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RESUME

Le cancer est a I'heure actuelle un important @olgl de santé publique. Une grande majorité
des patients sont diagnostiqués a un stade ava@ogssitant I'utilisation de thérapies lourdes
telles que la radiothérapie et la chimiothérapielhdureusement, ces thérapies manquent de
spécificité et sont pour cela trés toxiques. Leetliypement de thérapies ciblées, plus
efficaces et moins toxiques est depuis longtempsenjeu majeur de la recherche en
cancérologie. La connaissance progressive des mséuas moléculaires participant a la
progression tumorale a permis le développement ntéade nouvelles approches
thérapeutiques ciblant la transduction du sigriahgiogénése tumorale, le cycle cellulaire,
les télomérases ou encore visant a induire I'aggptomorale.

Les Neuropilines (NRPs) sont des récepteurs traméwanaires non tyrosine-kinase
identifiés a l'origine comme des récepteurs powr $&€maphorines de la classe 3. Ces
glycoprotéines sont particulierements impliquéassda migration de la créte neurale et dans
la croissance axonale au cours du développementyemiaire du systéme nerveux. En
outre, les NRPs sont exprimées par une large eadi@éttumeurs et de nombreuses molécules
solubles semblent interagir avec ces protéines pmduler la progression tumorale. Parmi
elles, les facteurs angiogéniques de la famillefatiieur de croissance de I'endothélium
vasculaire (VEGF) semblent étre a I'origine d’umgiagénese médiée par les NRPs.

Tandis que la NRP1 a été largement étudiée et neeoocomme une cible intéressante dans le
cadre du développement de thérapies anti-angiogésiqtrés peu d’études s’étaient
intéressées au réle de la NRP2 dans la progresimorale jusqu’a présent. La NRP2 semble
réguler la progression tumorale par de nombreuxamsmes, non seulement I'angiogénese
mais aussi la lymphangiogénése, la Transition-EBpakiMésenchymateuse (TEM) et la
formation de métastases. A la vue de ces multifdess dans la progression tumorale, la
NRP2 apparait donc comme une cible intéressants tlarcadre du développement de
thérapies ciblées innovantes en cancérologie. Auscde notre these, nous nous sommes
attachés a caractériser le réle de la NRP2 dgm®ession tumorale dans le cadre du cancer
colorectal puis nous avons développé un anticormmoeional thérapeutique ciblant

spécifiguement cette protéine.



ABSTRACT

Cancer incidence is increasing worldwide. The greajority of patients are diagnosed in
advanced stage, requiring systemic therapy. Heaietherapy and chemotherapy have been
the traditional mainstay of treatment for such gras. Unfortunately such therapies act in a
non specific manner, resulting in significant totkic The development of targeted drug-
delivery strategies for safer and more effectiverapy in human malignancies has been a
long-standing goal for researchers and cliniciansteasing knowledge in tumor formation
and growth at the molecular level has generatedoamdbarray of therapeutic options,
including signal transduction inhibition, anti-angenic and anti-vascular agents, cell cycle
inhibitors, telomerase and telomere interactingntsgeapoptosis inducers, and anti-invasive
agents.

Neuropilins (NRPs) are transmembrane non tyrosinase glycoproteins first identified as
receptors for class-3 semaphorins. They are patlgunvolved in neural crest migration and
axonal growth during development of the nervougdesys Since many types of tumor and
endothelial cells express NRP receptors, variolitoBomolecules were also found to interact
with these receptors to modulate cancer progresséanong them, angiogenic factors
belonging to the Vascular Endothelial Growth FagWEGF) family seem to be responsible
for NRPs-related angiogenesis.

While NRP1 was intensively studied from many yearsl identified as an attractive
angiogenesis target for cancer therapy, NRP2 signgtathway has just recently been
studied. NRP2 may regulate tumor progression bgrs¢concurrent mechanisms, not only
angiogenesis but lymphangiogenesis, epithelial-nesgnal transition and metastasis. In
view of their multiples functions in cancer pronuotj NRP2 fulfills all the criteria of a
therapeutic target for innovative anti-tumor théeap Our thesis focuses on NRP2-specific
roles in tumor progression and subsequent developofea NRP2-neutralizing monoclonal

antibody.
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PREAMBULE




Notre unité mixte de recherche "Interaction Hotefan et Ingénierie Cellulaire et Génique"
a pour principal objectif de comprendre les méaaris du systéme immunitaire pour mieux
les moduler. En particulier, notre équipe « Immuéoapies moléculaires et Cancer »
s'attache a décrire de facon plus spécifique ldgractions hote/greffon-tumeur et a
développer de nouvelles approches de thérapie wgreg vivo ou de thérapie cellulaire
exploitant ces réponses allo-immunes. Nous avoms dout naturellement commencé a
étudier le réle des Neuropilines (NRPs) dans ceext@ d’intéractions entre le systeme
immunitaire et la tumeur. Les NRPs sont en effet dicepteurs membranaires pour les
sémaphorines de la classe 3 et les membres denlbefalu VEGF (Facteur de croissance
vasculaire de I'endothelium) et elles peuvent &xerimées tant au niveau des cellules
immunitaires que des cellules tumorales. Tandis lgulRP1 semble impliqguée dans les
synapses immunologiques ainsi que dans l'organrsadu cytosquelette d’actine, d’autres
fonctionnalités originales apparaissent rapidentarst de I'étude de la NRP2. Trés peu de
cellules immunitaires exprimaient la NRP2, congaient & la NRP1. Par contre, plusieurs
lignées cellulaires d’origines diverses sembleswpgrimer. De plus, la transfection du géne de
la NRP2 dans des cellules de cancer colorectal imumst a l'origine de changements
phénotypiques importants de ces cellules, caratitues de changements observés lors d’'une
Transition-Epithélio-Mésenchymateuse (TEM). Danspu@mier temps, nous nous sommes
donc attachés a décrire ces changements phénodggitguits par la NRP2 et notamment son
implication dans la progression tumorale et la TEM. travail a fait 'objet d'une premiére
publication scientifique dans le jourrRlos Oneen 2011. Dans un second temps, nous avons
développé des outils thérapeutiques ciblant sp@fnent la NRP2. Pour cela, des anticorps
monoclonaux murins neutralisant spécifiguement RPR humaine ont été développés dans
le cadre d’une collaboration entre notre unité deherche et le laboratoire Diaclone-

Genprobe. En particulier, un anticorps monoclonalrim neutralisant la NRP2 humaine
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(appelé ITAC-B1), a montré une certaine bioactiuitéitro et in vivo. Cet anticorps ITAC-

B1 a fait I'objet d’'un dépo6t de brevet internatibaa 2008.

Dans une breve introduction, nous décrirons le déléda NRP2 dans la progression tumorale
puis nous donnerons les bases fondamentales desgis de TEM. Une revue de la
littérature décrivant ce réle de la NRP2 dans mpssion tumorale a notamment été publiée
en avril 2011 dans le journ@lancers (voir Annexe). Nous présenterons également detts ¢
introduction quelques notions générales sur le ldppement et la caractérisation d’anticorps

monoclonaux thérapeutiques.

Nous présenterons ensuite nos résultats concdemeapacité de la NRP2 a induire une TEM
TGHB1-dépendante dans des cellules de cancer colordated une premiere partie. La
production, le développement et la caractérisateganticorps monoclonaux ciblant la NRP2
seront ensuite décrits dans une seconde partidiscassion de ces résultats et les différentes

perspectives de ce travail s’effectueront ensuite.
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INTRODUCTION




CHAPITRE 1 : Les Neuropilines

1.1 Neuropilines : Histoire de leur découverte, strcture et isoformes

1.1.1 Historigue de leur découverte

La famille des neuropilines (NRPs) comprend 2 me&slwmonnus a ce jour, la neuropiline-1
(NRP1) et la neuropiline-2 (NRP2). La NRP1 a ét#éis pour la premiere fois en 1987 sur
des neurones embryonnaires de Xénope. [1] Les NRRRisdes glycoprotéines de 130-140
kDa a lorigine identifiées au sein du systéeme aars d'un grand nombre d’especes
animales, telles que les poules [2,3], les sodilisl¢s rats [5,6]. Bien qu’elles aient recu leur
nom de leur provenance neuronale, les NRPs somingdgs par de multiples tissus. Tandis
gue la NRP1 fut la premiére neuropiline a étre déede, la NRP2 a été identifiée peu de
temps aprés par Chen et al, en 1997, par RT-PCiRRe(&e Transcriptase Polymerase Chain

Reaction ) et transfert de gene. [7]

1.1.2 Ligands des NRPs

Sémaphorines de la classe 3

Les premieres observations indiquent que les NRRsdes récepteurs de forte affinité pour
des molécules de guidance neuronale, les sémapbatéla classe-3. [6] Les NRPs sont des
récepteurs pour différentes sémaphorines : la N&R1Ln récepteur pour les sémaphorines
3A, 3C, 3F tandis que la NRP2 lie préférentielletmes sémaphorines 3B, 3C, 3D et 3F.
(Figure 1) L'utilisation de souris géenétiquementdifiées pour I'expression des NRPs a
rapidement permis de mettre en évidence le r@entiel du couple sémaphorine/neuropiline

dans le guidage axonal lors du développement deragsnerveux embryonnaire [8-11].
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Membres de la famille du VEGF

En outre, l'utilisation de modéles animaux a suggdiautres fonctions essentielles a ces
NRPs. En effet, des souris génétiguement modifi@es sur-exprimer la NRP1 possédent un
nombre excessif de vaisseaux sanguins, suggéramblanimportant de ces NRPs dans
'angiogénése et la vasculogénese. [12]. A l'ingedes embryons de souris dont le géne de
la NRP1 est muté, présentent un certain nombre diéfauts » au sein de la circulation
neuronale, du développement de la crosse de I'ddBeet du systeme cardiovasculaire,
aboutissant a la mort in utéro des embryons honaigggaux jours embryonnaires de E12.5 a
E13.5. [13,14] Les souris déficientes en NRP2 saables, suggérant que la NRP2 n’est
guant a elle pas essentielle pour le développenhestystéme vasculaire, contrairement a la
NRPL1. [8,10] En effet, des souris présentant untatiom homozygote du gene de la NRP2
sont caractérisées par des capillaires et deseaigdymphatiques anormaux, suggérant que
la NRP2 serait plutdt impliguée dans la lymphandiegse. [15] En outre, des souris
déficientes en NRP1 et NRP2 ne développent pas ailgseaux sanguins et meurent
prématurément au jour embryonnaire E8.5. [14]

Le facteur de croissance de I'endothélium vasaIl@EGF) joue un réle central dans le
développement vasculaire et a donc été rapidenostidéré comme un partenaire potentiel
des NRPs.

La famille du VEGF comprend six membres : VEGF-Arfamunément appelé VEGF),
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, et PIGF (Facteurateissance placentaire), qui sont
associés chacun a différents aspects d'angiogéméseméme de lymphangiogénése. Ces
différents membres de la famille du VEGF ont totés eetrouvés au sein de tumeurs de
diverses origines.

En 1996, Ferrara et Carmeliet montrent le role reagdedu VEGF-A dans les processus de

vasculogénése et d’angiogénése embryonnaires aheauris. [16,17] L'inactivation d'un
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seul allele du géne VEGF est source de létalitérgonimaire par malformations cardio-
vasculaires entre les jours embryonnaires E11 2t H6,17] Le VEGF est retrouvé dans de
nombreux tissus, comme le cerveau, le rein, le, faigate. L'inactivation du géne VEGF
apres la naissance ou l'expression spécifique fdises du VEGF chez des souris révélent
gue ce facteur est indispensable lors de la foonates organes au cours de I'embryogénése
et qu'une déficience en VEGF provoque l'ischémis tissus, une croissance ralentie et
méme une nécrose. [18]

L'isoforme VEGF-A augmente la survie, la proliféoat et la migration de cellules
endothéliales. [19,20] Le gene humain VEGF-A eshposé de 8 exons séparés par 7 introns
et est localisé sur le chromosome 6p21. L'épissdggnatif du géene VEGF-A entraine la
formation de plusieurs isoformes de VEGF conteriit, 145, 165, 189 ou 206 acides
aminés. VEGIys est I'isoforme majeur. La présence de domained liaéparine dans les
exons 6 et 7 joue un réle dans la localisationdi#érents isoformes apres secrétion par les
cellules.[21] Le VEGF-A peut se lier aux récepteMSGFR1 (Récepteur de type 1 du
VEGF), VEGFR2 (Récepteur de type 2 du VEGF) etBPs.

La fonction biologiqgue du VEGF-B n’est pas encolaire. 2 isoformes issus d'épissage
alternatif ont été identifiés pour le VEGF-B : VE®Is7 et VEGF-Bgs En effet, des souris
déficientes en VEGF-B sont viables, mais préseniardéfaut de conduction cardiaque. [22]
Le VEGF-B semble donc quant a lui indispensable poe fonction cardiague normale mais
en revanche pas pour lI'angiogénese embryonnaifgd. D2ux types de récepteurs ont été
décrits pour l'isoforme VEGF-B : VEGFR1 et NRP1.

Le réseau lymphatique est anormal chez des sogfisehtes en VEGF-C, suggérant un role
de lisoforme VEGF-C dans la lymphangiogénése gonmaire et dans la maintenance du

réseau lymphatique chez I'adulte.
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Contrairement aux souris déficientes en VEGF-C,slesris déficientes en VEGF-D sont
viables et possédent un réseau lymphatique norines. isoformes VEGF-C et VEGF-D se
fixent sur les mémes types de récepteurs, c'estealel VEGFR2, VEGFR3 (Récepteur de
type 3 du VEGF) et les NRPs. L'expression du VEGS corrélée a la formation de
métastases dans le cancer colorectal, du pounueseaivaires. [21]

Le PIGF est un facteur de croissance possédantdi2émologie au niveau des séquences
d’acides aminés avec le VEGF-A. L'épissage altdfrrtat PIGF donne naissance a quatre
isoformes (PIGF-131, -152, -203, -224). Les isofesndu PIGF peuvent se lier au VEGFR1
et aux NRPs. [21]

Le VEGF-E est un facteur de croissance non humain stimule la prolifération, le
chimiotactisme de cellules endothéliales et 'aggnese in vivo. [21]

De nombreuses études ont en effet confirmé deugidas NRPs sont des récepteurs pour ces
différents membres de la famille du VEGF. La NRRL en récepteur pour le VEGHE,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E et PIGF-2 [23-28fgndis que la NRP2 est un

récepteur pour le VEGEs, VEGF6s5 PIGF-2 [25,29], VEGF-C [27,29], et VEGF-D [27].

Autres facteurs de croissance
Les NRPs sont également des récepteurs pour dsafaoteurs de croissance tels que le
facteur de croissance fibroblastique (FGF), lediactle croissance hépatocytaire (HGF) et le

facteur de croissance transformfht(TGF{1). [30,31]. (Figure 1)
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1.1.3 Structure des NRPs

Chez I'humain, les génes des la NRP1 et de la N&#?® localisés sur 2 chromosomes
différents, respectivement sur les chromosomes2.@ptl 2q34. [32] Malgré une homologie
d’environ 44% dans leur séquence d’acides amirgs,NRPs présentent des domaines

identiques dans leur structure.

Les NRPs sont constituées d'un domaine extracekutie 840 acides aminés environ, d'un
court domaine transmembranaire d’'une longueur @en\25 acides aminés et d’'une courte
gueue intracytoplasmique d’environ 40 acides ameréposition C-terminale. Le domaine
extracellulaire des NRPs est composé de 2 motifa2zahomologues aux sous unités du
complément C1r and C1s, de 2 motifs b1/b2, présentae homologie de structure avec le
domaine N-terminal des facteurs de coagulation Viktet d’'un domaine meprim, possédant
une activité tyrosine-kinase p. [4,33]. Les domsirgl/a2 permettent la fixation des
sémaphorines, tandis que les domaines b1/b2 pemhédt fixation des sémaphorines et du
VEGF. Le domaine c est impliqué dans la dimérisati récepteur. [11] (Figure 1). En
raison d’'un court domaine intracytoplasmique dedeseant 40 acides aminés dépourvu de
toute activité tyrosine-kinase, les NRPs ont d’'dbété décrites comme incapables de
transmettre un signal biologique. Cependant, ldsrBiers acides-aminés SEA (sérine, acide
glutamique et alanine) en position C-terminale déRPs semblent impliqués dans

I'interaction avec le domaine PDZ de protéinesragessant avec des petites protéines G.[34]
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Autres ligands :
HGF, B-FGF, TGFp1

-
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Figure 1 : Les Neuropilines et leurs ligands. Lé&saphorines de la classe-3 (Séma) se lient auxidesial/a2
(vert) tandis que les membres de la famille du VEBHient préférentiellement sur les domaines b{ifbeu).
D’autres facteurs de croissance tels que HGF, B;A@ 31 peuvent également se lier aux NRPs. (jaune)

1.1.4 Organisation génomique du géne de la NRP2

Les génes des NRPs sont composés chacun de 17exidhstrons. (Figure 2) Le produit de
traduction de 'ARNm (acide ribonucléigue messademplus long de NRP2 est une protéine
de 926 acides aminés. Cependant, des épissagesitiflsepeuvent générer des isoformes plus

courts de NRP2 d’'une taille allant de 555 a 92@examinés. (Figure 3)
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Figure 2: Organisation génomique des génes NRRIR£2. Les 2 geénes sont composés de 17exons et 16
introns. Les exons et introns sont représentésigabarres ou des traits proportionnels a ledetdies zones

non codantes sont en blanc tandis que les zonemtmsdsont en gris. Le géne de la NRP2 possédeam e
supplémentaire, alternativement transcrit, I'exéb frayures)D’aprés Rossignol et al, 2000 [32]

En particulier, 2 isoformes de la NRP2, NRP2a ePRIR issus d’épissage alternatif ont été
décrits chez la souris [7] puis chez ’lhomme. [B8% difféerences entre la NRP2a et NRP2b
sont principalement observées dans la région efinkentre les domaines transmembranaires
et cytoplasmiques. Des insertions de 17 ou 22 sa@dnés apres I'acide aminé 809 ont éte
décrits pour la NRP2a (NRPZ2&a), NRP2&-) tandis que la NRP2b est caractérisée par des
insertions de O ou 5 acides aminés apres I'acidaé@aB08. (NRP2fp), NRP2ks) (Figure 3).

La NRP2a semble étre plus proche de la NRP1 (44nablogie) que la NRP2b (11%). [32]
Quatre isoformes solubles de la NRPLN&RP1, $.NRP1,uNRP1 etywNRPI) et un de la
NRP2 (NRP2) ont été identifie§32,35] Tandis que ces isoformes solubles ont goBse
leur domaine extracellulaire nécessaire a la lrnides differents ligands, le domaine c, le
domaine transmembranaire et intracytoplasmique memtq Plusieurs études indiquent que
ces NRPs solubles peuvent induire I'apoptose daelesltumorales en bloquant la fixation du
VEGF, suggérant ainsi que les NRPs membranairaslebles auraient des rdles opposes.

[36]
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§ isoformes non-secretes

NRP2a (22} : iscforme 1
NRP2a (17} : isoforme 2

n - NREP2a (0) : isofome 3
+0.517.22aa e .
MNRP2b [5) ; isoforme 4
NREP2b {0) : isoformea §

™
| Al ;_ ﬂzi_ ._.- !g.l-:EL'S-SL'E' aa 996
1 isoforme solubls
| - H'I ; ﬂ!":"_ lLiEE SB-NRPZ: isoforme 8

Figure 3: Les isoformes de la NRP2. L'épissageratif génere plusieurs isoformes membranaireslebkes
de la NRP2.

1.2 Expression des NRPs

1.2.1 Embryogénése

Les premiéres études limitaient I'expression dePBIRux tissus nerveux embryonnaires.
[1,2,4,7,37]. Une forte expression de la NRP2 sefiet été retrouvée dans la plupart des
tissus du systéme nerveux embryonnaire, dans l#aeré@@niere, les ganglions sympathiques,
le systeme olfactif, le néocortex et I'hippocampé.Les NRPs sont aussi exprimées au cours
du développement de nombreux tissus non nervesxqte les os, de nombreux muscles,
I'épithelium intestinal, le rein, les poumons, IFen[7] Par ailleurs, des études de délétion
génique des NRPs ont révélé un rbéle important deNd®@Ps au cours du développement du
systeme vasculaire pendant 'embryogénése. [1Z,aBHis que la NRP1 est principalement
retrouvée dans les artéres pendant 'embryogétestRP2 semble nécessaire a la formation

des veines et des vaisseaux lymphatiques. [12,15]
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1.2.2 Le systéme immunitaire

De nombreuses cellules immunes telles que desEmudations de lymphocytes T (LT), de
cellules dendritiques (DC) expriment la NRP1 inoviet in vivo. [38] Dans le contexte de la
réponse immunitaire, la NRP1 favoriserait les gt&ons inter-cellulaires, et semblerait
méme meédier la prolifération de LT «resting » ibelupar des DC. [38] La NRP1 est
également retrouvée sur des LT régulateurs (Trag)ns CD4+CD25+ mais pas sur les LT
naifs. [39] Exprimée sur des Treg murins, la NRRitigiperait a l'inhibition de la

prolifération des LT. [40] Cependant, les Treg humaan’expriment pas la NRP1 [41] ni la
NRP2. (donnée non publiée) Le role de la NRP2 tlasgstéme immunitaire n’a été que trés
récemment étudié. La NRP2 est exprimée sous umeefpplysialylée a la surface de cellules
dendritiques matures (mDC). [42] La polysialylatide protéines est une modification post-
traductionnelle plutét rare, et son rble n'a paé éncore bien décrit. Toutefois, la
polysialylation de la NRP2 semble étre indispersablla migration des mDC dans les
ganglions lymphatiques, migration médiée par lanibkine ligand-21 (CCL21) dans le

contexte de la réponse immunitaire. [43,44]

1.2.3 Les NRPs dans le cancer

Les NRPs sont exprimées au niveau des vaisseaaxtimhoraux mais aussi au niveau des
cellules tumorales, suggérant un réle propre dgpagines dans la progression tumorale. En
1998, Sokeret al montrent en effet que la NRP1 est exprimée au oivdes cellules
endothéliales et des tissus tumoraux. [28] Les N&JPs$ tres souvent les seuls récepteurs du
VEGF a étre exprimées par les cellules tumoralegggéant un réle essentiel de ces
glycoprotéines dans I'angiogénese et la vasculagérid5] Bien que la NRP1 soit exprimée
par une large variété de tumeurs, I'expressioradd¢RP2 reste a ce jour assez peu étudiée. La

NRP2 a toutefois a été identifiée dans des ostéoses [46], des mélanomes [47], des
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cancers du poumons [48,49], des tumeurs céréibesl], des cancers du colon [52], des
cancers du pancréas [53-56], des cancers du séjndés leucémies myéloides [58], des
carcinomes cystiqgues adénoides [59], des hémangianfantiles [60], des cancers des

ovaires [61] et des cancers de la vessie. [62]I€TAb
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NRP1 NRP2 Références
Tumeurs cérébrales
Astrocytomes X ND Ding H et al, 2000 [63]
X ND Osada H et al, 2004[61]
Gliomes
X X Rieger J et al, 2003[50]
Neuroblastomes X X Fakhari M et al, 2002 [51]
Glioblastomes X ND Broholm H et al, 2004 [64]
Tumeurs hypophysaires X ND Onofri C et al, 2009 [65
Cancers digestifs
Tumeurs endocrines pancréatiques ND X Cohen T, 20@R [54]
X X Fukahi K et al, 2004 [55]
X ND Parikh AA et al, 2003 [66]
Adénocarcinomes pancréatiques X X Li M et al, 2004 [56]
X ND Feurino LW et al, 2007 [67]
X X Dallas NA et al, 2008 [53]
X ND Akagi M et al, 2003[68]
Cancer gastrique
X ND Hansel DE et al, 2004 [69]
X ND Parikh AA et al, 2004 [70]
Cancer du colon X ND Ochiumi T et al, 2006 [71]
ND X Gray MJ et al, 2008 [52]
Leucémies
X ND Kreuter M et al, 2006 [72]
X ND Kreuter M et al, 2007 [73]
Leucémies aigues myéloides (LAM)
X X Vales A et al, 2007 [58]
X ND Lu L et al, 2008 [74]
Leucémies chroniques B X ND Nowakowski GS et a8P05]
Autres tumeurs solides
X ND Stephenson JM et al, 2002 [76]
Cancer du sein
X ND Ghosh M et al, 2008 [77]
X X Kawakami T et al, 2002 [48]
Cancer du poumon non a petites cellules
X X Lantuejoul S et al, 2003[78]
Cancer du poumon X X Tomizawa et al, 2001 [49]
X X Lacal PM et al, 2000 [47]
Mélanome
X ND Straume O et al, 2003 [79]
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X ND Latil A et al, 2000 [80]
Cancer de la prostate
X ND Vanveldhuizen PJ et al, 2003 [81]
Carcinome laryngé et papillome X ND Zhang S €2@06 [82]
Carcinome cystique adénoide ND X Cai Y et al, 2550
Hémangiome infantile ND X Calicchio ML et al, 20[@3®]
X ND Hall GH et al, 2005 [83]
Carcinome ovarien X X Osada R et al, 2006 [61]
X ND Baba T et al, 2007 [84]
Cancer de la vessie ND X Sanchez Carbayo M e0@B {62]
Osteosarcome ND X Handa et al, 2000 [46]

Table 1 : Expression des NRPs dans différents can@eD : non déterminé)

1.2.4 Réqulation de I'expression des NRPs

Cytokines et facteurs de croissance

L’expression de la NRP1 est augmentée par I'hypdaies de nombreux modeles [85-87] et
par I'ischémie chez le rat [88] et la souris [83¢ plus, de nombreux facteurs de croissance et
cytokines inflammatoires semblent réguler leur egpion. Dans les cancers pancréatiques,
l'interleukine 6 (IL6) augmente I'expression deN&RP1 [67] tandis que I'interleukine 8 (IL8)
augmente I'expression de la NRP2 via l'activatienld voie ERK1/2 (Extracellular signal-
regulated kinases 1/2). [90] Le facteur de néctoseoraleo (TNFa) augmente I'expression
du récepteur de type 2 du VEGF (VEGFR2) et de |&NRans des cellules endothéliales
humaines [91]. Tandis que le T@&F et linterleukine-B (IL-1p) inhibent I'expression de
NRP1, elles stimulent I'expression de la NRP2 daes cellules tubulaires proximales via
I'activation de la voieMEK1/2-ERK1/2. L’'oncostatine M active quant a dllexpression des

deux NRPs. [92]
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Eléments de liaison des facteurs de transcriptiorus le promoteur du gene NRP2

Des logiciels tels qu€hampion ChiP Transcription Factor Search Portle SA Biosciences
(http://www.sabiosciences.com/chipgpcrsearch.php?&BBS) ou encoréMatinspectorde
Genomix (http://www.genomatix.de/) permettent Iitiéication de sites de liaison de facteurs
de transcription (FT) au niveau des promoteursgigges. Grace a ces deux logiciels, il est
donc possible de prédire la liaison de facteursatescription sur le promoteur du géne de la
NRP2. Ainsi, parmi les facteurs de transcriptios pdus susceptibles de venir se fixer sur le

promoteur du géne de la NRP2, citons :

- des facteurs de transcription impliqués dansvéision et la TEM (Transition Epithélio-

Mésenchymateuse), comme Brachyurie, Gli et Ets-1.
-HIF-1 (Hypoxia Inducible Factor), un facteur dartscription activé par I'hypoxie.

