepteurs du LPA sont constitués de sept domaines
transmembranaires, une extrémité N terminale extracellulaire et une extrémité C terminale
intracellulaire. lls se lient a des protéines G de type hétérotrimérique (afy) par leur domaine
cytoplasmique. Le troisieme domaine semble jouer un réle important dans cette fixation. En
fonction de la composition en acides animés des domaines cytoplasmiques, le récepteur va pouvoir
interagir avec différentes sous-unités a (G;, G;, G, et Gy,) et permettre I'activation de multiples voies
de signalisations intracellulaires (décrites dans le paragraphe suivant) (figure 13). Les récepteurs du
LPA peuvent étre divisés en deux groupes: les récepteurs de la famille Edg (Endothelial

differentiation Gene) et les récepteurs purinergiques.

Le premier récepteur de la famille Edg, LPA; a été appelé Edg-2 de part sa forte homologie de
séguence avec un récepteur orphelin spécifiqguement exprimé par les cellules endothéliales
lorsqu’elles sont activées par le PMA (phorbol myristic acetate), Edg-1. Depuis cette famille de
récepteurs membranaires s’est agrandie incluant aussi des récepteurs pour un autre
lysophospholipide, la S1P (Sphingosine-1 Phosphate) qui présente une structure voisine de celle du
LPA. Les récepteurs spécifiques du LPA de la famille Edg (LPA,/Edg2, LPA,/Edg4, LPA;/Edg7)
possedent des domaines transmembranaires trés homologues (86%). LPA; est exprimé dans la
plupart des tissus et de facon relativement importante au niveau du systéme nerveux et du cceur.
LPA, est exprimé principalement dans les poumons, les reins et le systéme nerveux alors que LPA; est
surtout retrouvé au niveau du cceur, du cerveau, des poumons, des organes reproducteurs et du rein

[146].

La deuxieme famille des récepteurs au LPA est apparentée a la famille des récepteurs
purinergiques, capables d’étre stimulés par des nucléotides tels que I’ATP et 'ADP. Parmi ceux-ci
LPA,/P2Y9 est exprimé au niveau des ovaires, du cerveau, du pancréas et du thymus et semble étre
impliqué dans I'embryogenése [147,148]. LPAs;/GPR92 est exprimé a un niveau basal dans de
multiples tissus [149]. Récemment, d’autres GPRC orphelins ont été publiés comme nouveaux
récepteurs du LPA : LPA¢/P2Y5, GPR87, P2Y10 et GPR35 [150,151,152,153]. LPAs/P2Y5 est le seul
récepteur du LPA a étre impliqué directement dans une pathologie humaine régulant la croissance
des cheveux [151]. GPR87 et P2Y10 augmente la mobilisation du calcium intracellulaire [150,152].

P2Y10 présente la particularité de se lier potentiellement au LPA eta S1P [150].
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Le LPA semble aussi étre un ligand du récepteur intracellulaire PPARy déja décrit pour lier
d’autres médiateurs lipidiques [154]. La stimulation de PPAR-y par le LPA a été montrée liée a la
prévention de I'endotoxémie dans les organes [155]. Cependant la réalité physiologique de la liaison

du LPA au PPARYy est controversée.

b. Voies de transduction du signal

Les récepteurs membranaires du LPA activent un grand nombre de voies de transduction du
signal en fonction de la nature des protéines G auxquelles ils sont couplés (G, G;, Gs, Giy/13) (figure
13) [145]. LPA; et LPA, se couplent et activent trois types de protéines G: G; Gy et Giyis
[157,158,159,160]. LPA; se lie avec G; et G, mais pas a Gyy/13 [158]. La surexpression de LPA, dans les
cellules induit des changements morphologiques au travers de I'activation de la voie de signalisation
Giy13 [147,161], I'accumulation intracellulaire de 'AMPc a travers G, I'activation de Rho et la
mobilisation du calcium a travers G, et G; [147,161]. Le LPA induit une rétractation des neurites et
des fibres de stress dans les cellules exprimant LPA; couplé a Gi,/13 et une activation des niveaux de
calcium par G4 [149] , une augmentation de I’AMPc et du phosphate inositol [149,162].

Récepteurs du LPA

|

K '
i1 |

Pa2/44
Ca** PKC Akt  Rac MAPK AMPc ROCK

Figure 13 : Voies de signalisation majeures activées par le LPA. Le LPA transmet ses signaux par I'intermédiaire de
récepteurs liés a quatre protéines G hétérotrimériques (Gq, Gi, Gs, Gy,/13), qui elles-mémes activent les petites protéines G
(Rac, Ras, Rho), la phospholipase C (PLC), I'adhénylate cyclase (AC) et AKT, conduisant a la migration, la prolifération, la

contraction et la survie cellulaire.
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L’activation de la protéine trimérique G, stimule la PLC (Phospholipase C) qui hydrolyse le PiP2
(Phosphatidylinositol-biphosphate) libérant du DAG (Diaglycérol) et I'lP3 (Inositol-triphosphate) qui
vont agir comme seconds messagers, notamment en induisant une élévation du calcium
intracellulaire et I'activation de la PKC (Protéine Kinase C). Une augmentation des concentrations en
calcium cytoplasmique induit divers stimuli comme I’activation de nombreuses protéines dont la
calmoduline et la PKC dont les activités sont impliquées dans des processus variés tel que I'apoptose,
le cycle cellulaire et I'expression de génes. Les récepteurs G, peuvent aussi induire la prolifération
cellulaire. En effet I'activation de la PLC, Ca2+ ou PKC est généralement suffisante pour induire la
prolifération cellulaire. L'interaction avec la protéine G; permet |'activation des petites protéines G,
Ras et Rac amenant a I'activation de la cascade des MAPK (Mitogen Activated protein Kinase) réglant
la prolifération cellulaire et la migration cellulaire, respectivement. De plus, I'activation de la protéine
G; régule également |'activité de la phospholipase B (AKT) qui contréle la survie cellulaire et induit
I'inhibition de I'adénylate cyclase. Le LPA peut aussi activer la protéine de type G,, augmentant de la
concentration intracellulaire d’AMP cyclique, par une voie dépendante de I'activation de I'adénylate
cyclase [163]. Enfin les récepteurs du LPA sont capables d’activer la protéine Gi,:3 et par
I'interaction avec le facteur Rho-GEF d’induire I'activation de la petite protéine G RhoA et induire la
contraction cellulaire et donc la mobilité cellulaire [164]. Bien que la signalisation, passant par RhoA,
soit considérée comme la plus relevante pour induire le contrdle du cytosquelette d’actine, elle peut

aussi collaborer avec Ras au niveau de la progression du cycle cellulaire.

A I'énoncé de I'ensemble des voies de signalisations mobilisées par I'interaction du LPA avec ses
récepteurs, on se rend compte de la complexité de I'activité biologique du LPA. Cependant ce n’est
pas tout. En effet, il existe un deuxiéme niveau de complexité dans les effets cellulaires induits par le
LPA. En plus de son réle en tant que médiateur extracellulaire, le LPA peut agir également comme
messager intracellulaire en activant des récepteurs nucléaires. Le LPA peut notamment se lier a
PPARy et induire la transcription de génes impliqués dans le remodelage vasculaire [154]. Enfin, il a
également été montré que le récepteur LPA; peut étre transloqué dans le noyau ol grace a sa
fixation au LPA, il pourrait réguler la transcription de protéines impliquées dans I'inflammation

comme la COX-2 et la nitrique oxyde synthase [165].

Dans un contexte approprié, ces voies de signalisation sont capables d’interagir les unes avec les
autres pour réguler la différenciation, la mobilité, la prolifération et la survie cellulaire en activant de
nombreux génes précoces et tardifs. Il est intéressant de garder a |'esprit que I'existence d’une

cellule dépourvue de récepteur du LPA est virtuellement impossible.
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c. Spécificité de ligand

La structure du LPA varie selon sa composition en acide gras [166]. Dans le sérum plus de 80% du

LPA présent sont sous forme insaturée [167]. Les especes de LPA biologiquement actives sont celles

qui contiennent un acide gras a chaines longues (C16 a C18)[168]. Les formes de LPA avec un acide

gras insaturé sont plus actives que les saturées [166].

La forme du LPA semble influencer sa liaison avec les différents récepteurs (tableau 1). PPAR-y

est exclusivement activé par les formes insaturées. LPA;, LPAg et GPR35 semblent préférentiellement

reconnaitre la position de |'acide gras sur le squelette glycérol (sn2>sn1). LPA; ne répond pas a toutes

les formes de LPA mais possede une forte affinité pour le 2-acyl-LPA contenant des acides gras

insaturés [133,163]. Le LPA, a la plus grande affinité pour le LPA 18 :1 [169].

Cette affinité spécifique des récepteurs pour différentes formes de LPA laisse penser qu’il existe

encore un niveau supplémentaire de complexité tissu/organe spécifique dans les signalisations

induites par le LPA en fonction de la prévalence de tel ou tel type de récepteur.

Geéne localisation Affinités du LPA

LPA1 (VZG-1, EDG2, GPR26)
LPA2 (EDG4)

LPA3 (EDG7)

LPA4 (GPR23, P2Y9)

LPA5 (GPR92, GPR93)
LPA6 (P2Y5)

GPR87 (GPR95, FKSG78)
P2Y10

GPR35

PPARY

LPAR1/9g32 18:2>18:3>20:4>18:1> 16:0>18:0
LPAR2/19p12 18:3>20:4>18:2 =18:1>18:0>16:0> 0:0
LPAR3/1p22.3-p31.1 18:3>18:2>18:1>20:4>18:0>16:0

LPAR4/Xq13-g21-1 18:1>18:0>16:0>14::0

LPAR5/12p13.21 16:0>18:3>18:2>18:1=16:0=20:4

LPAR6/13q14 18:2>sn2-18:1>sn1-18:1>20:4>18:0>16:0>14>0
GPR87/3q24 18:1

P2YR10/Xq21.1 18:1, S1P

Sn2-18:2>sn2-18:1>sn2-20:4>sn1-18:1

LPA insaturés

Tableau 1 : Nomenclatures et spécificités des récepteurs du LPA [166]

3. Les effets cellulaires du LPA

Le LPA exerce une trés grande diversité d’activités sur une trés large variété de cellules,

I'impliquant dans un nombre important de processus physiologiques (tableau 2) [170]. Certaines des

activités du LPA sont rapides et indépendantes de la synthése protéique telles que le changement
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morphologique, la mobilité, la chimiotaxie, I'invasion cellulaire. D’autres ont des effets a plus long
terme car ils sont liés a la transcription de génes tels que la stimulation du cycle cellulaire,
I’'augmentation de la viabilité, la production de facteurs de croissance (VEGF), d’interleukines (IL6 et
IL8) qui peuvent agir comme facteurs autocrins ou paracrins sur les cellules elles-mémes ou sur

I’environnement [63].

Réles physiologiques du LPA

Systéme nerveux Développement :
Prolifération et différenciation des cellules progénitrices neurales
Neurogenese, survie neuronal
Myélination
Prolifération des astrocytes
Différenciation des oligodendrocytes
Changement morphologique, prolifération, survie des cellules de Schwann

Systéme vasculaire Vasculogenése/ angiogenése

Hémorragie du cortex frontal dans LPAr1-/- et LPAr1-/-LPAr2-/-
Défaut sévere de vascularisation dans les KO ATX

Maintient de la vascularisation

Vasorégulation :

Hypertension et hypotension

Mort des cellules endothéliales

Perte de I'intégrité vasculaire

Systéme immunitaire Fonctions des cellules T :

Chemotaxie, Production de cytokines, Apoptose
Trafficking (ATX)

Fonctions des cellules dendritiques :
Maturation, Chemotaxie

Systéme reproductif Implantation de I’embryon :

Implantation dans I'espace et le temps
Régulation des voies de synthése de la prostaglandine

Spermatogenése :
Survie des cellules germinales

Mobilité des spermatozoides

Tableau 2 : Role physiologiques des signaux induits par le LPA [170]
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4. L’autotaxine (ATX)

L’autotaxine est une glycoprotéine identifiée comme un facteur de mobilité autocrin de 125 kDa
dans le milieu conditionné des cellules de mélanome A2058 humain par I'équipe de Mary L. Stracke
[171]. Les niveaux d’expression de I'autotaxine sont tres variables en fonction des différents tissus
chez 'homme. Les expériences de northern blotting montrent que I'expression la plus élevée
d’ARNm pour I'autotaxine est retrouvée dans le cerveau, le placenta, les ovaires, I'intestin gréle et les
tissus adipeux. Un niveau d’expression plus faible est détecté dans la prostate, les testicules, le
pancréas, le colon, le poumon et les reins, et le niveau d’expression d’autotaxine le plus bas est
observé dans le coeur et le foie [172]. L'autotaxine est abondamment exprimée dans différents

fluides comme le plasma, le sérum, I'urine, les fluides séminaux et les fluides cérébrospinaux.

a. Famille des NPPs

L'autotaxine, appelée aussi NPP2, appartient a la famille des NPPs (Nucléotides
Pyrophosphatases Phosphodiestérases). Cette famille est composée de 7 membres (NPP1-7) (tableau
3). En régle générale, les NPPs hydrolysent les ponts pyrophosphates et phosphodiesters des
nucléotides tels que I'ATP et leurs dérivés. L'autotaxine se distingue des autres protéines de cette
famille car c’est la seule a posséder une activité lysoPLD permettant la synthése de LPA a partir du

LPC [132,173].

Protéines Substrats

NPP1 (PC-1, MAFP, NPPase, NPPy) Nucléotides et dérivés
NPP2 (Autotaxine, PD-la, NPPa) Nucléotides et dérivés, LPC
NPP3 (gp130°**®, B10, PD-1B, NPPB, CD203C) Nucléotides et dérivés

NPP4 Nucléotides et dérivés

NPP5 Nucléotides et dérivés

NPP6 Choline phosphate esters, LPC, Glycerophosphorylcholine
NPP7 (alk-SMase) LPC, Sphingomyelin

Tableau 3 : Substrats des NPPs [174]

Les NPPs ont des structures trés similaires avec un large domaine catalytique (figure 14). Les
membres de la famille des NPPs montrent 40-50% d’acides animés identiques dans leurs domaines

extracellulaires. L’autotaxine, contrairement aux autres membres de la famille des NPPs, est une
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protéine sécrétée. Elle posséde un domaine hydrophobique en N-terminal, qui fonctionne comme un
peptide signal. L'autotaxine est synthétisée sous la forme d’une pré-pro-enzyme par clivage du
peptide signal suivi par un second clivage par des pro-protéines convertases telles que les furines au
site de clivage spécifique (Arg-lle-Lys-Arg, acides animés de 32 a 35) [175,176]. Elle est ensuite
exportée de facon classique et sécrétée comme une glycoprotéine active. Il a aussi été suggéré que
la partie C-terminale de l'autotaxine serait impliquée dans sa sécrétion puisque les mutants pour

lesquels les douze derniers acides animés ont été supprimés ne sont pas sécrétés [177].

i 4
1

nepl (ypen) L ALl 1l I

NPP2/ATX (sécrétée) %§ L il Il 11 ]

NPP3 (type I1) | :-E')I 1111 11 I

NPP4  (type ) I 1 1] , adi
-t [] bomaine somatomédine B

NPP5 (type 1) 11 [] bomaine catalytique

l |
e ~ .
NPP6 {type 1) O | N D Domaine nucléase
®g® Ancre GPI
NPP7 (type |) | 1
==

Figure 14 : Domaines de structures des NPPs (NPP1 a NPP7). Les sept NPPs possédent un domaine catalytique
structurellement similaire. NPP1 et NPP3 ont une orientation de type Il (dirigés vers I'extérieur de la cellule) alors que NPP4

a 7 sont de type | (dirigés vers I'intérieur de la cellule). NPP2/ATX est la seule protéine sécrétée de cette famille [178]

b. Description de la structure/fonction de I’autotaxine

La séquence primaire de l'autotaxine permet de prédire la présence de deux domaines
somatomedine-B (SMD) riches en résidus cystéines dans sa partie N-terminale (figure 14). Le premier
domaine présente plusieurs résidus similaires aux domaines somatomedine—B de la vitronectine
essentiels a la fixation de PAI (Plasminogen Activator Inhibitor 1) cependant il semblerait que les
domaines SMD d’ATX ne présenteraient pas d’affinité pour PAI [179]. Le domaine catalytique de
I'autotaxine (environ 400 acides animés) responsable de I'activité lysoPLD et phosphodiestérase
présente des similarités avec le domaine catalytique des phosphatases alcalines [173,180]. Des
études ont montré que la mutation d’un seul acide animé, la thréonine 210, entrainait la perte des
deux activités [181]. Le domaine nucléase d’ATX, situé en C-terminal est structurellement similaire
celui de certaines endonucléases mais ATX ne possede pas d’activité nucléasique. Il contient un

domaine MORPHO avec un motif EF-hand fonctionnant indépendamment de I'activité d’ATX
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[182,183], et pouvant inhiber I'adhésion des oligodendrocytes a la matrice extracellulaire [182]. Les
motifs EF-hand sont considérés comme les plus communs des motifs liant le calcium aux protéines
[184] mais I'activité catalytique d’ATX dépendant des cations divalents est indépendante de ce motif
[185].

L’autotaxine est une protéine glycosylée et le niveau de glyscosylation semble jouer un réle
important dans son activité. L'autotaxine est N-glycosylée en trois sites: N410, N524, et N542
[186,187]. La glyscosylation N524, un résidu conservé du domaine catalytique, est essentielle pour
I'activité d’ATX. La structure tridimensionnelle de I'autotaxine est aussi importante. La N542 serait
importante dans la stabilisation de I'interaction entre le domaine catalytique et le domaine nucléase
[186]. Un pont disulfure entre C413 et C805 semble aussi étre important pour I'activité catalytique

de la protéine [177].

c. Gene et isoformes

Chez I'homme, le géne codant pour I'autotaxine est composé de 27 exons. L'épissage alternatif
de ce géne conduit a la formation de trois isoformes différents dans leur localisation d’expression
(figure 15). La forme la plus abondante, ATXt, est composée de 863 acides animés et est identique a
la lysoPLD du plasma. Elle a été originairement isolée a partir des cellules humaines de
tératocarcinome NterD1 [172]. La deuxiéme forme, ATXm, est exprimée essentiellement par les
cellules de mélanome. Elle est composée de 915 acides animés grace a une insertion trés basique de
52 acides animés au niveau du domaine catalytique. La signification physiologique de cette insertion
reste inconnue mais fait apparaitre un site protéase (KVAPKRR) en position 341 qui pourrait rendre la
protéine tres instable [172,188]. Le troisieme isoforme, PD-la, la moins exprimée, est composé de
888 acides animés grace a une insertion de 24 résidus a c6té du domaine nucléase. Elle est localisée

dans le cerveau au niveau des oligodendrocytes [189,190].
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Figure 15 : Structure des différents isoformes de I’autotaxine. Les isoformes d’ATX sont composés de deux domaines

somatomedine-B, d’un domaine catalytique contenant le site actif en position T210 et d’'un domaine nucléase.
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d. Activités de I'autotaxine

e Activité catalytique de I'autotaxine : activité lysoPLD

L’autotaxine est une phospholipase D mais elle differe des formes classiques par I'absence de
motif HDK, le centre catalytique des PLD classiques, important dans I’"hydrolyse du PC [115,116].
L’équipe d’Umezo-Gotto, en 2002, a montré que grace a son activité lysophospholipase D,
I'autotaxine hydrolyse la LPC permettant la formation de I'acide lysophosphatidique (LPA) [116].
L'affinité d’ATX pour le LPC est supérieure aux nucléotides suggérant que le LPC est le substrat
physiologique préférentiel d’ATX [116]. L'autotaxine a été décrite comme étant la source majeure de
formation de LPA dans le sérum. En effet, les souris hétérozygotes pour I'invalidation d’ATX montrent
une diminution d’environ 50% de I'autotaxine et de la production du LPA circulant [125,191]. De plus,
la déplétion de I'autotaxine dans des sera entraine une absence d’activité lysoPLD et de production
de LPA dans ceux-ci [125,126].

In vitro I'autotaxine hydrolyse aussi le sphingosylphosphorylcholine pour produire de la S1P
(shingosine 1 phosphate), un autre lysophospholipide médiateur de diverses activités biologiques
[192]. Cependant la réalité physiologique in vivo de la production de S1P par ATX est discutable. En
effet les souris invalidées pour I'autotaxine ne présentent aucune diminution du S1P circulant [191].
Dans des conditions anhydres, I’autotaxine peut aussi produire du PA cyclique, un analogue du LPA a
partir de LPC en utilisant le résidu hydroxy en position sn-2 [126]. Le cPA est un constituant du sérum

humain, et joue un réle antiprolifératif et anti-invasif sur les cellules cancéreuses [193].

e Activité non catalytique d’ATX

L’autotaxine posséde une activité non catalytique a travers son domaine MORPHO. Ce domaine
inhibe I'adhésion des oligodendrocytes aux protéines matricielles comme la fibronectine et facilite
leur maturation [183]. Le domaine MORPHO entraine la déphosphorylation de la Tyr 925 de FAK
(Focal Adhesion Kinase) et stimule la redistribution de la paxilline et de I'a-actinine au niveau des
complexes d’adhésion focaux. Les effets sur la distribution de la paxiline peuvent étre mimés par un
peptide représentant la région EF hand loop, suggérant que le motif EF est suffisant et nécessaire
pour les effets du MORPHO domaine [182,185]. Les adhésions focales permettent le lien entre le
cytosquelette et la matrice extracellulaire. Pour controler le remodelage cellulaire, les adhésions

focales sont en constant remaniement [194]. L'autotaxine par son domaine MORPHO régule la

52



dynamique des adhésions focales et des oligodendrocytes. Est-ce que cette activité est spécifique des
oligodendrocytes ou peut-elle étre étendue a d’autres types cellulaires est une question qui reste

ouverte.

e Régulation d’ATX

L'autotaxine circulante connait un rapide renouvellement, son expression est stimulée par
certains facteurs de croissance comme I'EFG (Epidermal Growth Factor), le FGF, la BMP-2 et Wnt-1 et
est inhibée par le TGF-B, IL-1, IL-4 et IFN-y (Interferon gamma) [145,195]. L’autotaxine est aussi
régulée dans les cancers. Par exemple dans le cas du cancer du sein, Chen et coll. ont observé que
I'intégrine a3, régulait I'expression de I'autotaxine en agissant sur le facteur de transcription NFAT-1
(Nuclear Factor of Activated T-cells 1) [196]. Lors la transformation des fibroblastes de poulets par
I'oncoprotéine v-Jun, une forme mutante de c-Jun, il a été montré que parmi les genes dont
I’expression est modifiée, celui de I'autotaxine présente le niveau d’augmentation d’expression le

plus élevé (107 fois) [197].

5. Axe ATX/LPA et pathologies

a. Invalidation de I’axe ATX/LPA : souris transgéniques

Les souris invalidées pour le gene de l'autotaxine ne sont pas viables et meurent au stade
embryonnaire 10.5 d a leur incapacité a former leurs propres vaisseaux sanguins au niveau du sac
embryonnaire, du placenta et de 'embryon lui-méme [198,199,200]. Aucune des invalidations des
récepteurs du LPA (LPA,, LPA,, LPA;, LPA,;) ne montrent cette létalité (tableau 4). Cependant les
souris LPAr1”" montrent une létalité périnatale de 50% certainement due a des défauts olfactifs
entrainant des problémes d’allaitement. Le double KO LPA,/LPA, et le triple KO LPA,/LPA,/LPA; sont
aussi viables [201,202]. Ceci suggére que |'action d’ATX sur la formation de nouveaux vaisseaux passe
par d’autres récepteurs. Récemment, il a été décrit que les souris LPAr4” montreraient un
phénotype ressemblant au KO de l'autotaxine avec des défauts du développement du sac
embryonnaire [203]. Cependant contrairement a linvalidation de I'autotaxine, certains de ces
animaux sont viables ce qui suggére la mise en place de mécanismes d’adaptation chez les animaux

viables.
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Les souris LPA1r” présentent des dimorphismes craniaux-facials et ont une taille réduite mais
sont fertiles. L'invalidation de LPA; entraine des retards dans le développement cérébral et une
augmentation de |'apoptose des cellules de Schwann du nerf sciatique [204,205,206]. Une petite
partie des embryons développe une exencéphalie (environ 5%), une hémorragie céphalique frontale
(2.5%) et des défauts séveres de développement cortical. Compte tenu de leurs comportements,
ces animaux constituent également un modéle d’étude pour la skyzophrénie [207]. Les souris LPAr1”"
développent moins de fibrose rénale et pulmonaire que les souris sauvages démontrant

I'importance de ce récepteur dans ces pathologies [208,209].

Les animaux LPAr2”" ne semblent pas avoir de phénotype majeur. Les études révélent que
I'invalidation de ce récepteur conduit a des effets anti-apoptotiques et protecteurs contre les
irradiations aux rayons X. Les souris hétérozygotes pour LPA, montrent une diminution de
production de la PGE2 par les cellules épithéliales de la trachée en réponse au LPA pouvant impliquer

LPA, dans le développement des inflammations allergiques des voies respiratoires [210].

La double invalidation des récepteurs LPA, et LPA, ne génere pas de phénotype essentiellement
différent de I'invalidation du seul récepteur LPA; hormis une exacerbation des hématomes frontaux
[201]. Cependant, I'analyse de la sensibilité au LPA de fibroblastes issus d’embryons de ces souris,
montre que la double invalidation LPA;/LPA, est nécessaire pour entrainer une perte compléte de
I’effet du LPA sur certaines réponses cellulaires (production d’inositol phosphate, mobilisation du
calcium, activation de la synthése d’ADN) [201]. Ainsi, bien que le récepteur LPA, ne soit pas essentiel
au développement de la souris, il semble agir de facon redondante avec le récepteur LPA; pour
transmettre le signal LPA. Enfin ces souris sont partiellement protégées contre les hyperplasies
néointimales induites, ce qui suggére que ces récepteurs ont un role dans la migration des cellules

musculaires lisses dans un contexte de pathologie vasculaire.

Les souris LPAr3”" sont viables mais les femelles montrent des défauts dans leur systéme
reproducteur. L'invalidation de LPA; entraine une forte diminution de la COX-2 conduisant a une
implantation embryonnaire retardée, un espacement embryonnaire altéré, une hypertrophie
placentaire et une diminution de taille des portées [211]. Malgré I'expression de LPA; dans le cortex
frontal, I'hippocampe et les amygdales, aucun phénotype n’a été reporté dans le systeme nerveux a

I’heure actuelle [163].
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Récemment une étude a montré que les souris LPArd” développent des défauts de

vascularisation, entrainant une létalité partielle des embryons durant la gestation. L’étude des

animaux viables a I’dge adulte a mis en évidence des défauts de néo-vascularisation par les cellules

endothéliales. Ces résultats indiquent que LPA, régule la structure et la fonction des vaisseaux [203].

Les souris LPA, semblent aussi avoir un phénotype osseux, avec une augmentation du volume

trabéculaire. LPA, inhibe la différenciation ostéoblastique (voir paragraphe Céb) [212]. LPA, agit

contrairement aux autres récepteurs en tant qu’inhibiteur de la migration et de I'invasion des MEF

(mouse embronic fibroblaste) en réponse au LPA [213].

Phénotypes KO/mutations

Fonctions biologiques révélées

Lpal

Lpa2

Lpa3

Lpad

P2Y5
ATX

50% létalité périnatale

Réduction de la taille

Dysmorphisme cranio-facial

Réduction du poids du cerveau

Défaut de succion

Augmentation d’apoptose des cellules de Schwann

Défaut du développement cortical

Pas d’anormalité

Probleme d’implantation embryonnaire

Létalité embryonnaire partielle (défaut de
vascularisation)

Augmentation du volume trabéculaire osseux

Létalité embryonnaire (défaut de vascularisation)

Douleur neuropathique
Fibrose pulmonaire et rénal
Prolifération des astrocytes
Migration des cellules MEF
Différenciation neuronale

Trouble bipolaire

Différenciation neuronale

Signalisation des cellules MEF

Inhibition de la migration des
MEF
Inhibition de I'ostéoblastogenése

Croissance capillaire

[204,205,2
09,214,215
,216,217,2
18,219]

[201,217]

[220]
[203,212,2
13]

[151]
[125,191]

Tableau 4 : Fonctions biologiques révélées par I’étude des souris invalidées pour ATX et pour les récepteurs du LPA.

b. Pathologies associées

L’étude de souris invalidées pour le gene de 'autotaxine ou des récepteurs LPA;, LPA,, LPA; et

LPA, a permis de mieux caractériser I'importance du LPA dans certains processus pathologiques. La

premiere fonction biologique identifiée du LPA était son action sur l'agrégation plaquettaire

[121,168].

Depuis ce jour le LPA a été décrit pour réguler plusieurs autres processus d’ordre

55



neuronal, vasculaire, reproductif mais aussi dans la douleur, le processus cancéreux, I'obésité et la

fibrose [170]. Une liste non exhaustive est présentée dans le tableau 5.

Pathologies Roles pathologiques du LPA

Désordres neuronaux Désordre psychiatrique
Désordre bipolaire
Développement

Désordres neuropathiques Initiation des douleurs neuropathiques
Myélination/démyélination

Maladies cardiovasculaires Survie/contractibilité des myocytes cardiaques
Hypertrophie
Formation néointimal

Désordres reproductifs Lieu et moment de I'implantation
Spermatogenése
Survie des cellules germinales

Cancers Invasion, migration
Survie cellulaire

Angiogenése

Fibroses Pulmonaire
Rénale
Hépatique

Autres pathologies Ostéo-arthrite

Diarrhée induite par le choléra

Obésité

Tableau 5 : Roles pathophysiologiques des signaux induits par le LPA [170].

6. LPA etos

Des études de RT-PCR ont montré que certaines cellules osseuses et cartilagineuses expriment
les récepteurs du LPA avec une prépondérance pour LPA; [221,222,223]. Les ostéoblastes eux-
mémes sont capables de produire du LPA [224,225]. Au cours de 'embryogenése chez la souris, ATX
est d’abord exprimée dans le mésenchyme puis progressivement dans les os longs. Cette expression
va diminuer pour se localiser en fin d’embryogenése aux os du crane, aux cOtes, sternum et au

niveau des futures zones articulaires des membres [199].
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a. Cartilage articulation et chondrocytes

Le LPA serait un régulateur du cartilage. L'autotaxine est exprimée dans des lignées
mésenchymateuses et dans le pré-cartilage au niveau des articulations [273,274]. La premiere
démonstration de I'implication du LPA dans le systeme cartilagineux a été réalisée en 1998, ou il a
été montré que le LPA était capable d’induire une augmentation du calcium intracellulaire par les
chondrocytes articulaires [226]. Par la suite, il a été montré que le LPA stimule la prolifération des
chondrocytes primaires articulaires de rat par la voie G-ERK [227]. Le LPA agirait en potentialisant
I’effet de la vitamine D3 sur les chondrocytes en augmentant la maturation et la survie cellulaire
associée a la production de matrice [228]. Cependant le LPA joue aussi un réle inhibiteur sur la
prolifération d’une lignée de chondrocytes articulaires immortalisée [229]. Ces données suggerent
que les réponses au LPA des chondrocytes divergeraient selon la sous-catégorie cellulaire. Plus
récemment il a été décrit un polymorphisme du récepteur LPA; associé a l'arthrose, une
dégénérescence du cartilage suggérant que I'axe LPA-LPA; pourrait étre associé a des pathologies

cartilagineuses sur une population japonaise [230].

La polyarthrite rhumatoide est une maladie articulaire ayant pour point de départ I'inflammation
de la synoviale, la membrane qui tapisse I'intérieur de la cavité articulaire et qui a pour fonction de
sécréter le liquide articulaire qui lubrifie I'articulation. Une polyarthrite rhumatoide peut conduire a
la destruction du cartilage articulaire. La sécrétion de cytokines pro-inflammatoires intra-articulaires,
principalement le TNF-a, est a l'origine des synovites et des érosions articulaires [231]. L’activité
métabolique des chondrocytes est accélérée lors de ce processus. Le LPA stimule la migration des
synoviocytes et la production de cytokines inflammatoires [232]. L’axe ATX/LPA semble étre impliqué
dans ce processus. Les fibroblastes synoviaux de patients souffrant d'arthrite rhumatoide expriment
des niveaux d’ARN messager d'ATX significativement plus élevés que les fibroblastes synoviaux non
inflammatoires. L’autotaxine stimule la production de cytokines attractantes pour les neutrophiles
par les synoviocytes [232]. Des taux élevés d’ATX au niveau des articulations atteintes chez les

patients pourraient contribuer a la destruction articulaire.

b. Os et remodelage

Le LPA influence I'ostéogenése par au moins deux récepteurs LPA; et LPA,. L’activation de LPA,

induisant une augmentation des taux de Ca®" intracellulaire agit positivement sur la différenciation
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ostéogénique alors que l'activation de LPA, induisant 'augmentation du taux de 'AMPc agirait

négativement [212].

e LPA et ostéoblastes

Dans les ostéoblastes primaires de rat, I'activation du récepteur aux nucléotides P2X7 stimule la
production de LPA et la minéralisation [224,225]. Plusieurs catégories de cellules ostéoblastiques
sont capables de répondre au LPA incluant les précurseurs ostéoblastiques MC3T3-E1 [233], la lignée
d’ostéoblaste immature MG63 [234] ainsi que les ostéoblastes primaires [225]. Les réponses des
ostéoblastes aux LPA sont nombreuses. Le LPA stimule la prolifération des ostéoblastes primaires de
rat dépendant de la signalisation impliquant la protéine G; et le calcium cytosolique et inhibe leur
apoptose [222,235]. Le LPA est capable d’agir en synergie avec la vitamine D3 pour augmenter la
maturation de la lignée d’ostéosarcome humaine MG63 [234,236]. Le LPA exerce aussi une action
chimio attractante sur les ostéoblastes. La signalisation cellulaire induite par le récepteur LPA; dans
les ostéoblastes stimule la synthése d’ADN par un mécanisme dépendant des protéines G; et régule

le réarrangement du cytosquelette d’actine par une activation de la voie Rho/ROCK [222,224,237].

Plusieurs travaux ont montré I'implication des récepteurs du LPA dans les ostéoblastes. LPA;
stimule la différenciation des cellules souches mésenchymateuses en ostéoblastes et pourrait donc
avoir un effet positif sur la formation osseuse [212]. Néanmoins le LPA via LPA; induit la production
d’'IL-6 et d’IL-8 par les ostéoblastes, deux cytokines stimulant I'ostéoclastogenése [238]. Donc, en
raison de son activité a la fois sur les ostéoblastes et les ostéoclastes, le LPA pourrait étre impliqué
dans le contréle du remodelage osseux de facon globale. Au niveau de la structure du squelette des
animaux LPA1r”", les seuls phénotypes apparaissant sont des défauts craniaux-faciaux [205] et de la
taille du sternum (observation personnelle). L’analyse plus en détail de ces animaux n’est pas publiée
a I’heure actuelle. Au niveau de I'implication d’autres récepteurs du LPA dans I'os, il a été montré que
LPA, inhibe la différenciation ostéoblastique. En accord avec son activité in vitro, la délétion de LPA,
chez la souris conduit a une augmentation du volume osseux et du nombre de travées osseuses
(figure 16) [212]. Des inhibiteurs de LPA, pourraient étre intéressants dans le cadre du traitement de

I’ostéoporose ou des maladies liées a la formation osseuse.
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WT LPA4 -/-

Figure 16 : Les souris invalidées pour LPA4 montrent une augmentation du volume osseux. Coupes de fémurs

obtenues par scanning uCT des souris LPAr4-/- et sauvages agées de 20 semaines [212].

e LPA et ostéoclastes

L'effet direct du LPA sur les ostéoclastes est peu documenté a I'heure actuelle. Cependant, deux
études récentes, postérieures au travail expérimental qui sera présenté par la suite, décrivent
I'action du LPA sur les ostéoclastes matures. Les ostéoclastes murins matures expriment les ARN
messagers de LPA; , , s mais pas LPA; [239].

Chez l'ostéoclaste mature, le LPA induit une augmentation du Ca2+ intracellulaire, des
changements morphologiques par remaniement des fibres d’actine et active NFATcl qui est un
facteur de survie des ostéoclastes (figure 17) [240]. L’inhibition de LPA; par le VPC-32183, bloque
I’effet du LPA sur I'élévation calcique, sur la translocation de NFATc1 et donc les effets sur la survie,
et ceci de facon spécifique des protéines G;. Le VPC-32183 est un antagoniste non spécifique des
récepteurs LPA; et LPA;. Cette drogue n’a pas d’effet sur la rétractation des pseudopodes induite par
I'activation de la voie Gj,/13-Rho. Cette activité du LPA sur les ostéoclastes serait donc dépendante

d’autres récepteurs [239].
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Figure 17 : Mécanismes d’action du LPA sur les ostéoclastes [239]
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La seconde étude montre que le LPA, via un mécanisme vraisemblablement dépendant de LPA,,
augmente la fusion ostéoclastique, le périmétre de la zone de scellement et I'activité de résorption
grace a l'augmentation de la localisation intracellulaire de la TRIP6 (Thyroid hormone Receptor-

interacting Protein 6) au niveau de la zone de scellement [241].

c. Métastases osseuses

Le LPA joue un role dans la mise en place des métastases osseuses issues de cancer du sein [4].
Notre laboratoire a montré que le LPA peut étre produit au site méme de la métastase des suites de
I'interaction entre les cellules tumorales et les plaquettes sanguines. Le LPA favorise la progression
de ces métastases en stimulant directement la croissance tumorale et indirectement la destruction
osseuse en agissant sur la sécrétion des interleukines IL-6 et IL-8, par les cellules cancéreuses (figure
9) [4]. Dans ce modele d’étude, bien que les cellules de cancers du sein utilisées (MDA-B02)
expriment LPA,, LPA, et LPA;, la plupart des activités du LPA dans la prolifération et la sécrétion des

cytokines pro-ostéoclastiques sont dépendantes de I'activation du récepteur LPA, [5].

La douleur est un des facteurs de morbidité essentiel chez les patientes atteintes de métastases
osseuses. Le LPA via notamment son récepteur LPA; est impliqué dans les douleurs neuropathiques
[242]. La douleur osseuse est d’une autre nature, sans doute liée a la formation d’un excés de
protons lors de I'acidification des lacunes en cours de résorption. Ces protons rentrent en contact
avec les fibres nerveuses sensitives innervant I'os [243]. Il a été montré que I'expression de LPA; dans
les neurones DRG (fibres C) était tres élevée chez les rats atteints d’ostéosarcome et que ces fibres
étaient sensibilisées a I'action du LPA [244]. Ceci suggere que le LPA produit dans un contexte

cancéreux ou de métastases pourrait contribuer a I'installation de la douleur chez les patients.

7. ATX/LPA et cancer

a. Effets cellulaires

Le développement d’une Iésion tumorale implique le franchissement de barrieres anatomiques,

I'invasion du tissu normal adjacent, la migration a travers le réseau vasculaire pour coloniser des
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organes a distance, mais aussi une néo vascularisation pour se développer au dela d’un certain

volume.

e Role dans la prolifération cellulaire

Le LPA est un puissant agent mitogene agissant sur une grande variété de types cellulaires,
normaux, transformés ou cancéreux. On sait depuis les années 90 que la nature de la chaine
carbonée du LPA influence de fagon majeure sa capacité a induire la prolifération cellulaire avec une
potentialité maximum pour le 1-oleocyl LPA [245]. L'ATX, elle-méme, stimule la prolifération de
différentes lignées cellulaires telles que les cellules de mélanome A.2058, de cancer du sein MDA-
MB-231 et les cellules ovariennes de hamster CHO-K1 [116]. La capacité d’ATX a produire le LPA,

grace a son activité lysoPLD, explique son action sur la prolifération cellulaire [116].

Comme nous le verrons plus loin pour son action sur la migration cellulaire, le LPA stimule la
prolifération cellulaire via plusieurs mécanismes impliquant diverses voies de signalisation. Bien
avant l'identification des différents récepteurs du LPA, on savait que le LPA stimulait la prolifération
cellulaire selon des voies dépendantes des protéines G sensibles a la toxine de pertussis (protéine Gi)
[246]. Cette voie de signalisation amenant a I'activation des MAPK, Erk1/2 [247]. Cependant le rdle
de I'activation d’Erk1/2 dans les effets mitogéniques du LPA n’est pas universel. Pour ne citer qu’un
exemple, le LPA stimule la prolifération des cellules ostéoblastiques méme en présence d’inhibiteur
de la voie MEK/Erk. Dans ce cas, la voie dépendante de protéines Gq (PLC, Ca2+, PKC) semble étre la
plus importante [237]. Au cours de la derniere décennie, il est aussi apparu que les effets du LPA
pouvaient étre dépendants, dans certains types cellulaires, de la transactivation de récepteur de

facteurs de croissance (EGF, FGF, PDGF) [246,248].

Des études sur la prolifération des cellules de cancer colorectal HCT116 et LS174T ont mis en
évidence un lien entre la stimulation par le LPA, la translocation nucléaire de la B-caténine et
I'activation de genes cibles impliqués dans le processus prolifératif comme c-myc et la cycline D
[249]. Une augmentation de I'expression de la cycline D a été observée également in vivo dans les
tumeurs mammaires induites chez les souris transgéniques sur-exprimant ATX ou chacun des
récepteurs du LPA sous contrdle du promoteur MMTV [250]. L’activation constitutive des voies
dépendantes de la B-caténine joue un réle important en carcinogenése notamment dans le cancer
colorectal. Un lien supplémentaire entre LPA et B-caténine a été montré récemment in vivo par

I’analyse des souris LPA2r” [251]. En effet chez ces souris, il apparait une diminution de I'expression
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de la B-caténine et une chute de sa localisation nucléaire visible sur des coupes de cellules
épithéliales de colon comparé aux souris sauvages [251]. Au niveau physiopathologique, les animaux

LPA2r” présentent une résistance partielle a I'induction de tumeurs coliques expérimentales [251].

e Role dans la mobilité cellulaire

Une des premieres conséquences de la transformation maligne des cellules est I'acquisition des
propriétés migratoires et invasives [252]. Au début des années 90, des études menées sur les cellules
de mélanomes A-2058, ont montré que |'autotaxine était un facteur stimulant la mobilité cellulaire
[171]. Depuis, le nombre de lignées cellulaires répondant a I'activité motogéne de I’ATX n’a cessé
d’augmenter [190,253,254]. C'est en 2002 que I'activité stimulatrice de la mobilité cellulaire de I’ATX

a été associée a son activité lysoPLD et a la présence de LPC [116,255].

Le LPA exerce de puissants effets sur la migration cellulaire (cellules endothéliales, fibroblastes,
cellules musculaires lisses, cellules épithéliales, cellules cancéreuses), suggérant un réle important
dans la réparation tissulaire et I'invasion tumorale [256,257]. Les cellules répondent au LPA par deux
mécanismes migratoires, la chimiokinésie c'est-a-dire le mouvement non directionnel en réponse a
un stimulus et la chimiotaxie c'est-a-dire le mouvement dirigé des cellules en fonction d’un gradient
de concentration d’une substance attractive [258,259,260]. Ceci confére un pouvoir pro-

métastatique important au LPA qu’il soit produit au sein ou en dehors de la tumeur.