-c-myc, un oncogene impliqué dans les mécanismeprdifération, de différenciation

cellulaire et d’apoptose.

Le promoteur du géene de la NRP2 est donc la ciblemambreux facteurs de transcription
impliqués dans la progression tumorale et la TEMyjgerant ainsi que la NRP2 serait une

protéine fortement exprimée au cours de I'oncogéeésle la TEM.

1.3 Fonctions oncogéniques des NRPs

En raison d’'un court domaine intracytoplasmiqueldeacides aminés dénué de toute activité
tyrosine-kinase, les NRPs ont longtemps paru indagade transmettre un signal biologique

propre. Leur interaction avec d’autres récepteuesbranaires semblait donc indispensable
pour la transmission de signaux biologiques. Ceaenhdlans une étude de 2003, Wang et ses

collaborateurs construisent un récepteur chimérigd&NP-1, composé du domaine
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extracellulaire du récepteur du facteur de croissa@pidermique fusionné aux domaines
transmembranaire et intracellulaire de la NRP1] [#3 cellules HUVEC (cellules humaines
endotheliales du cordon ombilical) transfectéesqearécepteur chimérique pouvaient alors
médier la migration induite par le facteur de csargce épidermique (EGF), suggérant ainsi
gue la portion intra-cytoplasmique de la NRP1 nt§tas dénuée de fonction. [93] En effet, la
délétion d’'un acide aminé au niveau des 3 dermieides aminés SEA de la NRP1 empéche
la transmission du signal, suggérant ainsi queroes derniers acides aminés sont essentiels
pour la signalisation de la NRP1. [93] La NRP2 gdssit une portion intra-cytoplasmique
proche de la NRP1 et les mémes trois acides an8&&s en position C-terminale, elle

pourrait également posséder les mémes propriétés.

1.3.1 Interactions NRPs/plexines/sémaphorines

Les sémaphorines (Séma, aussi appelées collapsms)éparties en 8 classes, en fonction
de leur structure. Les sémaphorines de la clagse2 lsont des sémaphorines retrouvées chez
les invertébrés, tandis que les sémaphorines dessad 3 a 7 sont des sémaphorines
retrouvées chez les vertébrés. [94] Les sémaplsosimiet toutes caractérisées par un domaine
« Séma » constitué de 7 hélices alpha, semblablpaaine extra-cellulaire des intégrines
[95], par un domaine N-terminal nécessaire a lemction et par un domaine basique C-
terminal. [96] D’autres domaines peuvent égalenétnmet présents dans leur structure, comme
un domaine plexine/semaphorine/intégrine (PSI),domaine « Immunoglobine-like » ou
encore un domaine thrombospondine. [96] Les sémap®o de la classe 3 sont des
sémaphorines secrétées et sont caractérisées gamaine fortement basique en C-terminal.
Deux types de récepteurs pour les sémaphorinegtérdécrits a ce jour: les NRPs et les

plexines. Les sémaphorines membranaires peuvesttelinent se lier aux plexines, tandis
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gue les sémaphorines secrétées de la classe-Biténeka présence de NRPs pour médier
leur signal. [94]

Les plexines ont été les premiers co-récepteurttifis des NRPs. Bien que jouant un réle
important dans la guidance axonale en formantcodesplexes avec les NRPs [97-99], les
plexines furent rapidement identifiées au sein oerd tissus tumoraux, suggérant ainsi
gu’elles pourraient également jouer un réle danmdgression tumorale. [50,100] La famille
des plexines comprend neuf membres connus a cergmartis en 4 types : 4 plexines de type
A, 3 plexines de type B, la plexine C1 et la plexidl. Le domaine extracellulaire de toutes
les plexines se compose d’'un domaine Séma, d'uraih@niPSI et de motifs riches en glycine
et proline. Les NRPs et les plexines de type B gubmst toutes deux dans leur domaine C-
terminal un site de liaison pour les domaines P[34,101,102] La protéine GIPC (GAIP
interacting proteinC terminus) peut venir se fixer sur les NRPs oulss plexines a ce
niveau via son domaine PDZ, activant a son tourpdegines Rho-like GTPases, telles que

Rnd1 pour la plexine Al et Racl pour la plexine [B#,103-105] (Figure 4)
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Figure 4 : Interactions NRPs/sémaphorines/plexit&s.réponse a la liaison des sémaphorines, les NRPs
interagissent avec les plexines permettant aiastiVation intracellulaire de petites protéinegélies que RnD1
et Racl et la médiation de signaux biologiques.
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En outre, les sémaphorines sont trés souvent peunges ou mutées dans de nombreux
cancers, permettant ainsi des intéractions massNESF/NRPs. Les sémaphorines sont
frequemment inactivées par perte d’alléle ou métigyh de leur promoteur. En effet, dans de
nombreux cancers, comme le cancer du poumon etnieec ovarien, des délétions géniques
sont fréquemment observées dans la région 3p24e3ragion codant pour les sémaphorines
3B et 3F (Sema3B et Sema3F). [106-108] Dans lesetandu poumon et du sein, une
hyperméthylation du promoteur de ces sémaphoriheke enombreuses mutations peuvent
également avoir lieu [49,109-112]. Dans le contalds cancers, les sémaphorines semblent
plutét induire des signaux biologiques s’opposarnta grogression tumorale, et ont été
considérées pour cela plutdt comme des génes sggprs de tumeurs (GST). Les
sémaphorines semblent en effet capables de ralargiolifération cellulaire, 'angiogénése
tumorale, la formation de métastases et méme dhadapoptose de cellules cancéreuses.

(Table 2)

Sémaphorine 3A

Dans une lignée de progéniteurs neuronaux, la déonap 3A (Sema3A) semble médier la
répulsion axonale et méme induire la mort cellelaiia son interaction avec la NRP1. [113]
Par ailleurs, I'ajout de Sema3A dans le milieu diuce de cellules HUVEC en présence de
VEGF65 entraine une apoptose cellulaire in vitro. [114 NRP1 semble également
impliquée dans cette apoptose médiée par la Sem@d3A] De plus, la Sema3A a été
directement impliquée dans I'apoptose médiée pardaas une étude plus récente. Dans cette
étude, la stimulation de lymphocytes T leucémiqueesla Sema3A entraine la localisation de
Fas dans les radeaux lipidiques et rend sensiBle@tiles T a I'apoptose médiée par Fas-
Ligand (FasL). [115] Kigekt al transfectent des cellules de cancer de sein eaptisoit
NRP1 ou NRP2 avec difféerentes sémaphorines podysaraleur réle dans la progression
tumorale dans des expériences de xénogreffes msufihE6] La surexpression de Sema3A,
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sema3D, sema3E et sema3G dans ces cellules de dansein inhibe significativement le
développement de tumeurs dans des expériences rimreffes murines et diminue le
nombre de vaisseaux intra-tumoraux, suggérant lenamdti-angiogénique de ces molécules.
[116] Dans cette étude, l'effet anti-tumoral de gqura sémaphorine correle trés bien avec
I'expression du récepteur correspondant sur ldsllesltumorales. [116] De plus, dans une
étude assez récente utilisant plusieurs modelemsuaioneet al montrent que I'inhibition

de I'expression de la Sema3A dans les derniereestae la tumorigénése entraine une
angiogénéese importante et une progression tumorale.contraire, la restauration de
I'expression de Sema3A dans ces cellules normidiséseau vasculaire, indiquant ainsi que

la Sema3A pourrait étre utilisée en tant que tnadtet anti-angiogénique. [117]

Sémaphorine 3B

Dans des cellules de cancer du poumon et de caterovaires, la sémaphorine 3B
(Sema3B) semble diminuer la formation de colonlasprolifération cellulaire et méme
induire I'apoptose des cellules cancéreuses i0.vjt#9,118] De la méme facon, la Sema3B
induit I'apoptose de cellules de cancer du pounsarhloquant la liaison du VEGF aux NRPs.
[119,120] Une autre étude suggere cependant unopgieseé de cette Sema3B. Roktyal,
montrent au contraire que l'interaction de la Selfha@ec la NRP1 induit une forte secrétion
d’'IL8 dans les cellules tumorales, entrainant uoeef activation des monocytes et des
macrophages, une forte invasion cellulaire et lan&dion de métastases. [121] Lorsque
'expression de la Sema3B est inhibée par intenfé&ede I'ARN et I'IlL8 bloquée par un
anticorps neutralisant, une diminution de l'invaset des métastases est observée dans ces

mémes expériences de xénogreffes murines.[121]
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Sémaphorine 3F

La premiére étude suggérant un role potentiel deélmaphorine 3F (Sema3F) dans la
migration et l'invasion cellulaire dans des celtulde cancer du poumon a été réalisée par
Brambilla et al [122] Depuis, plusieurs études ont reporté ume @o-apoptotiqgue de la
Sema3F dans des expériences de xénogreffes mutimesfet, I'expression de Sema3F dans
la lignée murine de fibrosarcome A9 et dans ladgovarienne HEY inhibe la croissance
tumorale dans les souris Nude, tandis qu'aucun pfst observé dans la lignée de cancer du
poumon GLCA45. [123]. De plus, dans des expériedeesénogreffes, l'injection a des rats
Nude de cellules de cancer du poumon sur-exprima8ema3F, augmente la survie de ces
animaux. [124] La Sema3F possede également un abteangiogénique. Dans des
expériences de xénogreffes murines, limplantatadm cellules cellules tumorales sur-
exprimant la Sema3F est a l'origine de tumeurs phktites et moins vascularisées. [125] La
Sema3F et le VEGF semblent en effet posséder dieitéc opposées. Dans des cellules de
mélanome hautement métastatiques, la Sema3F intobeplétement la formation de
meétastases in vivo et diminue le nombre de vaisséaina-tumoraux, suggérant que la
Sémag3F représenterait une molécule extrémemenessante dans la recherche de nouveaux

traitements anti-angiogéniques et anti-métastasique6,127]

Sémaphorine 3E

Bien que la plupart des sémaphorines de la classenB actuellement plutdét considérées
comme des génes suppresseurs de tumeurs, cepasssleraient un réle totalement oppose.
En effet la sémaphorine 3E (Sema3E) semble augmdmteroissance tumorale et la
formation de métastases in vitro et in vivo dans edgériences de xénogreffes murines avec

des cellules de cancer du sein. [128]
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Sémaphorines

Cellules

Activité

Références

Progéniteurs neuronaux

Répulsion et mort cellulaire

Bagnard D, 2001 [113]

Cellules endothéliales

Induction de I'apoptose

iGatn-Raviv N, 2007 [114]

Cellules T leucémiques

Relocalisation de Fas dembides Rafts

Moretti S, 2008 [115]

Cellules de cancer du sein

Inhibition de la croissance tumorale et de la

vascularisation intra-tumorale

Kigel B, 2008 [116]

Sema3A | Inhibition de la migration cellulaire et augmentati
Cellules de cancer du sein . o Pan H, 2009 [129]
de l'expression de l'intégrine alpha2betal
Cellules murines de cancef Inhibition de la croissance tumorale et de la )
) o Maione F, 2009 [117]
du pancréas vascularisation intra-tumorale
Cellules murines de Inhibition de la croissance tumorale, de la
) ) o | Casazza A, 2011 [130]
carcinome mammaire vascularisation intra-tumorale et des métastases
Cellules de cancer du Inhibition de la croissance tumorale et inductien d .
Tomizawa, 2001 [49]
poumon l'apoptose
i | Diminution de la croissance tumorale dans des
Cellules d'adénocarcinbme L . .
) xénogreffes, diminution de la formation de coloni¢d'se C, 2002 [118]
ovarien
et de la prolifération cellulaire
Sema3B
Cellules de cancer du ) )
) Induction de I'apoptose Castro-Rivera E, 2004, 7008,120]
poumon et du sein
L'interaction NRP1-sema3B augmente la secrétign
Cellules de cancer du sein| d'IL8 dans les tumeurs, augmentant l'invasion et [aRolny C, 2008 [121]
formation de métastases.
Sema3D Cellules de cancer du sein| Inhibition de la progression tumorale Kigel B, 2q0&6]
Sema3E Cellules de cancer du sein| Augmentation de la progression tumorale Christei®e2005 [128]
Cellules de cancer du . " i ) )
Role dans la maotilité et I'adhérence cellulaire rBdla E, 2000 [122]
poumon
Cellules de cancer du o L
Diminution de la tumorigénécité dans des )
poumon et ) . . Xiang R, 2002 [123]
i L | xénogreffes, induction de l'apoptose
d'adénocarcindme ovarien
Cellules de cancer du sein Inhibition de la migratellulaire Nasarre P, 2003 [131]
Cellules endothéliales, Inhibition de la prolifération cellulaire, inhibith de
) o Kessler O, 2004 [125]
cellules de cancer du rein | I'angiogénése in vivo
Inhibition de la formation de métastases, de la
Sema3F

Mélandmes

vascularisation intra-tumorale et induction

d'apoptose in vivo

Bielenberg BR, 2004 [126]

Cellules de cancer du sein

Induction de la répulsion cellulaire, inhibitionsde

contacts cellulaires et de la prolifération.

Nasarre P, 2005 [132]

Cellules de cancer du

poumon

Augmentation de la survie dans des xénogreffes

19,2005 [124]

Mélandmes

Inhibition de la prolifération cellulaire

Chabbert-de Ponnat |, 2006 [127]

Cellules de cancer du sein

mélandmes

et
Inhibition de la progression tumorale in vivo

Kiggl 2008 [116]

Table 2 : Fonctions biologiques des sémaphorinda diasse 3.
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1.3.2 Interaction des NRPs avec des récepteursaeufs de croissance (Table 3,

Figure 5)
VEGFRs
L'étude des voies de signalisation des NRPs dam®i¢exte de I'angiogénése tumorale a
rapidement suggéré que les NRPs pouvaient inteaagir les récepteurs du VEGF, VEGFR1
(Récepteur de type 1 du VEGF) et VEGFR2 (Récepteuype 2 du VEGF). Selon Soketr
al, la coexpression de NRP1 et de VEGFR2 dans dadesekndothéliales de porc permet
d’augmenter au moins 4 fois la liaison du VEGFIswécepteur VEGFR2. [28] Peu de temps
apres, des analyses Biacore confirment I'interactiotre la NRP1 et les 2 récepteurs pour le
VEGF, VEGFRL1 et VEGFR2 [26]. Des résultats simdairont été obtenus pour la NRP2.
[133] La NRP2 augmente la phosphorylation du VEGFR&ctive de multiples voies de
signalisation, telles les voies ERK ou PI3K (Phasptositide 3 Kinase) dans des cellules de
cancer colorectal et d’adénocarcinome pancréatiffZe53] Tandis que l'implication de la
NRP1 dans I'angiogénése est a présent plutdot éedéam NRP2 semble quant a elle étre
plutdét impliquée dans la régulation de la lymphagénése et de la formation de métastases.
En effet, les souris possédant un géne muté pouP2Npossedent un réseau vasculaire
lymphatique anormal, suggérant ainsi un réle egdemd la NRP2 dans la formation de ces
vaisseaux. [15] Karpaneret al confirment ensuite que la NRP2 contribue a la
lymphangiogénese et a la formation des métastasedes interactions avec le VEGF-C,
VEGF-D et les récepteurs VEGFR3. [27] De plus, @utralisation de la NRP2 par un
anticorps monoclonal (anti-NRPR diminue la migration de cellules lymphatiques
endothéliales induite par le VEGF-C in vitro et dioe la lymphangiogénese et la formation
de métastases in vivo dans des expériences de nediesgmurines. [134] Enfin, les souris

hétérozygotesirp2”vegfr2’~ possédent un réseau lymphatique normal contrairemex
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souris hétérozygotewp2” vegfr3’™ suggérant ainsi une interaction entre NRP2 et VIEGF

lors de la lymphangiogénese embryonnaire. [135]

Intégrines

Les intégrines jouent un réle important dans I'ailhe cellulaire, la migration, I'invasion et
'angiogénése. De nombreuses intégrines semblepliguees dans la progression tumorale.
En effet, Fukasawa et ses collégues ont montrdaghi®RP1 interragissait avec I'intégripé
dans des cellules de cancer pancréatique et popaaite moyen moduler la croissance
tumorale, la survie et l'invasion cellulaire. [136a NRP1 semble pouvoir également
coopérer avec l'intégrine5p1l dans des cellules endothéliales et réguler Harggiogénese.
[137]. Dans des cellules tumorales pulmonairesffefe anti-tumoral de la Sema3F
s’accompagne de la perte de I'intégrifs$3. Les intégrines peuvent cependant posséder une
fonction opposée. Le traitement par Sema3A de lesllde cancer du sein augmente
'expression de l'intégrinei2Bl et ralentit la migration cellulaire de ces cedkil [129] Par
ailleurs dans des cellules endothéliales, I'intégfi3 peut inhiber 'angiogénése mediée par

le VEGF en séquestrant NRP1 et en prévenant séragtion avec le VEGFR2.[138]
c-met

Les facteurs de croissance FGF and HGF sont égatedes ligands pour les NRPs et
peuvent aussi contribuer a 'angiogénese mediééepadRPs. En effet, la NRP1 potentialise
la prolifération dépendante du FGF2 et de 'HGBpeetivement dans des cellules HUVEC,
des cellules de gliomes, et des cellules de cahecgrancréas. [30,139,140]. Les NRPS sont
un récepteur pour le HGF mais peuvent aussi augméniphosphorylation du récepteur c-
met. [140] Sulpice etl confirment en 2008 que les deux NRPs sont impéguéans
'angiogénése meédiée par le VEGF et 'HGF dansadisiles endothéliales via I'activation

autocrine de la voie HGF/SF/c-Met. [31] Les NRPa feur coopération avec le récepteur c-
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met génerent |'activation de nombreuses voies muogkes dans la prolifération cellulaire,

telles que p38-MAPK (P38 mitogen-activated proteimases), ERK, src, PI3K. [31,139,140]

TGFRs (Récepteurs pour le TGB1)

La NRP1 est un récepteur pour la forme active dfllCGet pour le TGEL-LAP (Facteur
Transformanfl-peptide associé a la latence). [141] Depuis,tiésuétudes ont confirmé que
la NRP1 pouvait participer activement a la voiesamalisation du TGFL. En effet, Glinka
etal ont montré tres recemment que la NRP1 pouvaisstsr avec les récepteurs de type 1
et de type 2 du TR (TGFRI et TGFRII) et augmentait ainsi l'activatiale la voie de
signalisation du TGFL dans des cellules tumorales. [142] La NRP1 pgateénent induire
une cirrhose en augmentant les voies PDGF (Fadearoissance plaquettaire) /T@EFdans
des hépatocytes humains et peut donner un phénotypibroblastique a ces cellules. [143]
D’une facon similaire Cao Y el confirment que la NRP1 suractive la voie du PBG&Fen
augmentant la phosphorylation des smad2/3 et induiphénotype myofibroblastique dans
des fibroblastes. [144]. Il a été montré réecemnoeiet la NRP1 induisait une relocalisation de
Snail dans le noyau et induisait alors une TEM d#ess cellules de cancer de la prostate.
[145] La TEM est décrite comme un des meécanismesgpdiaux de l'oncogénese,
permettant la progression tumorale et la formatdenmétastases. Cette TEM se caractérise
par une perte d’expression des marqueurs épitikxésiaprofit de I'acquisition de marqueurs
mésenchymateux. La TEM participe notamment a laati@n cellulaire, I'invasion cellulaire

et la formation des métastases. [146]
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Complexes Cellules Activité Références
Analyses Biacore NRP1 coopére avec VEGFR1 et VEGFR2 Fuh et al, 2000[26]
Cellules endothéliales . n Gluzman-Poltorak et al,
NRP2 co-immunoprecipite avec VEGFR1
d'aorte de pors (PAE) 2001 [133]
NRP2 augmente la phosphorylation du VEGFR1, la atign, I'invasion de
Cellules de cancer cellules tumorales vias l'activation des voies P&KERK. La diminution de
. o ) | Gray et al, 2008 [52]
NRP/VEGFR1 | colorectal I'expression de NRP2 par sh-RNA diminue la croissanmorale, la formation
de métastases dans des expériences de xénogrefiegsn
NRP2 augmente la phosphorylation du VEGFR1, la atign, I'invasion de
Cellules d'adénocarcindmecellules tumorales vias l'activation des voies P&KRK. La diminution de
o . o ) | Dallas et al, 2008 [53]
pancréatique I'expression de NRP2 par sh-RNA diminue la croissdomorale, la formation
de métastases dans des expériences de xénogrefiegsn
Cellules endothéliales o
NRP1 augmente la fixation du VEGF sur VEGFR2 Sehter, 1998 [28]
d'aorte de pors (PAE)
Analyse Biacore NRP1 interagit avec VEGFR1 et VEGFR Fuh et al, 2000 [26]
NRP/VEGFR2
293T, PAE, cellules NRP?2 interagit avec VEGFR2 and VEGFR3 et augmentedctivation. La
endothéliales surexpression de NRP2 augmente la survie et laatiogrdépendante du Favier et al, 2006 [147]
microvasculaires VEGF-A et du VEGF-C, de cellules endothéliales himes
Cellules endothéliales . . o
. NRP?2 interagit avec VEGFR2 and VEGFR3 et augmentedctivation Caunt et al, 2008 [134]
lymphatiques
Cellules endothéliales
lymphatiques et 293T NRP2 co-immunoprécipite avec VEGFR3 Karpanen,&G06 [27]
transfectées
293T, PAE, cellules NRP2 interagit avec VEGFR2 and VEGFR3 et augmentedctivation. La
NRP/VEGFR3 . . . B .
endothéliales surexpression de NRP2 augmente la survie et laatiogrdépendante du Favier et al, 2006 [147]
microvasculaires VEGF-A et du VEGF-C, de cellules endothéliales himes
Cellules endothéliales ) . o
) NRP2 interagit avec VEGFR2 and VEGFR3 et augmentedctivation Caunt et al, 2008 [134]
lymphatiques
HUVEC HGF se fixe sur NRP1 et NRP2 et augmente la phaglattion du récepteur c- Sulpice et al, 2008 [31]
met et la migration cellulaire via I'activation ldevoie ERK.
La NRP1 augmente la progression des gliomes vianteraction avec les voies
NRP/c-met | cellules de gliome de signalisation HGF/SF et ERK. Hu B et al, 2007 [139]
Cellules de cancer du NRP1 interagit avec c-met, augmente l'invasion'a@ivation des voies p38- | Matsushita et al, 2007
pancréas MAPK et ERK. [140]
) NRP1 augmente la phosphorylation des Smads 2/8leitiun phénotype
Fibroblastes ) ) Cao et al, 2010 [144]
myofibroblastique
| La NRP1 et NRP2 cooperent avec TGFRI et TGFRILgh#entent la .
Cellules de cancer du sein ) Glinka et al, 2010 [148]
NRP/TGFR phosphorylation des Smad2/3.

Cellules de cancer
colorectal, Analyses

biacore

La NRP2 interagit avec TGFRI et augmente la phogjétion de Smad2/3. La
NRP2 induit une Transition épithélio-mésenchymasaiépendante du TBE.

Grandclement et al, 2010
[149]

La NRP2 est un récepteur pour ce facteur de cruissa

Table 3 : Fonctions biologiques des NRPs via Ieteraction avec des récepteurs de facteur de anmss
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Figure 5 : Coopération de la NRP2 avec différeétepteurs aux facteurs de croissance.

1.4 La NRP2 : un biomarqueur diagnostique et prondgjue

La NRP2 étant activement impliquée dans les prosedsingiogénése, de lymphangiogénése
et de formation de métastases, il est rapidemerdrapmue la détection de la NRP2 pouvait

constituer un nouvel outil diagnostique et prorgpssi

L’expression de la NRP2 est en effet corrélée aauggnentation de la vascularisation et a un
mauvais pronostique dans l'ostéosarcome [46], dansancer du poumon non a petites
cellules, [48] et dans les carcinomes cystiquesnaidés. [61] Dans le cancer du sein,
'expression de la NRP2 est corrélée significatieataux métastases ganglionnaires, a
I'expression du VEGF-C et a I'expression cytoplagumei du récepteur CXCR4 (Récepteur 4
de la chimiokine a motif CC). [57] Une forte exmies de la NRP2 est également détectée

dans les stades précoces et tardifs du neuroblas{éii De plus, la NRP2 est exprimée par
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une large variété de tumeurs endocrines pancréstiquggérant que la NRP2 pourrait étre
un nouveau marqueur diagnostique pour ces tumgdlsLa NRP2 pourrait étre également

un biomarqueur pour suivre la progression du catieda vessie.[62]

1.5 Ciblage thérapeutique des NRPs

1.5.1 RNA interférence

L'utilisation de siRNA (petits ARN interférents)ldant la NRP1 réduit significativement la
croissance tumorale, I'angiogénese, la formatiommuastases dans de nombreux cancers
humains, comme le carcinome hépatocellulaire [180,1a leucémie aigue myéloide [74] le
cancer du poumon [152]. De méme, des cellules deecacolorectal transfectées par un
shRNA (petits ARN en épingle a cheveux) ciblantcdpuiement la NRP2 induisent des
tumeurs plus petites, diminuent les métastasastiefivent une apoptose dans des expériences
de xénogreffes murines. [52] Le traitement par voteapéritonéale de souris porteuses de
tumeurs avec des liposomes contenant des siRNA-NBRIB&tit la croissance tumorale et le

nombre de métastases. [52] (Figure 6)

1.5.2 Petites molécules

Comme vu précédemment, I'épissage alternatif ddiewe a de nombreux isoformes des
NRPs et en particulier & des formes solubles sN&RILsSNRP2. Ces isoformes solubles ont
éte tout d’abord décrits plutét comme des moléculésbitrices, fonctionnant comme un
piege a ligands, bloquant ainsi leur interactiorcales récepteurs membranaires. Les sSNRP
ne possedent pas de segment transmembranaireateilhilaire. Gagnon el remarquent
gue la surexpression de sNRP1 dans des celluleardmomes prostatiques de rat AT2.1 et

AT3.1 diminue leur prolifération et induit une apoge précoce dans ces tumeurs. [36]
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Schuch etal confirment ces données dans un modele de sarcame avec des cellules
NMuMG/VEGF et NMuMG/sNRP-1 capables de produire gtesses quantités de VEGF
recombinant et SNRP1. Le traitement par le VEGFharge la croissance tumorale et la
vascularisation, tandis que le traitement par |[&RBN semble inhiber la croissance et
'angiogénése tumorales. De plus, dans un modeleude&mie, la survie de souris traitées par
un adénovirus codant pour un dimere de sNRP1 (RiPsN) est augmentée par rapport a la

survie de souris traitées par un adénovirus cantfb3] (Figure 6)

Tout comme les formes naturelles solubles des NB&%spetits peptides solubles pourraient
bloquer la fixation du VEGF sur les NRPs. Gerettaleont décrit recemment un mutant du
domaine B de la NRP2 (MutB-NRP2), posssédant uiimataf8 fois supérieure pour le VEGF
gue celle du domaine B wild-type. Le traitementsdaris xénogreffées avec des cellules de
mélanome par ce mutant MutB-NRP2 inhibe la croissanmorale, lorsqu’il est utilisé seul

et en association avec le bevacizumab. [154] (Eig)

De méme, le screening de librairies de peptidesldap de reconnaitre spécifiguement
certaines cellules cancéreuses a permis l'ideatibin de séquences d’acides-aminés liant
spécifiguement les NRPs. En effet, Ruoslahtileteportent 2 peptides capables de pénétrer
dans la tumeur et de lier spécifiqguement les imégrhumaines et la NRP1. La conjugaison
de ces peptides a des molécules de chimiothérapia des agents de contraste pourrait
ameéliorer I'imagerie médicale mais aussi l'activités chimiothérapies. [155-157] Depuis,

d’autres peptides liant spécifiguement la NRP1 @Bt décrits dans différents modeles de

cellules cancéreuses in vitro.[158-160]
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1.5.3 Anticorps monoclonaux

Genentech a développé des anticorps monoclonadantibpécifiguement la NRP1 et la
NRP2. En particulier, des anticorps monoclonauxaaibspécifiquement le domaine al/a2
(anti-NRPT) ou bl/b2 (anti-NRPY) de NRP1 ont d'abord été générés. Ces anticorps
diminuent la migration induite par le VEGF de clEBIHUVEC et inhibent la formation de
tumeur dans des modéles animaux. [161] Paralleleeneas travaux, Pan &t montrent que
l'utilisation d’anticorps monoclonaux ciblant spiguement la NRP1 utilisés en association
avec des thérapies ciblant le VEGF ralentissaitiogtivement la croissance tumorale dans

des modeles animaux. [162] (Figure 6)

Un anticorps totalement humain anti-NRP1, le MNRFEKG est actuellement en phase-1 de
développement, utilisé seul ou en association #&dievacizumab avec ou sans paclitaxel

pour le traitement de tumeurs solides avancée8] [Eegure 6)

Des anticorps monoclonaux ciblant les domaines 2oHde la NRP2 ont récemment été
développés. En bloquant la liaison du VEGF et/olvBGF-C a la NRP2, ces anticorps anti-
NRPZ diminuent le nombre de vaisseaux intra-tumorawteemétastases dans les ganglions
lymphatiques sentinels et dans les organes distdants des expériences de xénogreffes

murines. [134]
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Peptides fiant les NRPs
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siRMA-MRP1 synthetigue
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Inhibition de I'expression des NRPS

Figure 6 : Outils biotechnologiques développés pewiblage des NRPs. Plusieurs stratégies ont été
développées pour neutraliser spécifiquement lestifims oncogéniques des NRPs tels que: des siR8RA, d
peptides, des NRP solubles antagonistes, des g#iomnoclonaux.
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CHAPITRE 2 : La Transition-Epithélio-Mésenchymateus

2.1 Définitions

La TEM caractérise un processus dynamique au ahugsel les cellules perdent un nombre
important de leurs caractéristiques épithélialesirpgagner des propriétés de cellules
mésenchymateuses, ce qui nécessite des modifisatochitecturales et fonctionnelles
complexes. [164] Les cellules épithéliales transfoes acquierent alors des propriétés

invasives et migratoires typiques de cellules mésgmateuses. [164]

La principale fonction de I'épithélium est de serde barriere protectrice contre I'extérieur
(la peau) et l'intérieur (les voies aériennes, rictus gastro-intestinal). La structure et la
fonction de cet épithélium sont assurées par lksle épithéliales, intimement jointes entre
elles par des structures membranaires hautemeniabpées, jonctions serrées, jonctions
adhérentes ou desmosomes. L'épithélium est paueslid’'une grande plasticité : il est en
constant renouvellement et réparation, ce qui jpduen partie expliquer que la majorité des
cancers dérive de cellules épithéliales.

Les cellules épithéliales sont caractérisées parpdtarisation baso-apicale, une répartition
localisée des molécules d’adhésion, une polarisalés filaments d’actine et reposent sur une
lame basale. Elles sont mobiles au sein de la eoehulaire a laquelle elles appartiennent,
mais ne peuvent pas en temps normal sortir de cetiehe.

Les cellules mésenchymateuses, quant a elles,nigas organisées en couches, ne sont pas
polarisées, ont tres peu de contacts inter-celegagt ne reposent pas sur une lame basale.
Ces cellules tres mobiles ont une forme fibrobdpsi en culture, en forme d’aiguille

« spindle-shape », tandis que les cellules ép#ledlipoussent en amas cellulaires et sont

plutét arrondies. Les cellules mésenchymateusescawactérisées par une grande plasticité
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cellulaire, qui leur permet de migrer. La migrati@yuiert en outre la sécrétion d’enzymes
protéolytiques détruisant la matrice extracell@aifin d’envahir I'interstitium.

La transition d’'un phénotype cellulaire & un autreouvre un large spectre de modifications
inter- et intracellulaires rarement observées dalité impliquant que la TEM n’est pas
nécessairement un changement complet de lignadalagel. Dans les années 1980,
Greenburg et Hey cultivent des cellules épithé&iale tissus adulte et embryonnaire in vitro
sur une couche de collagéne et observent des anange phénotypiques importants dans ces
cellules. [165] Les cellules épithéliales cultivéssr gel de collagene s’allongent, et
acquierent des propriétés migratrices et invasjilés]

La TEM se déroule en plusieurs étapes successlagremiéere étape se caractérise par une
disparition des contacts inter-cellulaires entrainia perte de marqueurs épithéliaux (E-
cadherine, cytokératines) et le gain de marqueésenchymateux (vimentine, N-cadhérine).
Les cellules perdent leur pélarisation baso-apjcatmnaissent une réorganisation de leur
cytosquelette d’actine médiée par des protéines GhBases, se détachent de la matrice et
peuvent ensuite migrer dans les tissus adjaceats gr I'activation d’enzymes protéolytiques
comme les MMP (Matrix metalloproteases). Une suresgion ou une translocation nucléaire
de facteurs de transcription commetaaténine ou des molécules de la famille de Sdail,
ZEB ou de la famille hélice-boucle-hélice (HBH)entient également durant les différentes

étapes du processus de TEM. (Figure 7)
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Figure 7 : La Transition Epithélio-Mésenchymateuse.TEM consiste en la transition de cellules é&dites
polarisées en cellules mésenchymateuses mobilesceétrices de composants de la matrice extralaied
(MEC) Les marqueurs épithéliaux et mésenchymateuiqués dans cette TEM et couramment étudiés sont
listés. ; Zo-1 : zonula-occludens-1, MUC1 : muclneniR200 : microRNA-200, SIP1 : survival of motwuron
protein interacting protein 1, FoxC2 : forkhead 2% D’aprés Kalluri et al, 2009 [164]

2.2 Classification de la TEM

Kalluri et Weinberg distinguent en 2009 dans uneieede la littérature, trois différents types
de TEM, a lorigine de différentes conséquencesctionnelles. [164] (Figure 8) Cette
classification prend en compte les contextes biglogs dans lesquels se déroulent ces TEM :
la TEM de «type 1» a lieu lors de I'embryogénesedu développement des organes et
génere différents types cellulaires partageantpteprietés mésenchymateuses communes.
Cette TEM de type 1 peut générer des cellules ncéyemteuses pouvant subir le processus
inverse, la TME (Transition Mésenchymateuse Epihed pour générer des épithéliums
secondaires. La TEM associée a la cicatrisatida,ragénération tissulaire et a la fibrose des
organes est quant a elle dite « du second tyd2ans cette TEM de type 2, la premiere étape
consiste a la génération de fibroblastes et d’autedlules associées pour reconstruire les
tissus traumatisés et inflammés. Contrairement 8 de type 1, la TEM de type 2 est
associée a I'inflammation et cesse dés que l'inffetion prend fin. Enfin, la TEM de « type

3 » se déroule dans des cellules cancéreuses ¢usubin auparavant des modifications
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génétiques et épigénétiques pour certains gengsesgeurs de tumeur et oncogenes. (Figure
8). Des cellules de carcinome ayant subi cette Td&vtype 3 sont fortement invasives et
métastasiques. Bien que ces 3 types de TEM repetsetes processus biologiques bien

différents, les mémes changements génétiques@tibimues sont cependant observés.

EMT by type (based on context)
Type 1 (mesenchymal) Type 2 (fibroblast) Type 3 (metastatic)
P 520 e §50 Do an %
<D S St
Primitive Secondary epithelia Epithelial
epithelia or endothelia carcinoma
lEMT l l
- - = - T
S o s S
Mesenchymal Fibroblasts Metastatic
cells tumor cells
lmsr l
; ) 9/0 @)
“/o) IR
“Q\;f_f, ¥ (Y
Secondary Secondary
epithelia tumor nodule

Figure 8 : Les 3 types de TEM. La TEM de type iea lors de I'implantation de 'embryon et de Istyalation,
la TEM de type 2 lors de fibroses tissulaires eTEM de type 3 lors de la progression tumorale eetiad
formation de métastases tumorales. D’aprés Zeisiteaty 2009 [166]

2.3 TEM et Cancer

Les cellules cancéreuses en TEM sont retrouvéde $tont invasif des tumeurs primaires et
sont considérées comme des cellules invasives pbufarmer des métastases.
Paradoxalement, ces cellules invasives qui fornte® colonies de cellules tumorales a
distance du site primaire tumoral semblent perdssea rapidement leur phénotype
mésenchymateux et retrouver leur phénotype iném@thélial, par le phénomene inverse,

appelé TME (Transition Mésenchymateuse-Epithéligfayure 9)
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: Cellules cancérsuses
Cellules invasives =t

il S, R i gl Epithéliales secondaires
Callules &pithélisies Selules cabernnes métastatiques

epithaliales primaires —— . // \\

Waisseaux sanguins

/ \‘*/ QA Lgda T N

Epithellum normal Carcinome in situ EMT Intravastion des cellules Extravasation des cellules
cancérsuses cancérsuses

TEM

Figure 9 : TEM et progression tumorale. Le passdge épithélium normal & un carcinome invasif suit
plusieurs étapes successives. Les cellules épitbelperdent petit & petit leur polarisation etl&gachent de la
membrane basale. La composition de la membraneebabange également, tout comme les interactions
cellules-membrane extra-cellulaire et les réseausighalisation. La TEM a ensuite lieu, de mémeigwwitch
angiogénique, facilitant la croissance tumorales tellules cancéreuses vont ensuite entrer datisclaation,
former des micro- et macro- métastases, puis redroun phénotype épithélial primaire grace a lecessus de
TME. (Transition Mésenchymateuse-Epithéliale). Dé&pKalluri et al, 2009[164]

Le déclenchement du processus de TEM dans leslesltancéreuses est encore assez
discuté. Lors de la formation du site primaire tuaholes cellules tumorales subissent des
altérations génétiques et épigénétiques qui pantdes rendre sensibles a des signaux issus
du stroma tumoral. Dans de nombreux cas, ce serfatdeurs de croissance provenant du
stroma tumoral tels que HGF, EGF, PDGF et BFGRui semblent responsables du
déclenchement de la TEM en activant certains fastda transcription associés a la TEM,
comme Snail, Slug, ZEB1 (zinc-finger E-box bindihgmeobox1), Twist, Goosecoid et
Forkhead box C2 (FoxC2). Une fois exprimés et astices facteurs de transcription agissent
de facon pléiotropique et orchestrent le procedsu$EM, souvent collectivement, grace a
I'aide d’autres facteurs de transcription. Les gade signalisation intra-cellulaires impliquées
dans ce processus de TEM sont les voies ERK, MARBK, Akt, Smads, LEF (Lymphoid
Enhancer binding Factor), RhoB;caténine et c-Fos ainsi que les intégrifids o581 et

5B6.[164]
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2.4 Biomarqueurs de la TEM

Toute une variété de biomarqueurs est utilisée paracteriser les 3 types de TEM. (Table 4)

2.4.1 Marqueurs membranaires

E-cadhérine

La perte d’expression de la E-cadhérine constitudas événements majeurs de la TEM. La
E-cadhérine est probablement la cadhérine la mieaxiue. Elle consiste en 5 séquences de
cadhérines dans le domaine extracellulaire, un dweniansmembranaire, et un domaine
intracellulaire qui lie Ig-caténine. Lg-caténine se lie aFcaténine qui a son tour se lie aux
microfilaments d'actine, ce qui relie la E-cadhériu cytosquelettd.a E-cadhérine est
exprimée dans les cellules épithéliales, et somesspn diminue au cours de la TEM lors du
développement embryonnaire, de la fibrose et dgrdgression tumorale. Un changement
d’expression des différentes cadhérines est sowlsgrve lors de la TEM : en effet, au cours
de la TEM I'expression de la E-cadhérine diminugegafit de I'expression de la N-cadhérine
qui est un marqueur des cellules mésenchymatedse$iproblastes, des cellules cancéreuses

et du tissu nerveux.

Intégrines

Un changement dans I'expression de certaines inggrest également observé lors de la
TEM : dans le cancer du colon, les cellules qui sutti la TEM de type 3 expriment de
grandes quantités d'intégrir®. [167] Une expression augmentée de l'intégribecorréle

avec le potentiel métastatique de la lignée Blalelthélanome murin et avec la TEM. [168]
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2.4.2 Marqueurs du cytosquelette

FSP1YS100A4 (Fibroblast-specific protein-1)

Il s’agit d’'un membre de la famille des protéind@ dépendantes du calcium. Il est détecté

lors de la TEM associée a une fibrose ou une pssgre tumorale.

Vimentine

La vimentine est également un marqueur de la TENbtale. La vimentine est un membre
de la famille des filaments intermédiaires qui d¢itae le cytosquelette avec les microtubules
et les microfilaments d'actine. Bien que la plupgdes filaments intermédiaires soient des
structures stables, la vimentine est une structunamique. Elle est responsable du maintien
de la forme cellulaire, de lintégrité du cytoplasmet stabilise les interactions
cytosquelettiques. L'expression de la vimentine sstivent corrélée a une invasion

augmentée et au développement de métastases. [169]

a-SMA

a-SMA (a-Smooth Muscle Actin) est 'un des membres destdilfes d’actine. Chez I'adulte,
de grandes quantités deSMA sont retrouvées dans le muscle lisse vaseuktirdans les
cellules myoépithéliales. Dans le contexte du canexpression da-SMA est corrélée avec

la TEM de type 3 dans le cancer du sein principaltgrfiL70]

p-caténine

La B-caténine est un composant des jonctions adhéremieslie la E-cadhérine au
cytosquelette d'actine. En absence de signal WSK-33 (Glycogen synthase kinase-3)
phosphoryle lap-caténine entrainant ainsi son ubiquitinylation spisa dégradation,
maintenant ainsi un niveau faible de cette protdengs le cytoplasme. L’activation de la voie

Wwnt inhibe GSK-B, permettant ainsi une accumulationfdeaténine dans le cytoplasme. La
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B-caténine peut alors interagir avec 2 facteurs mastription, TCF (T cell-specific
transcription factor) ou LEF1 (Lymphoid Enhancerctéal), entrainant alors une
translocation de ce complexe au niveau du noyda ekgulation de génes en réponse aux

ligands Wnt. (Figure 10) [171,172]

Figure 10 : Voie de signalisation Wnt. En abseredighnd Wnt (a gauche), GSK-phosphoryle I§-caténine
entrainant alors son ubiquitinylation puis sa dégtian. L’activation de la voie Wnt (a droite) ibi GSK-3,
permettant ainsi une accumulationfdeaténine dans le cytoplasme et sa translocatianiveau du noyau pour
réguler I'expression de génes. D'aprés Larsen, 0413 [173]

La B-caténine agit également comme un facteur de trigtisn lors de la TEM. Elle est
d’ailleurs considérée comme un biomarqueur de IMTE la fois lors du développement
embryonnaire, de la fibrose mais aussi du cancers lde la TEM, plusieurs molécules
peuvent en effet inhiber I'activité de GSI8-8Bomme pAKT, la sérine/thréonine kinase ILK

(kinase liée aux intégrines) et permettre ainsi aceumulation deB-caténine dans le
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cytoplasme. [174] Associée aux facteurs de trapsoni TCF/LEF1, lap-caténine se
translogue ensuite au niveau du noyau et activiealzscription de plusieurs genes cibles,

comme c-Myc, la cycline D1, TCF-1, CD44, MMP-7. §17

2.4.3 Protéines extra-cellulaires

Laminines

De tous les constituants principaux de la membizasale dont I'expression est diminuée
durant la TEM (collagene de type 4, laminine, pogtgcanes...), la laminine-1 est I'un des
meilleurs marqueurs de la TEM. Les laminines saed dlycoprotéines hétérotrimériques
composeées d’'une chaie d’'une chaing et d’'une chaing. L'expression de la laminine 5
(«3B3y2) est augmentée durant la TEM oncogénique de 3ypedurant la TEM de type 2
associée a une fibrose tissulaire. L'expressiofadaminine 5 est corrélée a un phénotype
invasif des cancers, et son expression est reteoulads les cancers du sein [176], les

carcinomes hépatocellulaires [177], et les carce®praux squameux [178].
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Marqueurs acquis

Marqueurs perdus

Protéines

membranaires

N-cadhérine

E-cadhérine

OB-cadhérine

Z0-1

intégrinea5p1

intégrinea5p6

Syndecan-1

Marqueurs du

cytosquelette

FSP1

Cytokératine

a-SMA

Vimentine

B-caténine

Protéines de la Matrice

Extra-Cellulaire

al(l) collagene

al(lV) collagéne

al(lll) collagéne

Laminine 1

Fibronectine

Laminine 5

Facteurs de

transcription

Snail 1 (Snail)

Snail 2 (Slug)

ZEB1

Complexef-
caténine/LEF1/TCF

Twist

LEF-1

Ets-1

FOXC2

Goosecoid

MicroRNAs

miR10b

Famille du miR-200

miR-21

Table 4 : Biomarqueurs de la TEM. Adapté de Zeisle¢rl, 2009 [166]

2.4.4 Facteurs de transcription

La perte d’expression de la E-cadhérine constituedes événements majeurs de la TEM. De
nombreuses études se sont donc intéressées allatisg de I'expression de la E-cadhérine
dans le cancer. Plusieurs répresseurs de la Eftaelhent été identifiés et groupés en 2
familles, en fonction de leur effet sur le promotele la E-cadhérine. Snail, ZEB, E47 et

KLF8 (Kruppel-like factor 8) se lient et réprimditgctivation du promoteur de la E-cadhérine
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[179,180], tandis que les facteurs tels que Tw&bosecoid, E2.2 et FoxC2 répriment

indirectement la transcription de la E-cadhéria81182] (Table 4)

Snail

Les facteurs de transcription Snail partagent umectsire assez similaire, contenant un
domaine C assez caractéristique en 4 a 6 doigiandepermettant la liaison a I'ADN. 3
protéines de cette famille ont été identifiees cleszvertébrés : Snaill (ou Snail), Snail2
(aussi appelée Slug) et Snail3 récemment identifigss facteurs de transcription Snalil
agissent comme des répresseurs de transcriptiail &st le plus important répresseur de la
E-cadhérine. Cependant, il regule également d'awspects de la TEM, induit I'expression
de marqueurs meésenchymateux (tels que la fibrov@ctiet la diminution de divers
marqueurs épithéliaux comme les claudines, occhsdiet cytokératines. Snail exerce sa
fonction de facteur de transcription lorsqu’il egué dans le noyau. La phosphorylation de
Snail entraine sa migration du noyau au cytoplastineytissant a son inactivation. Snaill est
induit dans tous les types de TEM et des niveaexésl de Snaill ont été observés dans des
tumeurs tres invasives.[183] Snail2 est plus lamg@nexprimé que Snaill, et son expression

est quelquefois non liée a la TEM. [184]

Facteurs de transcription hélice-boucle-hélice (HBMH

La famille des facteurs de transcription HBH est large famille de protéines surexprimées
durant 'embryogénese [185], la fibrose tissulaji6] et la formation de métastases
canceéreuses. [187] La structure de base de cesufacest constituée de deux hélices
paralleles liées entre elles par une boucle pour démeérisation. Les facteurs HBH sont
divisés en 7 catégories en fonction de leur distitim dans les tissus, de leur capacité de
dimérisation et leur spécificité de liaison a 'ADRarmi elles, les protéines de la classe 1

E12 et E47, les protéines Twist de la classe 2egtprotéines Ids de la classe 5 sont
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impliquées dans I'élaboration de la TEM. Les pmdsi de la classe 2 (Twistl et Twist2)
s’hétérodimérisent toujours avec les protéinesadeldsse 1. Une expression ectopique de
Twistl ou Twist2 diminue la E-cadhérine, I'expressid’occludine et de claudin-7, et
augmente le niveau de vimentine et de N-cadhéianerisant ainsi la migration et I'invasion.
[188]. Les protéines E12 et E47 répriment la E-éasidlie directement par leur liaison au
niveau de I'E-box du promoteur. Une expression mqiee de E12 ou E47 réprime la E-
cadhérine, induit I'expression de vimentine et ttgohectine et augmente la migration et
linvasion. [189] A l'inverse, les facteurs de teamiption Id peuvent inhiber la répression de

la E-cadhérine. [190]

FoxC2

Le facteur de transcription FoxC2 agit d’une fapt&iotropique pour réguler la TEM. FoxC2
est exprimé dans des cancers du sein. [191] Lxpession d’'un seul de ces inducteurs de
TEM (TGFf, Snail, Twist ou Goosecoid) augmente I'expressibm FoxC2, et la
surexpression seule de FoxC2 peut induire la TEMgérant ainsi un réle important de ce

facteur de transcription dans la TEM de type 31]J19

ZEB

2 facteurs de transcription ZEB ont été identifibez les vertébrés : ZEB1 aussi app@&lél

et ZEB2, aussi appelé SIP1. Les protéines ZEB exymtimées durant le développement dans
de nombreux tissus, comme le systeme nerveux telaraceur, les muscles et les cellules
hématopoiétiques. Les protéines ZEB répriment Feggion d’E-cadhérine et augmentent la
migration des cellules, indépendamment du facteutranscription Snail dans les cellules
épithéliales mammaires murines. [192,193] De lles peuvent entrainer une relocalisation

de lap-caténine.[194]
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Notch

Notch semble jouer un réle dans la TEM physiologidors du développement et lors de la
TEM tumorale. L’activation du récepteur transmemiiee Notch par son ligand Jagged
entraine la translocation de Notch dans le noydaatvation de génes cibles comme Heyl,

responsable notamment de I'inhibition de la E-caidieéet de la TEM.