Le LPA engendre des changements rapides de la forme des cellules (contraction des cellules
musculaires lisses, étalement des fibroblastes, rétraction des neurones) résultant de profonds
remaniements du cytosquelette (formations de fibres de stress, réorientation des microtubules,
formation de pseudopodes) [261]. Dans la plupart des lignées cellulaires cancéreuses ou non, la
stimulation de la migration par le LPA passe par I'activation de LPA; [262]. L'activation de LPA,, a
I'inverse, semble avoir un effet inhibiteur sur la migration cellulaire [263]. Cependant quelques
lignées font exception, par exemple la migration des cellules ovariennes SCOV3 et HEY nécessite
I'activation des récepteurs LPA, et LPA; [264]. Cela améne directement a se poser la question quant

aux réactions cellulaires induites par le LPA dans des cellules qui expriment plusieurs récepteurs.

Le LPA augmente aussi I'adhésion cellulaire en favorisant I'interaction des protéines de la MEC
avec les intégrines [265]. FAK est un élément central des complexes d’adhérence focale impliqués

dans la signalisation cellulaire en réponse a I'attachement a la MEC via les intégrines. Au cours du
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processus de migration et de I'adhésion cellulaire, la phosphorylation de FAK joue un role critique
[266]. Le LPA induit une forte autophosphorylation de FAK par une voie de signalisation dépendante
de Giz13-RhoA-ROCK [267]. En réponse au LPA, une forte redistribution de FAK au niveau de la
membrane plasmique a été décrite dans les cellules de cancer ovarien SK-OV3. Dans ce cas
I'inhibition de la voie de signalisation G; — ras —-MEKK bloque les effets du LPA sur la redistribution de
FAK et sur la migration de ces cellules mais n’altére pas |'autophosphorylation de FAK [268]. Ceci
rend compte du réle du LPA en amont dans la signalisation dépendante de I'activation de FAK et

certainement de deux voies de signalisation différentes.

e Rodle dans l'invasion cellulaire

Il est bien montré que la capacité des cellules a former des invadopodes est étroitement liée a
leur capacité invasive et leur capacité métastatique [269]. A partir d’expériences d’invasion cellulaire
menées in vitro, I'équipe de Nam a montré que I’ATX était un facteur chimioattractant pour les
cellules NIH3T3 [270]. Récemment il a été montré que grace a son activité lysoPLD, 'autotaxine
participe a la production d’invadopodes via I'activation de LPA,, I'augmentation de I'’AMPc et de
I’action de Rac dans les cellules de fibrosarcome HT1080 [271].

Le passage des membranes (extravasation) par les cellules tumorales grace aux processus
d’invasion constitue une étape importante dans la cascade métastatique. L’expression d’enzymes
protéolytiques tels que les MMPs permettent aux cellules tumorales de dégrader la membrane
basale et d’envahir la matrice extracellulaire [272]. Le LPA stimule l'invasion cellulaire a travers
I'activation de protéase comme les MMPs et uPA (urokinase-type Plasminogen Activator)
[268,273,274].

MMP-7 est surexprimée dans un grand nombre de cellules cancéreuses [275]. Elle joue un réle
de régulateur de protéolyse important a la surface des cellules. Dans les cellules de cancer ovarien, le
LPA est capable de réguler la sécrétion et I'activation de MMP-7 [276] et l'invasion cellulaire.
L'inhibition de LPA, inhibe I'effet sur I'invasion de ces cellules [275]. Le LPA stimule la sécrétion de
facteurs pro-angiogéniques comme IL-8 et le VEGF par les cellules cancéreuses qui sont capables
d’induire la sécrétion et I'expression de MMP-7 par action paracrine [277,278]. MMP-7 est capable
d’activer la pro-MMP-2 et la pro-MMP9 deux autres MMPs importantes dans l'invasion cellulaire. Il a
été montré que l'activation de la MMP-2 est également stimulée par le LPA [274,279]. Ainsi
I’hypothese proposée serait que les effets du LPA sur I'action des MMPs pourraient étre stimulés par

I’activation initiale de la MMP-7.
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e Role dans la survie cellulaire

Aux doses physiologiques, le LPA protége de la mort cellulaire induite par la déprivation en
facteurs de croissance ou par des agents utilisés en chimiothérapie [280,281]. In vivo,
I"administration par voie orale de LPA chez les souris irradiées réduit de facon significative le nombre
de corps apoptotiques dans la crypte digestive [281]. Ceci montre un effet positif du LPA sur la survie
cellulaire, qui n’est donc pas limité aux seules cellules cancéreuses.

L’autotaxine semble avoir aussi un role anti-apoptotique via la production de LPA et I'activation
de la voie de signalisation PI3K et AKT [282]. Le LPA relaie aussi le signal anti-apoptotique par une
inhibition du suppresseur de tumeur P53. P53 est inactivé dans environ 50% des cancers [283].
L’équipe de Murph a démontré que I'activation cellulaire par le LPA conduit a la réduction de
I'activité transcriptionnelle de p53 et a une diminution de sa présence dans le noyau des cellules de

carcinome pulmonaire A549 [284].

e Role dans I'angiogenése

La littérature présente une accumulation de travaux montrant que "axe ATX/LPA contrdle le
processus physiologique de vascularisation et pathologique d’angiogenese tumorale. L’autotaxine est
essentielle au développement vasculaire de souris. Les souris invalidées pour I'autotaxine meurent a
I’état embryonnaire J10.5 a cause d’un défaut de la formation vasculaire [125,191]. Ceci s’explique
par le fait que I'ATX stimule la prolifération des cellules endothéliales et la mobilité des cellules
musculaires lisses de l'artére coronaire. Au niveau pathologique et plus particulierement dans le
cadre du développement des cancers, la surexpression d’ATX dans les cellules NIH 3T3 transformées
par 'oncogéne ras augmente l’'angiogenese et la dissémination métastatique des cellules injectées a
des souris nude [270,285]. Dans un modeéle d’angiogenése expérimentale sous-cutanée chez la souris

a I'aide de matrigel, I'autotaxine a un effet comparable a celui du VEGF [285].

Par lui-méme, le LPA stimule la migration et la prolifération des cellules endothéliales in vitro
[286,287]. De plus, en augmentant la production de facteurs pro-angiogéniques comme le VEGF, le
MIF (macrophage migration inhibitory factor), et I'IL8, le LPA favoriserait indirectement le processus
d’angiogenése [278,288,289]. Récemment il a été proposé que le LPA stimule I'expression du VEGF-A
a travers l'activation de HIF-1a (Hypoxia-Inducible Factor-1) [290]. Cependant, les travaux du
laboratoire ont montré que sur une série de lignées de cancer du sein, in vitro, le LPA n’induisait pas

I’expression de VEGF-A [291]. Ceci montre que la stimulation du VEGF-A par le LPA est complexe et

64



liée au contexte cellulaire. Il apparait que la formation d’une boucle d’amplification entre ATX, LPA et

VEGF serait particulierement déterminante dans le processus d’angiogenése tumorale [292].

b. Cancers

e LPA

Le premier soupgon d’une implication possible du LPA dans le cancer remonte a 1991 quand le
LPA fut détecté dans des biopsies de tumeurs de colon alors qu’il était absent dans des biopsies de
cOlons sains [293]. Quelques années plus tard, le méme groupe a observé qu’il existait une
corrélation entre la quantité de LPA présente dans des biopsies de cancers de I'cesophage et leur
degré de malignité [294]. Des taux sériques de LPA importants ont aussi été retrouvés chez des

patients atteints de myélome multiple [295].

Le lien le plus parlant entre LPA et progression tumorale est présenté dans le cas du cancer
ovarien [264]. Les liquides d’ascite de ces patientes contiennent de fortes concentrations de LPA (1 a
80uM) [63]. Les concentrations plasmatiques de LPA détectées chez ces patientes seraient d’environ
10 fois supérieures a celles des patientes saines [296]. Le LPA des ascites pourrait provenir, au moins
en partie des cellules cancéreuses, puisque certaines lignées cancéreuses d’origine ovarienne
produisent du LPA in vitro dans leur milieu de culture [134]. Les cellules de cancers ovariens
n’expriment pas fortement I’ATX. Mais, les tumeurs ovariennes sont en générale tres volumineuses,
donc par un effet de masse ATX [297] et la PLA1/2 [264] exprimées par ces cellules pourraient étre a
I’origine des hauts niveaux de LPA retrouvés dans le liquide d’ascite [63] qui par diffusion pourraient
se retrouver dans le plasma. Ainsi, le LPA produit par les tumeurs ovariennes constitue sans doute un
systeme de stimulation autocrin nécessaire a la progression tumorale. Des travaux récents ont
montré que les effets du LPA dans le cancer ovarien seraient dépendants de LPA, [275,298,299].
L'utilisation de la mesure des taux circulants de LPA comme marqueur de la progression a été
proposée dans le cadre des cancers gynécologiques [300]. Cependant, de telles variations de
concentrations de LPA n’ont pas pu étre observées dans d’autres types de cancers. Donc, il apparait
que l'altération des niveaux plasmatiques de LPA comme marqueur diagnostique et/ou pronostique

n’est pas exploitable en clinique.

65



e Roéle oncogénique de I'axe ATX/LPA/récepteurs

Des études récentes ont montré que les récepteurs du LPA, incluant LPA,;, controlent
directement la carcinogenése. En utilisant un systéme d’expression inductible de ErB2/HER2 dans
une lignée cellulaire du sein humaine non tumorale, les MCF-10A, I'équipe de Witt a montré que
LPA, posseéde une activité oncogénique [301]. Cependant dans ce modele, un faible signal
d’ErbB2/HER2 est nécessaire pour I'induction de signaux cellulaires activés par LPA;. Une autre étude
a montré que I'étape de transformation initiale des fibroblastes embryonnaires de souris avec c-myc
et Tbx2 est aussi nécessaire pour les activités oncogéniques de LPA,, LPA, et LPA, [302]. De plus, in
vivo, la surexpression de LPA;, LPA, et LPA; sous controle d’un promoteur MMTV dans des animaux
transgéniques conduit a la formation de tumeurs mammaires spontanées. De facon intéressante, la
surexpression d’ATX, chez ce méme type d’animaux transgéniques (MMTV) conduit a la formation
spontanée de cancers du sein [250]. Ces travaux suggérent que c’est la sensibilisation des cellules
épithéliales mammaires au LPA, induite par une augmentation locale de la formation de LPA ou par
I"augmentation de la quantité de récepteurs du LPA a la surface des cellules qui serait l'initiateur de

la carcinogenése mammaire plutot que I'activité spécifique d’un des sous-types de récepteur du LPA.

e ATX

L'ensemble des données décrites dans les chapitres précédents montre une concordance
remarquable entre I'activité du LPA et celle de 'ATX. D’une maniére similaire a 'émergence du réle
du LPA dans le développement des cancers, il apparait de plus en plus d’éléments en faveur d’un réle
important de I’ATX en cancérologie. La premiere démonstration du réle d’ATX dans le processus
métastatique est que la combinaison de I'expression d’ATX et la transformation par Ras dans les
fibroblastes augmente leur tumorigénicité et leur potentiel métastatique [270]. L’autotaxine est
surexprimée dans plusieurs cancers humains incluant le sein [253], le rein [303], les poumons [304],
la tyroide [254] ainsi que dans les carcinomes hépatiques [305] et le lymphome d’hodgkin [63]. Une
forte expression d’ATX est détectée dans les glioblastomes malins avec un haut taux d’infiltration
[306]. Dans le cas du neuroblastome, les auteurs ont observé chez des patients atteints d’'une forme
trés agressive de neuroblastome en stade clinique IV avec de multiples métastases que le niveau
d’expression d’ATX était particulierement élevé [190]. Dans le cancer de la prostate, une forte
expression du niveau d’ATX est associée avec a la fois le potentiel malin et le mauvais pronostic

[307]. L'autotaxine semble étre aussi impliquée dans les carcinomes hépatocellulaires dus a une
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fibrose hépatique [308] et le cancer colorectal [309]. Des niveaux importants d’ATX dans le fluide
péritonéal ou au niveau de la tumeur, ont été liés au mauvais pronostic des patients atteints de

cancer ovarien et de la tyroide [254,297].

e LPA,

Plusieurs études supportent I'idée qu’une expression aberrante de LPA; contribue a la capacité
métastatique des cellules de cancers du sein contrairement aux cancers ovariens ou LPA; agirait
comme un régulateur négatif dans la progression tumorale [250,310]. Les conséquences de
I’expression des récepteurs du LPA dépendent donc du type de cellules et du type de tumeur. A I'état
physiologique, LPA; est exprimé de fagon assez ubiquitaire. De ce fait on le retrouve également dans

différentes tumeurs humaines incluant le poumon, le sein, I'estomac, le rein et la prostate [311].

Plusieurs études in vitro et in vivo indiquent une relation entre le récepteur LPA;, la mobilité et
les métastases de cancer du sein [312]. De plus, notre laboratoire a montré que la surexpression de
LPA; dans les cellules de cancer du sein augmente leur capacité a métastaser a I'os [4,5]. Un
argument supplémentaire entre expression de LPA; et métastases issues de cancer du sein provient
d’études sur le gene suppresseur de métastases Nm23-H1. Nm23-H1 régule négativement LPA; et la
réintroduction de LPA;, par transfection, dans les cellules de cancer du sein exprimant Nm23-H1 est
suffisante pour retrouver les propriétés invasives et métastatiques de ces cellules [313,314]. Cette

partie sera plus détaillée dans la partie expérimentale 2.

Dans le cadre d’autres cancers, notamment dans le cancer de la prostate, LPA; semble jouer un
role de premier plan. LPA; stimule, in vitro, la migration des cellules prostatiques. LPA; semble
controler la translocation nucléaire de I’AR (Androgen Receptor) rendant compte d’une stimulation
du cycle cellulaire et de la prolifération cellulaire [315]. De plus, I'expression forcée de LPA, dans les
cellules LnCap, lignée cellulaire androgéno-dépendante, permet d’une part de rendre ces cellules
(LnCap-LPA1) sensibles a I'action mitogéne du LPA et d’autre part de permettre a ces cellules de
proliférer en absence de testostérone, in vitro, et de générer a elles-seules des tumeurs sous-
cutanées chez la souris [315]. Ceci suggere que LPA; puisse jouer un role important au cours du
développement des cancers de la prostate et plus particulierement au moment de la phase
d’échappement de ces cancers a la privation androgénique. Cette phase étant une étape clé de la

progression des cancers prostatiques vers une phase métastatique.
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Il est possible que I'expression élevée de LPA; puisse impacter différemment sur les cancers
hormonaux-dépendant par rapport aux autres types de cancers. En effet, comme nous I'avons
indiqué précédemment la progression des cancers ovariens est corrélée avec un faible niveau
d’expression de LPA; [312]. Ceci est retrouvé également dans le cas des cancers colorectaux [316].
Comme il est discuté plus en détail dans le travail expérimental 2, les cestrogénes sont capables de
réguler négativement I'expression de LPA; [317]. L'évolution de cancers du sein vers un profil
d’indépendance aux cestrogenes peut potentiellement rendre compte d’une sensibilité accrue de ces
cancers a l'action du LPA via LPA;. Ceci est une hypothése qui demande bien sir a étre confirmée par

des études ciblées.

Il est intéressant de noter que des mutations du récepteur LPA; peuvent étre induites chez le rat
dans un modele de carcinome hépatique. Ces mutations portent principalement au niveau du
septiéme passage transmembranaire amenant des altérations des acides animés hydrophobiques en
hydrophyliques. Cependant les fonctions physiologiques de ces mutations ne sont pas claires. |l serait
intéressant de déterminer si ces mutations entrainent des différences d’affinité pour le LPA ou dans

les voies de signalisation induites par rapport a un récepteur LPA; sauvage [318].

e LPA,

De nombreuses études basées sur des expériences de RT-PCR quantitatives ont montré une
tendance a une élévation du niveau d’expression de LPA, dans les cancers de la thyroide, du colon et
du sein [63]. Il a aussi été montré que les niveaux d’expression des récepteurs LPA, et LPA; étaient
plus élevés dans les tumeurs des patientes a des stades avancés de développement tumoral que
dans des formes bénignes ou au niveau de I'épithélium ovarien normal [310]. Le role important de
LPA, semble s’étendre de fagon plus large que LPA; au développement d’autres cancers. En effet au
dela des expériences menées in vitro et des études de transcriptomique, il a été montré que les

souris invalidées pour I'expression de LPA, sont résistantes a I'induction de cancer du c6lon [251].

e LPA;

LPA; est exprimé de fagon moins importante dans le cancer du sein et son expression ne semble
pas étre modifiée chez les patientes atteintes de cancer du sein métastatique [258,319]. Cependant,

comme indiqué précédemment, la surexpression de LPA; dans la glande mammaire de souris
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conduit aussi au développement spontané de tumeurs métastatiques [250]. Dans le cadre du cancer
de la prostate, une étude clinique récente a permis de mettre en évidence le réle important de LPA;.
Les niveaux de LPA; sont plus hauts dans les tumeurs prostatiques que dans le tissu sain [320]. De
plus il a été montré que le niveau d’expression de LPA; est particulierement élevé dans les lignées de
cellules prostatiques humaines PC3, LNCaP et DU145 [321]. Il est intéressant de noter que, non
seulement le LPA a un effet mitogene sur les cellules androgéno-insensibles PC3 et DU145, mais
gu’en plus il stimule sa propre sécrétion par ces cellules. Cette observation confere au LPA une
activité autocrine qui permet d’entrevoir une boucle d’amplification de la croissance tumorale

dépendante du LPA, au niveau des tumeurs prostatiques [63].

e Cibles thérapeutiques (inhibiteurs)

Un certain nombre d’inhibiteurs de la voie ATX/LPA a été développé au cours de la derniére
décennie. On distingue deux grandes classes : les inhibiteurs structuraux et non structuraux. La
difficulté que I'on rencontre avec ces inhibiteurs est leur non spécificité. Une liste non exhaustive de

ces inhibiteurs a été décrite dans plusieurs revues récentes [166,170,322].
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A. Objectifs des travaux de recherche

La dissémination métastatique est la principale cause de mortalité des patients atteints de
cancers. Les données les plus récentes présentées par le Dr. R. Coleman au dernier congres CIBD
(Sheffield, septembre 2010) indiquent que la médiane de survie des patients atteints de métastases
osseuses et recevant les meilleures thérapies disponibles a ce jour n’est que de 24 mois [323]. Il est a
noter que cette valeur de survie est similaire a celle de patients ne recevant pas de traitement.
Malgré une efficacité décevante sur le plan de la survie, I'intérét des traitements est bien réel grace a
leur action préventive sur I'apparition des évenements osseux et a leur bénéfice sur la morbidité des
patients. Il est clair cependant que dans ce contexte, l'identification de nouvelles cibles

thérapeutiques revét un caractere crucial.

Récemment notre laboratoire a mis en évidence que le LPA, produit par les plaguettes sanguines
activées lors de leurs interactions avec les cellules tumorales, était un facteur majeur de la
progression des métastases osseuses (figure 9)[4]. Dans ce contexte, la poursuite des travaux a
montré que le ciblage génétique ou pharmacologique du récepteur de type 1 du LPA (LPA,) bloquait
la croissance tumorale et la progression des métastases osseuses dans un modele animal, indiquant
que les voies de signalisation dépendantes de I'axe LPA/LPA; sont des cibles d’avenir extrémement

encourageantes dans le traitement des métastases osseuses [5].

Dans la continuité de ces travaux, un certain nombre de questions peuvent étre soulevées. 1)
Comment le LPA est-il produit au site tumoral (primaire ou métastatique) ? 2) Est-ce que le LPA
contrdle la phase précoce du processus métastatique des cancers du sein ? 3) Est-ce que le récepteur
de type 1 (LPA,) est un facteur prédictif et/ou une cible thérapeutique dans le cas des cancers du sein
métastatiques ? 4) Dans le cas particulier des métastases osseuses, est-ce qu’au-dela de son action

sur les cellules tumorales, le LPA agit sur les cellules de I'environnement osseux ?
En résumé, |'objectif de cette these a été de définir tant sur le plan clinique que mécanistique le

role de I'autotaxine, du LPA et de son récepteur LPA; dans la progression métastatique des cancers

du sein en portant une attention particuliere sur les métastases osseuses.
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B. Travail expérimental n°1 : I'’expression de I’autotaxine par les cellules
cancéreuses controle la formation des métastases osseuses chez la
souris suite a [l'activation des ostéoclastes par [l'acide

lysophosphatidique

1. Introduction

Les plaquettes sanguines produisent de fortes quantités de LPC sous forme soluble ou associée a
des microvésicules qui, sous l'action de l'activité LysoPLD de l'autotaxine, constituent une source
majeure de LPA in vivo [127]. Il a été montré que I'augmentation de I'expression de I'autotaxine est
corrélée avec une augmentation du caractere invasif des cellules de cancer du sein [116]. Dans une
étude trés récente, le groupe de Gordon Mills a montré que les souris transgéniques MMTV-atx
surexprimant ATX dans la glande mammaire développent des tumeurs mammaires spontanées. Ceci
indique qu’ATX possede une activité pro-oncogénique [250]. En continuité avec les travaux de notre
laboratoire, mon étude a consisté (i) a comprendre le role d’ATX dans le contexte de la croissance et
de la dissémination métastatique des cancers du sein (ii) a déterminer si 'autotaxine est un facteur
pronostique de la dissémination métastatique des cancers du sein et (iii) a déterminer si I'autotaxine
est une cible potentielle dans le traitement des cancers du sein ou dans la prévention des

métastases.