Voie Sonic Hedgehog-Patched-Gli

En plus de son role important durant le développgmia voie de signalisation Sonic
Hedgehog (SHH) contribue également & la TEM deileslicancéreuses. Les ligands SHH se
lient au récepteur membranaire Patched et l'inantiainsi. Le récepteur Patched a quant &
lui un réle inhibiteur sur la protéine transmemiaie®m Smoothened, protéine qui permet la
transmission du signal intracellulaire par I'activa du facteur de transcription Gli-1. Le

facteur de transcription Gli-1 régule I'expressamnombreux genes, dont Snail. (Figure 11)

lwm

Figure 11 : La voie de signalisation SHH. En abeethe ligand sonic Hedgehog (SHH), le récepteurhedtc
(Ptcl) inhibe la protéine Smoothened (Smo) etdagmission du signal intracellulaire. (gauche) Esence du
ligand SHH, Le récepteur Patched inhibé, la pretédmoothened peur transmettre le signal intraeéltulet
donc I'activation du facteur de transcription Gli¢droite) D’'aprés Altaba et al, 2002 [195]
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2.4.5 micro-RNA

De récentes études ont montré un rble des microRlads la régulation des facteurs de
transcription associés a la TEM. En effet, la spregsion du miR-10b est associée a
l'invasion et a la formation de métastases. [19]nhiR-10b est surexprimé dans les cancers
du sein métastatiques et est induit par le factleutranscription Twist. De récentes études
montrent également que la famille du miR-200 (mR&, miR-200b, MmiR-200c, miR-141 et
miR-429) et que le miR-205 jouent un réle critiqglans la régulation de la TEM, en inhibant
spécifiguement les répresseurs de la E-cadhériBBl2&t ZEB2. [197-199] (Figure 12) De
nombreux facteurs de transcription impliqués dan§EM comme Snail ou Slug ont été
associés a une rechute de la maladie, a une diniauée et a un phénotype invasif dans
divers cancers, comme le cancer du sein [200], dascers digestifs [201,202],
'adénocarcinome de I'cesophage [203], I'adénocarom adrenocortical [204], dans les

tumeurs de la vessie. [205]
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2.5 Role de la voie de signalisation du T@H dans la TEM

Le TGH1 est une cytokine multifonctionnelle pouvant irdritta prolifération de nombreux
types cellulaires, dont les cellules épithélialéss cellules hématopoiétiques et les
lymphocytes. Le TGFL peut également induire une fibrose tissulairauree TEM dans

certaines cellules épithéliales et participer deedacon a la progression tumorale.

2.5.1 Voie de signalisation du TGF

La voie de signalisation du TGE commence par sa liaison & 3 récepteurs de ftiintétey
appelés récepteur de type 1 (TGFR1), de type 2 RZ}Et de type 3 (TGFR3). La liaison du
TGH31 sur le TGFR2 entraine le recrutement et I'adiivatiu récepteur de type 1 (TGFR1)
puis I'activation de protéines intracellulairess Iprotéines Smads. (Figure 13) Le TGFR1
phosphoryle Smad2 et Smad3, tandis que les réesptutype 1 du BMP induisent la
phosphorylation des Smads 1, 5 et 8. Les protéBraad2/3 phosphorylées (pSmad2/3)
complexent ensuite avec Smad4. Les complexes pS&&u2ad4 migrent alors vers le
noyau et peuvent alors interagir avec de nombragtefirs de transcription régulant ainsi
I'expression de genes cibles. (Figure 13) Smaduestprotéine Smad inhibitrice, capable
d’inactiver la signalisation du TGE via de nombreux mécanismes. Smad7 peut nhotamment
se lier au TGFR1 et empécher la liaison des Smaai2/éme récepteur, bloquant ainsi la
signalisation par leTGF31. En plus de Il'activation des protéines SmadsJ@&31 peut
activer d'autres voies de signalisation comme leiess Erk, c-Jun N-terminal kinase, p38-

MAPK, PI3K dans certains types de cellules.
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Figure 13 : Voie de signalisation du T@EF D'apres Miettinen et al, 1994 [207]

2.5.2 Réle des protéines Smads dans la TEM

L’induction de la TEM par le TGRL a tout d’abord été mise en évidence in vitro.&spr
traitement par du TR, des cellules épithéliales peuvent changer dengiipge. Elles
passent ainsi d’'une forme cuboidale a une formebibstique, allongée et perdent leur
marqueurs épithéliaux au profit de marqueurs mdsenateux.[208] Ces changements sont
accompagnés d'une augmentation de la motilité. Denbmeuses études ont montré
limportance du TGPl et des protéines Smads dans la TEM a la foisiglgixque et
pathologique. Des expressions fortes de Smad2, $eta8mad4 sont capables d’induire la
TEM dans les cellules NmuMG, tandis que I'expresgio dominant négatif de Smad2 ou
Smad3 bloque la TEM dans ces cellules. [209] De,di TGB1 n’induit pas la TEM dans
des cellules épithéliales rénales déficientes ead3mconfirmant le réle essentiel de Smad3
dans ce processus de TEM. [210] Comme Smad3, Spad#t essentiel pour I'induction de

TEM. En effet, la diminution de I'expression de Sihapar siRNA ou I'expression d’'un

70



dominant négatif pour cette protéine préserve feggion de E-cadhérine [211], diminue la
production de collagene de type 1 in vitro [212Hehinue les métastases osseuses in vivo.
[213] A linverse les Smads inhibitrices (Smad6 ®mad7) fonctionnent comme des
régulateurs négatifs de la TEM et répriment la TEMuite par le TGB1l. En effet, une

expression augmentée de Smad7 bloque la TEM damgrlereux tissus. [209,214].

2.5.3 TGB1 et voies tyrosine kinase

De nombreuses études montrent une coopération m#regoies du TGFL et les voies
tyrosine-kinase telles que ERK, MAPK, p38-MAPK awcere PI3K. En effet, I'induction de
TEM dans des kératinocytes humains par le fIzéntraine I'activation de la voie ERK, la
dissociation des jonctions adhérentes et une phusdg mobilité dans ces cellules. [215] De
plus, l'inhibition de la voie ERK par des inhibitsupharmacologiques semble bloquer les
changements morphologiques induits par la TEM, tple la dissociation des jonctions
adhérentes, confirmant un réle majeur de cette d@ietivation dans ce processus de TEM.
[215] Par ailleurs, l'induction de TEM par le T@Fdans des cellules mammaires épithéliales
de souris NMuMG entraine également l'activationlaesoie de signalisation p38-MAPK.
[216] La voie PI3K est également activée lors dwdliction de TEM par le TR dans des
cellules épithéliales mammaires humaines permetanrsi la migration de ces cellules, la
diminution d’expression des protéines ZO-1 et Issdciation des jonctions intercellulaires.
[217] Cependant, dans d’autres modéles d’induali®@TEM par le TGFL, la voie PI3K ne
semble pas essentielle a I'induction de TEM, suagéainsi que la voie PI3K a sans doute un

réle assez limité dans la TEM induite par le P&F
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2.5.4 TGB1 et voie de signalisation WNT/GSK@aténine

En réponse a une activation de la voie du fGHes protéines Smads peuvent interagir avec
TCF ou LEF1, ou directement avecflecaténine. Dans le contexte de la TEM, Smad2 et
Smad4 peuvent former un complexe avec LEF1 au nideapromoter de la E-cadhérine,
entrainant alors une répression de ce marqueunééiplt Smad4 et LEF1 sont également
responsables de la surexpression de marqueurs chgseteux comme la vimentine et la
fibronectine, et également de l'augmentation demligration et d’invasion des cellules

caractéristique des cellules qui subissent une TE148]

2.5.5 TGB1 et facteurs de transcription

Snaill et Snail2 sont induits dans des celluledssaht une TEM induite par le TGE
(Figure 14) L’induction de l'expression de Snailh g2ponse au TGH est médiée par
Smad3. En effet, Smad3 se lie au promoter de Sea#éttive sa transcription. [219] La voie
de signalisation TGFL/Smads coopére également avec les voies de sigiati Ras, Notch
et Wnt et augmente ainsi I'expression de Snailauscdu développement et de la formation
de métastases tumorales. [220]

Le TGH1 peut induire I'expression des protéines ZEB pahd@a TEM par un mécanisme
indirect médié en partie par Ets-1. [221] Les pregé ZEB peuvent interagir avec Smad3 et
directement réprimer I'expression de marqueurshépiitux, notamment en interagissant avec
le co-répresseur CTBP (C-terminal Binding Protdia22,223] (Figure 14)

Le TGH1 réprime I'expression de Id1, 1d2 et 1d3, qui seak-mémes des antagonistes de la
répression de la E-cadhérine. Il en résulte alows diminution de I'expression de la E-

cadhérine. [224]
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Par ailleurs, le TGFL est impligué dans la voie de signalisation decNoen induisant

I'expression de Heyl et du ligand Jagged.
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Vitronectin Fibronectin
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Figure 14 : Régulation de la TEM par le Ti&F Aprés liaison du TGR, les Smad2/3 sont activés, forment un
complexe avec Smad4, et vont réguler la transonptie genes cibles. Les Smads activés médienataion
transcriptionnelle grace a trois familles de factede transcription, aboutissant a la répressiomdeueurs
épithéliaux et I'expression de marqueurs mésenctgumaD’aprés Xu et al, 2008 [225].

2.5.6 TGB1 et miRNA

Le TGH1 diminue I'expression de miRNA impliqués la mairdace d'un phénotype
épithélial comme le miR-141, miR-200a, miR-200bRA05 et le miR-429. En inhibant ces
MiRNAs, le TGIPB1 entraine alors I'expression des facteurs de ¢rgins ZEB1 et ZEB2

et régule ainsi la TEM.[197]
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2.6 Ciblage thérapeutique de la TEM tumorale

2.6.1 TEM in vitro / in vivo

De nombreuses études in vitro et des modéles arimantrent un réle important de la TEM
dans la progression tumorale et dans la formatmmétastases. Bien que le processus de
TEM tumorale soit bien caractérisé in vitro, le cept de TEM in vivo durant la progression
tumorale et son importance en clinique furent t@stroverseés jusqu’a tres réecemment. Ceci
était principalement du au manque d’identificatd molécules impliquées dans cette TEM
dans des échantillons biologiques. De plus, lekilesl tumorales subissant une TEM ne
représentent bien souvent qu’'une trés faible qigarmtes cellules tumorales. Enfin, ces
cellules sont souvent tres difficiles a distingales cellules stromales ou des fibroblastes
associés aux tumeurs. La caractérisation de margumsocies a la TEM dans des tissus
tumoraux de diverses origines et leur valeur progos en clinique renforce ce concept de

TEM in vivo.

2.6.2 Valeur pronostigue des marqueurs assoced BW

De nombreuses études ont a présent établi unelatmméentre I'expression de marqueurs
associés a la TEM au sein de prélevements biolegige patients cancéreux et le
pronostique de la maladie. En effet, une expresélenée des marqueurs mésenchymateux
(vimentine, fibronectine, snail, slug) et une altgeau une expression réduite des marqueurs
épithéliaux (cytokératine et E-cadhérine) sont ééss a un mauvais pronostique de la

maladie et a une survie globale réduite dans deoreum cas. (Table 5)
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Marqueurs Cancers Observations Références
E-cadhérine, Snail,SIP1|, . . La diminution d'expression d'E-cadhérine et I'egpien de SIP1, | Elloul S, 2005
Slug Cancers du sein et des ovaires Snail et Slug sont corrélées & un mauvais prongstiq [226]
E-cadhérine Cancer colorectal Une faible expression d'E-cadhérine est assoaiée &urvie Dorudi S, 1995
diminuée [227]
La perte d'expression d'E-cadhérine est corrélamisiade Mohri et al
E-cadhérine Cancer colorectal avancé de la maladie, a la présence de métasidsegchute de 1097 [228]’
la maladie et & une survie diminuée
- . Une faible expression d'E-cadhérine et une forpeession de Uchikado et al,
E-cadhérine Cancer gastrique SN . -
Slug sont associées a un mauvais pronostique 2011 [229]
E-cadhérine Cancers du sein triple négatifs U_ne_ fa|ple expression d'E-cadhérine est assodige durvie Tang et al, 2011
diminuée [230]
A - L'expression d@-caténine nucléaire est significativement corréléong et al,
B-caténine nucléaire Cancers colorectaux 2 un stade avancé de la maladie 2004 [231]
L'expression d@-caténine nucléaire est significativement correls\?0 na et al
B-caténine nucléaire Cancers colorectaux a la présence de métastases ganglionnaires etsutuie globale 20039[232]’
diminuée.
Vimentine Cancers du sein Une forte expression de Vimentine est associéeraauvais Thomas et al,
pronostique de la maladie 1999 [233]
L'expression de vimentine est significativement&ée aux .
] ’ . L - PN 5 | Otsuki et al,
Vimentine Cancers gastriques rechutes de la maladie, a la présence de métaslaggsées et a 2011 [234]
un mauvais pronostique
- \ Une forte expression de N-cadhérine est assoaiéendauvais Yoshinaga et al
N-cadhérine Cancer de fesophage pronostique de la maladie 2004 [235]
N-cadhérine Cancers de la vessie Une forte expression de N-cadhérine est assoaiéendauvais Lascombe et al|
pronostique de la maladie 2006 [236]
Fibronectine Cancers des ovaires Une forte expression de fibronectine est associg¢erdauvais Franke et al,
pronostique de la maladie et a une survie globiakndée 2003 [237]

Une forte expression de snail est associée a uwie gllobale

Waldmann et al

Snail Carcinome adrénocortical diminuée 2008 [238]
Snail Cancer hépatocellulaire Une forte expression de snail est associée a umaitau Miyoshi et al,
p pronostique de la maladie 2005 [239]
Slug Cancer du poumon Une forte expression deedtigssociée a une survie diminuée [Sztxg]et al, 2005
Une forte expression de slug est associée a lamqmésie -
. NS . - - Shiori et al,
Slug Cancer colorectal métastases éloignées, & un mauvais pronostiquenet survie
PN 2006 [202]
diminuée
. . Une forte expression de twistl est associée a wvaa Shibata et al,
Twistl Cancer cervical . X S
pronostique et a une survie diminuée 2008 [241]
Twistl Cancer des ovaires Lexpres_smn_ d(_e tV\{IStl est associée a un fort eistpirechute et § Hosono et al,
une survie diminuée 2007 [242]
L'expression de Twistl dans les cancers gastrigstesorrélée a la
. . p p ; . N - Ru et al, 2010
Twistl Cancers gastriques présence de métastases ganglionnaires et a un ismpuvaostiqus [243]
de la maladie
. . N . L'expression de HIF-1a, Twistl et Snail est sigatiivement Hung et al,
HIF-1a, Twist1, Snail Cancers du poumon non agetiellules corrélée a un mauvais pronostique 2009 [244]

Table 5 : Liste non exhaustive des études évalliamtact pronostique de différents marqueurs agodi la
TEM dans divers cancers.
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En particulier, I'équipe de Kim a étudié I'expressipar IHC (Immunohistochimie) de
plusieurs marqueurs associés a la TEM, comme dequeas épithéliaux (E-cadhérine,
cytokératinesy-caténine), des marqueurs mésenchymateux (vimemMieadhérine, Snai-
caténine nucléaire et FSP-1/S100A4) dans des tissuzraux de cancers gastriques. Tres peu
de marqueurs épithéliaux étaient retrouvés au sleinces tumeurs contrairement aux

marqueurs mésenchymateux qui étaient eux fortemgmtmés. [245] (Figure 16)
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Figure 16 : immunomarquages de marqueurs épithé(iawa C) et de marqueurs mésenchymateux (D an$ da
des tissus tumoraux de cancers gastriques. A késdtines, B : E-cadhérine, G-caténine, D : vimentine, E :
N-cadhérine, F -caténine nucléaire, G : MMP2, H : Snaill, | : FEB100A4) D'apres Kim et al, 2009 [245]

De plus, dans cette étude, les marqueurs meésentdyxnaomme la vimentine, la N-
cadhérine, Snaill et FSP1/S100A4 nucléaire somélésra un mauvais pronostique et a une
survie diminuée, tout comme la perte d’E-cadhéeingey-caténine. [245] Cependant aucune
différence significative en terme de survie globakst reportée sur la base de I'expression de

la B-caténine, des cytokératines ou de MMP2, contrardra d’autres études.
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Figure 17 : Survie globale des patients porteursasheers gastriques en fonction de I'expressiomuBasjueurs
liés a la TEM. D’aprés Kim et al, 2009 [245]

En outre,

d’autres études montrent que

'expressa B-caténine nucléaire est

significativement corrélée a un stade avancé dwceraet a mauvais pronostique de la

maladie. En effet, dans une étude de 2004, umieetiu d’expression d&caténine nucléaire

en IHC est retrouvé dans des cancers colorectagtade avancé. [231]
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Figure 18 : Immunomarquage IHC deﬁkmatenlne dans des tissus : A eplthellum salnaﬂen B : épithélium
glandulaire de polype hyperplasique, C : épithéliglandulaire de polype non adénomateux, D : épithél
glandulaire de polype Peutz-Jeghers, E : epithéllendulaire dysplasique adénomateux, F : adénodene
moyennement différencié. D’'aprés Wong et al, 2QB1L]

Dans cette étude, un « score »[deaténine rendant compte du niveau d’expressiofi-de
caténine nucléaire en IHC est attribué pour chamagyse. Le graphique suivant rend compte
de I'expression et la localisation de flecaténine en fonction du stade de progression des
cancers colorectaux. De forts taux [gkeaténine nucléaire sont retrouvés dans les cancers

gastriques de stade avancé. (Figure 19)
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Figure 19 : Relation entre la localisation celltdade lap-caténine et les stades de progression du cancer.
D’aprés Wong et al, 2004 [231]

Dans une autre étude, la localisation nucléairéadgecaténine dans des tissus tumoraux de
cancer colorectal est associée a un fort risquédeloppement de métastases ganglionnaires

et a une survie diminuée. [232] Le graphique suiymésente la courbe de survie de patients
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atteints de cancer colorectal en fonction de I'egpion de8-caténine nucléaire (un « score »
de B-caténine rendant compte du niveau d’expressiof-daténine nucléaire en IHC est
attribuée pour chaque analyse). (Figure 20)
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Figure 20 : Corrélation entre expression nuclédérp-caténine et survie globale. Un fort niveau d’esgien de
B-caténine nucléaire (score >300) est associée asumwie diminuée des patients. D’aprés Wong e2@03
[232]

Par ailleurs d’autres facteurs de transcriptios®eigs a la TEM semblent également corrélés
a de mauvais pronostiques comme les facteurs dsctiptions HIF-&, Twist et Snail qui
sont retrouvés dans des stades avancés de cangaudhon non a petites cellules. [244]

(Figure 21)
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HIF-1

TWIST1

Snail

Figure 21 : immunomarquages des facteurs de trgtiser HIF-1a, Twistl et Snail dans du tissu sain du
poumon (N) et du tissu tumoral (T) de cancer dunpmu non a petites cellules. D’apres Hung et al92(®44]

Ces 3 mémes facteurs de transcriptions apparaiss&me comme des facteurs de mauvais
pronostique dans cette maladie, puisque leur esioregst directement corrélée a une survie

diminuée des patients. [244] (Figure 22)
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Figure 22 : Corrélation entre I'expression de HHE;-Iwistl et Snail et survie globale des patiddtsxpression
de chacun des faceturs de transcription HIF-1a TAyistl (B) et Snail (C) est corrélée a une sunagle
diminuée. D’apres Hung et al, 2009 [244]

2.6.3 TEM et résistance aux traitements anti-canpér

Par ailleurs, les cellules subissant une TEM semtlolévelopper une certaine résistance vis-a-
vis de certains traitements chimiothérapeutiquestafdment ['erlotinib, un inhibiteur de
'EGFR (récepteur au facteur de croissance épiapra)i semble efficace contre les cellules
tumorales épithéliales mais inefficace contre dedlules tumorales a phénotype
mésenchymateux. Des essais cliniques montrent rdgateun bénifice de ['utilisation de
I'erlotinib chez des patients atteints de cancepalumon présentant une forte expression d’E-
cadhérine par rapport a ce méme traitement chezpdéents possédant une moindre
expression intra-tumorale d’E-cadhérine. [246] @ssultats ont été confirmés dans d’autres

types de cancer et avec d’autres inhibiteurs d&SFE comme le gefinitib [247] ou le
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cetuximab [248]. Parallelement a ces résultatscdisles de cancer du pancréas résistantes a
la gemcitabine [249] et des cellules de cancerreotal résistantes a I'oxaliplatine [250]
présentent un phénotype caractéristique de celtulbssant une TEM. La surexpression de
Twist a également été associée a la résistancaditegel dans des tumeurs de la vessie, des
ovaires, de la prostate. [251] La caractérisatianptbcessus de TEM in vivo pourrait en
somme permettre de prédire l'efficacité d'un tmaiémt, d’administrer des traitements
appropriés a des patients sélectionnés en fona®neur « empreinte » tumorale. Par
exemple, I'Erlotinib est actuellement utilisé dales traitement de tumeurs du pancréas
métastatiques alors que les cellules tumoralesen®lent sensibles a cette chimiothérapie
que lorsqu’elles sont de phénotype épithélial.rReln, de nombreuses études s’intéressent a
présent au développement de traitements combiresitcdimiothérapies a des substances
ciblant spécifiguement des molécules impliquéessdanTEM. Ceci permettrait alors de
restaurer une certaine sensibilité des tumeurs anddecules classiques de chimiothérapie et

de traiter ainsi des tumeurs a des stades plusésan

2.6.4 Développement de nouveaux traitements ciltdahEM

En outre, le ciblage des voies de signalisation liqgnpes dans cette TEM semble

particulierement intéressant pour prévenir la peegion tumorale, I'apparition de métastases
mais aussi la résistance aux agents anti-cancéreux.

En raison de son role central dans le processuEdie Snail peut étre considéré comme le
principal candidat pour le ciblage moléculaire deTEM. En 2007, Olmeda et al montrent
gue l'inhibition de I'expression de Snail par ARNeérférence dans des cellules MDCK est
capable de réverser la TEM et ainsi de restauneptEiement un phénotype épithélial dans
ces cellules. [252] Dans des xénogreffes murinesibition stable de Snail par siRNA

diminue de facon importante la croissance tumofa&2]
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Le traitement de cellules de cancer du pancréasaparclopamine, un inhibiteur de la voie
Hedgehog, entraine une diminution du facteur destndption snail et une sur-expression de
la E-cadhérine. [253] De plus, dans des expériedeegnogreffes murines, le traitement par
la cyclopamine inhibe méme toute formation de maszs chez ces souris. [253] Krutzfeld et
al reportent méme qu'il serait possible d’antagenides miRNA in vivo par des molécules
appelées « antagomirs ». [254] Le ciblage des ndiR-4t miR-21 associés au phénotype
mésenchymateux par des antagomirs représentesestiale stratégie d'inhibition in vivo de
la TEM. Le microenvironnement tumoral contribuantlea TEM peut aussi étre ciblé
spécifiqguement. Notamment, la voie de signalisatiorTGHPB1 peut étre également une cible
intéressante pour interférer avec la TEM. Rober&d montrent que I'utilisation de molécules
inhibant Smad3 peut réverser la TEM et atténueetfets pro-métastatiques du TEFlors

de la progression tumorale. [255] L'utilisation d’tsiRNA ciblant le TGB1 semble
également diminuer la migration et l'invasion ddlues de cancer du sein in vitro et
'apparition de métastases pulmonnaires in vive6]2Jn inhibiteur chimique du TGFRI, le
SB-431542 est capable également de réverser la FElite par le TGPl et ainsi de

diminuer la motilité, la migration et I'invasion lagdaire.[257]
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CHAPITRE 3 : Les anticorps monoclonaux thérapesqu

3.1 Historique

Dés le 1™ siécle, Emil von Behring observe gu’une dose ibaldé de toxine diphtérique ou
tétanique protege des lapins de l'administratioiridure d’'une dose létale, et que I'état
d'immunité qui en résulte peut étre transféré pasdrum a des animaux naifs. [258] Behring
suppose alors que le sérum des lapins contiensuletances « anti-toxines » possédant une
activité spécifique contre la toxine tétanique.1B894, le docteur Emile Roux, ancien disciple
de Louis Pasteur, constate que, si I'on vaccinehenal en lui injectant des doses croissantes
de toxine diphtérique, on provoque chez lui l'aftjger de grandes quantités d'anticorps
antidiphtériques. Roux a donc lidée de transféler sérum de ce cheval ainsi
"hyperimmunisé" a des malades atteints de la dightéJn grand nombre de malades
guérissent.[259] C’est ainsi qu’est née la « Seflmarapie », ou sérothérapie en frangais. Le
concept de neutralisation de toxines par la séragie fut rapidement transposé par Césaire
Phisalix et Albert Calmette au traitement des emaations. On commenca a préparer des
sérums contre les venins de différentes espécssrgent puis de scorpion, et a les employer
avec succes.

Des le début du XXe siecle, on parle alors d'amgisa la place du concept initial d’« anti-
toxines » mais ce n'est qu'a la veille de la Seeo@dierre mondiale qu’on montra que les
anticorps se trouvaient parmi les gammaglobulineséum. Cependant, ce n’est qu’en 1968
gue la véritable structure en Y des immunoglobgliest décrite par Porter et Edelman.
[260,261]

En 1975, César Milstein et Georges Kdhler arrivarftisionner pour la premiere fois des

lymphocytes B normaux provenant d’'une souris imre@aiavec des globules rouges de
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mouton avec des cellules de myélome. Cette fustmm permet d’obtenir des cellules

« hybrides » produisant des anticorps monoclonatigéd contre les globules rouges de
mouton. [262] Ces cellules « hybrides » appeléesuitm « hybriddbmes » possedent 2
propriétés principales : elles se multiplient indi@hent comme des cellules de myélome, en
donnant des «cellules filles » identiques, et piEeht des anticorps monoclonaux

spécifiqgues de I'antigéne ayant servi a I'immundat Grace a des techniques de sélection
des cellules hybrides puis par leur clonage, dettbnique permet d’obtenir des clones de
cellules hybrides produisant un seul type d’anpspmits alors « anticorps monoclonaux ».
Les hybridbmes peuvent étre cultivés indéfinimenvitro sans modification de I'anticorps

gu'’ils produisent, et peuvent méme étre congelésteGechnique permet donc la génération

d’une source illimitée de cellules produisant efotiie toujours le méme type d’anticorps.

3.2 Structure des anticorps monoclonaux

Les anticorps sont des glycoprotéines d’environ KDBD de la superfamille des
immunoglobulines, formées de deux sortes de chailgpeptidiques : les chaines légeles (
pour light) k ou A et les chaines lourdeBl (pour heavy) v, 9, v1, v2, v3, v4, al, a2 ete. Le
type de chaine lourde définit la classe et la stasse de I'immunoglobuline (lg) par
exemple y, une IgM etc...Chaque molécule d’anticegiscomposée de 2 chaines Iégéres et
de 2 chaines lourdes reliées entre elles par ubreowariable de ponts disulfures assurant la
flexibilité de la molécule. Ces chaines forment whricture en Y et sont constituées de
domaines de 110 acides aminés environ. Chaqueeck&jare est constituée d'un domaine

constant (& et Q) et d'un domaine variable ¢t VA). Les chaines lourdes comportent un

domaine N-terminal variable (VH), 3,(y, a) ou 4 {1, €) domaines constants CH (CH1, CH2,
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CH3, CH4) et une région charniére (« Hinge »). ([Fégg23) Les domaines variables des
chaines lourdes et |égeres (VH et VL) sont a liaegde la spécificité de I'anticorps pour un
antigéne. Chacun de ces domaines variables VL etpdsséde 3 zones hypervariables
(CDR).

Le clivage des anticorps par la papaine donne arassa 2 fragments appelés fragment Fc
(pour Fragment cristallisable) et Fab (pour Fragnaenliaison a I'antigéne). (Figure 23) Les
fragments Fab contiennent les domaines variableslignes lourdes et Iégeres responsables
de la spécificité de I'anticorps. Le fragment Fatient seulement les portions constantes des
2 chaines lourdes de l'anticorps. Ce fragment Fcreesponsable de la plupart des effets
biologiques des anticorps. En effet, le fragmensétt de site de liaison pour la molécule Cl1q
du complément et pour diverses cellules immunisaine leurs récepteurs aux fragments Fc.
Les chaines lourdes d'immunoglobuline sont glyodsyl sur différents sites. Il s’agit en
général de chaines d'oligosaccharides branchés artemp un ou plusieurs résidus d’acide
salique. (Figure 23) En particulier, pour les Ig@GLmaines, il s’agit de 2 chaines
d’oligosaccharides attachées d’'une facon covalemtd’asparagine 297 (Asn297) au niveau
du domaine CH2, composés de mannose, fucose, deetdglucosamine (GIcNAc), de
galactose et d'une molécule terminale d’acide cpigdi (Figure 23) Le type de glycosylation
peut varier pour une méme chaine lourde, ce q@ aréniveau supérieur d’hétérogénéité
pour ces molécules. De plus, la présence des aligharides est critique pour leurs fonctions
effectrices. L'analyse de la structure cristallimontre que les oligosaccharides liés au

domaine Fc influencent la conformation du domaiog[Z63]
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Figure 23: Structure générale des anticorps. Végiion variable des chaines lourdes. VL : régionatde des
chaines légéres. CH : région constante des chidneges. CL : région constante des chaines |ég&BR :
Complementary determining region. Fab : Fragmeatitorps. Fc : fragment cristallisable.

3.3Anticorps monoclonaux murins, chimériques, humanisg et humains.

Les premiers anticorps monoclonaux a avoir étéptedtaient entierement murins. Des les
années 1970, Kohler et Milstein mettent au poiné wechnique de production in vitro
d’anticorps monoclonaux, technique qui va étre masutilisée pendant de nombreuses
années. [262] Cette technique consiste en I'adiniisn répétée d’'un antigéne a un animal
de laboratoire suivie de la fusion des lymphoceate cet animal immunisé avec des cellules
de myélome de la méme espece animale. Les celiédedtant de la fusion des deux types
cellulaires sont alors appelées « hybriddmes »esEpossédent alors la capacité de se
multiplier indéfiniment et de produire des anticommonoclonaux spécifiques de I'antigene
administré. Les anticorps monoclonaux murins onston nom qui se termine emomab
L’excitation suscitée par la découverte de KohteMdstein a rapidement laissé place a une
grande déception car I'utilisation de ces anticampmnoclonaux murins en thérapeutique a

tout d’abord généré de nombreux problémes en thatmpe. Les premiers anticorps
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monoclonaux murins développés en thérapeutiqueentmiiné 2 types de problemes : ces
anticorps issus de rongeurs entrainent une répamseunitaire et le développement
d’anticorps humains anti-souris (HAMA : human amtbuse antibodies) une fois administrés
a 'homme. Suite a des administrations répétéesantcorps HAMA inactivent et éliminent
les anticorps murins mais peuvent aussi générer amaplexes anticorps-HAMA
responsables de réactions allergiques et méme ales adgmaphylactiques, limitant ainsi la
possibilité d’administrations répétées. De pluspdeleur nature murine, la portion Fc de ces
anticorps murins est dans [limpossibilité d’induinene cytotoxicité dépendante du
complément ou méme d’une cytotoxicité cellulairpet@ante de I'anticorps.

Le développement de la biologie moléculaire darss danées 1990 a rendu possible le
clonage des genes de ces anticorps monoclonautér@indans des vecteurs d’expression
eucaryote. [264] Ainsi, des versions recombinamtesout anticorps monoclonal d’intérét
peuvent étre obtenues dans diverses lignées dagun freproductible, améliorant ainsi la
production de ces anticorps, la culture de ligriBlegbridomes étant trés instable.

L’obtention d’anticorps monoclonaux « plus humai®u totalement humains est donc
devenue un objectif central au cours des année8-1985. Pour cela, quatre approches

d’'ingéniérie moléculaire ont été utilisées :

- la construction dinticorps chimériques constitués des domaines variables (VH et
VL) de souris, le reste de la molécule étant dingghumaine. (Figure 24) (le plus
souvent il s’agit d'un fragment Fc d'une IgG1l etrégion G< humaine) [265]. Les
IgG1 sont en effet tres efficaces pour activerdmplément et les réponses cellulaires.

Ces anticorps chimériques sont a 70% humains esédest un fragment Fc

totalement humain, ce qui les rend beaucoup mamaunogenes et ce qui leur
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permet d’interagir avec des cellules immunitaireavec les protéines de la famille du

complément. Leur nom se termine-etimab

La construction dinticorps humanisés produits par clonage des portions
hypervariables CDR de 'anticorps murin d’intér@nd des anticorps humains. [266]
(Figure 24) Ces anticorps humanisés sont des nmeEeéu85-90% humaines et sont
encore moins immunogenes que les anticorps chimesigLa plupart des anticorps
monoclonaux utilisés a I'heure actuelle en thértigea sont des anticorps

chimériques ou humanisés. Leur nom se terminezamab

Enfin, desanticorps totalement humainspeuvent étre a présent produits. (Figure 24)
La technique de phage-display est de loin la teglaia plus utilisée. Il s'agit d’'une
méthode qui permet la reconnaissance d'un peptileega sa présentation sur la
surface de phages. Le phage display constitue atégarie de phage permettant la
construction de banques d'’ADN ou d'ADN complémeetdies 2 principaux phages
utilisés dans cette technique sont les phages MA&ge filamenteux) et lambda qui
infectent tous les 2 E.Coli. Cette technique perd@abtenir des banques d'ADN que
l'on peut facilement conserver et les clones sélenés sont multipliés a faible codt.
Cette technique permet ainsi de produire des apsceans passer par I'immunisation

d'un animal. Leur nom se termine-emumab

L'utilisation de « souris humanisées » (HuMab MQudent le génome contient une
grande partie des genes codant les chaines loatdégeres humaines. Apres leur

immunisation, ces souris humanisées produisent dimactement des IgGs humaines.
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Figure 24 : Anticorps chimériques et humanisés. &éguences murines sont représentées en rougs et le
séquences humaines en vert. D'aprés [267]

3.4Modes d’action de ces anticorps monoclonaux

Les anticorps monoclonaux peuvent agir selon 2svpiancipales :

-en liant et en neutralisant directement les antge la liaison des anticorps a leurs
antigénes empéche alors leur activité et leuractesn avec des autres molécules. C’est sans
doute un des modes d’action des anticorps infliximadalimumab et certolizumab (anti-
TNFa) ou bevacizumab (anti-VEGF). L'anticorps peut awdsler un récepteur présent a la
surface cellulaire, et bloguer son interaction agea ligand principal. C'est le cas des
anticorps cetuximab et panitumumab (anti-EGFR)asttizumab (anti-HER?2).
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-en activant la réponse immunitaire, selon 2 méraes principaux :

1) la liaison et I'activation du complément C1q turégion Fc résulte en la formation d’'un

complexe d’attaque membranaire aboutissant a &adgscellules cibles (CDC : cytotoxicité

dépendante du complément) (Figure 25)

2) le fragment Fc peut également se lier sur desptéurs a fragments Fc tels que CD16,
CD32 et CD64 présents sur les cellules NK, les rogies et les macrophages et initier ainsi
une réponse cellulaire. (ADCC : cytotoxicité cediud dépendante des anticorps) (Figure 25)
Les différents isotypes et sous-classes d’anticofpat pas tous le méme mode d’action.
Tandis que les IgM humains activent presque esdlemient la voie du complément, les

isotypes IgG (et surtout IgG1 et IgG3) entraindatgt une réponse cellulaire.

3.4.1 ADCC (Cytotoxicité cellulaire dépendante datcorps)

L’ADCC est certainement I'un des mécanismes effgstées plus importants des anticorps
monoclonaux. Les récepteurs aux fragments FgR&xprésents sur les cellules immunitaires
effectrices permettent la fixation des fragmentsdEs anticorps sur ces cellules. La famille
des récepteurs aux fragments Fc contient 6 membpastis en 3 groupes : Rl (CD64),
FcyRlla, b, ¢ (CD32a, b, c) et #Rllla, b (CD16a, b). Ces récepteurs sont exprimgs p
différentes cellules immunitaires, comme les macages, les neutrophiles, les cellules
dendritiques et les cellules NK (Natural Killer)ed cellules NK sont les principales cellules
impliquées dans ’'ADCC humaine. Gréace a l'interactde leurs récepteursyRilla avec la
portion Fc des anticorps, les cellules NK sontsalecrutées et activées, conduisant alors a la
formation d’'une synapse immunologique, a I'exocgtde granules de perforines/granzyme, a
I'établissement d’une intéraction Fas/FasL et eafllapoptose des cellules tumorales cibles.
Les autres types cellulaires agissent plutét pagpbytose des cellules cibles cancéreuses.

L’ADCC semble jouer un role essentiel dans I'effit@ in vivo des anticorps. En effet, de
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nombreuses études ont établi un lien entre lesnpmiyhismes des récepteursyRcet les
réponses cliniques aux anticorps monoclonaux tle@tapes. [268] Par exemple, les taux de
réponse au rituximab chez les patients porteursr dgmphome non-Hodgkinien sont
supérieurs chez les patients portant un variapRFa de forte affinité (Val158-homozygote)
que chez les patients porteurs d’'un variantRfda de faible affinité (Phel58). [269,270]
Cependant, 'ADCC est assez souvent limitée. Eateffaffinité entre le fragment Fc des
anticorps et les récepteursyRcjoue un rdle crucial dans cette réponse. Or 8@dad
population exprime un variant de faible affinité BHeyRllla. De plus, les IgG1l sont trés
souvent glycosylées dans leur domaine CH2 (Asn .2@8tte glycosylation permet la
modulation de l'affinité des Fc pour leurs réceptebigyRIlla et leur bioactivité in vivo.
Notamment, la présence de résidus fucose sur lmetiioligosaccharides des anticorps
diminue l'efficacité de 'ADCC.[271] La nature da thaine d’oligosaccharides dépend des
enzymes exprimées par la lignée cellulaire utiligéer la production de I'anticorps. [272] Par
exemple, les IgG1 anti-CD20 chimériques produitsladignée cellulaire de rat YB2/0 ont
une ADCC 50 fois supérieure que les mémes anticorpduits dans la lignée de hamster
CHO, la lignée cellulaire traditionnellement uiles pour la production de protéines
thérapeutiques. Cette différence semble attribuéepéésence du géne FUTS8, le géne codant
pour l'al,6-fucosyltransferase, dans la lignée CHO. [274% lanticorps monoclonaux dé-
fucosylés sont actuellement en plein développenteodr cela des lignées cellulaires CHO
déficientes en gene FUT8 ont été générées. En, daffanité entre les récepteurs R et les
fragments Fc n’'est pas le seul obstacle a 'ADCR eHet, les anticorps thérapeutiques sont
en compétition permanente avec des concentratimveas d'lgG des patients pour leur
liaison sur les RRIlla. La concentration sérique des patients enégGde 8 a 17mg/mL et
environ 66% de ces molécules peuvent égalemenmtagiteavec les Rdllla. La plupart des

anticorps thérapeutiques doivent donc étre injeatéles doses trés importantes (entre 10 et
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100pg/mL) pour avoir un effet thérapeutique in vi{@73] Enfin, la présence de récepteurs
inhibiteurs FgRIIb sur les cellules B, macrophages, les cellutesdritiques et les

neutrophiles limite également 'ADCC. [274] Ceg/Rtlb possedent un motif inhibiteur dans
leur portion intra-cytoplasmique, régulant ainsgavement les fonctions effectrices des
anticorps. Différentes approches sont en cours éeeldppement pour la génération
d’anticorps monoclonaux thérapeutiques plus putssaelles que la modification des acides

aminés ou des oligosaccharides du domaine Fc.

3.4.2 CDC: Cytotoxicité dépendante du complément

La CDC met en jeu toute une série de protéinesocptEment (C1-C9) présentes en grandes
guantité dans le sérum. L’activation de cette adesazytolytique est appelée couramment
« voie classique » du complément. La CDC commeancdgfixation de la fraction C1q sur la
portion Fc des anticorps monclonaux entrainantisnkuformation d’'un complexe d'attaque
membranaire aboutissant a la lyse des cellules rale® cibles. Un certain nombre
d’anticorps semblent agir de cette fagon in vivenome les anticorps anti-CD20, anti-CD52,
anti-CEA (antigéne carcinoembryonaire). Cependesitckllules tumorales peuvent échapper
a cette CDC par différents mécanismes de résistdfiweeffet, 'expression de protéines
régulatrices du complément (CD35, CD46, CD55, CO&E)t inhiber la cascade d’activation
des protéines du complément a la surface cellyldirinuant ainsi considérablement la
bioactivité du rituximab lors du traitement de lyingnes folliculaires non-Hodgkiniens ou de
lignées cellulaires de lymphome de Burkitt.[275] PkIS, ces protéines régulatrices du
complément ont été directement mises en cause dersnécanismes de résistance aux

thérapies par des anticorps. En effet, apres itnaité par le rituximab, une sur-expression de

CD59 dans les cellules tumorales a été reporté@],[28 méme qu’une forte expression de
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CD55 dans les tumeurs ganglionnaires de persononefirasit de lymphomes non-
Hodgkiniens.[277]

Dans l'objectif d’améliorer l'activitt CDC des artrps monoclonaux, de nombreux
anticorps mutants ont été générés avec succesaréinupier en augmentant I'affinité des
protéines C1q pour les fractions Fc des anticdrpsmodification d’acides aminés dans la
portion CH2 ou dans la région charniére permetraa#éleure affinité pour la liaison de Clq

et ainsi d’améliorer cette CDC.

(a) ADCC

Fc yRllla

ot e Cytolysis
e @ °

- .
Cytolysis
C9 polymer
C5b=C8
(b) CDC C4b/C2a/C3b

Figure 25: Les mécanismes effecteurs des anticommsoclonaux : la cytotoxicité cellulaire dépendadte

I'anticorps (ADCC) et la cytotoxicité dépendanteaumplément. De [263]
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3.4.3 Voies d’induction d'apoptose

En outre, la liaison des anticorps monoclonauXesicellules tumorales peut aboutir a la lyse
des cellules tumorales. Deux voies principalesdiigtion d’apoptose sont rapportées dans la

littérature :

« une voie dite extrinseque, impliquant des réceptappartenant a la superfamille des
récepteurs au TNF,
« une voie dite intrinseque impliquant la mitochoedrtette voie est gouvernée par des

protéines appartenant a la superfamille de Bcl-2.

Ces deux voies conduisent a l'activation de pra@®aa cystéine appelées caspases,
responsables des phénomenes morphologiques eirbiqubs observés : externalisation de
phosphatidylsérines a la surface de la membrantlaist, arrét de la réplication,

fragmentation du noyau et du cytosquelette entrditea formation de corps apoptotiques

phagocytés par les cellules environnantes.

La voie extrinseque d’apoptose met en jeu les téoep spécifiques appelés « Death
Receptors » (récepteurs de mort) tels que Fas, @@RR5. (Figure 26) Ces récepteurs sont
situés dans la membrane plasmique et contiennentcimaines particuliers appelés Death
Effector Domain (DD) au niveau de leur domaine aoéllulaire. L’activation de ces
récepteurs suite a la liaison de leurs ligandse@sp (FasL ou TNé&) permet la formation
d’'un complexe DISC (Death Inducing Signaling Complecomposé d'une molécule
adaptatrice FADD (Fas Associated Death Domain) e grocaspases-8 et/ou 10. La
formation de ce complexe entraine le clivage desgspases puis la cascade d'activation
séquentielle des différentes caspases parmi ldequalcaspase-B.activation de la caspase

3 entraine a la fois le clivage d’enzymes critiqgpear la réparation de 'ADN tel que PARP
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(poly-ADP ribose polymerase) et I'activation d’emdaléases spécifiques. La fragmentation
de la chromatine cellulaire en oligonucléosomedeestade ultime de I'apoptosk .existe 2
voies de transduction du signal de la voie Faseddant du type cellulaire. Dans les cellules
de type 1 comme les thymocytes, la caspase 8 pautradirectement la caspase 3. Dans les
cellules de type 2 comme les hépatocytes, la caspastive Bid, provoquant la libération du
cytochrome c.

La voie intrinséque ou voie mitochondriale (Fig2® est mise en jeu lorsque les cellules
sont lésées ou soumises a un stress. Le signattewduest essentiellement d’origine
intracellulaire (virus, stress cellulaire, dommagesl’ADN). La voie intrinséque d’apoptose
se caractérise par une dépodlarisation de la membmatochondriale externe et par une
libération de cytochrome-c dans le cytosol. Uns filiéré dans le cytosol, le cytochrome-c va
se fixer a une protéine adaptatrice, la protéinafAp(Apoptotic protease-activating factor-1),
et va l'activer. Une fois activée Apaf-1 se lieagprocaspase-9. Il se forme alors un complexe
trimoléculaire encore appelé « apoptosome » comstipar le cytochrome-c/Apaf-
1/procaspase-9 permettant I'activation et la pigsode la procaspase-9. La caspase-9 active
pourra a son tour activer d’'autres caspases etrmogst la caspase-3. La phase de libération
du cytochrome c est sous le contrble de petitesinies de la famille Bcl-2. Ainsi, Bcl-2 et
Bcl-XL sont capables de bloquer la sortie du cytoote ¢ alors que Bax peut l'induire. En
empéchant la libération du cytochrome c par la chibmdrie, Bcl-2 et Bcl-XL inhibent la

formation du complexe APAF1/cytochrome c/procasg@asécessaire a l'apoptose.