Dans ce but, nous avons généré une série de nouvelles lignées cellulaires humaines ou murines
de cancers du sein. L'objectif étant de disposer de cellules pour lesquelles I'expression d’ATX était
soit induite de novo, soit inhibée. Pour cela nous avons utilisé les cellules humaines de carcinome
mammaire MDA-B02 qui est un sous-clone des cellules MDA-MB-231 ayant un fort tropisme osseux
et qui n’expriment pas ATX a I'état basal. Le travail a consisté a induire I'expression de novo d’ATX
dans cette lignée cellulaire. Puis nous avons utilisé la lignée cellulaire murine 4T1 qui exprime
naturellement ATX et qui posséde la propriété d’induire, a partir d’'une tumeur primaire, la formation
spontanée de métastases au foie, aux poumons et a l'os, chez la souris immunocompétente
syngénique BALB/C. Dans ce cas, nous avons induit I'expression stable dARN interférents (shRNAI)

afin de bloquer I'expression d’ATX dans ces cellules.
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2. Principales observations

By

In vivo, linjection intraveineuse des cellules tumorales MDA-BO2/ATX a des souris
immunodéficientes BALB/C nude stimule la formation des métastases osseuses a en juger par
I'augmentation de la résorption osseuse, de la masse tumorale dans la cavité médullaire et du
nombre d’ostéoclastes actifs au site des métastases osseuses. De fagon complémentaire, nous avons
observé que la formation des métastases osseuses chez des souris immunocompétentes BALB/C
induite par I'injection intracardiaque des cellules 4T1-shATX, que le nombre d’ostéoclastes actifs au
site des métastases osseuses était tres fortement inhibé par rapport aux animaux injectés avec les
cellules controles. De plus, nous avons constaté une baisse significative comprise entre 80% et 85%
du nombre de métastases pulmonaires chez les souris injectées avec les cellules 4T1-shATX par
rapport aux cellules contrbles parentales. Ces résultats indiquent que I'absence d’ATX altere la
capacité métastatique des cellules 4T1-shATX. L'ensemble des résultats démontre pour la premiére
fois que I'autotaxine controle le processus de dissémination métastatique spontanée des cellules de
cancer du sein et suggére que |'autotaxine est une cible thérapeutique potentielle dans la prévention
des métastases chez les patientes atteintes de cancer du sein. Ce résultat supporte I"hypothése du
role d’ATX dans la production de LPA dans I'environnement tumoral et son implication dans la

progression des métastases osseuses de cellules de cancers du sein [4].

On sait qu’au cours du développement des métastases osseuses, les ostéoclastes jouent un role
prépondérant car ce sont les seules cellules capables de dégrader le tissu osseux. Notre laboratoire a
montré que le LPA contrble I'activité des ostéoclastes indirectement via |'activation des cellules
tumorales et la sécrétion de cytokines et de facteurs de croissance pro-ostéoclastiques. Mon projet a
également permis de montrer le role direct du LPA sur la différenciation ostéoclastique. En plus du
recrutement accru des ostéoclastes dans les pattes des animaux métastatiques en raison de la
hausse d’expression d’autotaxine, nous avons démontré qu’in vitro, la présence d’ATX soit
recombinante, soit présente dans des milieux de culture conditionnés des cellules MDA-B02/ATX
stimulait la différenciation ostéoclastique. De plus, I’addition de LPA dans du sérum préalablement
déplété de sa fraction lipidique par épuisement sur du charbon actif, restaure la capacité du sérum a

supporter I'ostéoclastogenéese en présence de RANK-L et de M-CSF.

Dans cette étude nous avons montré que 'autotaxine contrdle la progression des métastases
osseuses issues de cellules cancéreuses mammaires. Ce travail a démontré aussi un nouveau réle du

LPA en tant que facteur direct de différenciation ostéoclastique.
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Abstract

Background: Bone metastases are highly frequent complications of breast cancers. Current bone metastasis treatments
using powerful anti-resorbtive agents are only palliative indicating that factors independent of bone resorption control
bone metastasis progression. Autotaxin {ATX/NPP2) is a secreted protein with both oncogenic and pro-metastatic
properties. Through its lysosphospholipase D (lysoPLD) activity, ATX controls the level of lysophosphatidic acid (LPA) in the
blood. Platelet-derived LPA promotes the progression of osteolytic bone metastases of breast cancer cells. We asked
whether ATX was involved in the bone metastasis process. We characterized the role of ATX in osteolytic bone metastasis
formation by using genetically modified breast cancer cells exploited on different osteolytic bone metastasis mouse models.

Methodology/Principal Findings: Intravenous injection of human breast cancer MDA-BG2 cells with forced expression of
ATX (MDA-BO2/ATX) to inmmunodeficiency BALB/C nude mice enhanced osteolytic bone metastasis formation, as judged by
increased bone loss, tumor burden, and a higher number of active osteoclasts at the metastatic site. Mouse breast cancer
AT1 cells induced the formation of osteolytic bone metastases after intracardiac injection in immunocompetent BALB/C
mice. These cells expressed active ATX and silencing ATX expression inhibited the extent of osteolytic bone lesions and
decreased the number of active osteoclasts at the bone metastatic site. n vitro, osteoclast differentiation was enhanced in
presence of MDA-BO2/ATX cell conditioned media or recombinant autotaxin that was blocked by the autotaxin inhibitor
vpc8a202. n vitro, addition of LPA to active charcoal-treated serum restored the capacity of the serum to support RANK-L/
MCSF-induced osteoclastogenesis.

Concfusion/Significance: Expression of autotaxin by cancer cells controls osteolytic bone metastasis formation. This work
demonstrates a new role for LPA as a factor that stimulates directly cancer growth and metastasis, and osteoclast
differentiation. Therefore, targeting the autotaxin/LPA track emerges as a potential new therapeutic approach to improve
the outcome of patients with bone metastases.

Citation: David M, Wannecq E, Descotes F, Jansen 5 Dewx B et al, (20100 Cancer Cell Expression of Autetaxin Contrels Bone Metastasis Formation in Mouse
through Lysophosphatidic Acid-Dependent Artivation of Osteoclasts. PLeS OME 5(3): 9741, doi 101371/ jourmal. pone 0009741

Editor: Erik H. |, Danen, Leiden/amsterdam Center for Drug Research, Leiden University, Netherlands
Received Janusary 14, 20010 Accepted February 26, 2010, Published March 17, 2010

Copyright: @ 2010 David et al This is an open-access article disttibuted under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits
unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original author and source are credited,

Funding: This study was supported by grants from the INSERM (D.P., and P.C), the Comité départemental de la Loire de la Ligue Nationale contre le Cancer (O.P),
the French Mational Institute of Cancer, INCA (O.P, contract 0610-30161 6-102/PL 2006) and the French Association powr la Recherche sur le Cancer, ARC (OP.),
M. was & recipient of fellowship from the Ligue MNationale contre le Cancer, 15, holds a postdocoral fell swship of the Research Foundation - Flanders (FWO). The
funders had no role in study design, data collection and analysis, decision to publish, or preparation of the manuscript,

Competing Interests: The authors have declared that ne competing interests exist,

* E-mail: Olivier peyruchaud @inserm.fr

Introduction

Bone is a common metastatic site for many cancers [1]. Bone
metastases are  assoclated with hypocalcaermia due to bone
destructon, intractable bone pain and pathological fractures.
Turnor cells present at the bone metastatic site  stimulate
ostepclast-mediated bone resorption, and bone-derived growth
factors released from resorbed bone promote tumor growth,
leading to the development of a vicious cycle. [2]. Unfortunately,

@ PLoS OME | wwan plosone.org

current treatments using powerfia]l anti-resorptive agents (bisphos-
phonates) fail to provide Lfe-prolonging benefit to patients with
bone metastases raising the need for a better knowledge of the
molgcular mecharsmms nvolved in this pathology [3]. We have
recently found that lysophosphaddic add (LPA} derived from
blood platelets acts locally on twmor cells to promote the
progression of bone metastases [4]. Among the cell surface spedfic
receptors for LPA (LPA; g} expressed by tumor cells, we
demonstrated that LPA| activity prevailed chuing bone metastasis
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progression and that targeting this receptor was a new therapeutic
strategy against bone metastases [5]. However, how LPA 1s
generated at the turnor site and how LPA produced by tumor cells
themnselves might contrbute to the progression of bone metastases
are stll unknow.

Antotaxin (ATX, NPP2) belongs to the mucleotide pyrophos-
phate phosphodiesterase (NPP) farmly [6]. In addiion to the
conserved phosphodigsterase (PDE} activity among all NPPs,
autotaxin has a umgue lysophospholipase D (lysoPLD} activity,
allowing the generation of LPA from lysophosphatidylcholing
[LPC} [7]. The hiological significance of PDE and lysoPLD
activities in autotaxin functons remains to be determined
However, the functional relevance of the catalytic actvity of
autotaxin i e was recently demonstrated from knockout mice
studies showing that autotaxin is responsible for the levels of LPA
in the blood arculation [8,9]. A Ink between increased lysoPLD
actvity and the formation of LPA was found in various pathologies
such as rhewrnatoid arthrits [10], neuropathic pain [11], chronic
hepatitis C [12] and adipocyte insulin-resistance in obesty [13].
Autotaxin 1 a glycoprotein imitially identified as an autocrine
mothty factor secreted by human melanoma cells [14,15].
Increased expresgon of autotaxin was shown o correlate with
increased invasiveness of breast cancer cells [16] and was found to
gnhance the metastatic potential of ras-transformed 3T3 fibro-
blasts [17]. Expression of autotaxin mRINA was detected at a basal
level in almost all nurman tissues [18]. Intrigwingly, upregulation of
autotaxin gene was reported In a large variety of cancers such as
ghoblastorna [19], aggressive newroblastoma [20], non small cell
lung cancer [21], wveal melanoma assoaated with poor prognosis
[22], thyrodd cardnoma [23], hepatocellular carcinoma with
metastases [24], and breast cancer [16]. MMTV-afr transgenic
mice with spedfically increased expression of autotaxin in the
marnmary gland showed an increased in the incidence of
SPONTANEQNS MATIITATY TUIOTS OVET a twi-year period, ilustratng
the pro-oncogenic functon of antotaxin [25].

Here, we provide expenmental evidence that breast cancer cells
expressing autotaxin have a selective advantage to induce the
formmation of ostealytic bong metastases as a result of a novel pro-
osteoclastic function of autotaxin-denived product LPA. These
results dlustrate the role of autotaxin in advanced breast cancers
and suggest that targeting the autotaxin/LPA track mmght provide
additional benefit for patents suffering from bone metastases.

Results

De nove autotaxin expression increases proliferation and
invasion of human MDA-B0O2 breast cancer cells in vitro

We have shown previously that MDA-B02 cells do not express
autotaxin at steady state [4]. To assess whether or not antotaxin
plays a role in the metastasis dissernination of breast tumor cells,
we introduced the ¢cDNA of rat autotaxin into MDA-BO2 cells. We
used the tet-Off-regulated expression systern in which autotaxin
expression along with the lnaferase is achieved specifically in the
ahsence of the repressor, doxycychine [4]. As a unique member of
the NPP family, autotaxin exhibits both lysoPLD} and phospho-
diesterase actnities [26,27]. Therefore, as a control cell hne we
mransfected MDA-B02 cells with an expression vector coding for
mouse NPPL, which acts as a nucleotide phosphodiesterase but
that lacks for the lysoPLD activity.

For each construct, we selected two stable clones: MDA-B02-
ATX clone no. 30 and no. 38, and MDA-BO2-NPPL clones
no. 10.5 and no. 42. The expression of autotaxin as a secreted
protein and NPPL as a membrane-bound protein were confirmed
by western blotting using specific antibodies (Figure 1A). Clone
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selections were based on high luciferase expression in absence of
doxycycline (Figure LB} As expected, we observed that in the
absence of doxycydine only MDA-B02-ATX clones acquired a
lysoPLD activity (Figure 1B}, whereas both MDA-BO2-ATX and
MDA-BO2-NPPL clones had an inceased PDE activity, as
compared to parental cells (Figure 1B}

We have shown previowsly that the treatment with LPA
increases the prolferation of MDA-B02 cells [4]. Here, we
nhserved that, in the absence of doxycycling, LPC had a mmitogenic
activity by itsell on both the paremtal MDA-B0O2 cells and
transfected clones (Figure 1C). This findings might reflect the
expression LPC receptors (GPR4, TDAGS) in MDA-BO2 cells as
well as in breast tumors [28]. However, LPC-dependent
proliferation was further increased in MDA-BO2-ATX cells, but
not in MDA-BO2-NPPL cells or parental cells. Moreover, the
treatrnent of cells with Kil6425, an antagonist of LPA; and LPA,
receptors, totally blocked autotaxin-dependent but not LPC-
dependent cell proliferaton (Figure 1C). This indicated that
recombinant ATX expressed by MDA-BO02-ATX cells produced
active LPA that stmmlated cell prolferation through a LPA, ,
receptor-dependent pathway.

Autotaxin has been implicated in the invasiveness of ras-
transformed  fibroblasts and breast cancer cells [16,17]. We
observed that, in absence of doxyeycine, MDA-B02-ATX clones
had a sgnificantly higher capacity to invade Matrigel™ in response
to FBS than in the presence of doxycycline (Figure D). The gain of
Imvasiveness of MDA-BO2-ATX clones was also observed when
compared to pargntal cells and MDA-BOZ-NPPL clones, placed
either in absence or presence of doxycychne. These results
confirmed that autotaxin increased the invasive potential of breast
cancer cells by a mechanisn that required its lysoPLD activity.

De novo autotaxin expression enhances in vivo MDA-B0O2
bone metastasis formation

We have previoudy demonstrated that LPA derived from platelets
supports the progresgon of bone metastases mediated by MDA-B02
cells in rmice [4]. We hypothesized that elevated tumor cell-derved
lysoPLD actvity might alo promote bong metastasis, Thirty two days
after the ntravenous inoolaton of turmor cells mto nude Tmce,
radiographic analyses revealed that ammals beanng MDA-B02-ATX
clones exhibited a 40% @ 70% increase In the extent of osteolyte
lesions, as commpared o that seen with MDA-BOZ-NPPL cones and
parental cells (Figure 2A). Histological exarminations and histornor-
phometric analyses confirmed the radiographic obsgrvations and
showed that de neeo expresgon of antotaxin by breast cancer cells
reslted in a reduction of bone volurne (BV/ TV} and increased skeletal
tmor burden (Figure 2A% We observed no difference on legs of
metastatic amimals bearing MDA-BO2-NPP1 cdones compared to
MDA-B0O2 parental cells at the histological level (Figure 2B). We have
previously shown that LPA strmulates the potency of tumar cells to
increase the recrutrnent of osteoclasts at the bone metastatic ate [4].
Here, we observed that the surface of active ostenclasts per trabecular
bone area located at the bone/tumor cell interface was increased in
arirnals bearing MDA-BO2-ATX dones, as compared to that ohserved
in mice bearing parental or NPP1-expressing tumor cells (Figure 3},

Altogether, our results indicated that increased expression of
autotaxin by MDA-BO? cells enhanced the formation of ostenlytic
bone metastases.

Downregulation of autotaxin expression inhibits invasion

but not proliferation of mouse 4T1 breast cancer cells
To address the role of antotaxin in bone metastasis formmaton in

an imrmunocompetent context, we exploited the 4T1 cell line that
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Figure 1. Characterization of forced expression of autotaxin in human breast cancer MDA-BO2 cells. {A) Cells transfected with
bidirectional expression vectors pBiL-ATX or pBil-NPP1 were plated with (+) or without {-) doxycycline {Dox). Proteins from conditioned media {CM) or
lysates of tumor cells {CL) of two stable clones {no. 30 and no. 38 to ATX, no. 10.5 and no. 42 to NPP1) were electrophorezed then immunoblotted
with an anti-ATX antibody (Left panel) or anti-Myc antibody (Right panel). {B) Quantifications of luciferase activity {Left panel), lysoPLD activity (Middle
panel) and PDE activity (Right panel) in each clone and parental MDA-BG2 cells. {C) Cell proliferation was stimulated with LPC (10 uM) in absence or
presence Ki16425 (10 uM). Results are expressed as the % of Brdl incorporation compared to unstimulated MDA-B02 parental cells. Data correspond
to the mean = SD of 6 replicates and are representative of at least 3 independent experiments. {D) Cell invasion was stimulated with 10% FBS used as
chemoattractant. Results are the mean = SD of cells of 3 replicates and are representative of at least 3 independent experiments. Data are expressed
as the number of cells/mm? ¥, P<<0.05. **, P<0.01

doi:10.1371/journal.pone.0009741.901

is derived from a single mouse mammary tumor and recapitulates and respended to LPA  stimulation (Figure 4A and 4B).
the distinct steps of metastasis when engrafted into the mammary Additionally, we found that 4T1 cells expressed the autotaxin
gland of syngenic female BALB/C mice [29]. Firstly, we found transcript and protein (Figure 4A and 4C), accounting for the
that 4T'1 cells expressed the mRNA of all forms of LPA receptors secretion of an enzymatically active antotaxin protein (Figure 4C).

@ PLoS ONE | www.plosone.org 3 March 201¢ | Volume 5 | Issue 3 | e9741

76



B02 ATX-30 NPP1-10.5
2 [
7] . h
>
] y
o V
K
I 4

B
B02 ATX-30
ﬁf\?_ﬂﬂf&;m e

\* ‘.1:""{ '7-_72-': »:a
T ‘

Autotaxin and Bone Metastases

§ 200 *
e
= 150 *
2]
s
2 100
°
°
£ 50
[=]
3
3 o
B02 30 38 10.5 42
ATX  NPP1
30, - 50
- 40
2 —
£ 20 g
30 3
e * =<
> 20 o
ST p.-]
=
10 <
0- 0
& S “
> &\? ’\;S’
v &
S

Figure 2. Effect of forced expression of autotaxin on osteolytic bone metastasis formation of MDA-B0O2 cells. (A) (Left panels)
Representative radiographs of hind limbs from metastatic mice bearing MDA-BG2 cells or MDA-BG2-ATX clone no. 30 or MDA-BO2-NPP1 clone no. 42,
29 days after tumor cell inoculation. Osteolytic lesions are indicated by arrows {scale bar: 0.5 cm). (Right panel) Quantification of osteolytic lesion
areas on radiographs in metastatic animals. Data correspond to the mean = SE of two independent experiments of 7 to 10 animals per group. (B)
{Left panels) Representative bone histology of Goldner's trichrome-stained tibial metaphysis from metastatic animals. Bone is stained in blue; bone
marrow and tumor cells are stained in red. {scale bar: 1 mm). {(Right panel) Histomorphometric analysis of metastatic hindlimbs using the bone
volume/tissue volume ration (BV/TV, black bars and left axis) and the tumor volume/tissue volume ratio {TumV/TV, open bars and right axis) as
referents. Values are the mean + SE of 7-10 animals per group representative of two independent experiments. ¥, P<I0.05.

doi:10.1371/journal.pone.0009741.9002

To analyze the function of endogenous expression of autotaxin by
breast cancer cells in bone metastasis formation we used the RNA
interference method to establish a series of three clones of 4T
cells with stably down-regulated autotaxin expression (4T1-
siATX), together with three control 4T1 clenes with unaltered
expression of auntotaxin (4T1-sbATX) (Figure 4C). Foellowing
individual characterization of each clone for the levels of protein
expressions and lysoPLD activities, subsequent w zifro and tn vwe
experiments were carried out using pools of the three clones for the
4T1-s1ATX and the 4T 1-sbATX cell lines, respectively.

As previously observed for MDA-B02 cells in zifro (Figure 1C),
LPC exhibited a mitogenic actien on 4T1 cells (Figure 4D).
However, silencing of autotaxin expression did not alter the
proliferation of 4T 1-5iIATX cells compared to that observed for
control and parental cell lines (Figure 4D). This result was rather
surprising and might be the consequence of the remaining
lysoPLD activity in 4T1-siATX clones. An alternative explanation
would be that the proliferation of 4T1 cells was already maximally

@ PLoS ONE | www.plosone.org

stimulated by LPC. In contrast, using transwell migration
chambers coated with Matrigel™, we observed that silencing
autotaxin expression inhibited FBS-driven invasion of 4T1-siATX
cells (Figure 4E). This inhibition was overcome by the addition of
LPA intc the cell compartment of the migration chambers
demonstrating that invasion of 4T1 cells was controlled by
autotaxin through its lysoPLD activity.

Down-regulation of endogenous autotaxin expression in
4T1 cells inhibits osteolytic bone metastasis formation
independently of primary tumor growth in vive

To find out whether endogenous expression of autotaxin in
breast cancer cells was important for bone metastasis formation,
4T1-siATX and control cell lines were injected into the left
ventricle of the heart of female syngenic BALB/C mice. This
strategy allows to bypass the lungs and to target the cells to other
visceral organs and bone. Two weeks after cell inoculation,
radiographic analyses revealed that animals bearing 4T1-s1ATX
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Figure 3. Effect of forced expression of autotaxin /n vivc on MDA-BO2 cells increased the formation osteoclasts at the bone
metastatic site. (Upper left panels) Representative immunohistological examination of proximal tibia sections from metastatic animals 29 days after
tumor cell inoculation, using the anti-ATX antibody 4F1. T indicates tumor cells. (Lower left panels) Representative histological examination of TRAP-
stained proximal tibia sections from metastatic animals. T indicates tumor cells. Bone is stained in dark blue and osteoclats are stained in red {arrows).
{Right panel) Quantification of active-osteoclast resorption surface per trabecular bone surface {0c.5/BS). Results are the mean = SE of 8-9 animals

per group. * P<0.05. Scale bars: 200 pm.
doi:10.1371/journal.pone.GG09741.9003

cells had a 50% decrease in the extent of osteolytic lesions, as
compared to animals injected with 4T1-sbATX or 4T parental
cells (Figure 5A). Histological analyses revealed that the surface of
active osteoclasts per trabecular bone area located at the bone/
tumor cell interface was significantly decreased in animals bearing
4T1-6ATX cells, as compared to that observed in mice bearing
parental or 4T1-sbATX tumor cells (Figure 5B). We have
previously demonstrated that LPA is produced in the tumor
microenvironment by platelets [4]. To analyze the role of
endogenous autotaxin on breast cancer cells  wivo independently
of the bone microenvironment, 4T1-51ATX and control cell lines
were inoculated into the fat-pad of female syngenic BALB/C
mice. After two weeks, which corresponded to the same time
frame of tumor growth than that used for bone metastasis
experiments, primary tumors were collected. We observed that
silencing autotaxin expression did not alter the growth of primary
tumors since there was no significant difference in the size of 4T'1-
sIATX tumors, as compared to those of 4T1-sbATX and parental
tumors (Figure 6A). fn sifw immunodetection of the Ki-67 nuclear
antigen in tumor sections did not show any difference in the
proliferation of 4T1-s1ATX and control cells (Figure 6B). Alto-
gether, these results indicated that endogenous expression of
autotaxin controlled bone metastasis formation but not the growth
of 4T1 cells i vvo.