3.4.4 Réqgulation des voies d’apoptose intrinsédexteinséque par p53

L’'apoptose et la sénescence sont deux des mécand@sirveillance « clés » de 'organisme
pour limiter la prolifération de cellules potentgghent délétére pour I'organisme. La protéine

suppresseur de tumeur p53 joue un role fondameate ces processus de surveillance.
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p53 est une phosphoprotéine nucléaire de 393 aaiti@®es, qui agit comme un facteur de
transcription en se liant directement a 'ADN. p%®ntient de nombreux sites de

phosphorylation, cibles de kinases impliquées dessoies de signalisation qui contrblent la
prolifération cellulaire et des sites d'acétylati®ans les cellules normales, la protéine p53

est assez instable du fait de sa rapide ubiqudiioyl par la protéine ubiquitine ligase MDM2

(Murine Double Minute 2) et de sa dégradation consee par le protéasome.

Depuis sa découverte en 1979, le réle de la p®tgh8 dans le cancer a été intensivement
étudiée. p53 est un suppresseur de tumeur bierucpour sa capacité a bloquer le cycle

cellulaire ou a induire une apoptose en réponssaignaux de stress.

Plus de la moitié des cancers présente des mutgtimur p53. La conséquence fonctionnelle
de la mutation de p53 est la perte de la liaisoécifigue a I'ADN et de l'activité

transcriptionnelle de la protéine dans les tumelts. effet, la perte des fonctions
oncosuppressives de p53 est un des événementsrsnajelcours de l'oncogénese, et de

nombreuses approches thérapeutiques visent anestafonction de p53 dans les tumeurs.

De nombreuses publications ont montré un role d& g@gaéns la régulation des voies

d'apoptose extrinséque ou intrinseque. Dans la \Wapoptose extrinseque, p53 peut
augmenter I'expression des récepteurs membranéag®t DR5. En particulier, p53 peut se
lier a des éléments se trouvant dans le promotalares le premier intron du gene Fas et ainsi
induire son expression. (Figure 26) [278] Cettaumitbn semble étre spécifique de certains
tissus et intervenir en réponse a des radiatjos plus de son action sur la transcription de
Fas, p53 peut également augmenter son expressimnaeaire en accélérant son transport
intracellulaire depuis I'appareil de Golgi. [279]ed mécanismes impliqués dans ce
phénomene restent a ce jour inconnus. p53 indaleéwent I'expression du récepteur DR5 en

réponse a des dommages de 'ADN ou a une irradigtiqFigure 26) [280] La voie
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d’apoptose intrinséque est gouvernée par les pegéile la famille Bcl2, qui contrdlent la
libération de cytochrome-c de la mitochondrie. €é&timille de protéines comprend a la fois
des protéines anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-XL)peb-apoptotiqgues (Bax, Bak). Un certain
nombre de membres de cette famille de protéirstegtque Bax, Noxa, PUMA) sont des
cibles de p53. Bax est le premier membre de cattelle a avoir été identifi€ comme une
cible de p53. Des éléments de réponse a p53 ond@&ément identifiés dans les génes Bax,

PUMA et Noxa. [281,282]

Extrinsic . FAS-L
pathway TRAIL

'"Apoptosome’

Intrinsic
_ pathway
.
9 Caspase-6
0 Caspase-7
Apoptosis

Figure 26 : Implication de p53 dans la régulatienl’apoptose intrinséque et extrinseque. D'apraaptl et al,
2003.

98



3.5 Utilisation des anticorps monoclonaux en théragutique

Trés rapidement aprés la publication de Kohler d@stln en 1975, de nombreux anticorps
monoclonaux murins ont été générés a des fins ghatmues. Ces anticorps murins
possedent tous un nom se terminant en —momab. Gapeteur utilisation thérapeutique
s’est trouvee ralentie du fait des nombreux probkerés a leur utilisation (manque de
spécificité, courte demi-vie, pénétration limitéand les tumeurs, production d’anticorps
humains anti-souris neutralisants,...). Ce n’est depuis les quinze dernieres années que
l'introduction de la nouvelle génération d’anticem@combinants a permis I'élargissement du
panel d'utilisation de ces anticorps monoclonawepils les années 1990, plus d’une
vingtaine d’anticorps monoclonaux ont été approueés thérapeutique. Ces nouveaux
anticorps thérapeutiques sont a présent courammmdigés en clinique et apparaissent
comme des outils particulierement efficaces podrditement de nombreuses pathologies : en
oncologie, mais aussi en cardiologie, en transatemmt, dans les pathologies inflammatoires,
en dermatologie... (voir Table 6).

L’anticorps OKT3 (anti-CD3) a été le premier antg® a avoir recu une autorisation
d’utilisation clinique, dans la prévention du repgu de greffes rénales. Il a été pendant
longtemps le seul anticorps a montrer un effetguie. Il a été rapidement rejoint par d’autres
anticorps monoclonaux comme l'anticorps monoclolatiximab (Reopro®) dirigé contre
les récepteurs d’intégrines exprimés a la surfaze mlaquettes et des cellules vasculaires
endothéliales et ultilisé pour le traitement desmglications thrombotiques lors
d’interventions chirurgicales coronariennes; lestwaumab (Herceptin®) dirigé contre la

protéine p188F?

souvent surexprimée dans les cancers du sein, reppge dans le
traitement du cancer du sein meétastatique en adgwciavec une chimiothérapie ; le

rituximab (Mabthera®), anticorps monoclonal chireéridirigé contre la protéine CD20,
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utiisé dans le traitement du lymphome non hodgkisi folliculaires ; [linfliximab
(Remicade®) et I'adalimumab (Humira®), deux antmmonoclonaux chimériques anti-
TNFa utilisés dans le traitement de la polyarthritemnlatoide, notamment en association avec
du méthotrexate ; 'omalizumab (Xolair®), un auérgicorps monoclonal humanisé qui cible

la région Fc des IgE dans la prévention de la répasthmatique aux allergénes. (Table 6)
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Anticorps Nom Type de molécule Cible Indications Statut FDA/EMEA
monoclonal commercial
Muromomab Orthoclone | Anticorps murin IlgG2a CD3 Préventiorrelet aigu lors de greffe d'orgaffeDA : 1986 EMEA
1987
Abciximab ReoPro Fragment d'anticorps GlycoprotéingInhibition de I'agrégation plaquettaire aprés|FDA : 1994
chimérique Fab, IgG1 lIb/llla angioplastie
Rituximab Mabthera | Anticorps chimérique IgG1k CD20 Lymphorm#idulaire non-Hodgkinien a FDA : 1997 EMEA
cellules B, Polyarthrite rhumatoide, Leucémi®98
lymphoide chronique
Daclizumab Zenapax | Anticorps humanisé, IgG1 CD25 Préventioreft de greffe FDA : 1997 EMEA
1999
Basiliximab Simulect | Anticorps chimérique 1gG1 CD25 Préventionrejet lors d'une greffe de rein |FDA : 1998 EMEA
1998
Palivizumab Synagis | Anticorps humanisé IgG1k Protéine FRhévention des infections respiratoires basgéDA : 1998 EMEA
virus (pulmonaires) graves dues au virus respirafdig®©9
respiratoire  [syncytial (VRS)
syncytial
Infliximab Remicade | Anticorps chimérique, IgG1 TONF Polyarthrite rhumatoide active, maladie de |FDA : 1998 EMEA
Crohn, spondylarthrite ankylosante active, (1999
psoriasis, rectocolite hémorragique,
rhumatisme psoriasique actif
Trastuzumab Herceptin | Anticorps humanisé IgG1k HER2 Cancer stétiue du sein surexprimant |FDA : 1998 EMEA
HER2 2000
Etanercept Enbrel Fragment d'anticorps humain TNFa et Maladies auto-immunes comme la FDA : 1998 EMEA
Fcyl/TNFR spondylarthrite ankylosante 2001
Gemtuzumab Mylotarg | Anticorps humanisé IlgG4k [CD33 Leucémie aiglie myéloide FDA : 2000 retrafi
o0zogamicin couplé a une immunotoxine 2010
(calicheamicine)
Alemtuzumab | MabcampatHAnticorps humanisé IgG1k CD52 Leucémie lymphoid®sciyue FDA : 2001 EMEA
2001
Ibritumomab Zevalin 90Y | Anticorps murin IgG1k marqu€D20 Lymphome non-Hodgkinien a lymphocytes [BDA : 2002 EMEA
tiuxetan a I'yttrium 90 folliculaire chez des patients réfractaires au|2004
rituximab
Adalimumab Humira | Anticorps humain IgG1 TNF Maladie de Crohn, Polyarthrite rhumatoide,|FDA : 2002 EMEA
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spondylarthrite ankylosante 2003
Alefacept Amevive | Fragment d'anticorps humainCD2 Psoriasis chronique FDA : 2003
Fcyl/LFA-3
Omalizumab Xolair Anticorps humanisé IgG1 IgE Fc Allergies AD2003 EMEA |
2005
1-131 Bexxar 1311| Anticorps murin IlgG2a CD20 Lymphome non-Hodgkinien a lymphocytes [BDA : 2003
tositumomab marqué a l'iode 131 folliculaire chez des patients réfractaires au
rituximab
Efalizumab Raptiva | Anticorps humanisé IgG1 CD11la Psoriasidérdet sévere FDA : 2003 EMEA
2004
Cetuximab Erbitux | Anticorps chimérique 1gG1k EGFR Cancer celital métastatique exprimant  [FDA : 2004 EMEA
I'EGFR et wt-Kras, cancers squameux de 142004
téte et du cou
Bevacizumab Avastin [ Anticorps humanisé IgG1 VEGFA Cancer oetbal métastatique, cancer du seffDA : 2004 EMEA
métastatique, cancer bronchique non a petif2605
cellules, cancer du rein avancé et/ou
métastatique
Natalizumab Tysabri | Anticorps humanisé IgG4k intégriee | Maladie de Crohn sévere active, sclérose |FDA : 2004 EMEA
multiple 2006
Ranibizumab Lucentis | Fragment d'anticorps human|s$&GFA forme «humide» de la dégénérescence FDA : 2006 EMEA
monoclonal IgG1k recombinaht maculaire liée a I'age (DMLA) ou cedéme (2007
Fab maculaire du au diabéte
Panitumumab Vectibis | Anticorps humain, 1gG2k EGFR Cancer cattaémétastatique exprimant  |FDA : 2006 EMEA
I'EGFR et wt-Kras 2007
Eculizumab Soliris anticorps humanisé monoclofaiotéine C5 |Hémoglobinurie paroxystique nocturne (HPNJDA : 2007 EMEA
recombinant IgG2/4k du 2007
complément
Certolizumab Cimzia Fragment humain Fab pegyl¢ TNFo Maladie de Crohn , Polyarthrite rhumatoide|FDA : 2009 EMEA
IgG1 active 2009
Golimumab Simponi | Anticorps humain TNF Polyarthrite rhumatoide active, spondylarthfit®A : 2009 EMEA
ankylosante active, rhumatisme psoriasiqug2009
actif
Canakinumab llaris Anticorps humain IL-f Traitement du syndrome périodique associ¢ifDA : 2009 EMEA
la cryopyrine 2009
Ustekinumab Stelara Anticorps monoclonal IgG1k| IL-12/IL-2§  Pissis en plaques modéré a sévere chez FDA : 20N
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entiérement humain l'adulte 2010
Ofatumumab Arzerra | Anticorps humain CD20 leucémie lymphoideooique résistante a la|FDA : 2009 EMEA
fludarabine et & I'alemtuzumab 2010
Denosumab | Prolia, XgevdAnticorps humain RANK prévention d'ostéoporose post-ménopauségfFA : 2010 EMEA
Ligand traitement et la prévention de perte osseusé¢2010
traitement préventif des événements osseu
chez les patients souffrant de cancer avec
métastases osseuses
Tocilizumab Roactemra | anticorps monoclonal IgG1 |IL6R Polyarthrite rhumatoide (PR) active, modér¢e@A : 2008 EMEA
humanisé sévere 2010
Catumaxomab Removab | Anticorps hybride rat/souris CD3/Epcam tasanalignes positives pour Epcam EMEA : 2009
Ipilimumab Yervoy | Anticorps humain CTLA4 Mélanome métastasé AEDR011
Belimumab Benlysta | Anticorps humain BAFF Lupus érythémateysté&mique FDA : 2011

Table 6 : Les différents anticorps monoclonaux eliément sur le marché et leurs principales inébcat

3.6 Nouvelles approches : fragments d’anticorps, antarps bispécifiques...

3.6.1 Nouveaux formats

Grace a l'essor de la biologie moléculaire dansal@sées 1990, des nouveaux « formats »
d’anticorps monoclonaux sont alors produits. Ereteffa taille importante des anticorps
monoclonaux (de 150kDa a 180kDa en moyenne) negigras une bonne pénétration intra-
tumorale et leur assez longue demi-vie limite letilisation pour diverses applications,
comme la radio-immunotherapie ou I'imagerie, pagrmegle. Des fragments d’anticorps tels
gue les fractions Fab, Fc sont alors assez rapigkegénérés et réarrangés pour former de
nouveaux « formats » possédant de nouvelles ptépriéu couplés avec des molécules telles

gue des toxines, des isotopes radioactifs ou degiogs.
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3.6.2 Fragments Fab, scFv (Figure 27)

Les anticorps contiennent 2 fragments différemesfragment Fab, responsable de la liaison a
I'antigene et le fragment Fc, responsable des fonsteffectrices. Ces fragments peuvent étre
manipulés pour I'obtention de nouveaux formats ticanps. Bien gqu’ils ne posséedent pas de
fonction effectrice propre, les fragments Fab petnére des molécules assez intéressantes
par leur monovalence et leur élimination rapide glairance rénale. Un nouveau format
d’anticorps a assez rapidement intéressé les dahanghles fragments scFv (single-chain
fragment variable), d’environ 30kDa. Ces fragmesuat composés des domaines variables
des chaines lourdes et Iégéres reliés entre eunrppolypeptide flexible (linker). Ces scFv
sont en effet des petites molécules possédant apacité de liaison aux antigénes
comparable a celle des immunoglobulines entie283][ Cependant, a cause de leur trés
courte demi-vie (2 heures), ces fragments ne péupas étre utilisés seuls, mais plutdt

associés a d’autres molécules.

Figure 27 : Fragments d’anticorps monovalents Eagv. D'apres [267]

3.6.3 Anticorps bispécifiques (Figure 28)

La génération d’anticorps monoclonaux spécifique& @ntigenes a été rendue possible grace
aux techniques de biologie moléculaire. De nombreagments d’anticorps monoclonaux
dits « bispécifiques » ont donc été développésidepa petite taille de ces fragments (60kDa
pour les diabodies) permet une bonne pénétratima-inmorale, et de nombreux fragments
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d’anticorps bispécifiques sont actuellement en iessmique. [284] Les fragments
bispécifiques les plus utilisés sont les scFv edea, les minibodies et les diabodies. (Figure

28)

| S, P
> Vol Vo

Ny
Fab2 bispecifigue

Anticorps ‘ ‘
bispecifique
9

J

& oo U

scFy entandem Minibody

Figure 28: Fragments d’anticorps bispécifiquesafbés [267]

La diminution de longueur de la chaine polypeptidigentre les chaines lourdes et Iégeéres,
permet la formation de dimeres, appelé diabodiess kgalement de trimeres (triabodies) et
tétrameres (tetrabodies). [285] Grace a une streiciompacte et une taille moyenne (60kDa),
les diabodies pénétrent bien les tumeurs, possederthonne solubilité et une bonne stabilite.
Les anticorps bispécifiques peuvent lier 2 antigeddférents ce qui est a l'origine de
nouvelles fonctions effectrices. L'un des principayvantages de ces fragments d’anticorps
est leur capacité a recruter et a activer des lesllimmunitaires effectrices (cellules NK,
lymphocytes T cytotoxiques et macrophages), afire ques cellules lysent ensuite
efficacement les cellules tumorales. Les lymphayfeprésentent de nhombreux avantages
pour cette application puisqu’ils sont les plus bosoix, assez mobiles et qu’ils sont connus
pour bien pénétrer dans les tumeurs. Un anticagpbifique, le catumaxomab (un anti-CD3

conjugué a un anti-Epcam) a recu une AMM en 2000r pe traitement par voie intra-
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péritonéale d’ascites malignes chez des malademtattde carcinomes EpCAM positifs.

[286] Il est par ailleurs en phases cliniques desti¥dppement pour le traitement de tumeurs
ovariennes, de cancers coliques, gastriques erdmtigues. [287] De nombreux essais pré-
clinigues et méme cliniques suggerent que cesaptdispécifiqgues sont des molécules trés

efficaces pour le traitement des cancers.

3.6.4 Nanobodies (Figure 29)

Les chameaux et les requins produisent des ansiaépourvus de chaine légere, appelés
HcAbs (« Heavy Chain Antibodies »). [288,289] Cesiabrps sont composés de 2 chaines
lourdes composées d’'un simple domaine variablegléppHH pour les chameaux et V-NAR
pour les requins) de tres forte affinité pour ugdaspectre d’antigénes. Ces petits fragments
de 13kDa VHH ou V-NAR peuvent étre produits dans Hdactéries, dans des levures et
peuvent aussi étre appelés « domain antibodiesAbsjd « single-domain antibodies »
(sdAbs) ou encore nanobodies. Grace a une bonh#itétaune forte affinité, une grande
spécifité et une production assez simple, ces ratied représentent des molécules
particulierement intéressantes. Plusieurs sdAbg aotuellement en phases cliniques de

développement, dans le traitement de la malad@rden et de la poly-arthrite rhumatoide.
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Figure 29 : Les Nanobodies. Les anticorps de charea de requins (HcAb) sont en bleu. D’apres [267]

3.6.5 Couplage de ces fragments (Figure 30)

Grace a leur bonne pénétration intra-tumorale fresgments d’anticorps ont rapidement été
couplés a de nombreuses molécules, telles que ax@ses$, des radioisotopes, des pro-
drogues, des cytokines.

Pegylation

Un des inconvénients majeur de ces fragments d@npis est leur courte demi-vie sérique.
De nombreuses équipes ont donc cherché a augniertemi-vie de ces molécules grace a
plusieurs approches. L'une consiste a coupler legnients avec des molécules de
polyéthyléne glycol (PEG), ce qui augmente consiolément la taille des fragments. Le
certolizumab pegol, un fragment Fab anti- TNFEGylés possédant une demi-vie sérique de
14 jours a récemment été approuvé par la FDA padraitement de la maladie de Crohn.
[290] Cependant ces modifications chimiques corahiparfois a l'inactivation partielle ou a
une moindre affinité de la molécule et de nombreweéres alternatives sont actuellement a

l'étude. Par exemple, la fusion de fragments déamfis a de l'albumine humaine peut
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augmenter la demi-vie sérique sans affecter lepmdbivité, contrairement a la PEGylation.
Des fragments scFv couplés a l'albumine semblent effet avoir une meilleure
biodisponibilité. [291] L'ajout de motifs de N-glgsylation a des diabodies permet également
d’augmenter la demi-vie de ces molécules par uref@@ ou 3. [292]

Radioisotopes

Pour des applications en imagerie et radioimmumathé, les fragments d’anticorps tels que
les scFv ou les diabodies peuvent étre couplésradio-isotope. Conjugués a I'iod&! ou a

Iindium *in,

les diabodies permettent une bonne visualisadi®s tumeurs in vivo ou de
xénogreffes par PET (Positron Emission Tomographoedqu’ils sont conjugués a des
isotopes radioactifs. [293] De plus, en radioimnthicapie une seule injection de diabodies
conjugués au’®Y diminue la taille de tumeurs HER2 dans des madéle xénogreffes
murines. [294]. D’autres résultats encore plus @ibeurs ont été rapportés avec des
diabodies anti-HER2 couplés & I'isotopeAt, avec 60% des animaux sans tumeur un an
apres une simple injection du conjugué a des sammisunodéficientes Nude portant des
tumeurs HER2/Neu-positives établies. [293]

Toxines

Des toxines peuvent étre couplées aux fragmentsickaps. Des résultats intéressants ont été
obtenus avec des immunotoxines, comme un fragment I'exotoxine PE38 de
Pseudomonnas, la toxine diphtérigue ou encore #nehA de la ricine, fusionnée a un
fragement scFv. [295] Cependant ces molécules soatent trés immunogenes et sont
rapidement neutralisées par le systeme immunit@lee.nombreuses immunotoxines sont
actuellement testées en essais cliniques.

Autres : enzymes, cytokines, protéines membranaires

Des fragments d’anticorps peuvent étre égalemenjugoés a une enzyme capable de

convertir une pro-drogue en une drogue active suwsite tumoral, évitant ainsi les effets
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cytotoxiques des drogues sur les cellules saines. ftagments d’anticorps peuvent étre
également couplés a des cytokines, capables dgadésysteme immunitaire des patients sur
le site tumoral. Le couplage des scFvs avec I'lliR;15, le GM-CSF, ou encore I'lFN-
donne des résultats assez impressionnants et derewwsas constructions sont actuellement
en évaluation clinique. [296,297] Enfin, des fragimsescFv peuvent étre fusionnés a des
protéines membranaires, donnant ainsi des réceptumériques. Entre autres, les « T-
bodies » sont des lymphocytes T génétiqguement madipossédant des récepteurs T
chimériques dont la portion extra-cellulaire eststduée d’'un fragment d’anticorps comme
un scFV et dont la portion intra-cellulaire est idé de molécules d’activation des
lymphocytes comme le CQ%t FeRI-y. [298] Ces récepteurs chimériques sont introdaxts
vivo dans des lymphocytes T périphériques d’'ungpatjrace a des vecteurs rétro-viraux. Les
cellules-T génétiquement modifiées sont ensuitejaéiées au patient. Cette approche a été
utilisée avec succes contre de nombreuses cilidesne des tumeurs, des cellules infectées

par le HIV et des cellules effectrices auto-immuf2&9]

. ®

Immuno-toxine ou
immuno-cytokine

Figure 30 : Anticorps conjugués. La molécule rorgmésente une toxine ou une cytokine. D’apres][267

3.6.6 Intrabodies

Les intrabodies sont des anticorps spécialementusomour étre exprimés au niveau-
intracellulaire. lls peuvent reconnaitre des coraptsintracellulaires, et certains ont été ainsi

développés pour cibler spécifiguement le noyau, rééiculum endosplasmique, les
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mitochondries, les peroxisomes...lls interagissenéciiguement avec leurs cibles
antigéniques, et peuvent alors bloquer ou moddeErcifiguement I'activité biologique de la

protéine cible. [300]
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OBJECTIFS DE NOTRE TRAVAIL DE THESE

Notre travail de thése s’est organisé en 2 grares d'étude.

1. La NRP2 induit une TEM TGFp1-dépendante dans des cellules de cancer colorectal

Nous avons tout d’abord souhaité confirmer l'intédé@ ciblage thérapeutique de la NRP2,
dans le cadre du développement de thérapeutigbksesien cancérologie. Pour cela, nous
avons montré l'importance de la NRP2 dans la pssjoe tumorale notamment par son
implication dans la voie de signalisation du P&Fet dans le processus de TEM. Ce travail a

fait I'objet d’un article scientifique dans le joal Plos Oneen 2011. (Grandclement & al,

« Neuropilin-2 expression promotes TgAFepithelial-mesenchymal transition in colorectal

cancer cells pPlos One 2011, accepted)

2. Développement d’anticorps monoclonaux thérapeuwjues anti-NRP2

La NRP2 n’étant pas ou tres peu exprimée au nideatiissus sains de diverses origines, elle
semble donc spécifique des tissus tumoraux. De pkite glycoprotéine semble impliquée
dans différents mécanismes participant a la pregmastumorale, comme l'angiogénese,
invasion, et la TEM. Dans ce contexte, la NRP2ait comme une cible extrémement
intéressante dans le cadre du développement delferithérapies ciblées anti-cancéreuses.
Parallélement a ce premier axe d’étude, nous agons développé des outils thérapeutiques
ciblant spécifiquement cette NRP2 humaine. Desars monoclonaux murins anti-NRP2
ont ainsi été produits dans le cadre d’'une collafimm entre notre unité de recherche et le
laboratoire Diaclone-GenProbe. A l'issue de cettedpction d’anticorps monoclonaux
murins anti-NRP2, nous avons sélectionné des apticgpécifiqgues de la NRP2 et bioactifs.

Plusieurs tests de bioactivité tels que des testprdlifération cellulaire, de formation de
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colonies en milieu agar et d’'induction d’apoptost motamment été réalisés dans cet objectif.
Un de ces anticorps anti-NRP2, I'anticorps ITAC-8dmble pouvoir induire une apoptose
des cellules tumorales exprimant la NRP2 et égalenestaurer I'expression de p53 dans ces
cellules. Cet anticorps monoclonal ITAC-B1 montrane certaine bioactivité a notamment

fait I'objet d’'un dépét de brevet en 2010. (Graedeent CBorg C, Wijdenes & Induction of

p53 expression by neutralization of neuropilin-2r fthe treatment of cancers »

W02010/023382A1, 04/03/2010.)