In order to analyze the capacity of endogenous autotaxin to support
the formation of spontaneous metastases by 4T'1 cells i o, cells were
injected into the mammary fat pad of female BALB/C mice. Primary
tumors were grown for two weeks, at which time they were resected,
allowing the emergence of spontanecus metastases. Three weeks after
the resection of primary tumors, animals were sacrificed. Lungs were
collected, fixed and embedded into paraffin. Lung tissue sections were
examined under a microscope for the presence of metastatic focl. We
found that mice inoculated with 4T1-5IATX cells had a significantly
lower number of lung metastases (80% reduction) as compared to mice
inoculated with 4T1 parental cells (Figure 6C).

Altogether, these data indicated that the expression of
endogenous autotaxin controlled the capacity of 4T] breast
cancer cells to metastasize and to induce the formation of
osteolytic bone metastases independently of cell proliferation.

. PLoS ONE | www.plosone.org

Expression of autotaxin mRNA in primary tumors of
patients with breast cancers

We then asked whether the effects of autotaxin expression
observed in mouse preclinical models of breast cancers could
correlate with the human disease. We analyzed the expression of
the autotaxin expressing gene (ENNPZ) by real time quantitative
PCR in a series of 167 breast tumor biopsies from patients without
(n=145) or with (n=22) identified metastases at the time of
diagnosis. We observed that the expression of ENPPZ normalized
to the genes enceding ribosemal protein L32 (L32) or TATA-box
binding protein (I'BP, data not shown), was not significantly
modified in patients with bone or soft tissue metastases at the time
of diagnosis, as compared with non-metastatic patients (Figure 7).
We also found similar levels of ZVPP2 mRNA in primary tumors
of non-metastatic patients that had developed bone or soft tissue
metastases over a five-year period (Figure 7). Then, we
investigated the expression of ENPP2 in relation to the clinical,
pathological and biclogical characteristics, as defined in Table 1.
We found that even if the absclute median values of ENPFZ
transcript levels were consistently increased together with the
characteristics of poor prognostics, the differences did not reach
statistically significance. This indicated that the expression of
ENPP2 in primary tumors of breast cancer patients was
independent of the tumor size, grade, node, estrogen receptor
(ER) and progesterone receptor (PgR) status (Table 1).

LPA controls directly osteoclast differentiation

We showed previously that LPA increases the potency of tumor
cells to induce the differentiation of ostecclasts w zifro and their
recruitment @ wvwe at the bone metastatic site [4]. Jn wmire,
conditioned media collected from MDA-B02-ATX clones sigmif-
icantly enhanced the differentiation of mature osteoclasts from
bone marrow cell precursers, as compared to conditioned media
prepared from parental cells or MDA-BO2-NPPl clones
(Figure 8A). Moreover, recombinant autotaxin increased signifi-
cantly M-CSF/RANK-L-induced osteoclast differentiation @ vefro
(Figure 8B). To determine whether the effect of autotaxin was due
to its lysoPLD activity, we used a [-substituted analogue of LPA
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Figure 4. Characterization of silencing autotaxin expression in mouse breast carcinoma 4T1 cells. {A) RT-PCR amplification products for
LPA receptors, LPA; (1), LPA: (2), LPA; (3), LPA, {4), LPAs (5), GPR&7, P2Y5, and autotaxin (ATX) from 4T1 cells total RNAs were analyzed on a 2%
agarose gel. MW, molecular weight marker. (B) Cell invasion was stimulated with increased LPA concentrations used as chemoattractant. Results are
the mean = 5D of cells of 3 replicates and are representative of at least 3 independent experiments. Data are expressed as the number of cells/mm?
(C) Autotaxin expression in 3 clones of 4T1 cells transfected with a pStrike vector coding for either irrelevant small hairpin RNAi (sbATX, clones no. 14,
no. 16, no. 20) or specific small hairpin RNAT (SIATX, clones no. 1, no. 17, no. 52). {Upper panel) Immunoblotting using anti-ATX polyclonal antibody
or anti-7tubulin as loading control. {Lower panel) lysoPLD activity {pmol LPA/mI) measured in cell culture conditioned media. {D) Cell proliferation
assessed by BrdlU incorporation of 4T1 cells and a pool of three 4T1-sbATX clones (no. 14, no. 16, no. 20) or three 4T1-siATX clones {no. 1, no. 17,
no. 52), in response to increased concentrations of LPC. Results are expressed in mean £ SD of 6 replicates and are representative of 3 separates
experiments. (E) Invasion assay. Cells were placed in presence or absence of LPA (0.1-1 pM) in the upper chamber and FBS, used as chemoattractant,
was placed in the lower chamber. Results are the mean = SD of 3 replicates and are representative of at least 3 independent experiments. Data are
expressed as the number of cells/mm?. ¥, P<0.05.

doi:10.1371/journal.pone.0009741.9004
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Figure 5. Effect of silencing autotaxin expression on osteolytic bone metastasis formation of 4T1 cells. (A) {Left panels) Representative
radiographs of hind limbs from BALB/C mice 14 days after intracardiac injection of 4T1 parental cells or pools of 4T1-sbATX clones {no. 14, no. 16,
no. 20) or 4T1-siATX clones {no. 1, no. 17, no. 52). Osteolytic lesions are indicated by arrows. (Right panel) Quantification of osteolytic lesion areas.
Values are expressed as the % of lesion areas compared to parental 4T1 cells. Data correspond to the mean = SE of two independent experiments of
8 to 10 animals per group. ¥ P<0.05. (B} {Left upper panels) Representative immunohistological examination of proximal tibia sections from
metastatic animals 14 days after tumor cell inoculation, using the anti-ATX antibody 4F1. T indicates tumor cells. {Lower left panels) Representative
histological examination of TRAP-stained proximal tibia sections from metastatic animals. T indicates tumor cells. Bone is stained in dark blue and
osteoclats are stained in red {arrows). {Right panel) Quantification of active-osteoclast resorption surface per trabecular bone surface {0c.5/BS).
Results are the mean = 5E of 8-10 animals per group. *: P<C0.05. Scale bars: 260 pm.

doi:10.1371/journal.pone.0009741.9005

{(vpcB8a202) described as a specific inhibitor [30]. We observed that
vpcBa202 inhibited the autotaxin-dependent increased osteoclas-
togenesis from bone marrow cells treated with M-CSF and
RANK-L (Figure 8B). We showed previously that LPA controls
indirectly breast cancer cellinduction of osteoclastogenesis
through the secretion of pre-osteoclastic cytokines, IL-6 and IL-
8, by tumor cells [4]. Serum is required for full osteoclast
differentiation upon stimulation osteoclast precursors with M-
CSF/RANK-L i vifro [31]. Serum contains high amounts of both
LPA and LPC [32]. Therefore, our results suggested that LPA
generated by autotaxin in the presence of serum might control
directly osteoclast differentiation. To test this hypothesis, we
treated fetal bovine serum with activated charceal in order to
remove all lipid fractions. We observed that lipid-depleted serum
was not able to support osteoclastogenesis induced by M-CSF/
RANK-L (Figure 8C). This inhibitory effect of lipid-depleted

@ PLoS ONE | www.plosone.org

serum was rescued by the addition of purified LPA in the culture
media (Figure 8C). This result indicated that LPA was required for
serum/M-CSF/RANK-L induced osteodastogenesis.

Discussion

In this study we demonstrated that expression of autotaxin
controlled the progression of osteolytic bone metastases induced by
breast cancer cells. We showed previously that lysophosphatidic
acid (LPA) produced in the tumor microenvironment controls the
progression of osteolytic bone metastases of breast cancer cells and
highlighted the important role of blood platelets in this process [4].
However, the molecular mechanisms invelved in the production of
LPA and the direct role of LPA on bone cells at the bone
metastatic site are still unknown. Knockout animal analyses
revealed that antotaxin centrols the levels of LPA in the blood
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Figure 6. Effect of autotaxin expression in orthotopic primary tumor growth and spontaneously metastasis dissemination of
mouse 4T1 cells. 4T1 parental cells, 4T1-sbATX clones and 4T1-sIATX clones were injected in the mammary gland of normal syngenic female BALB/
C mice. At day 14, primary tumors were resected, and weighed. (A) Box plots represent tumaor weight {in mg). {B) Primary tumors were embedded in
paraffin. Tumor tissue sections were analysed by mmunohistochemistry using a specific antibody directed against the nuclear ki-67 antigen. The
mitotic index {numbers in each panel) was calculated as the percentage of nuclei positive for ki-67 {results are the mean * 5D, scale bar: 50 um). (C)
Animals were sacrificed 35 days after tumor cell injection and lungs were collected to quantify spontaneously metastasis formation of 471 cells.
{Upper panels) representative photographs of lung tissue sections stained with eosin. {Lower panel) Quantification of lung metastasis foci. The
numker of metastatic foci was enumerated under microscope. P<20,05. T indicates metastatic foci. Scale bar: 200 pm.
doi:10.1371/journal.pone.0009741.9006

circulation [8,9]. Forced expression of autotaxin in human breast autotaxin in mouse mammary tumor 4T1 cells decreased the
cancer MDA-B02 cells increased the formation of osteclytic bone extent of osteolytic lesions. It is known for two decades that
metastases in mice, whereas knockdown expression of endogenous platelets are an abundant source of LPA in the serum [33,34].
il
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Figure 7. Expression of autotaxin mRNA in primary tumors of
breast cancer patients. Total RNA were extracted from primary
breast tumor biopsies of patients without or with metastases at the
time of diagnosis. Soft and Bone represent subsets of metastatic
patients with soft tissue only and bone metastases, respectively. W/0O
Rec represent a subset of non metastatic patients with no recurrence of
metastasis during a five year period. Soft Rec and Bone Rec represent
subsets of patients with recurrence of metastases to soft tissue only and
to hone over a five year period, respectively. n indicates the numbers of
patients in each group. Expression of Enpp2/ATX mRNA was measured
by real-time guantitative by real time PCR. Quantifications were
normalized to corresponding L32 RNA values. Data are given as box
plots with the median. The box encompasses the 25" to 75T
percentiles. The 5™ percentiles are displayed as error bars.
doi:10.1371/journal.pone.6009741.9007

However, Aoki’s group demonstrated that LPA released directly
by platelets represents only a small part of serum LPA [32].
Platelet-derived LPA is produced mainly through the action of
plasma lysophospholipase D (e.g. autotaxin) on LPA precursors
(LPC, lysophosphatidylethanolamine, and lysophosphatidylserine)
released by activated platelets [32]. Therefore, in the context of
osteolytic bone metastasis progression, the procoagulant activity of
breast cancer cells is likely to induce the release of both LPA and
LPA precursors upon platelet aggregation. In agreement with a
local transformation of LPA precursors into LPA by tumor cell-
derived autotaxin that subsequently would act as a paracine/
auteerine factor, we found increased tumer burden and ostecclast-
mediated bone rescrpticn in animals bearing autctaxin-expressing
tumors.

Expression of ENFPP2 was detected among the set of genes that
are specifically upregulated in rat bene tissue under permanent
infusion with PTH({1-34) fragment [35]. Continucus exposure tc
PTH increases bone resorption, hypercalcemia and bone loss [36].
It is tempting to hypothesize that autotaxin would be involved in
the contrel of ostecclast activity and bone reserption. The number
of osteoclasts was specifically increased at the interface between
tumors and bone in metastatic mice bearing autctaxin-expressing
tumors. This could be due to an indirect action of autotaxin via an
autocrine/ LPA-dependant activation of tumor cells and the
release of pro-osteoclastic factors [4,5]. However, we observed
that incubation of bone marrow cells @ wfre with autotaxin-
containing tumor cell conditioned media or recombinant auto-
taxin enhanced M-CSF/RANK-L induced differentiation of
mature ostecclasts, indicating that through its lysoPLD activity

oo,
@ PLoS ONE | www.plosone.org

Autotaxin and Bone Metastases

autotaxin might alsc control directly osteoclastogenesis. Bone cells
were shown to be activated by LPA [37]. LPA has a mitogenic and
chemotatic activity on osteoblasts and induces dentritic cutgrowth
of osteccytes [38,39,40]. LPA was also shown to cooperate with
lalpha, 25(OH}Vitamin D to stimulate ostecblastic cell activities
[41]. Here, we found that LPA present in the serum was required
te form mature osteoclasts @ wifre from bone marrow cell
precursors. Therefore, in addition tc a role on tumor growth,
both at primary and bone metastatic sites, LPA might also control
the progression of osteolytic bone metastases through a direct
action on bone cells (Figure 9).

Human MDA-B02 cells used in our study do not express
autotaxin at steady state, indicating that expression of autotaxin
was not involved in the tropism of breast cancer cells to the bene
tissue. This might explain why expression of autctaxin gene
(ENPF2) was not identified among the set of genes that defined the
gene signature of bone-seeking breast cancer cells [42,43].
However, expression of autotaxin both in human and mouse
breast cancer cells controlled the progression of osteolytic lesions,
once located in the bone tissue. Bone metastasis is the site of
complex cross-interactions occurring between tumor cells and the
bone micreenvironment. Genes enceding for parathyroid hor-
mone related pretein (PTHrP), cycle-oxygenase 2 (Cox2) and
osteomimetic factors by tumor cells do not beleng to the gene
signature of bone-seeking breast cancer cells, but are known tc
play active roles during the progression of bone metastases
[44,45,46]. Our results strongly suggest that autotaxin belongs to
these additional factors that contrel the expansion of osteolytic
bone metastases in breast cancers.

Taghavi and collaboraters observed that LPA receptors are
conditionally tumorigenic in mice [47]. A recent study showed
that transgenic cverexpressicn of autotaxin or LPAL-3 receptors
in the mouse mammary gland is sufficient to initiate breast
cancers in mice, demenstrating that activation of the autotaxin/
LPA track induces carcinogenesis [25]. This confirms previcus
reports indicating that expression of autotaxin is increased in
tumors compared to normal tissues of origin [26]. However, the
role of the autotaxin/LPA axis during the progression of breast
cancers in human is not well characterized yet Increased
expression of LPAs; and LPAj; receptors correlates with late
stages of ovarian cancers, whereas expression of LPA, receptor
links to the inhibition of the progression of ovarian tumors.
Specific variation of LPA receptor expression was not found in
DNA microarray databases of different stages and grades of
breast cancers, suggesting that LPA receptors are more prene to
control primary tumor progression of ovarian tumors than breast
cancers [48]. We found that the autotaxin transcript levels in
primary tumors of breast cancer patients was an independent
factor from the tumor size, grade, metastasis, node, ER and PgR
status. This suggested that autotaxin expression would not be
predictive for both the progression and metastatic dissemination
of breast cancer tumors.

In conclusion, in addition te the predominant rele of autotaxin/
LPA track in the carcinogenesis of breast cancers our results
demonstrated that activation of autotaxin/LPA axis in breast
cancer cells controlled the progression of osteolytic boene
metastases by simulating directly both cancer cells and csteoclasts.
Osteophylic cancers such as breast, thyroid, prostate and lung
cancers, share many common mechanisms during the progression
of bone metastases [2]. In addition, expressions of autotaxin and
LPA receptors are detected in these types of cancers [21,23 49].
Altogether, our results suggested that targeting autotaxin/LPA
track might centribute to the develocpment of new therapies to
improve the care of patients with osteophylic solid tumors.
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Materials and Methods

Ethics statement

The mice used in our study were handled according to the rules
of Décret N° 87-848 du 19/10/1587, Pars. The experimental
protocol have been reviewed and approved by the Instimtional
Animal Care and Use Commttee of the Umniversité Claude
Bernard Lyon-1 (Lyon, France). Studies were routinely inspected
by the attending veterinadan to ensure continmed compliance with
the proposed protocols. BALB/C and BALB/C nude mmice, 4
weeks of age, were housed under barmrier conditions in larninar
flow isolated hoods. Autoclaved water and mouse chow were
provided ad lbiturn, Ammals beanng twmor xenografis werg
carefully momtored for established signs of distress and discormdort
and were hurnanely euthanized when these were confirmed.
Studies involving human primary breast tumnors were performed
according to the prnciples embodied in the Declaration of
Helsinka, Tissue biopsies were obtained as part of surgical
treatments for the hormone receptor coment determination.
Kemaining samples were included anonymously in this study.
All huwman experiments were approved by the Expermental
Review Board from the Lagnnec School of Medidne that waived
the need for consent.

Drugs and reagents

Lysophosphatidic acid (LPA, Oleoyl C18:1} and lysophos-
phatdylcholing (LPC} were obtained from Avanti Polar Lipids.
Activated charcoal was obtained from VWR international. The
competitive inhibitor of LPA signaling pathways dependent on
LPA;, and LPAs receptors, KilG6425, was obtained from
DebiopharmGroup. Vpc8a202 was kindly provided by Pr.
K.R. Lynch (University of Virginia, Charlottesville, VAI[30].
Recombinant Human autotaxin was purchased from R&D
Systermn.

@ PLoS ONE | www.plosone.crg 10

Table 1. Distribution of ATX mRNA in different subsets of cases defined by classical prognostic parameters in primary tumors of
metastastic patients with bone metastases and of non metastatic patients without metastasis recurrence.
Patients with bone metastases Patients without metastasis recurrence
n=14 n=93
f Median p* 2] Median p*
Menopausal status pre 2 144 8t 1088
post 12 1036 4715 33 11.69 2585
Surgical tumor size eT? 3 a.88 35 11.30
= pT2 g 1243 55 188 0750
KRistological type ductal! 12 10,36 77 11.30
lobutar 1 815 £.285 13 1219 D823
Histological grade®™ Gt 1 8.1 11 240
Git g 1418 3ig 10,87
Gitf 5 IRIALE) 248 20 14.24 .394
Node status PG i) 38 10.87
i+ i1 10079 55 11.95 0160
ER status Positive g 9.78 g3 11.00
Negative 4 12.78 123 i 13.03 2535
Fgfi status Positive 7 9.72 7 11094
Megative g 12403 L0063 1g 14.76 429
Diata are expressed as the median of ATX/L32 mRNA ratio,
“p values were ohtained using the non parametric Mann & Whitney test,
“in ductal carcinomas only and p values were obtained using the non parametric Kruskall-Wallis test.
doi1 01371 Journal. pone. 0009741 1N

Cell lines and transfection

Clell hines (MDA-BO2 and 4T1) and tansfectants were cultured in
cornplete media, DMEM mediurn Toivitrogeny, 10% (v/v) fetal bovine
serumn (FBS, Perbio) and 1% pemallin/streptomnycin (Invitrogen), at
37°Cin a 5% COy; incubator. Hurnan MDA-MB-231 and mouse 4T1
breast cancer cell ines were obtained from the American Type Culture
Callection. Characteristices of MDA-MB-231/B02 WMDA-BOZ breast
cancer cells were deseribed elsewhere [50]. The cDINA encoding the
rat autotaxin and mice NPPL were amplified by PCR using the
plasmmid HA-RnNPP2-Myc and HA-NPPL-Myc as a ternplate and 2
oligormicleotide  primers (3 -GCAGAGOTGGTTTAGTGAAC-3
and 5'-COTCTACAAATGTGGTATATGGC-3", The bidirection-
al vectors pBiL/ATX and pBiL/INPP1 were constructed by inserting
intny the pBRil. plasmd (Clonetech) the Notl/Nhel PCR fragment
encoding the autotaxin and NPPL sequence, respectively. MDA-MB-
231/B02-tet-Off cells were cotransfected with pBIL/ATX or pBiL/
NPP1 tgether with a vector confernng purormiyan resstance (pPur;
Clontech). Selection of the dones was obtained after growing the cells
for 2 weeks in the presence of purornycin (2 pg/ml). Ludferase
induction was used to select clones arnong stable transfectants. Two
autotadn  transfectants (clones no. 30 and 38} and two INPPL
transfectants (clones no. 0.5 and 41} were nsed in the present smdy.

We designed smmall hairpin RNAs (SIRNA} and corresponding
SbRINA sequences directed to autotaxin mBNA target sites based
on the mouse sequence (GenBank accession NM_015744) nsing
the SIRNA TARGET DESIGNER (Promega). Pairwise oligonu-
cleotides for mouse siRNA-ATX 5-ACCGCCATCGGCGT-
CAATCTCTAAGTTCTCTAGAGATTGACGCCGATGGCT -
TTTTCC-3', 5" TGCAGAAAAAGCOCATCGGOGTCAATCT-
CTAGAGAACTTAGAGATTGATTGACGCCGATGG-3 (target
nucleotide site: 97-115) as well as control oligonuclectides with
scrammbled sequences (shl-ATX) were cloned into psiSTRIKE
puromycin  vector contaiming the US promoter  (Promegal.
Plasmids were transfected into 4T1 cells using the Transfast

tdarch 2010 | Volume 5 | Issue 3 | e9741

83



Autotaxin and Bone Metastases

*
A * 600 *
- o, Q
) AT?('SO_- _ NPP1-10.5 E 400/
wn
=
g 200
73
o
B02 30 38 10.5 42
ATX NPP1
B
Control vpcB8a202 (5uM)
. @ -l R
£ 750 *
o
8 500
w0
3
Q
rATX § 250
[74]
= vpcB8a202(1puM) | vpc8a202 (5uM) o 0l
. . .1\..:;_’::._'-, e g T rATx - S p s >

vpc8a202 (1pM) - - -+ -

vpc8a202 (5pM) - + - -+
C
« 7507
E
Control 2
A % 5001
! k. )
Q
2 2501
8
0.

FBS + - -
Dep.FBS - *
LPA - .

Figure 8. Effect of lysoPLD activity of autotaxin on osteoclastogenesis. {A) Bone marrow cells were cultured in presence of FBS {10%),
mause M-CSF, RANK-L and MDA-BO2 cell or MDA-BO2-ATX clone £30 or MDA-BO2-NPP1 clone #10.5 conditioned media. {B) Bone marrow cells were
cultured in presence of FBS (10%), mouse M-CSF, RANK-L and recombinant ATX, in absence {-) or presence of increasing concentrations of ATX
inhibitor, vpc8a202, {C) Bone marrow cells were cultured in presence of mouse M-CSF, RANK-L and FBS (Control) or lipid-depleted FBS {Dep. FBS) in
absence or presence of 1-OleoyFLPA {1 pM). {Left panels) Representative images of multinucleated cells stained for the TRAP activity. {Right panels)

Quantification of osteoclast number was based on the multinucleation of TRAP-positive cells. Results are the mean * 5D of 3 separate experiments. *:
P<0.05. Scale bars: 200 um.

doi:10.1371/journal. pone.0009741.9008

@ PLoS ONE | www.plosone.org 11 March 2010 | Volume 5 | Issue 3 | e9741

84



RANK-L

Figure 9. Schematic representation of LPA/autotaxin effects on
the progression of osteolytic bone metastases. Bone-residing
breast cancer cells (1) induce platelet (2) aggregation and the release of
LPA and LPA precursors {LPC) from activated platelets. Platelet-derived
LPA and LPA-derived from autotaxin (ATX) lysoPLD activity secreted by
cancer cells can act on tumor cells to stimulate both tumor growth and
the production of IL-6 and IL-8, which in turn induce the expression of
RANK-L by osteoblasts (3) that stimulate osteoclast precursors {4)
differentiation and osteoclast-mediated bone resorption. Platelet-
derived LPA and LPA derived from ATX activity can act directly on
osteoblasts to stimulate migration and proliferation, and on osteoclast
precursors to stimulate osteoclastogenesis. Doted arrows indicate
unknown origin.

doi:10.1371/journal.pone.0069741 .g00S

reagent (Promega). Cells were cultured for 2 weeks in presence of
puromycin (2 ig/mL) and 4T1-siATX and 4T1-sbl clones were
isolated using cloning cylinders. Autotaxin expression was assessed
by western-blotting and measure of lyso-PLD activity. Three
4T1SIRNA-ATX stable transfectants (dlones no. 1, 17 and 52) and
three 4T1SBIRNA-ATX stable transfectants (clones no. 14, 16
and 20) were used in the present study.

Reverse transcription and polymerase chain reaction (RT-
PCR)

Total RNA from 4T cells were extracted using Nucleospin RINATI
kit (Macherey-Nagel) and cDNA were synthesized using iScript cDINA
Synthesis kit (Biorad). PCR reactions were run using SYBR® Green
gPCR kit and sets of specific primers, LPAL-F (5-ATCTTTGGC-
TATGTTCGCCA-3") and LPAI-R (5'-TTGCTGTGAACTC-
CAGCCA-3") for LPA}; LPA2-F (5'-GTCAAGACGGTTGTCAT-
CATTCT-3') and LPA2-R (5-GAAGCATGATCCGCGTGCT-3")
for LPAy, LPA3-F (5-GAAGCATGATCCGCGTGCT-3') and
LPA3-R (5-TCATGATGGACATGTGTGTTTGC-3) for LPA;;
LPA4-F (5- GCATTGTTGACATTAGTGGTGGA -3") and LPA4-
R (5'- AACCTGGCCCTCTCTGATTT-%) for LPA,; LPAS-F (5'-
CCGTACATGTTCATCTGGAAGAT-3) and LPA5-R (5'-CA-
GACTAATTTCTCTTCCCACCT-3) for LPAs; GPR87-F (5'-CA-
GACTAATTTCTCTTCCCACCT-3) and GPR87-R (5-GGGG-
ATTCTGCACAAGTGAT-3") for GPR87; P2Y5-F (5'-GAGCAG-
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TCCCAGTGGCTTAG-3') and P2Y5-R (53'-TGTTTCCAACTG-
CTGCTTTG-3) for P2Y5; ATX-F (5'-GCCCTGATGTCCGTG-
TATCT-3") and ATX-R (5'-CGTTTGAAGGCAGGGTACAT-3"
for autotaxin. Complementary DNAs were amplified by PCR for 35
cycles and PCR products were analyzed by electrophoresis on a 2%
agarose gel stained with ethidium bromide. Expression of Enpp2/
ATX mRNA was quantified by real-time quantitative RT-PCR on an
Eppendorf Mastercycler® RealPlex (Invitrogen) using the SYBR®
Green PCR kit (Finnzymes). Quantifications were normalized to
corresponding RNA 1.32 and TBP values. The cDINAs were amplified
by PCR for 35 cycles with the following specific PCR primers: human
ATX, 5'- ACAACGAGGAGAGCTGCAAT-3 (forward) and 5'- A-
GAAGTCCAGGCTGGTGAGA-3 (reverse), Human 132, 5'- CA-
AGGAGCTGGAAGTGCTGC-3' (forward) and 5'- CAGCTCT-
TTCCACGATGGC-3' (reverse); Human TBP, 5'-TGGTGTGCA-
CAGGAGCAAG-3' (forward) and 5'-TTCACATCACAGCTCCC-
CAG-3’ (reverse). Each cycle consisted of 10 s of denaturation at 95°C,
15 § of annealing at 67°C, and 10 s of extension at 72°C.

Quantification of lyseghosphilipase D (lysoPLD) and
phosphodiesterase (PDE) activities

lysoPLD activity was measured by conversion of radiclabeled
LPC into radiclabeled LPA as described previously [51]. Briefly,
a solution of ['*(f]palmitoyl-lysophosphatidylcholine at
0.0025 uCi/pL m DMEM supplemented with 1% free acid
BSA was first prepared, and 20 pl of this solution was incubated
with 500 pl of thawed CM plus | Wl of sedium orthovanadate for
90 min at 37°C. At the end of the incubation period,
phospholipids were extracted with 500 pl of 1-butanol, evapo-
rated, spotted on a silica gel 60 TLC glass plate, and separated
using CHCly/MeOH/NH,OH (60:35:8) as the migration
solvent. The plate was autoradiographed overnight at —80°C
using Biomax-MS film (Kodak) to localize radiclabeled LPA
spots, which were scraped and counted with 3 mL of scintillation
mixture. Nucleotide phosphodiesterase activities were deter-
mined from the release of p-nitrophenclate from g-nitrophenyl
thymidine 5’-menophosphate. Briefly, the samples were incu-
bated at 37°C with 5 mM of the substrate, 5 mM CaCly, 5 mM
MgCly and 100 mM Tris/HC1 at pH 9.0 in a total velume of
35 L. The reaction was stopped by the addition of 200 uL of 3%
(v/v) trichloroacetic acid. Subsequently, the mixture was
neutralized with NaOH and g-nitrophenolate was quantified
colorimetrically at 405 nm.

Western-blot analysis

Cells were cultured in 5 ml DMEM without FBS for cne day.
Conditioned culture media were concentrated to 60 pl using
Centicon-Y30 (Millipore). Cell lysates were prepared from cells
cultured in complete medium. Protein were electrophoresed on a
7% SDS polyacrylamide gel and transferred onto an Immobilon
transfer membrane (Millipore). Membranes were incubated with
5% low fat-milk and 0.1% Triton X-100, pH 7.4 in PBS for one
hour at room temperature followed by an overnight incubation
with anti-ATX antibody (Cayman) or with anti-¢-tubulin antibody
(Sigma Aldrich). Autotaxin and &-tubulin were visualized using
horseradish-peroxidase-donkey anti-rabbit IgG or anti-mouse IgG
(Amersham) and enhanced chemiluminenscence (Amersham). For
detection of HA-NPPl-myc, non-specific binding sites were
blocked with 3% bovine serum albumin (Serva) and 0.1%
Tween-20 in PBS. Following overnight incubation with anti-
Myc (clone 9El0) monodenal anibodies, HANPPlmyc was
visualized using horseradish-peroxidase-goat anti-mouse IgG
{Dake) and enhanced chemiluminesence (Perkin Elmer).
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Cell proliferation assay

Experiments were carried outin conditdons described previously
[23]. Briefly, MDA-B02 cells (8% 10% and 4T1 cells (2.5% 10% were
seeded in 48-well and 96-well plates, respectively, and cultured in
complete medium for 24 h. Then, cells were synchromzed in the
presence of serum-free medivm for 24 h. Then, cell proliferatdon
was evaluated following BrdU incorporation for 7 h and the use of
the cell proliferaton ELISA lat (Roche).

Cell Invasion assay

Invasion assays were carried out using Bio-Coat rmigration
chambers (Becton Dicknson) with # pm filters previously coated
with Matrigel as described previously [52]. MDA-B02 cells
(5% 10% or 4T1 cells {2.10% were plated in the upper chambers
and and the chemoattractant (10% FBS) in the lower chammbers.
After incubation for 24 hoat 37°Clin 5% CO; incubator, cells that
had rmgrated through the filters were fixed and stained. The
membranes were mounted on glass shdes, and cells from 10
randorn mmicroscopic fields {(x400 magmiication} were counted. All
experiments were Tun in duplicate, and invasion was expressed in
terms of cells/mnm®.

Patients and tumor characteristics

Patients were selected according to the following critera:
primary breast turnor without inflammatory feature, no previous
treatment. Patents tumors were provide by three medical centers
{Centre Hospitalier Régional Annecy, Chinmgie Oncologigque
Centre Hospitalier Universitaire Lyon-Sud, and Clhimgue Muta-
liste Saint Etienne, France} in which patients were included
between October 1994 and October 2001, Two groups of patients
were defined according to identified metastases at the time of
diagnosis m=22) or no identified metastases (n= 145). Breast
cancer tssue biopsies were obtained by surgery, selected by the
pathologist and immediately stored in Hguid nitrogen untl
processing. The biopsies were pulverized using a “Mikro-
Dismemnbrator” (B, Braun Biotech Imternational, Melsungen,
Germany} and total RINAs were extracted using TRI Reagent
(Sigma, &t Lows, MO} To remove any genomic DINA
contarmnaton, total RINAs were treated with RINAse-free DINAse
I and purified using RNeasy mmicro columns (Chagen, Hiden,
Germany). RINAs gquality was verified using an Agilent Bipanalyser
2100 (Agilent Technologes, Santa Clara, CA).

Animal studies

Bone metastasis  expeniments using MDA-B02 cells and
transfectants were performed in female BALB/C nude mice of 4
weeks of age as previously described [4]. Cells were suspended at a
density of 5x10° cells in 100 ul of PBS and inoculated
intravenously into animals. Bone metastasis experiments wsing
4T cells and transfectants were performed wsing fernale BALB/
cBy] mice of 6 weeks of age. Cells were suspended at a density of
10° cells in 100 pl of PBS and adrministered to the ammals by
intracardiac injection. Radiographs (LifeRay HM Plus, Ferramia}
of animals were taken at day 28 and 14 after inoculation with
MDA-B0O2 cells and 4T Lcells, respectively, using a cabinet X-ray
systern (MX-20; Faxitron Xray Comporation). Then, ammals were
sacrificed by cervical dislocation and metastatic hind Hmbs were
collected for histology and histornorphometric analyzes. Areas of
osteolytic lesions were measured using the computerized image
analysis systern MorphoExpert (Exploranova). The extent of bone
destruction for each animal was expressed in mm®.

Tumor fad pad experiments were performed using 4T | parental
cells or pools of 3 independent clones of 4T1-sRNA-ATX or 47T 1-
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shIRNA-ATX cells (107 in 10 pl of PBS) injected into the fat pad
of the 4™ mammary gland of female BALB/C mmice of § weeks of
age (Charles River). Tumor weights were determmined 14 days after
inpewlation. For spontanecus metastasis dissemmination studies 14
days after tumor cell injecton, animals were anesthetized and
primary turnors were surgically removed. Mice were then followed
for an addidonal 3-week observation at which tme they were
sacrificed and lungs collected for histological analysis.

Bone histomorphometry and histology

Hind lrmbs from ammals were fixed, decalafied with 16% EDTA
and emmbedded in paraffin. Five-pum tissue sectons were stained with
Goldner’s Trchrome and procesded for histomorphometic
analyzes to calculate the BV/ TV ratio (percentage of bone tsme)
and the TumV/TV ratio (percentage of tumor dssue). The m s
detection of osteoclasts was carried out on metastatic bone tissue
secions using the tartrate-resistant acid phosphatase [TRAP)
activity kit assay (Sigrna). The resorpton surface (Oc.3/BS) was
calculated as the rato of TRAP-positive trabecular bone surface
{Os.8) to the total tabecular bone surface (BS) uwsing the
computerized image analysis systemn MorphoExpert {Exploranowva).

Immunohistochemistry

Resected primary tumnors and metastatic hind limbs were fixed
and embedded in paraffin. Five pm sections were subjected to
irnrnunchistochermstry using a rat ant-mouse Ki6Y monoconal
antibody that specifically recogmizes proliferatve cells (DakoChy-
tomation) and a rat anti-ATX monoclonal antbody (clone 4F1).
Sectons were de-paraffinized in methyloyclohexan, hydrated
through a graded senes of ethanol, then irmmersed in a peroxidase
blocking reagent (DakoCytomnation} 5 min. Sections were incu-
bated with normal goat serurm fior 30 min and incubated overmght
at 4°C in Immid chambers with primary antbody to Kig7
{dilution!:25) and to ATX (dilution 1:200). The slides were
incubated with biotinylated polycdonal rabbit ant-rat imrouano-
globulin (DakoCytormation) for 45 min. After washing, the shdes
were treated with peroxdase conjugated streptavidin (DakoCyto-
mation} for 45 min and developed by addidon of a soluton of
3.3 -diaminobenzidine  tewahydrochloride  (DakoClytormnation).
Light counterstaining was performed with Mayer’s hematoxylin.
The number of nuclel immminostained for Ki-67 was counted
under a microscope. The mitotc index was calculated as the ratio
of the number of Ki-67 posiive nuclel to the total nucleus nurmber
per field and expressed as the percentage of Ki-67-positive nuclel

Osteoclastogenesis assay

Bone marrow cells from hind lmbs of OF1 male mice were
collected and seeded in 12-well tissue culture plates at a density of
2x 107 cells per wellin e MEM mediim (Imatrogen) supplemented
with macrophage—CSF (R&D Systerns), receptor-activated nuclear
receptor factor KB lgand (RANK-L). Culture media were then
supplemented with 10% FBS, lipid-depleted FBS or condidoned
mecha collected from tumnor cells, in presence or absence of 1-oleoyl
LPA, recombinant antotaxin or vpeBa202. After § days, mammre
ostenclasts were enumerated under a mmicroscope on the basis of the
nurnber of macled (more than three rmiclel} and the tartrate-resistant
acid phosphatase [TRAP) activity (Sigrma). Results were expressed

as the number of osteoclasts per cm®.

Statistical analysis
Data were analyzed with the Stat-View 5.0 software using

unpaired Student’s £ test for v zafo and v pzw studies, and the non
parammetric Mann Whitney test or Kruskall Wallis test for the
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chircal study. P values less than 0.05 were considered statistically
significant.
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4. Discussion

Dans cette étude, nous avons développé des outils génétiques qui ont permis de démontrer que
le blocage de la voie de signalisation ATX/LPA réduisait le risque de métastases issues de cancer du
sein. Actuellement, les études sur les inhibiteurs de la voie ATX/LPA représentent un axe de
recherche thérapeutique important. Dans une étude complémentaire nous avons analysé I'effet du
blocage pharmacologique d’ATX sur la formation spontanée de métastases pulmonaires. Cette étude
constitue une premiére approche préclinique de ciblage d’ATX par de nouvelles molécules destinées
a prévenir la formation des métastases de cancers du sein.

Dans ce cadre, j'ai pu évaluer I'effet d’un analogue du LPA, le VPC8a202, qui est un bloqueur de
I'activité lysoPLD d’ATX [324], sur la dissémination métastatique spontanée des cellules 4T1 (figure
18). L’analyse des coupes de poumons a montré que, le VPC8a202 était capable dans un contexte
immunocompétent, de diminuer la capacité métastatique des cellules 4T1. Il est intéressant de noter
qu’a linstar de linhibition génétique de I'expression d’ATX dans les cellules 4T1, le blocage
pharmacologique de l'activité lysoPLD n’a pas d’influence sur la taille de la tumeur primaire. Ces
résultats suggérent qu’une telle approche en clinique aurait peu d’impact sur la masse tumorale mais

par contre serait efficace sur la prévention de la survenue de métastases.
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Figure 18 : Effet de I'inhibiteur de "autotaxine VPC8a202 sur la dissémination tumorale spontanée des cellules de
cancer du sein 4T1. Les cellules 4T1 ont été injectés dans la glande mammaire de souris syngéniques normales Balb/c. Les
tumeurs primaires sont réséquées au 14°me jour. Les animaux sont traités avec le VPC8a202 jusqu’a la résection tumorale et
sont sacrifiés et analysés 30 jours aprés l'injection des cellules tumorales. Les poumons sont collectés et inclus dans la
paraffine. Les coupes sont colorées a I’éosine et le nombre de métastases est mesuré sous microscope. P<0.05, La barre de

taille représente 200 um.
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De plus, nous avons quantifié le niveau d’expression de ’ARNm d’ATX par RT-PCR quantitative a
partir d’'une banque d’ADNc de tumeurs primaires de patientes atteintes de cancers du sein. Nous
avons démontré que le niveau d’ATX dans les tumeurs primaires de ces patientes était un facteur
indépendant de la taille et du grade des tumeurs et du statut métastatique des patientes suggérant
gue l'expression d’autotaxine ne soit pas un facteur prédictif de la dissémination métastatique
osseuses des cancers du sein. Il est important de souligner que les cellules MDA-B02 utilisées dans
cette étude, possédent un fort tropisme osseux, or ces cellules n’expriment pas ATX. Ceci suggére
gqu’ATX n’est vraisemblablement pas impliquée dans le tropisme des cellules de cancer du sein au

tissu osseux.

La régulation de I'expression endogene de I'autotaxine est mal comprise a I’heure actuelle et
totalement inconnue dans le contexte des métastases osseuses. Les BMPs, le FGF2 et I'EGF qui
peuvent étre libérés de la matrice osseuse résorbée ont été décrits comme stimulant in vitro
I'expression d’ATX dans les cellules tumorales de la thyroide et dans des précurseurs
mésenchymateux [254,325,326]. Les cellules 4T1 ont été mises en présence de facteurs connus pour
étre au site osseux. Apres 24h de traitement, les niveaux d’expression de l'autotaxine ont été
guantifiés par RT-PCR quantitative. Ceci m’a permis d’identifier trois facteurs : le basic growth factor
(bFGF), I'IL-6 et le TNF-a qui induisent une augmentation de I'expression endogéne de 'autotaxine in
vitro de facon dose-dépendante (résultats non montrés). De plus, |'utilisation d’un large panel
d’inhibiteurs des voies de signalisation intracellulaires (Forskoline, lbmx, PTX,...) m’a permis de
déterminer que I'expression d’ATX dans les cellules de cancer du sein 4T1 pouvait étre contrélée par
des voies de signalisation dépendantes de I’AMP cyclique. La présence importante au site des
métastases osseuses de facteurs qui stimuleraient I'expression d’AMP cyclique suggere que

I’expression d’ATX pourrait étre régulée de facon particuliere au site-méme des métastases osseuses.
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C. Travail expérimental n°2 : le récepteur de type 1 de l'acide
lysophosphatidique est un facteur prédictif et une cible thérapeutique

des métastases issues de cancers du sein.

1. Introduction

Une étude récente a montré que la surexpression des récepteurs LPA,; dans la glande
mammaire de souris transgéniques est suffisante pour introduire des tumeurs mammaires,
démontrant I'activité oncogénique de ces récepteurs (paragraphe 1I-C-7-b) . La variation spécifique
d'expression des récepteurs du LPA n'a pas été trouvée dans les bases de données de DNA
microarray en fonction des différentes catégories de cancers du sein [312]. Nous et d'autres avons
observé que I’ARN messager de LPA; est exprimé de facon constante dans des tumeurs primaires du
sein humaines [4,319]. Dans le modele animal immunodéficient de formation de métastases
osseuses utilisé au laboratoire, il a été montré que la surexpression du récepteur LPA; par les cellules
tumorales entrafnait une augmentation de la formation des métastases osseuses. Malgré
I'accumulation de données supportant I'implication de LPA; dans la progression des cancers du sein
et le développement métastatique, la confirmation préclinique et clinique d’une telle hypothese n’a
toujours pas été apportée.

La deuxieme partie expérimentale a consisté a déterminer si les niveaux d'expression de I’ARNm
de LPA; au niveau de la tumeur primaire présentent une valeur pronostique sur la survenue
d’événements métastatiques et sur la survie des patients atteints de cancer du sein. Nous avons
testé, dans un deuxieme temps, l'efficacité anti-métastatique d’un agent pharmacologique,
inhibiteur des récepteurs LPA;;; (DEBIO-0719, Debiopharm, Lausane, Suisse) dans notre modele

syngénique de dissémination métastatique spontanée des cellules de cancer du sein 4T1.

2. Principales observations

Dans cette étude, nous avons montré que le niveau d’expression de LPA; dans les tumeurs
primaires des patientes non ménopausées était significativement plus important chez les patientes
ayant développé des métastases ganglionnaires. Au niveau clinique, les ganglions sont souvent le

premier site envahi par les cellules tumorales lors du processus métastatique. De ce fait, le niveau

91



d’envahissement ganglionnaire est associé a un mauvais pronostic pour les patientes. L’analyse des
patientes sur une durée de 5 ans a montré que I'augmentation du niveau d’expression de LPA; dans
la tumeur primaire était associée a I'augmentation de l'incidence de la survenue de métastases. Ces
résultats suggerent que LPA; serait un marqueur pronostique de I'apparition de métastases chez les
patientes atteintes de cancer du sein.