Cette phase de production et de développement ichaps monoclonaux neutralisant
spécifiqguement la NRP2 humaine a été prioritainesdzotre travail de thése, ce qui explique
une soumission tardive de notre travail sur laigiggtion de la NRP2 & la TEM au journal

Plos Oneen 2011.
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RESULTATS




PUBLICATION N°1

Grandclement C, Pallandre J.R, Valmary Degano S, Viel E, BouardBalland J, Rémyt
Martin JP, Simon B, Rouleau A, Boireau W, KlagsbMinFerrand C, Borg C. « Neuropilin42
expression promotes T@E-epithelial-mesenchymal transition in colorectahcer cells »

Plos One 2011,in press.
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INTRODUCTION A LA PUBLICATION N°1

1. Etude préliminaire

Notre équipe s’intéressant particulierement auatiahs entre le systéme immunitaire et les
tumeurs, nous avons commencé I'étude de la NRPR aagontexte. Une étude suggérait en
effet que la NRP1 pouvait médier la prolifératiom lgmphocytes T induite par des cellules
dendritiques et gu’elle jouait ainsi un réle import dans les intéractions cellulaires. [38]
Dans ce contexte, nous nous étions demandé au démdtre travail de these si la NRP2 ne
jouait pas un réle dans le systeme immunitaireet particulierement dans 'immunité anti-
tumorale. Tandis que la NRP1 et ses ligands étaatmuvés sur bon nombre de cellules
tumorales et de cellules immunitaires, la NRP2aité&ue tres peu retrouvée sur les cellules
immunitaires. En effet, nous n’avons remarqué aecaxpression de NRP2 sur les
lymphocytes CD4+, CD8+, ni sur les lymphocytes faggurs ni sur les cellules dendritiques
immatures. Seules les cellules dendritiques mategtblent exprimer NRP2. Par contre, des
guantités non négligeables de NRP2 étaient retesugar des lignées de cancer colorectal.
En parcourant la littérature relative a I'expresste cette protéine membranaire, nous nous
sommes apercus que trés peu d’études s’étaientsstes a I'expression de la NRP2 par les
cellules tumorales humaines jusque |a, tandis ‘g¥pression de la NRP1 avait été largement

plus étudiée.

La seconde étape de notre travail a consisté egéteeration de lignées transgeniques
humaines de cancer colorectal exprimant ou non RP2 afin d’étudier linfluence de

'expression de cette protéine dans le contexte rdpenses immunitaires anti-tumorales.
Grace a l'utilisation d’un siRNA ciblant spécifignent la NRP2, nous avons pu diminuer

'expression de NRP2 dans la lignée d’adénocarcenéatorectal Colo320. A I'inverse, nous
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avons induit I'expression de NRP2 grace a une iqaende transfert de géne dans la lignée
cellulaire HT29. Tandis que l'expression de NRP2seenble pas moduler les réponses
lymphocytaires anti-tumorales, elle semble cependdiorigine de modifications structurales

et fonctionnelles importantes dans les cellulesonafes. Nous avons a partir de ce moment
réorienté notre travail vers I'étude des conségeesar le plan fonctionnel de I'expression de

la NRP2 dans des cellules tumorales d’adénocar@rgiorectal.

2. Expression de la NRP2

L’expression de la NRP2 a été caractérisée plgetaent par immunohistochimie au niveau
de tissus sains et tumoraux de diverses originass ¢b cadre d’'une collaboration avec le
laboratoire d’Anatomie-Pathologie du Centre HodigtaUniversitaire de Besancon. Des
tissus tumoraux de cancer colorectal, de cancepaheréas, du rein et du sein expriment
spécifiguement la NRP2, tandis qu'aucune express#oNRP2 n’est retrouvée dans les tissus
sains des mémes origines. Tandis que nous commmasnaietudier I'expression de la NRP2
au sein des tumeurs humaines, plusieurs étudesrg'asant a I'expression de la NRP2 dans
les cancers du colon, du pancréas et du sein sonep en 2008 et 2009, nous confirmant
alors tout l'intérét du ciblage de la NRP2 danscéelre du développement de stratégies

thérapeutiques ciblées anti-tumorales.

3. NRP2 et progression tumorale

Plusieurs études montraient déja une implicatiorad¢RP2 dans la formation des vaisseaux
sanguins au début de notre travail de these en. 2@88NRPs ayant été identifiées au niveau
des cellules endothéliales humaines, les premé&uees se sont donc naturellement penchées
sur I'implication de ces glycoprotéines dans le amésme général de vasculogénése. Tandis

gue la NRP1 semble particulierement impliquée damgiogéenese, la NRP2 jouerait plutét
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un role dans la lymphangiogénese. Cependant alitude ne mentionnait un rdle propre de
la NRP2 dans les cellules tumorales au début de tratvail de these en 2008. La modulation
de I'expression de NRP2 dans les lignées cellidaiie cancer colorectal HT29 et Colo320
par transfert de géene ou siRNA nous a permis |&tprécise du réle de la NRP2 dans la

prolifération, I'invasion cellulaire in vitro et da la pousse de tumeurs xénogreffées in vivo.

4. NRP2 et TEM

En outre, dans notre étude, la transfection du gEené&a NRP2 humaine dans les cellules
HT29 est a I'origine de modifications structuragggphénotypiques importantes en culture. En
effet, 72h aprés transfection par le vecteur d’egpion pcDNA3.1-NRP2+, les cellules HT29
prennent une forme allongée, fibroblastique, folwaeactéristique des cellules subissant un
processus de TEM. Nous avons donc tout naturellegrars I'hypothése d’une implication
de la NRP2 dans la TEM. Les marqueurs phénotypiqaesctéristiques de la TEM ont pour
cela été évalués par western-blot et RT-PCR dasdigieees cellulaires. L'implication de la
NRP2 dans diverses voies de signalisation partitigala TEM comme dans la voie du
TGHB1 et de Ig3-caténine a également été évaluée par différeatdmigues expérimentales
telles que du western-blotting, des expériencasodlenmunoprécipitations, de la microscopie
confocale, de Biacore et d’analyse de promoteurupatest en luciférase. Ces différentes
analyses suggerent que la NRP2 est a l'origineedTBEM TGHP1-dépendante dans des
cellules d’adénocarcindme colorectal. Aucune aétoele ne suggerait un lien entre NRP2 et

TEM jusqu’a présent.
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Ce travail a fait I'objet d'un article scientifigudans le journalPlos Oneen 2011.

(Grandclement Cet al, « Neuropilin-2 expression promotes TgFepithelial-mesenchymal
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Abstract

Neuropilins, initially characterized as neuronal receptors, act as co-receptors for cancer related growth factors and were
recently involved in several signaling pathways leading to cytoskeletal organization, angiogenesis and cancer progression.
Then, we sought to investigate the ability of neuropilin-2 to orchestrate epithelial-mesenchymal transition in colorectal
cancer cells. Using specific siRNA to target neuropilin-2 expression, or gene transfer, we first observed that neuropilin-2
expression endows HT29 and Colo320 for xenograft formation. Moreover, neuropilin-2 conferred a fibroblastic-like shape to
cancer cells, suggesting an involvement of neuropilin-2 in epithelial-mesenchymal transition. Indeed, the presence of
neuropilin-2 in colorectal carcinoma cell lines was correlated with loss of epithelial markers such as cytokeratin-20 and E-
cadherin and with acquisition of mesenchymal molecules such as vimentin. Furthermore, we showed by surface plasmon
resonance experiments that neuropilin-2 is a receptor for transforming-growth factor-p1. The expression of neuropilin-2 on
colon cancer cell lines was indeed shown to promote transforming-growth factor-p1 signaling, leading to a constitutive
phosphorylation of the Smad2/3 complex. Treatment with specific TGFp-typel receptor kinase inhibitors restored E-
cadherin levels and inhibited in part neuropilin-2-induced vimentin expression, suggesting that neuropilin-2 cooperates
with TGFp-typel receptor to promote epithelial-mesenchymal transition in colorectal cancer cells. Our results suggest a
direct role of NRP2 in epithelial-mesenchymal transition and highlight a cross-talk between neuropilin-2 and TGF-B1
signaling to promote cancer progression. These results suggest that neuropilin-2 fulfills all the criteria of a therapeutic target
to disrupt multiple oncogenic functions in solid tumors.
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Introduction

Neuropiling (NRPs) are transmembrane non-tyrosine kinase
glycoproteins originally described in the nervous system. Neuro-
pilin (NRP} family consists of two genes, neuropilin-1 (NRP1) and
neuropilin-2 (NRPZ}. During nervous system development, NRP1
and NRP2 play a critical role in axon retraction and guidance
by binding class I semaphorins [1]. Initially characterized as
neuronal receptors, NRPs were also found to be expressed in
endothelial cells and subsequently were shown to play a role in the
development of the vascular system [2].

NRPs display a short intracytoplasmic tail which does not
contain a kinase domain. Initial investigations of neuropilin-depen-
dent molecular pathways suggested that neuropilins can not directly
transmit intracellular signals. This led to the proposal that hetero-
dimerization with other receptors are required to mediate neuro-
pilin-downstream signaling. One of these co-receptor complexes

@ PLoS ONE | www.plosone.org

described so far involves vascular endothelial growth factor recepton
[VEGFR) [3,4,5]. Besides the amplification of VEGFR signaling,
NRPs might interact with plexing to mediate class 3 semaphorin
signal transduction via Rho-related G proteins, modulating cvto-
skeleton organization [6].

Nevertheless, a highly conserved amino-acid sequence promot-
ing NRPs intracellular tail binding to the PDZ domain of GAIP-C
terminus interacting protein-1 (GIPC-1) was recently reported
suggesting the possibility that NRPs might regulate alternative
biological functions [7].

The multiple functions of NRPs were recently highlighted by
the identification of NRP role in oncogenesis. Besides the presence
of NRPs on tumor-associated vessels, NRPs were expressed by a
large variety of tumors, suggesting a potential role of this glyco-
protein in cancer progression. Indeed, NRP2 expression was lound
in osteosarcoma [8], melanoma [9], lung cancers [10,11], brain
tumors [12,13] colon cancers [14], pancreatic cancers [15,16,17],
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breast cancers [18], myeloid leukemia [19], salivary adenoid cystic
carcinoma [20], infantile hemangioma [21], ovarian neoplasms
[22] and bladder cancers [23]. In colon carcinoma, NRP2 directly
promotes wmor progression in a cell auronomous manner (see
review of NRP2 expression on cancer cells in Table 81). Tt was
suggested thar NRP2 oncogenic properties rely on an increased
VEGFRI phospharvlation and an activation of the VEGFR1/
Pi3K/Akr signaling. [14] However, the precise molecalar
pathways driven by NRP2 and iovolved in oncogenesis remain
largely unknown.

Epithelial-mesenchymal transition (EMT) is one of the major
molecular mechanisms carried out during oncogenesis to promote
cancer progression, EMT is characterized by a breakdown of cell
junctions, the loss of epithelial characteristics and cell polarity,
coniributing to carcinoma progression. Besides the pain of mesen-
chymal markers, EMT endows cancer cell for migration, mvasive-
ness and subsequent metastasis formation [24]. Despites several
studies pertaining o the role of NRP2 in cancer progression, no
substantial evidence established an involvement of this molecular
pathway in EMT,

Here, we used colon cancer cell lines ransfected with NRP2
rransgene or siRNA to invesigare NRP2 involvement in EMT,
These experiments provided evidence that NEP2 endows colon
cancer cell lines for colony and xenograft formation, Moreover, a
conversion from epithelial to fibroblast-like shape was wiggered by
NEFP2 expresion, as well as the acquisition of vimentin and EMT

specitic transcription factors. Then, we examined the influence of

NEP2 on transforming growth factor 1 [TGE-f 1) signaling thar is
believed to contribute to the late-stage carcinoma by inducing
EMT. We showed that NEP2 promotes a constitutive Smad2/3
phosphorylation in colon cancer cell lines. Moreover, specific
siIRNA targeting NRP2 or treatment with pharmacological inhi-
bitors of TGER-1 type | receptor (TGFRRT) prevented Smad2/3
phosphorylation and the NRP2Z-mediared EMT of colorectal can-
cer cells. Collectively, these results suggest that NRP2 cooperates
with TGFBRI to promote EMT in colorectal carcinoma.

Materials and Methods

Cell culture

Human cell lines HT29, Clolo320, SW620, MOF7, Caki, A498,
HEK?293 were purchased from the American Type Cell Culture
Collection and were cultured in RPMILIGH or DMEM (Lonza,
Paris, France) supplemented with 10% hear inactivared endotoxin

MRP2Z Role in Epithelial to Mesenchymal Transition

free fetal calf’ serum (FOS), (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France).
Bes-PACOL, Bes-PACO3S, Bes-PACO4 and Bes-PACOS (Pancreatic
Adeno-Carcinoma) cell lines were origmally isolated from ascitic
fluids derived from four patents with pancreatic adenocarcino-
mas, in ouruniversity hospital, R3I cell line was kindly provided
by Nathalie Labarriere, Inserm (Nanres, France). Jijove and Raji
cell lines {(Human Burkire L}mphﬂma) were. provided by Diaclone
(Besancon, France). Cell lines used in this study were authentified
using DNA profiling {short tandem repeats analysis), in line with
ATOOs recommendations (see Table 1), Short tandem repeat
(S8TR) analysis is a molecular biology method recommended for
cell line identification. Cell lines used in this study were genoryped
before freezing and every rwo months. STR analysis was per-
formed with the AmpFISTR Identifiler PCR Amplificarion Kit
(Applied Biosvstems). Height specific loci including tandem repeats
on DNA from cancer cell lines were analvzed. STKE analvsis
measures the exact number of repeating units for each allele
(D7S820 8.20 means that 8 and 20 repeats are identified on each
allele of the D7SB20 locus for the cell lme [ijove). Iff a variant
appears that contains a partial repear, that partial repeat unit is
designated by a decimal followed by the number of bases in the
partial repeat.

pcDNA Expression plasmids

The influence of NRP2 on colon cancer cell progression was
assesserl by rransferring NRP2 gene in the HT29 cell line. We
generated HT20™ coll lines using two expression plasmids
encoding hNRP2 (peDNAZ I-NEP2, kindly provided by M.
Klagshrmn) and pCMVE-XL3-NRPZ (purchased from Origene
{Rackville, MD, USA). Control HT29 cells were penerated using
prDNA3L or pOMVG-XL5 vectors, 1.5%10% HT29 cells were
seeded in a G0 mm’ flask in 4 mL medium and incabated for
24 h. Then, cells were stably ransfected with 1 pg of prDNAS 1-
NEP2 or pOCMVE-XL5-NEP2 expression vectors or control vec-
tors using the Effectene kit {Qiagen, Courmboenf, France) according
to the manufacturer’s instruction. Cells rranstected with peDNAS. 1
vectors were selected with (L8 mg/mL of genetcin {Invitrogen,
Cergy-Pontoise, France), 48 h followimg the transfection,

Small Interfering RNA

Using the Ambion siRNA web design wol, we identified one
potential NRP2-specific targer sequence. Specific NRP2 siRNA
sense 5'-AAA GGO TGG AAG TCA GOA CTAATT T-3" and
anti-=sense 3'-AAA AAT TAG TGO TGA CTT COA GOT 'T-37)

Table 1. DNA STR (Short Tandem Repeats) profiling of tumor cell lines,
D75820 CSF1PO THO1 D135317 D165539 VWA TPOX D55818

Jijoye 8,10 10,11 79 12 10,11 15,19 68 12
SWE20 3] 13,14 B 12 913 16 1 13
Caki-t 8,12 10,11 68 1,12 12 15,17 B 1,12
MCF-7 82 10 6 " 1,12 14,15 912 1,12
A408 1011 11,12 693 12 12 18 a1 11,12
Cok320 9,12 n B3 ] 1,12 15,18 82 12
HT 10 11,12 69 11,12 1,12 17,19 89 11,12
5637 1011 1 7.9 1t 9 16,18 89 11,12
|HEK292 1142 1,12 792 12,14 913 16,19 1 83
MDAMBI31 3] 12,13 7.94 13 12 15,18 B9 12
[Raii 10 10,12 67 13 811 16,19 Bi3 10,13

Ilftli:TU.T3?IJ‘]GUIH3]MECIQ2{I4441‘JUT
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and seramble siRNA (sense 5'-AAAGGAGGGGUATGOOACG-
TTGG-3 and anti-sense 3 -AAAACCAACGTGGUATGOCCG-

TOC-30 sequences were annealed and cloned inro the Bbsl site of

the 3" LTR of pFIV-H1/UG vector according to manufacmrer’s
instructions [System Biosciences, Mountain View, CA). Sequences
were confirmed by NIH BLAST analvsis o have no substan-
tial homology to sequences in other vertebrate genes, Lentiviral
supernatant production and subsecquent infection of cells were per-
formed according to manufacturer’s instructons (System Biosci-
ences, Mountain View. OA), Colo320 smbly transfeced were
selected with 3 pg/ml of puromyein (Invitrogen, Cergy- Ponroise,
France), 48 h following the transtection.

Flow cytometry

Ant-NEPZ, ant-NRP1, ant-pSmad2/3, and-TGFBRL, and-
TGFAR were from Santa-Cruz Biotechnology (Heidelberg, Ger-
many). Anti=mad2/3 and ant-TGIRIL were from RD aystem
(Lille, France). Alexafluordf8-labelled secondary angbodies were
purchased from Fluoprobes {Interchim, Monthigon, France). Ten
thousands cells from each sample were evaluarted for fluorescence
detection using BD FACGSCanto cvtometer. (Becton Dickinson, Le
Pont de Claix, France) For intracellular staining, cells were fixed
for 200min at 4°C in 2% paraformaldehyde. Staining was then
realized ar room temperamre for 30 min in a buffer containing
11.4% saponin and 5% FOS. Wash buffer contained 0.1% saponin,
5% FOS. For flow cyvtometry analysis, Relative Fluorescence Inten-
sity (RFT) was calculated.

Cell Proliferation Assay

Cell proliferation in vio was analvzed with the terrazolium
salt 34 5-dimethylthiazal-2-v[-2,5 diphenyltetrazolivm hromide
(MTT). Briefly, 4000 cells per well were seeded in 96-well micro-
plates containing 100 pL. of medim per well. For analysis, 10 pl
of MTT substrate (of a 5 mg/mL stock sohution in phosphare-
buffered saline) was added to each well, and the plates were let o
standard tissue incubator conditions for an additional 2 hours.
lells were solubilized in 200 pl. of dimerhyl sulfoxide, and colori-
metric analyses were performed (wavelength, 570 nm). The plares
were assayed every 24 hours for next 3 consecutive days.

ELISA assay

Cells were incubared in RPMI or DMEM-1% FOGS for 24 h.
Then cells were counted and 10000 cells per well were seeded in
O6-microplate in 200 pl. DMEM-0.1% FCS for 24 h. VEGF
prodhucrion was assessed on supernatanes using human VEGE Elisa
kit (Strathmann Biotec, Hamburg, Germany).

Flow Cytometry Analysis of DNA Content

Clells were harvested by trypsinization, washed with ice-cold
PBS, fixed in 70% ethanol. Prior to DNA analysis, cells were
stained with 50 pg/ml. propidiuom iodide (Sigma-Aldrich. Lyvon,
France) and 2 pg/ml DNase-free RNase (Sigma-Aldrich. Lyon,
France) for 15 min at 37°C in the dark. DNA content was
measured using a FACSCalibur flow cyometer {Becton Dick-
inson, Le Pont de Claix, France) and analyzed with the Cell Quest
program,

Xenograft experiments
Nude mice were obtained from Janvier (Le Genest St Isle,
France), and maintained in our animal facility according o the

Animal Experimental Ethics Committee Guidelines. 1x 10° cells of

HT20%", HT29NEP? | Cplogon BNANRES o (olggopifiia=n
cell lines resuspended in 100 ul of PBS were inoculated

@ PLoS ONE | www.plosone.org
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subcutaneonsly in nude mice and mmor growth was monitored
biweekly in each group. Tumor volume was calculated by the
formula 1'=1/2 a x &, where ais the longest tamar axis, and §is
the shortest tumor axis. When tomors reached 1 em in diameter,
mice were sacrificed and twmors were fixed in formol for
subsequent immunohistochemical analysis,

Colony formation assay

Effect of NRP2 expression on colony formation in vitrro was
evaluated by soft agar colony-formation assay, 5000 cells per well
were seeded in 500 pl. of 2% agarose medinm ina 24-well plate.
Clells were incubated at 37°C, 5% C0O2 and photos were taken
after 10 days of culture.

Invasion assay

Invasion was evaluated using 96W QUM Invasion Assay
(Millipore, USA). Briefly, equal number {100000) of contral cells
(HT29° or NRP2 expressing cells {HT29™RE resuspended in
serum-free medium were placed mn the top compartment of a
standard 8 uM pore Bovden chamber. Feeder tray wells contaimed
serum free medinm or medinum 10% FOS, Following 16 hours
invasion (37°C, 5% Q0O2), invasive cells were incubated with cell
detachment buffer, lsed and marked with CyQuant GR dye.
(QCM 96W Assay, Millipore, Internadonal. Fluorescence was
then evaliated with a fluorescence plare reader {Cell Lab Quanta,
Beckman-Coulrer) nsing a 480-520 nm filter set.

Cell Treatments

TGF-Bl signaling was inhibited using SD-208 or SB-431542
[TGFRI kinase inhibitor) dilured in DMSO) (Sipma-Aldrich, Lyon,
France). DMSO served as control medium in all experiments. In
some  experiments  Avastin (Pharmacy of CHU Jean Minjoz,
Besangon, France) was used to inhibit VEGF-A. TGF-pl was
purchased from BRI} System (Lille, France).

Western Blot analysis

Briefly, after two washing steps, cells were harvested and
solubilized in lysis buffer containingl mM EDTA, 1 mM Nak,
I mM Vanadate and one complete Mini protease Inhibitor
Cockeail Tablet {Complete Mini EDTA Free, per 10 ml of lysis
buffer, Roche, France). 30 pg of whole-cell lvsates were separated
by sodium ducdecyl sulfate-polvacrvlamide gel electrophoresis and
tranaferred to polyvinylidene difluoride membranes by electro-
blatting. The blots were then blocked for 1 b in 5% milk before
incubation with specific antibodies as follows: ant-NEP2 and
anti-twist] (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany),
anti-Smad2/3 (R&D Svstem, Lille, France), anti-vimentin, anti-
Eradherin, ant-TGFRL, ant-smad2/3, ant-pSmarl2, anti-snail
{all from Cell Signaling Technology, Danvers, USA). All anti-
bodies were diluted in Trishuffered saline and 0.1% (v/v) Tween-
20 containing dried milk. Blotted proteins were detected and
ruantified on a bioliminescence imager and BIO-11D advanced
software (Wilber-Lourmar, Marne-la-Vallée, France), after incu-
bating blots with a horseradish peroxidaseconjugated appropriate
secondary antibody (Beckman Coulter, Parisl. For some experi-
ments, cvioplasm and maclear subeellular fractions were harvested
after differential centrifugartion in adapred bufters; the presence or
absence of subcellular specific proteing (such as fractin or histone
H1) attested to subcellular separation.

Co-immunoprecipitation analysis
Cells were lysed in PBS containmg 200 mM of TRIS-Hel
pH 74, 100 mM Nacl, 1% v/v tritonX 100, 1 mM DTT, 15 mM
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EGTA, 1 mM NaF, | mM vanadare and one complere Mini
protease Inhibitor Cockrail Tabler (Complete Mini EDTA Free,
per 10 mlL of lysis buffer, Roche, France). Rabbit anti-TGFRI
polyelonal antibodies (Santa-Cruz Biotechnology) and Rabbic 1pG

polvclonal antibodies were added to the lysates at a final dilution of

14100 and incubared overnight at 4°C. Protein-G magnetic beads
{Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) were added to the mix and
incubared for additional two hours ar 4°C, Proteins were then
eluted by magnetic separation and denatrated. Western-Blot was
then performed using anti-NRP2 antibody {Santa Cruz Biotech-
nology, Heidelberg, Germany).