Afin de confirmer cette hypothése nous avons testé |'effet de I'inhibition précoce de LPA; in vivo
sur un modeéle de formation de métastases spontanées. Nos résultats indiquent que le traitement
des souris avec DEBIO-0719, un inhibiteur de LPA;;;, au moment de la phase précoce de la croissance
tumorale inhibe la formation de métastases pulmonaires spontanées et la dissémination des cellules
4T1 dans la moelle osseuse sans affecter la croissance de la tumeur primaire. Ces résultats conférent
au DEBIO-0719 un potentiel thérapeutique prometteur dans le cadre de la prévention des
événements métastatiques au cours de la progression des cancers du sein.

L'ensemble de ces résultats améne une information nouvelle sur le fait que LPA; serait un
marqueur pronostique de la survenue de métastases chez les patientes non ménopausées ayant un
cancer du sein et que linhibition de ce récepteur permettrait de prévenir la formation de

métastases.

3. Articlen®2
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Abstract:

Lysophosphatidic acid (LPA) is a bioactive phospholipid that stimulates cell proliferation,
motility and differentiation. LPA mediates its activities due to the stimulation of a series of at
least six G protein-coupled receptors (LPA, ;). The respective contribution of each receptor to
cancer formation, progression andfor metastasis is difficult to evaluate because of highly
frequent co-expression of multiple receptors in cells. All three receptors, LPA,, LPA; and
LPAz, were found to act as oncogenes and prometastatic factors in the mouse mammary
gland. However, this is not well defined at the clinical level. Here we guantified the LPA,
mRNA expression in primary tumors on a cohort of non-menopausal breast cancer patients
by using reverse transcriptase quantitative-polymerase chain reaction experiments. Increase
LPA; mRNA expression was significantly related to lymph node-positive status (p<0.001).
The Kaplan-Meier curves for metastasis-free survival indicated that LPA; mRNA value was
predictive of metastasis recurrence of disease progression. The mammary 4T1 cancer cells
express LPA receptors. /n vitro, the LPA/LPA; antagonist, DEBIO-0719, inhibited LPA-
dependent 4T1 cell invasion. Treatment of BALB/C mice with DEBIO-0719 inhibited
spontaneous metastasis dissemination of 4T1 cells to bone and lungs without affecting the
growth of orthotopic primary tumors and tumor-induced angiogenesis. Altogether, our results
demonstrated that LPA, is an metastasis prognostic factor and that targeting this receptor

has a high therapeutic potential against metastasis formation for breast cancer patients.

Key words: Breast cancer, Metastasis, Lysophosphatidic acid, LPA;
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Introduction:
Lysophosphatidic acid (LPA) is a natural bioactive phospholipid with growth factor-like

1

activities '. LPA controls cell proliferation, motility and differentiation on many cell types

including cancer cells. All intracellular G-protein signaling pathways are mobilized upon LPA

stimulation >

. This is due to the expression of multiple cell surface G protein-coupled
receptors specific for LPA. At least six LPA receptors have been described as transducers of
LPA activity (LPA/ ) 2. These receptors are wildly expressed in tissues and virtually, an
eukaryotic cell with no LPA receptor does not exist. Among these receptors LPA, has the

more ubiguitous spectrum of expression in the organism °

. LPA is implicated in several
physiclogical and pathological processes (immunclogical system, fertility, central nervous
system, renal fibrosis, lung fibrosis, hair lost, cancer) . Accumulating data over the past ten
years indicate that LPA is involved in cancer progression °. The more important source of
LPA in the organism comes from platelet activity upon platelet aggregation ®. \We have shown
that LPA-derived from platelet controls bone metastasis formation of breast cancer cells 7.
LPA can also be produced by tumor cells themselves, especially those that express the
nucleotide-pyrophosphate pyrophosphatase 2/Autotaxin/ATX * °. Since its discovery as an
autocrine motility factor produced by melanoma cells, ATX was shown to control the
metastatic behavior of breast cancer cells "% ', LPA might also be involved in carcinogenesis
since a series of studies reported that mRNA expression for LPA; and LPA; were elevated in
numerous cancers, including ovarian '°, thyrcid '°, colorectal '* and invasive breast ductal
carcinomas '°. In the context of ovarian cancer, all three LPA receptors (LPA,;, LPA., LPA:)
were found to control tumorigenesis and aggressiveness of cancer cells . LPA,, LPA, and
LPA, but not LPA; were found to collaborate with c-Myc and Thx2 to transform MEF
indicating that LPA receptors are involved in tumorigenesis . More recently, overexpression
of each LPA receptor (LPA, LPA, and LPA;) in the mammary gland of MMTV-LPAr
transgenic mice induces tumor formation and metastasis '". These data indicate that LPA

receptors might also act as oncogenes.
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We and others have observed that LPA; mRNA was consistently expressed in human
primary breast tumors ™ "% Yet, the clinical relevance of such observations in cancer
progression is not well defined. In the present study we evaluated the prognostic value of
LPA; mRNA expression levels on the metastasis-free survival status of non menopausal
breast cancer patients by using RT-QPCR on a cohort of patients. Also, by using the mouse
mammary 4T1 cancer cells that mimic the clinical steps of breast cancer progression and
metastasis when injected into syngenic BALB/C mice, we found that targeting LPA, with
DEBIO-0719, inhibited spontanecus metastasis dissemination of these cells to lungs and
bone without effect on primary tumor growth and tumor-induced angiogenesis. Altogether,
our results demonstrated that LPA, promotes metastasis and that targeting this receptor has

a high therapeutic potential against metastasis formation in breast cancers.

Material and Methods

Drugs and reagents. Lysophosphatidic acid (LPA, Oleoyl C18:1) were obtained from Avanti
Polar Lipids. DEBIO-0719 correspond to the R-racemic purified form of the competitive
inhibitor of LPA signaling pathways dependent on LPA1 and LPA3 receptors, Ki16425 '8,

was produced by DebiopharmGroup.

Cell culture The mouse 4T1 breast cancer cell lines were obtained from the American Type
Culture Collection and were cultured in complete media, DMEM medium (Invitrogen), 10%
(viv) fetal bovine serum (FBS, Perbio) and 1% penicillin/streptomycin (Invitrogen), at 37°C in
a 5% COs incubator. 4T1 cells derive from a BALB/c spontaneous mammary carcinoma and
are naturally resistant to 6-thioguanine '°. For disseminated 4T1 tumors cells {DTC) analysis,
bone marrow cells were harvested from tibias and femurs of each animal by flushing. Cells
were plated on 10cm culture dishes in presence of complete media supplemented with 6-
thioguanine 10uM (Aldrich). After two weeks, resistant clones were fixed, stained and

counted. The amount of rescued DTC was expressed in terms of cell clones/mm?.
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Patients and tumor characteristics. The cohort corresponded to 104 non-menopausal
patients treated between October 1994 and Ocotober 2001 in three medical centers (Centre
Hospitalier Regional Annecy, Chirurgie Oncologique Centre Hospitalier Universitaire Lyon-
Sud, and Clinique Mutualiste Saint Etienne, France)®” Criteria for inclusion in the study were
as follow: primary breast tumor without inflammatory features, no previous treatment and no
identified metastasis at the time of diagnosis. Estrogen receptor (ER) and progesterone
receptor (PgR) were assayed in cytosol using the radioligand reference method [EORTC
(1980) Revision of the standards for the assessment of hormone receptors in human breast
cancer; report of the second E.O.R.T.C. Workshop, held on 16-17 March, 1979, in the
Netherlands Cancer Institute. Eur J Cancer 16: 1513-1515]. Results were expressed as

fmol/mg cytosol protein. ER and PgR positive tumors contained > 2 and > 5 fmol/mg protein

respectively.

RNA extraction. For the first cohort, breast cancer tissue biopsies were obtained by surgery,
selected by the pathologist and immediately snap-frozen in liquid nitrogen until processing.
The biopsies were pulverized using a “Mikro-Dismembrator” (B. Braun Biotech International,
Melsungen, Germany) and total RNAs were extracted using TRI Reagent (Sigma, St Louis,
MO). To remove any genomic DNA contamination, total RNAs were treated with RNAse-free
DNAse | and purified using RNeasy micro columns (Qiagen, Hilden, Germany). RNAs quality

was verified using an Agilent Bioanalyser 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA).

Reverse transcription and quantitative real-time polymerase chain reaction (RT-QPCR)
Expression of LPA1 mRNA was quantified by real-time guantitative RT-PCR on an
Eppendorf Mastercycler® RealPlex (Invitrogen) using the SYBR® Green PCR kit
(Finnzymes). Quantifications were normalized to corresponding RNA L32 and TBP values.
The cDNAs were amplified by PCR for 35 cycles with the following specific PCR primers:
Human LPA1, S-TGGCATTAAAAATTTTACAAAAACA-3 (forward) and 5-

AATAGTTAACAACATGGGAATGG-3 (reverse); Human L32, 5-
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CAAGGAGCTGGAAGTGCTGC-3'  (forward) and &5-CAGCTCTTTCCACGATGGC-3
(reverse). Human TBP, 5-TGGTGTGCACAGGAGCAAG-3' (forward) and 5'-
TTCACATCACAGCTCCCCAC-3 (reverse). Each cycle consisted of 10s of denaturation at
95°C, 15s of annealing at 60°C for LPA1 and 67°C for L32 and TBP, followed by 10 s of

extension at 72°C. Experimental procedures were followed as described '

Cell Invasion assay. Invasion assays were carried out using Bio-Coat migration chambers
(Becton Dickinson) with 8pm filters previously coated with Matrigel as described previously
21 4T1 cells (2.10%) were plated in the upper chambers in presence of absence of increasing
concentrations of DEBIO-0719 and LPA in the lower chambers in presence of 1% fetal
bovine serum. After incubation for 24h at 37°C in 5% CO. incubator, cells that had migrated
through the filters were fixed and stained. The membranes were mounted on glass slides,
and cells from 10 random microscopic fields (x400 magnification) were counted. All

experiments were run in duplicate, and invasion was expressed in terms of cells/mm?Z,

Animal studies. All procedures involving animals including housing and care, method of
euthanasia, and experimental protocols were conducted in accordance with a code of
practice established by local ethical committee (CREEA, Lyon, France). Studies were
routinely inspected by the attending veterinarian to ensure continued compliance with the
proposed protocols. Tumor fad pad experiments were performed using 4T1 cells (10% in 10pl
of PBS) injected into the fat pad of the 4" mammary gland of female BALB/C mice of 6
weeks of age (Charles River). Tumor weights were determined 14 days after inoculation. For
spontaneous metastasis dissemination studies, 14 days after tumor cell injection, animals
were anesthetized and primary tumors were surgically removed. Mice were then followed for
an additional 3-week observation at which time they were sacrificed, lungs were collected for

histological analysis and bone marrow cells were harvested for DTC guantification.
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Immunochistochemistry. Resected primary tumors were fixed and embedded in paraffin.
Five um sections were subjected to immunochistochemistry. Detection of the nuclear antigen
Ki67 was carried out as described previously ''. The Ki67 mitotic index was calculated as the
ratio of the number of Ki-67 positive nuclei to the total nucleus number per field and results
were expressed as the percentage of Ki-67-positive nuclei. For microvessel detection,
immunostaining was performed with a rabbit polyclonal antibody against von Willebrand
factor (WWF), and a rat monoclonal antibody against mouse CD31 (PECAM-1). Tumor
angiogenesis was evaluated using the Chalkley's Grid. Data were expressed as the
percentage of marks on the grid that cover stained vessels from 10 independent fields on

each tumor tissue section.

Statistical analysis. Data were analyzed with the Stat-View 5.0 software using unpaired
Student's t test for in vitro and in vivo studies. The criterion for statistical of clinical analyses
was the metastasis free survival, i.e. the delay between the time of primary surgery and the
first event. nodal or distant metastasis, or death. Analysis of the distribution of Ipa1
expression in relation to usual prognostic parameters was perfoomed the non parametric
Mann Whitney test or Kruskall-Wallis test. Survival probabilities were estimated using Kaplan
Meier estimators and were compared using the log-rank test. P values less than 0.05 were

considered statistically significant.
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Results:

LPA,is predictive factor for breast cancer metastasis

LPA receptors act as oncogenes and prometastatic factors when over-expressed in the
mammary gland of MMTV-LPAr transgenic mice '°. The main sites of metastasis in MMTV-
LPAr transgenic mice are regional lymphoma nodes . In clinic, lymph nodes are the first
sites invaded by tumor cells during the metastasis process. Therefore, a high number of
positive lymph nodes contributes to the poor prognosis for patients with breast cancers z
We investigated whether LPA; might be linked to lymph node invasion in breast cancer
patients. We analyzed the expression levels of the mRNA for LPA, in a series of 104 primary
tumors from non mencpausal patients without metastasis at the time of diagnosis. Higher
LPA; mRNA expression was significantly related to positive node tumors, p<0.001 (Table 1).
Any other classical prognostic factors (surgical tumor size, histological grade, ER and PgR
status) revealed no difference (Table 1).The Kaplan Meier curves were constructed after
segmentation into two groups on the basis of the LPA, expression cut-off, the first quartile
(Fig. 1a). Follow-up analysis over a five year period revealed a significant increased
incidence for recurrent metastases (p=0.045) in patients with a high LPA, expression at the
primary site compared to patients with a low level expression of LPA1, as quantified by real-
time RT-PCR (Fig. 1a). In addition, we found that only the subset of patients presented tumor
with ER and/or PgR negative status and a high expression of LPA; mRNA had developed
metastasis recurrence during the five-year follow-up (Supporting information Fig.1). This
cohort of non-menopausal patients included in this study was rather small (n=104) and the
probability value barely reached the statistical significance. These results suggested that the
levels of LPA; expression at the primary site of breast cancer might control metastasis
dissemination. We have shown previously that LPA, is a potential therapeutic target for
patients with bone metastases *. Here, our clinical data suggested that LPA, might also be a
therapeutic target against metastasis dissemination of tumor cells to soft tissues of the

progression of breast cancers.
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Targeting LPA, in vivo with DEBIO-0719 inhibits spontaneous metastasis of 4T1 cells
but not primary tumor growth and angiogenesis

To analyze the role of LPA, in the metastatic process, we used a preclinical mouse model
that mimics the successive steps of the progression of breast cancers observed in clinic'™ %,
In this model, mouse 4T1 breast cancer cells are injected in the mammary fat-pad of normal
BALB/C mice. Fourteen days after cell injections, primary 4T1 tumors are resected and
animal are kept for an additional two week period that allows the emergence of spontaneous
metastases to lungs, liver and bone. Recent studies have shown that LPA, is the main
receptor that transduces the cell migratory activity of LPA 2°. 4T1 cells express all subtypes
of LPA receptors including LPA, "', We found previously that 4T1 cells respond to LPA as a
chemattractant in cell invasion assay . We observed here that the migratory activity of LPA
was dose-dependently blocked when cells were treated with increasing concentrations of the
LPA/LPA; antagonist, Debio-0719, which corresponded to the R-racemic purified form of
Ki16425 (Fig. 2) ™.

To analyze the role of LPA, during the early steps of the metastatic dissemination of
breast cancer cells, mice were inoculated orthotopically with 4T1 cells in the mammary gland
and treated per os with DEBIO-0719 (50mg/kg/day and 100mg/kg/day) or with the vehicle
only, from day 0 to day 14 post cell injection. Treatments were stopped at day 14 at which
time primary tumors were resected. Animals were kept for an additional 14 day period and
received no treatment until the day of sacrifice, where lungs were collected for histological
examinations and bone marrow cells were harvested to rescue in vifro medullar 4T1
disseminated tumor cells (4T1-DTCs). Firstly, we observed that a daily treatment of animals
with DEBIO-0719 was well tolerated as judged by a constant gain of weight of the mice
treated with 50mgkg or 100mg/kg as compared with mice treated with the vehicle
(Supporting information Fig. 2). Second, by measuring the weight of resected tumors, we
found no difference in the size of primary tumors between treated and untreated animals with
DEBIO-0719 (Figs. 3a and 3b) indicating that DEBIO-0719 did not affect the growth of the

tumors at the primary site. This result was rather surprising based on our previous results
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showing a LPA1-dependent mitogenic activity of LPA on human MDA-B0O2 breast cancer
cells in vito and in vive *. Thus, we checked whether DEBIO-0719 might affect the
proliferation of 4T1 cells in vivo. We analyzed the expression level of the Ki67 nuclear
antigen on primary tumor sections by Immunohistochemical analyses. We found that the
KiB7 mitetic index in 4T1 tumors was not affected in animals treated or not treated with
DEBIO-0719 (Figs. 3c and 3d). This result indicated that the treatment of mice with DEBIO-
0719 used at 50mg/kg and 100mg/kg for 14 days had no effect on 4T1 cell proliferation in
vivo. We then quantified the effects of DEBIO-0719 on spontaneocus metastasis
dissemination of 4T1 cells. Fourteen days after resection of primary tumors, lungs were
collected and the number and the area of metastatic foci were guantified by histological
analysis. We observed that the number of lung metastasis foci was significantly reduced
(inhibition = 62%, p=0.022) in animals treated with the higher dose of DEBIO-0719 compared
to the untreated animals or to the group of mice receiving the lower dose of DEBIO-0719
(Figs. 4a and 4b). Treatment of mice with the higher dose of DEBIO-0719 also decreased
significantly the total area of lung metastases (inhibition 89%, p=0.029) compared to
untreated animals (Fig. 4c). Animals receiving the lower doses of DEBIO-0719 presented
also a reduction in the area of lung metastasis foci but the value did not reach the statistical
significance (p=0.058) (Fig. 4c). Mouse 4T1 cells disseminate spontaneously to several
organs in mouse . We then ask to know whether the effect of DEBIO-0719 was restricted to
the homing of 4T1 cells to the lungs or if its activity impaired the overall metastatic process.
To address this guestion we analyzed the presence of 4T1-DTCs at the bone site. At the
time of sacrifice, bone marrow cells were harvested and 4T1-DTCs were rescued in vitro due
to their endogenous resistance to the cytotoxic action of the 6-Thioguanine. As shown in
Figure 4d. we were not able to rescue any 4T1-DTCs from animals treated with either high or
low dose of DEBIO-0719.

We then ask to know if this observation could be due to an unexpected side effect of
the compound on tumor cell survival in the bone marrow. We firstly generated 4T1 tumors in

the mammary fat pad of BALB/C mice and then submitted the animals to the DEBIO-0719
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treatment in an adjuvant setting. Primary tumors were resected at day 14 and animals were
randomized based on the size of resected tumors (Supporting information Fig.3a). Then,
animals were treated or not with DEBIO-0719 (50mg/kg/day or 100mg/kg/day) for a 14 days
period. At the time of sacrifice, bone marrow cells were harvested and culture in vitro to
rescue 4T1-DTCs. We found no statistically significant difference in the number of 4T1-DTCs
rescued from the bone marrow of animals treated with DEBIO-0719 compared to animals
treated with the vehicle (Supporting information Fig.36). These results indicated that the
activity of DEBIO-0719 did not impair the survival of cancer cells present in the bone marrow.
Altogether, the results suggested that the anti-metastatic activity of DEBIO-0719 was not
restricted to a specific organ but instead affected the overall metastatic capacity of 4T1 cells.
Metastasis formation is a complex and multiple step process. Angiogenesis is well known to
control tumor growth and metastasis . Therefore, we analyzed the effect of DEBIO-0719 on
tumor angiogenesis by quantifying the levels of immunohistochemical markers \WWVF, an
endothelial cell secreted matrix protein, and CD31, a cell surface receptor of endothelial
cells, on 4T1 primary tumor sections. As presented on Figure 5, the immunostaining of both
WAF and CD31 were similar in tumers collected from animals treated and untreated with
DEBIO-0719. This result indicated that DEBIO-0719 did not interfere on 4T1 breast tumor

angiogenesis.
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Discussion

Accumulating evidence support the hypothesis that LPA, is involved in breast cancer
progression and metastasis but preclinical and clinical confirmations are still needed. Here,
based on a longitudinal study from a cohort of non menopausal patients with breast cancers,
we found that increased expression of LPA, at the primary tumor site was a predictive marker
for metastasis recurrence. LPA, has a broad pattern of expression in normal tissues as
opposed to other LPA receptors®. LPA is consistently expressed in breast cancers as well as
in many other cancers®’. However, as opposed to LPA, andfor LPA;. increased expression of
LPA; was not associated with the stage or grade of ovarian, thyroid, colon and breast
cancers as well'> "% Bven more, microarray studies on primary tumors showed that LPA,
expression was significantly decreased in ovarian cancer patients when compared to benign
controls®’. The cellular environment may account for the biclogical role of LPA, in cancer
development. In vifro, overexpression of LPA; induced apoptosis and anoikis in A2780
ovarian carcinoma and Jurkat T cells as opposed to our previous ohbservation showing
increased proliferation of human MDA-BO2 breast cancer cell line overexpressing this
receptor . In the context of breast cancer. expression of LPA; is enhanced in human
ductal carcinoma cells compared with normal mammary epithelium '°. This study showed
additionally that the frequency of high LPA. expressing tumors correlated with the age and
the postmenopausal status of patients but not with other clinical and pathological factors
including nodal and distant metastases °. We found that high expression of LPA, distributed
with the nodal status of non menopausal breast cancer patients suggesting that increase
expression of this receptor might contribute to metastasis. Intriguingly, the analyses of a
series of five breast cancer databases consisting for at least 100 patients and representing
over 800 total breast cancer samples by Murph and colleagues 2004 as well as data

collected from compiled studies in Oncomine (www.oncomine.ord) did not revealed distinct

trend in LPA, expression among breast tumors *’. Metastasis is now considered as a very
early event during tumor growth **. We observed that blocking LPA, activity during the early

phase of tumor development with DEBIO-0719, which is the R-racemic purified form of the
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mix LPA/LPA: antagonist Ki16425 ' inhibited efficiently the formation of spontaneous bone
and lung metastases in a preclinical breast cancer mouse model exploiting the 4T1
mammary carcinoma cell line.

LPA is well known to have a mitogenic activity on a wild range of normal and cancer
cell types °. Recent reports demonstrated that LPA receptors, including LPA, control directly
the carcinogenesis through a pro-oncogenic action. By using an ErbB2/HER2 inducible
system in the non tumoral human MCF-10A breast cell line, Witt and colleagues found that
LPA, exhibits a fully oncogene activity in proliferation, migration and 3-dimentional acinar
morphogenesis assays -”. However, a weak signal from ErbB2/HER? revealed necessary for
LPAs-induced cell action. An initial transformation step of MEF with c-myc and Thx2 is also
required for the oncogenic activity of LPA,, LPA; and LPA, 7 However, in vivo, individual
over-expression of LPA,, as well as LPA; and LPA;, driven by the MMTV promoter in
transgenic mice leads to the formation of spontaneous mammary tumors within a year '
Interestingly, over-expression of Autotaxin (ATX), a LPA-producing enzyme, in MMTV-
transgenic animals results in a similar spontaneous breast tumor formation '°. This work
suggested that the sensitization of the breast epithelium to LPA, by increasing either the local
formation of LFA or the amount of cell surface LPA receptors, might prevail to initiate breast
carcinogenesis rather than the control of carcinogenesis by a unique subtype of LPA
receptor. We have previously shown that over-expression of LPA, in human MDA-B02 breast
cancer cells enhanced tumor growth 7 and reversely silencing LPA, in these cells delayed the

% We also demonstrated recently that modulating the local

growth of tumor xenographs
production of LPA at the primary site of 4T1 breast tumors in animals, through stable down-
regulation of ATX using a ShRNAI strategy, decreases spontaneously lung metastasis
formation but has noimpact on primary tumor growth ' Such apparent discrepancy between
the two cell lines on LPA reactivity might be due to their different species of origin or
alternatively to the opposite estrogen receptor (ER) status of these two cell lines, ER- for

MDA-BOZ cells *' and ER+ for 4T1 cells *. This point still remains unsolved. However, we

found no effect on the growth of 4T1 mammary tumors in animal treated with DEBIO-0719.
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These results suggested that targeting LPA or its receptor LPA, might not lead to successful
inhibition of breast tumor growth in clinic. This hypothesis is supported by the absence of link
between the size or grade, and the levels of LPA, expression among breast tumors analyzed
throughout the present study.

LPA, is expressed in both ER- and ER+ breast cancer cells lines 2 We also did not
find significant difference on LPA, expression in ER- compared to ER+ human primary breast
tumors. Interestingly, through ER«, 17p-estradiol was shown to induce LPA, phosphorylation,
desensitization and internalization in a non-genomic rapid fashion in human ER+ T47D

breast cancer cells ¥

. Unfortunately, the absence of reliable anti-LPA, antibody for
immunohistochemistry analyses impairs to confirm this cbservation at the clinic level
However, this suggests that estrogens might potentially negatively control LPA action at the
tumor site of ER+ patients. This also suggest that under anti-estrogen treatment the activity
of LPA; would be restored that would favor tumor cells to escape from their primary site and
metastasize. As a support to this assumption, we found that the levels of LPA, expression in
the tumors of ER and PgR+ patients did not predict metastasis recurrence. But, we observed
that in the group of ER andfor PgR- tumor patients, only those having high expression of
LPA, in their primary tumor experienced metastasis formation during the time course of the
follow-up. This hypothesis obviously needs deeper investigations but suggests that an anti-
LPA, therapy would be beneficial for ER- tumor patients with high LPA,; expression and for
ER+ tumor patients submitted to anti-estrogen treatments.

LPA receptors share many intracellular signaling pathways that control cell behavior
# LPA is known to induce migration and invasion of breast cancer cells through the
mobilization of LPA receptors and downstream activation of the p-arrestin/Ral signaling
pathway ** *°. Among LPA receptors, LPA, was identified as the transducer of the migration
activity of LPA on neoplastic and non-neoplastic cells . However, the idea of having one
LPA receptor devoted to one function is probably not realistic. In ovarian SKOV-3 cancer
cells, overexpression of each LPA receptor, LPA,, LPA; and LPA;, increases their migration

1

and invasiveness in vitro, and enhances metastasis in vivo '°. Overexpression of LPA
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receptors (LPA;, LPA;, LPAg) individually in the mammary gland of MMTV-transgenic mice
induces the formation of distant metastases in up to 45% of tumor bearing animals "% We
have shown previously that blocking LPA, activity using both genetically and pharmacological
approaches inhibited efficiently, but not totally, the formation of breast cancer cell-mediated
bone metastases *°. However, among LPA receptors. LPA; might play a key role in the
metastasis process of breast cancers. It was demonstrated, since its discovery as a
metastasis suppressor gene T that Nm23-H1 down-regulates LPA, expression in breast
cancers “®. LPA, reintroduction in breast cancer cells expressing Nm23-H1 was sufficient to
rescue these cells from inhibited migration and to induce metastasis formation in vivo 4%,
Diagnosis of patients with a high risk of relapse and metastasis, and early therapeutic
intervention are the main goals for clinicians in oncology. Altogether, our results suggested
that the level of LPA, expression at the site of primary tumors predicts metastasis recurrence
in breast cancer patients. Moreover, by using an immunocompetent mouse model, based on
orthotopic implantation of breast cancer cells, we found that blocking LPA, activity in vivo with
DEBIO-0719 during the phase of tumor growth inhibited efficiently bone and lung metastasis
formation. Altogether, these results suggest that LPA, is a new metastasis prognostic factor
and that targeting this receptor has a high therapeutic potential against metastasis formation

for breast cancer patients.
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Table 1: Distribution of LPA, expression in different subsets of cases defined by the usual prognostic

factors.
n Median P value

Surgical tumor size <20mm 37 5.19

>=20mm 64 551 0.607
Histological type Ductal 89 546

Lobular 12 5.00 0.793
Histological grade* Gl 12 5.36

<]} 43 546

Gl 29 5.00 0.960
Node status neg 47 3.24

pos 57 6.68 <0.001
ER status neg 27 546

pos 77 5.37 0.556
PgR status neg 23 5.55

pos 81 5.25 0.935
ER andfor PgR neg 34 5.56
ER and PgR pos 70 5.04 0.584

* Histological grade defined only in ductal carcinoma

Pvalues correspond to Mann & Whitney test or Kruskall Wallis test (histological grade)
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Figure. 1: Kaplan-Meier curves for metastasis free survival probabilities in non menopausal breast
cancer patients according to LPA; mRNA expression categorized with quartiles (n = 104, Low: £ 25 %

quartile; High: = 25 % quartile)

114



P==0.001

1500
v DEBIO-0719
E 10004
= B
3
© 500 ] 1um
] 5pMm
04 : . .
0 1uM S UM
LPA

Figure. 2: Stimulation of 4T1 cell invasion by LPA through a LPA,/LPA; receptor-dependent pathway.
Cell invasion was stimulated with increased LPA concentrations used as chemoattractant in presence
of increasing concentrations of DEBIO-0719 placed in the upper chamber. Results are the mean + SD
of cells of 3 replicates and are representative of at least 3 independent experiments. Data are

expressed as the number of cells/mm?.
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Figure. 3: Effect of DEBIO-0719 treatment on 4T1 primary tumor growth. 4T1 cells were injected in
the mammary gland of normal syngenic female BALB/C mice. (a and b). Animals were treated per os
with indicated doses of DEBIO-0719 from day O to day 14. At day 14, primary tumors (a) (yellow
circles) were resected and weighed (b) (results are expressed in mg as the mean + SD). Primary
tumors were embedded in paraffin. (¢ and d) Tumor tissue sections were analysed by
mmunohistochemistry using a specific antibody directed against the nuclear ki-67 antigen. (d) The
mitotic index was calculated as the percentage of nuclei positive for ki-67. Results are the mean + SD,

scale bar : 150um.
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Figure. 4: Effect of DEBIO-0719 treatment on spontaneously metastasis dissemination of 4T1 cells to
lungs (a, b and ¢) and bone (d). 4T1 cells were injected in the mammary gland of normal syngenic
female BALB/C mice. Animals were treated per os with indicated doses of DEBIO-0719 from day O
until day 14. At day 14, primary tumors were resected. Animals were sacrificed 35 days after tumor
cell injection and lungs (a) and bone marrow cells (d) were collected to quantify metastasis spreading
of 4T1 cells. (a) Lung tissue sections stained with eosin. Arrows indicated metastatic foci. Scale bar:
200um Quantification of the number (b) and the area (c) of lung metastasis foci were enumerated
under microscope. Data were expressed as total number of foci/lung (b) and total foci area(in
SD). (d) Bone marrow cells were harvested and plated on 10cm culture

4

mm?2)/lung (c) (means
dishes, in the presence of 6-thioguanine to rescue only 4T1-DTCs. 4T1-DTC clones were stained and

counted. Data were expressed as the mean of cell density (in mm?) + SD, scal bar: 1cm
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Figure. 5: Effect of DEBIO-0719 treatment on 4T1 tumor angiogenesis. Primary 4T1 tumors were
collected as described in Fig.3. Tumor tissue sections were analysed by mmunohistochemistry using
a specific antibody directed against CD31 (a and b) and VWF (c and d). The vessel density (in % of

tissue section) was calculated using the Chalkley's Grid. Results are the mean + SD, scale bar :
150pm.
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Supporting information Figure. 1: Kaplan-Meier curves for metastasis free survival probabilities in
non menopausal breast cancer patients according to LPA;, mRNA expression categorized with
quartiles from ER and/or PgR negative subset (a) and ER and PgR positive subset (b). Low: =25 %
quartile; High: > 25 % quartile
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Supporting information Figure. 2: Weight of 4T1-tumor bearing animals treated daily with DEBIO-
0719. Mice were inoculated with 4T1 cells by orthotopic injection into the mammary fat pad.
Treatment with indicated doses of DEBIO-0719 started at day 0 and ended at day 15 post cell
injection. Mouse weight was check at day 1, day 7, day 14, and day 35. Arrow indicated the time of

primary tumor resections.
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Supporting information Figure. 3: Effect of DEBIO-0719 treatment on disseminated 4T1 tumor cell
survival in bone. 4T1 cells were injected in the mammary gland of normal syngenic female BALB/C
mice. (a) At day 14, primary tumors were resected and animals were randomized according tc the
tumor size. (b) Animals were treated per os with indicated doses of DEBIO-0719 from day 15 until
day 35. Animals were sacrificed 35 days after tumor cell injection and bone marrow cells were
collected and plated on 10cm culture dishes, in the presence of 6-thioguanine to rescue only 4T1-
DTCs. 4T1-DTC clones were stained and counted. Data were expressed as the mean of cell density

(inmm2) + SD, scal bar: 1cm.
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4. Discussion

NM23-H1 (non metastatic clone 23) a été découvert comme géne suppresseur de métastases
dans une lignée de mélanome de souris [327,328]. Une perte de I'expression de NM23-H1 aux stades
avancés de certains types de tumeurs comme les mélanomes, les tumeurs du sein, du célon et des
ovaires, et les carcinomes hépatocellulaires, est inversement corrélée a leur potentiel métastatique.
Globalement, la fonction exacte de NM23-H1 dans le processus métastatique reste mal définie.
Récemment, I'analyse transcriptomique comparative de lignées de carcinomes surexprimant ou non
NM23-H1 a permis d’identifier une série de genes dont I'expression est modulée par NM23-H1. LPA;
appartient au groupe de genes le plus inhibés par NM23-H1[329]. De facon intéressante, la seule
réintroduction de LPA; des cellules de cancer du sein exprimant NM23-H1 est suffisante pour
restaurer la capacité de ces cellules a induire la formation de métastases in vivo [314]. Ces résultats
renforcent la notion que parmi la vaste liste des récepteurs du LPA, LPA; jouerait un réle clé dans le

processus métastatique.

En accord avec les données relativement anciennes de la littérature sur 'absence de corrélation
entre I'expression de LPA; et le statut oestrogénique de lignées cellulaires de cancers du sein [330],
notre étude clinique ne montre aucune corrélation entre le statut ER+/ER- des tumeurs primaires de
patientes ayant un cancer du sein. Cependant, les patientes présentant un profil tumoral ER- et PGR-
associé a une forte expression de LPA; ont une incidence métastatique plus importante que toutes
les autres patientes. De fagon intéressante, il a été montré que le 173-cestradiol via ERa était capable
d’induire la désensibilisation (hétérodésensibilisation) de LPA; dans les cellules ER+ de cancer du sein
T47D [317]. Cela suggére que les cestrogenes soient potentiellement capables de réguler I'activité de
LPA;. La démonstration in vivo d’une telle hypothése est assez délicate a I’heure actuelle. En effet,
cela impose d’analyser I’expression de LPA; non pas au niveau de ’ARNm mais de la protéine a partir
de coupes de tumeurs du sein ER+ et ER-. Le principe est simple, cependant il n’existe pas a I’heure
actuelle d’anticorps reconnaissant LPA; suffisamment fiable pour mener une telle étude. D’autre part
le blocage des signaux oestrogéniques par thérapie antihormonale (Tamoxiféne, Raloxifene) est tres
utilisé dans les traitements actuels des cancers du sein ER+. Néanmoins, des phénomenes de
résistance sont observés dans 40% des cas. Il est tentant d’émettre I’hypothése que dans la logique
d’une régulation négative de I'action du LPA au site primaire par les cestrogenes chez les patients
ER+, les traitements anti-oestrogéniques pourraient en quelque sorte restaurer I'activité de LPA; et

favoriser I’échappement des cellules du site primaire et la formation de métastases.
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Dans ce cas, il serait extrémement intéressant d’étudier I'effet d’une bithérapie combinant un
anti-cestrogéne (type Raloxiféne) et un antagoniste du récepteur LPA; (type DEBIO-0719) sur la

dissémination métastatique spontanée des cellules murines de cancer du sein ER+ 4T1 chez I'animal.
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PARTIE IV : DISCUSSION GENERALE -
PERSPECTIVES
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Les résultats obtenus au cours de ce travail de these ont permis de montrer que I'autotaxine
produite par les cellules de cancer du sein stimule la formation des métastases osseuses et
pulmonaires chez I'animal. Notre étude a également permis de démontrer pour la premiere fois que
le LPA est capable d’agir directement sur |'activité ostéoclastique en stimulant I'ostéoclastogenése.
Enfin au cours de ce travail de thése, nous avons mis en évidence I'implication de LPA; en tant que
facteur pronostique sur la survenue de métastases chez les patientes atteintes de cancer du sein. Les

perspectives de ce travail pourraient étre orientées suivant deux axes d’études :

1. Analyses précliniques

Sur la base de nos résultats, il est possible d’étudier I'action d’inhibiteurs d’ATX et des récepteurs
du LPA sur la dissémination métastatique spontanée des cellules de cancer du sein et sur la
formation de métastases osseuses. Ces études seront menées dans le cadre de collaborations avec

différentes sociétés pharmaceutiques.

2. Analyses des mécanismes d’action d’ATX dans le cancer du sein

Il a été récemment montré qu’ATX produite au niveau des organes lymphoides secondaires
induit le recrutement spécifique des lymphocytes T CD4+ CD8- selon un mécanisme dépendant de
I'interaction d’ATX avec l'intégrine a4p1 [331]. L'échappement des tumeurs a la surveillance du
systeme immunitaire est une étape majeure de la progression tumorale. L'infiltration de cellules
dendritiques de type plasmacytoide (pDC) ou des lymphocytes T régulateurs (Treg) dans les tumeurs
primaires du sein chez 'lhomme est un facteur de mauvais pronostic pour la survie des patients

[332,333].

A partir des différentes lignées cellulaires établies au cours de notre étude, nous avons réalisé
une premiere approche sur I'étude de I'expression d’ATX sur l'infiltration des différents types de
cellules immunitaires dans le cancer du sein (en collaboration avec le Dr. Bendriss-Vermare INSERM
U.590, Lyon). Pour cela nous avons généré des tumeurs primaires dans la glande mammaire de souris
BALB/C, apres injection des cellules 4T1, 4T1-shATX, 4T1-scrATX. Dans chaque cas, les tumeurs
primaires ont été collectées deux semaines apres inoculation des cellules tumorales. L’ensemble des

cellules a ensuite été dispersé par traitement a la collagénase et analysé par cytométrie de flux afin
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d’identifier les différents types cellulaires présents, grace a I'utilisation des marqueurs indiqués dans

le tableau ci-dessous :

Marqueurs Types cellulaires

CD4+ Lymphocytes Helpers (LTh)

CD8+ Lymphocytes Cytotoxiques (CTL)

CD4+, CD25+, CD45RB- Lymphocytes T régulateurs (LTreg)

CD45+, CD11b+, GR1+ Macrophages

CD45+, CD11b+, CD11c+ Cellules dendritiques myéloides (mDC)
CD11c+,B220+, CD11b- Cellules dendritiques plasmacytoides (pDC)
CD11lc+,mPDCA1+, CD11b- Cellules dendritiques plasmacytoides (pDC)

Tableau 6 : Marqueurs des cellules immunitaires.
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Figure 19 : Effet de linhibition de I'expression de I'autotaxine sur I’envahissement tumoral des cellules
immunitaires. Quatorze jours aprés inoculation des cellules tumorales, les tumeurs primaires ont été réséquées.
L’ensemble des cellules a été dispersé et analysé par cytométrie de flux a I'aide des anticorps anti-CD8+ (A), anti-CD4+ (B) et
antiCD4+/antiCD25+ (Treg) (C). On note que I'inhibition d’expression d’ATX n’affecte pas I’envahissement tumoral par les
lymphocytes cytotoxiques CD8+. Par contre, elle induit une réduction significative du taux de présence des lymphocytes T

helpers (CD4+) confirmé par une diminution des lymphocytes régulateur (CD4+/CD25+).

Nous avons observé que l'infiltrat immunitaire de tumeurs de cellules 4T1 chez la souris BALB/C,

était composé d’'un nombre important de macrophages et de cellules dendritiques de type myéloide
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ayant une fonction suppressive et inhibitrice de la sécrétion d’IL-12, respectivement. L'inhibition de
I’expression d’ATX chez les cellules 4T1-shATX, n’interfere pas sur l'infiltration des tumeurs primaires
par les macrophages, les mDC et les pDC (résultats non montrés). De méme, le taux d’infiltration par
les cellules CD8+ restait inchangé quel que soit le niveau d’expression d’ATX par les cellules
tumorales. Par contre, nous avons observé une baisse significative de I'ordre de 60% de I'infiltration
des lymphocytes T CD4+ et du méme ordre de grandeur pour les CD4+/CD25+ (Treg), spécifiquement
dans les tumeurs induites par les cellules 4T1-ShATX par rapport aux tumeurs induites par les cellules
parentales 4T1 et contréle 4T1scrATX (figure 19). Ceci suggere qu’ATX participerait au contréle du
recrutement des lymphocytes T de type CD4+ dans les tumeurs 4T1.

A l'instar des observations effectuées dans les organes lymphoides secondaires, nos observations
préliminaires suggérent qu’ATX produite par les cellules tumorales pourrait potentiellement interagir
également avec l'intégrine a4B1 pour induire I’envahissement des tumeurs par les lymphocytes T
CD4+CD8- contribuant a la progression tumorale, la dissémination métastatique et a la formation des

métastases osseuses.

Les observations issues de ce travail permettent de poser de nouvelles questions qui devront
étre abordées dans le futur. Est-ce que l'infiltration des lymphocytes T CD4+ est une cause, une
conséguence ou une simple corrélation de la chute des capacités métastatiques des cellules 4T1-
shATX ? Est-ce que le role d’ATX sur la migration des lymphocytes CD4+ dans les tumeurs de cancer
du sein est similaire a celui décrit récemment dans les organes lymphoides secondaires ? Quels sont

les domaines d’ATX impliqués dans la migration intra-tumorale des lymphocytes CD4+ ?

De plus, Kanda et all ont émis I’hypothése que, l'interaction d’ATX avec a4f1l permettrait la
production de LPA localisée a proximité des récepteurs membranaires du LPA [331]. C'est cette
proximité entre le LPA et ses récepteurs qui serait essentielle. En effet, le LPA posséde un
groupement phosphate indispensable a son activité. Or, les phosphatases présentes en grande
guantité dans les liquides biologiques sont capables de déphosphoryler et donc d’inactiver le LPA par
sa transformation en MAG. A partir de I'analyse de la séquence primaire d’ATX, il est possible
d’identifier plusieurs motifs de fixation potentiels des intégrines, incluant une séquence Arg-Gly-Asp
(RGD) permettant la fixation des intégrines a5B1, avi3 et avR5 et une séquence Leu-Asp-Val (LDV)
pour la liaison avec l'intégrine a4R1 (figure 20). De nombreuses études dont celles menées dans
notre laboratoire ont démontré I'importance des intégrines dans le processus de métastatique, et

tout particulierement de I'intégrine avR3 dans la formation des métastases osseuses [50,52].
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L'hypothese que I'on peut formuler est qu’ATX sécrétée par les cellules tumorales ou présente
dans I'environnement tumoral, interagirait via le motif RGD avec les intégrines de la famille B3 des
cellules tumorales et des plaquettes sanguines, favorisant ainsi la production de LPA et la progression
des métastases osseuses.

T209

RGD Site LDV
(a5B1, aVR3, aVE5) catalytique (a4p1)
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Figure 20 : Représentation schématique de I'autotaxine contenant les deux domaines de fixation aux intégrines RGD

et LDV.

A I'aide des modeles cellulaires dont nous disposons au laboratoire [50,52], il sera possible de
répondre aux questions suivantes : 1) Est-ce que l'autotaxine est capable de se fixer a I'intégrine
avR3 exprimée par les cellules tumorales ? 2) Est-ce que cette fixation est dépendante du motif
RGD ? 3) Est-ce que le potentiel pro-métastatique de I'autotaxine serait modulé en fonction du taux

d’expression de cette intégrine par les cellules tumorales ?

L'ensemble de ces études va permettre de mieux comprendre le réle de l'autotaxine en
cancérologie, et grace a des approches précliniques de caractériser le potentiel thérapeutique du
ciblage de I'autotaxine dans la prévention de la dissémination métastatique et de la progression des

métastases osseuses de cancers du sein.
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