Histopathologic Analysis and Immunohistochemical
Staining of Tissues

Tisue samples, obtained from xenografis were fixed in 4%
formalin and paraffin embedded. Then, blocks were cut serially at
4-pm thickness. HES (Hematoxvline Ecsine Safran) staining was
used to assess morphology. A standard  mmunchistochemical
technigque was performed nsing a Ventana BenchMark XT (Ven-
rana Medical Systems, Inc., Tucson, Arizona) immunostainer with
the following primary antibodies: ant E-cadherin (Zymed, San-
Francisco, USA),  anti-cviokeratn-20 (Zymed, San-Francisco,
LISA)L

Surface Plasmon Resonance analysis

Design and fabrication of homemade chips comparible with
SPR (Surface Plasmon Resonance) have been performed as
previously published with the help of the MIMENTO technolog-
ival platform, Besangon, France [25]. The NRP2 chips fabricated
in this study consist in the covalent grafting of Fo-NREP2 entities on
chemically activated self assembled monolayver following the
procedure of protein chip building recently published [26]. Fe-
NEP2 were from RD System (Lille, France). This procechre learls
to acoverage of 7.4 +/— 0.1 femtomole /mm” of NRP2, Injectons
of BSA (Control —), VEGF (Control +) and TGFR] are performed
at 250 oM in PBS-Tween 0.05%, pH 7.4. Biacore experiments
were performed with the Biacore 2000 appararus at 23°0 with a
flow rate comprise beoween 2 and 30 ul/min.

Real Time-quantitative PCR (RT-qPCR)

Tatal RNA were extracted using Kit RNeasy mini {Qiagen,
Courtaboenf, France) and reverse transcribed using  random
hexamers and Moloney murine leukemia virus reverse rranscrip-
tase (Life Technologies, Rockville, M), USAJ. Duplicate samples
were subjected o RT-qPCR. mBNA were quantified using pri-
mers listed below: NRP2 (Hs00187290_ml), Snaill (HsO0195-
5091 _ml), TGF-B1 (Hs00171257_m1), Glil (Hs00171790_ml),
Twistl (HaOO3G1 186 _m1) (Applied Biosystems).

ABL mRNA from each sample was quantified as an endog-
enous control of nternal RNA. Relative mRNA expression was
caleulated using the Delta-Delta-Cr method and untreated cells
were used as calibrator.

Slide preparation and confocal microscopy

Cells were spread onto Labteck chamber stides (Sigma-Aldrich,
L‘_vnn__ France) and subsequently treated with the appropriate
reagents, Cells were fixed in 4% paraformaldehyde and permea-
bilized with 0.1% Triton X100, Afier 20 minutes of blocking in
20% fetal bovine serum and washing, cells were stained with
appropriate antibodies Stacks of confbcal images were collected
with an Olympus FV1000 laser scanning confocal microscope.
Cell nuclei were counterstained with DAPL (4’ 6-diamidino-2-
phenylindole). For fluorescence quantification, ratio of fluorescence

.@ PLoS ONE | www.plosone.org
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intensity was caleulated in each condition. Ratio of fluorescence
intensity was caleulated in dividing the nuclear fluorescence by the
cytoplasm-membrane  fluorescence. Fluorescence intensity of 50
cells has been analvzed in each condition,

Smad reporter assay

We have used the TGF-B reporter assay from SABinsciences
[Qiagen, Courtaboenf, France) for the quantification of TGF-fi-
induced SMAD2/3 signaling. Quantification of the firefly lucif-
erase was realized using a Dhual-Luciferase Reporter assay system
(Promega Co, Madison, USA) according to the manufacturer’s
protocol. All transfections were performed in tplicate using
Lipotectamine kit. {Invitrogen, Cergv-Pontoise, France]. After
24 h of ranstection, medium was changed and cells were treated
by 50 ng/ml of TGF-B1 for additional 24 hours. Results are
presented as the ratio between the firgfly luaferace activity and the
rentlla luerferase activity (Ren/ Lac) for each conditions, Then, values
were reported to the values of the negative control.

Statistical analysis

Results are expressed as the mean plus or minus the standard
error of the mean (SEM). Group comparisons were performed
using Stdent ¢ test. Differences were considered significant at
p=20.05.

Results

NRP2 expression in human cancer cell lines

We first sought to examine the expression of NRP2 glycoprotein
in various cancer cell lines. Immunofluorescence analysis con-
firmed that NRP2 is expressed at the membrane of several human
cancer cell lines (Figure 1A). Homan umbilical vein endothelial
cells HUVEC), isolated from normal human umbilical vein, were
used as a positive control for NRP2 expression. We observed
NRP2 expression at the membrane of 2 out of 3 colon cancer cell
lines (SWG20, Colo320 but not HT29), NRP2 was also expressed
in all renal cancer cell lines rested (HEK 203, Caki, R3III and
A408), in two of four pancreatic cancer cell lines {Bes-PACO3 and
Bes-PACO4, derived from patient’s ascitic fluid i our institute), in
NCIH#4] lung cancer cell line and in 5637 bladder cancer cell
line {Figure 1A). MDAMB231 breast cancer-cell line expressed
NRP2 whereas no NRP2 staining was found on Burkit lvmphoma
cells lines (Raji, Jijove) (Figure 1A).

Immunchistochemistry stadies were then undertaken to deter-
mine if NRP2 is expressed at the membrane of various paraffin
embedded-human cancer specimen. NRP2 was expressed on 3 out
of 10 colon carcinoma, 5 out of 15 breast carcinoma and 4 our of
12 pancreatic carcinoma, Of note, NEP2 was not detecred on
prostate cancers n = 1) and B cell lvmphoma {n= 10) {data not
shown). Moreover, immunohistochemical staining showed that
NRP2 is expressed at the membrane of human colon carcinoma
and breast carcinoma while it is not expressed in non malignant
tissues (Figure 1B). Our results are concordant with previous
published reports. Indeed, in a recent study, Gray et al observed
that NRF2 was not detectable in nonmalignant colonic mucosa
but was evident in 10 {83%) of 12 adjacent colon adenocarcinoma
and in five {71%) of seven liver merastases by THO seaining,
Moreaver, in another study, NRP2 expression was found in 5 ot
of G {83%) commonly used pancreatic cell lines [15] and in 7 ourof
L1 {64%) surgical specimens of pancreatic adenocarcinoma by
THC staining [14]. Finally, in breast cancer, Yasuoka et al repored
Nrp2 expression in 60 out of 113 ivasive breast carcinoma
(53.1%) [18]. From these varions studies, it appears thar NRP2
seems to be specific of several tumor tissues, while no expression of
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Figure 1. Neuropilin-2 expression on human cancer cells. A, Flow cytometry analysis of MRP2 expression in human cancer cell lines. B,
Immunahistochemical staining of NRP2 in human colon tissues and breast tissues (brown). Formalinfixed paraffin-embedded tissues were incubated
overnight at room temperature with anti-human NRP2 antibody. Representative micrographs were taken at an original magnification x1000; NRP2 is
expressed at the membrane of human colon and breast carcinomas while it is not expressed in healthy tissues.
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this glcoprotein s commonly observed in healthy  rtissues,
confirming that NRP? is an artractive target for mnovative anti-
rumor therapies {see Table 51 for review of NRP2 expression in
CANCETS).

To study the precise role of NRP2 in cancer progression, we
decided to generate colon cancer cell lines expressing or not NRP2,
using NRFP2 gene transfer or NRP2 specific siRNA. Hence, NRP2
was transfected i HT29 and a specific siRNA was used
knockdown NRP2 expression in Colo320. Flow cytometry experi-
ments were performed to confirm the modulation of NRP2
expression in HT29 and Colo320 (Figure 2A). No modulation
of NRP1 expression was ohserved in HT29 or Colo320 rrans-
fected cells, Caki-1 renal cancer cells were used as posiove con-
trol for NRPI staining. NRP2 presence in HT20%7, HT20782
CologogriMa=tl o) gopeRNANRES |\ qe contralled by western

blotting {Figure 2B).

NRP2 promotes tumor proliferation

We ook advantage of the previows cell lines to stady the role of
NRF2 on cancer proliferation in vitro and amaor growth in vivo,
Proliferation was monitored using MTT assavs. HT29NR2 s
showwed a superior proliferation rate at 24, 48 and 72 h compared
to HT29" [Figure 2C). Conversely, NRP2 knockdown using
specific siRNA, negarively modulated the proliferation of Colo3210)
tumor cell line (Figure 2C). These experiments showed that NRP2

.@ PLoS OME | www.plosone.org

expression enhances colon cancer cell line proliferaton in viro
{the significativity ar each time point of these MTT assays is
indicated in Table 82\, To confirm the mfluence of NEP2 on cell
proliferation, we have evaluated in two additional experiments the
doubling-times of HT267™, HT29" Cola320794 4nq
Tolo3 0P NANEEL o ncer cells. NRP2 expressing cells HT2gNKRZ
and Colo3207"™*5% had a doubling time of 8 and 11 hours
respectively, whereas doubling times of NRP2 lacking cells
HT29°" and Colo320 R ANREE Lore 13 and 14 hours. Since
NRPs are VEGF co-receprors, we monitored VEGF-A production
in HT29 and Colo320 culares by Elisa test, These cells produced
low levels of VEGF-A. NRP2 expression did not influence VEGF
production (Figure S1. Maoreover, the nentralizing mAb bevaci-
zumab, known to inhibit the proliferation of microvascular endo-
thelial cell line HMEC-1 [27], was used to address the potential
role of VEGFA i NRP2-mediated mmor cell growth, These
experiments showed that VEGFA neutralization did not influence
NRPZ-mediated HT29 or Colo320 proliferation. (Figure 213
Moreover, NRP2 is a functional receptor for semaphorin 3F,
which was deseribed as an inhibitor of angiogenesis, tumor pro-
gression and metastasis [28]. Western blotting experiments showedd
that HT29°" and HT 209%™ express the same level of sernaphorin
3F, whereas no semaphorin 31 was found in Colo320 cells,
suggesting that NRPZ-mediated mmor proliferation does not
involve semaphorin 3F (Figure 82). Then, the distribution of the
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Figure 2. Neuropilin-2 promotes cell proliferation in colon carcinoma cell lines. Transfected cells were analyzed for NRP1 and NRP2
expression by flow cytometry anabysis {(A) ar by westem blotting (B). For flow cytometry analysis, Relative Fluorescence Intensity (RFI) was calculated,
Caki1 and HUVEC cells were used as positive control for NRP1 and NRP2 staining respectively, C Proliferation of HT29 and Colo320 cells, according to
NRPZ expression was assessed using MTT assays. 4000 cells were letin culture during 24, 48 or 7 2h befare analysis. NRP2 expression is associated with
an enhanced proliferation in colon cancer cells, Data represent means of tiplicates plus or minus the standard error (38 of a representative
experiment out of three performed. (*%, P=0.01). D, Similar MTT experiments were reproduced in the presence of bevacizumab (0.25 and 1 mg/mL,
72 hi. HMEC-1 microvascular endothelial cells were used as a positive contral for the bicactivity of bevadizumab, Indeed, bevacizumab significantly
decreases HMEC-1 proliferation whereas no decrease of cell proliferation is observed with HT2 H*2 and Colo320 cancer cells. Experience was made 3
times, and for each time in triplicates. £, Flow oytometric analysis of DMNA content of transfected colon cancer cells, NRP2 expression is associated with
an enhanced number of cells in phase 5. Data represent results of a representative experiment out of 3 expressed as the mean of duplicate assays

(* P<0.05; ** P<<0.01, " P<0.001)
doi:10.1371/journal pone 0020444 go032

nuclear DNA content was studied by flow cytometry in HT29°"
HT29™ Colo3a0 T 0 Coem0™ P R e colli,
NRP2 expression was associated with an enhanced number of cells
in phase 8 Figure 2E). Serum deprivation in culture medium
induced an increase i the subG1 fraction only in NRP2 negative
conditions {data not shown). Collectivelv, these results showed that
NRP2 expression in colorectal cell carcinoma promores cancer cell
proliteration and sarvival.

NRPZ ablation using siRNA inhibits xenograft formation

The precise role of NRP2 on cancer progression was first
characterized @ vew. To examine the effect of NRP2 expression on
i pive tamor growth, we inoculated equal numbers (1.10% cells per
monse) of HT29™BP2 op HT29™ subourtaneonsly into nude mice,
Tumor incidence and volume were assessed biweekly, Tumors
appeared in all mice inoculated with HT20% and HT20M,
NRP2 significantly enhanced tumor growth in vive (Figure 3A),
To confirm these results, we decided tw investigate if NRP2

'@ PLoS ONE | www.plosone.org
e

targeting us_in_g specific sIRNA could inhibit tumor formation,
While 1.10° cells injected subcutaneously o
mide mice induced mmor engrattment in all mice, NRP2
inhibition using specific siRNA prevented Colo320 engrafiment
in all animals suggesting a critical role of NRP2 in the early events
contributing to tamor formation (Figure 3B). The influence of
NRPZ inhibition using specific aRNA on Colo320 mumorigenicity
was confirmed i vifro, For this purpose, Colo320 cells were reated
with NRP2 siRNA or ctrl siRNA and cultured in a soft agar assay.
NRP2 knockdown in Colo320 decreased the number of colonies
ohserved in soft agar experiments {Figure 30}, Smee H'T29 did not
form colonies m soft agar cultures, we decided to investigare the
nfluence of NRP2 on HT29 mvasion and migration. For this
purpose, a Boyden chamber assay was performed o quanrify
HT29 invasiveness according to NRP2 expression. The capacity of
HT29 cells to migrate through the mawmigel-coated filter was
significantly enhanced in the presence of NRP2 (Figure 30
Similar results were observed with Colo320 (data not shown). Of
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Figure 3. NRP2 enhances colorectal cancer xenograft formation. A, 1.10° HT29™ and HT28" cells were injected subcutaneously in nude
mice (15 mice in each group included in four independent experiments). NRP2 significantly enhanced tumar growth of colon cancer cells in xenograft
experiments, Tumaor volume was calculated by the formula V=1/2 a x b, where a is the longest tumor axis and b is the shortest tumor axis. Data
reported are the mean average tumaor diameter = SEM. A representative experiment out of 3 is shown, (*%, P<.0.07). B, 1.10% Calo320PFHANER2 o
Colo320™™™ ™ were injected s.c in nude mice (15 mice in each group included in four independent experiments), Mice receiving Colo3 g7
did not develop tumar, even after 2 months. Data represent results of a representative experiment out of 3. C, 5000 Calo320 cells treated with control
SiRMA or MRP2 siRMNA were cultured in soft Agar containing medium during 10 days. Colanies were then photographed (magnitude®10) and counted.
SIRNA-MRPZ prevents colony formation in snf&ggar assays, in comparison to siRNA-ctd in Colo320 cancer cells. (** P<0.01) D, Invasion assays were
performed using HT297" and HT29M%2, HT28 were resuspended in serum-free medium and placed in the top compartment of a standard 8 uM
pore Boyden chamber, Following 16 hours of culture (37°C, 5% CO2), invasive cells were incubated with cell detachment buffer, ysed and marked

with CyQuant GR dye. Fluorescence was then evaluated with a fluorescence plate reader using a 480-520 nm filter set.

doi:10.1371/journal pone 0020444 003

naote, these results were also reproduced in the absence of serum
suggesting an autonomous effect of NRP2 on the invasive pro-

perties of HT29 cells.

NRP2 induces epithelial-mesenchymal transition

The cell autonomous effect of NEP2 on HT29 invasiveness
led us to explore the direct impact of NRP2 on EMT. The
phenomenon of EMT is defined by the transition of epithelial cells
to fibroblastoid- or mesenchymal-like cells. EMT i an important
mechanism associated with cancer nwvasiveness and metastasis
formation. In a recent paper, NRP1 was found o drive EMT

'@ PLoS ONE | www.plosone.arg

process by promoting Snaill nuclear localizartion in prostate can-
cer cells [29]. In culture, NRP2 transfection conferred wo HT29 a
fibroblastic-like shape reminiscent of mesenchymal cells, whereas
HT29 and HT29"™ cell lines displaved a cuboidal appearance,
tormed chisters which progressively increased in number, and
closely apposed cell-to-cell junctions tvpical of epithelial cells
(Figure 83A). This observation prompred ns to investigare the
ability of NEP2 to orchesrrate the EMT,

EMT is characterized by the loss of epithelial markers and
acguisiion of mesenchymal components. E-cardherin, oceludin
and cytokeratin are downregulated  during EMT, while N-
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cadherin, vimentin, fibronectin are upregalated [30]. E-Cadherin
is a universal epithelial marker thar plays a key role in epithelial
mtegrity maintenance, Loss of its expression is a hallmark of EM'T,
Vimentin is a canonical marker for detecting fullv rransitioned
epithelial cells and their acquisition of fibroblastoid-like pheno-
type. Accordingly, we assessed the parern of E-Cadherin and
vimentin expression in colorectal cancer cell lines by western-
blotting. The presence of NRP2 in HI'29 completely abrogated

the expression of E-Cadherin and induced the production of

vimentin. (Figure 4A). This observation was confirmed in Colo320
where specific disruption of NRP2 using siRNA down-regulated
vimentin {(Figure 4A), Then we analyzed the expression of EMT-
associated markers in HT20% and HT20™ yenografis, Immu-
nohistochemical analysis revealed thar the presence of NRP2 on

MRPZ Role in Epithelial to Mesenchymal Transition

ed colon adenocarcinoma, HT20™™ induced less differenti-
ated xenografis displaving an invasive phenotype (Figure 4B
HT 20" xenografts lacked epithelial markers such as cytoker-
atin-20 and E-cadherin compared to HT297 xenografis (Figure 45).
In order to confirm that NRP2 expression is associated with a
mesenchymal phenotype, we have determined NRP2, E-cadherin
and vimentin levels in four renal and pancreatic cell Tmes by
western-hlotring. We ohserved thar NRP2 expression i correlated
with vimentin expression and with a lack of E-cadherin expression
in these cancer cell lines. {Figure 4C)

Of note, NRFP2 rranstection in HT29 also led to the decrease of
EpCAM (epithelial cell adhesion molecule) in HT29 cells (Figure
S3B). We could also observe an inverse correlation between NRP2
and Epcam in several pancrearic cancer cell lines (Figure S3C7,

HT29 was associated with an invasive phenotype. While HT207
xenografts reconatituted the morphology of moderate differentiar-

confirming that NRP2 is quite associated with a mesenchymal
phenotvpe of cancer cells. Several zinc-finger transcriptional
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Figure 4. NRP2 drives EMT in colon cancer cells. 4, HT227", HT20™%2 Calo3207™ M2 and Colo3207™¥4" were analyzed for expression of
epithelial and mesenchymal markers {respectively E<Cadherin and vimentin) by western-blotting (whaole cell lysate). fi-actin was used as a control of
protein loading, The presence of NRP2 decreases E-cadberin expression and induces vimentin in HT29 colorectal cancer cells. Specific dismption of
MRP2 using siRNA down-regulated vimentin in Colo320 cancer cells. Blotted proteins have been quantified with the BIC-1D advanced software and
reported to the [Factin level. B Frozen sections of the isolated tumors from HT28™ and HT29™*? xenografts were subjected to
immunohistochemical staining with anti-cytokeratin-20, anti-Ecadherin antibodies and HES staining (magnification x100). HES (Hematoxiline Easine
Safran) staining was used to assess morphology. HT29"*2 invade smooth muscle (sm=smaoth muscle) as indicated by arrows unlike HT287 which
showed a local invasion, HT 2982 xenografts lacked epithelial markers such as cytokeratin-20 and E-cadherin. C, Pancreatic and renal cancer cell lines
were analyzed for NRPZ, E-cadherin and vimentin expression by western-blotting. fi-actin was used as a control of protein loading. The presence of
MRP2 is positively correlated with mesenchymal marker vimentin and imversely correlated with epithelial marker Ecadherin. D, Transcriptional factors
Snaill and Twist] were analyzed in HT287, HT29%, Colo32 0" M%2 and Colo3 207" whole cell lysates by western-blotting. NRP2 expressing
cells (Colo320™M% ™ and HT28™) have increased levels of Snaill and Twist] compared to NRP2 lacking cells (HT257 and Colo320™™4 W2 o
actin was used as a control of protein loading. Blotted proteins have been quantified with the BIO-1D advanced software and reported to the fi-actin
level, £, Evaluation of NRP2, Snail, Twist1, Glil and TGF1 expression by QRT-PCR analysis in Colo320"™¥4t% and Colo3 20" ™ NE2 Decreased NRP2
expression is indeed associated with a down-regulation of transcriptional regulatars Snail, Gli1 and twistl and with a decreased TGF-i1 production. F,
Confocal microscopy analysis of localization of fi-catenin. Cells (HT25% and HT29™%%) were stained with DAPI (blue) for nuclear staining and also
with anti-fi-catenin antibody {green), Whereas ficatenin (green) is localized at the membrane in HT29% cells, HT29%% cells show a nuclear
localization of this transcriptional activator,

doi10.1371/journal pone 0020444 g00d
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regulatrs of EMT can act as E-Cadherin repressors such as Snail,
which is the master repressor of E-cadherin [31], but also Twist
[32]. Gli family members are zinc-finger transcription factors,
which are involved in embryogenesis and carcinogenesis, Hedge-
hog-Gli signaling axis has been recently proposed as a regulator of
EMT process through interactions with TGF-Bl pathway [33].
Then, the next set of experiments was performed o analyze EMT-
related transcription factors in HT20 and Colo320 cell lines,
according o NRP2 expression. Western-Blot experiments showed
an increase of Twist and Snail in HT29™% in comparison to
HT297 (Figure 4D) Conversely, NRP2 rarpeting using speci-
fic siRNA in Colo320 led to a decreased expression of these
rranscription factors, as shown in western blotiing experiments
{Figure 41)). Of note, the influence of NRP2 on EMT-relared
rranscription factors was confirmed at the RNA level. Indeed,
expression of these transcriptional regulators of EMT was ana-
lvzed by real-time cquantitative PCR in Calo3207%945 anq
Colo320 NI Decreased NRP2 expression was associated
with a down-regulation of Snaill, Twist] and Glil franscription
{Figure 4E). Moreover, since nuclear accumulation of the tran-
seriptional activator f-ratenin is a hallmark of EMT in cancer cells
[34], we decided to evaluate localization of this protein in HT20%
and HT29™ by confocal microscopy. Whereas B-catenin s
localized at the membrane in HT20™ cells, HT29™ cells show
a nuclear localization of this ranscriptional activator, (Figure 45
Farthermore, TGF-1 is a Janus-like cytokine and has been de-
monstrated o play a pivotal role in EMT [35,36). The expression
of TGF-B1 was then monitored in our various colorectal cancer
cell lines. We observed that NRP2 knock-down in Colo320
decreased TGF-B1 production (Figure $4) while NEP2 expression
in HT29 was associated to a constitutive production of TGF-§1.
{Figure 54) Altogether, these resulis identified a divect role for
NEP2 on EMT promotion in colorectal cancer cells.

Regulation of TGF-1 pathway by NRP2

Next, we investigated the influence of NRF2 on TGF-PI1
signaling. In response o ligand binding. tvpe 1 and 11 TGF-B
receptors [TGFRL TGFRIL) form tight complexes leading to
phosphorylation of Smad2 and Smad3. Phosphorvlared Smads
interact with cytoplasmic Smadt and translocate into the nucleus
where Smad complex control transcription of target genes. A
recent study suggested that NRP1 can be a co-receptor for both
active TGFR] and TGFRI-LAP [37]. Moreover, NRP1 associares
with TGFRI and TGFRIT to enhance TGFBI signaling in cancer
cells, augmenting canonical Smad2/3 signaling [38]. A peptide of
the b2 domain of NRP1 (RKFK, similar to a thrombospondin- 1
peptide, also present in NRP2) activates the latent form of TGE-
B1[37). Moreover, in fibroblastic cells, NRP1 upregulates TGFR1
pathway by enhancing smad2/ 3 phosphorvlation and promotes a
myofibroblast phenotype  [39]. Then, considering the potent
promaoter effect of NRP1 on TGFB-1 pathway and on EMT, we
hypothesized that NRP2 might have similar properties.

Hence, we first assessed Smad2/3 activation status according
NRP2 expression in HT29 and Colo320. Using flow cyometry
and western blot e\cper:mf'nts we observed that NRP2 expression
is associated to a constitutive smad2/3 phosphorylation | Figure 54
and Bl While exogenous TGF-f1 was mandatory for smad?2
phosphaoryvlation detection in HT29 using western blotting experi-
ments, we could observe that Smad2 was constitutively phosphor-
ylated in HT29"% cells without any previous exposition to
exogenous TGF-B1 (Figure 58], Moreover, NRP2 expression was
associated with an increase of TGF-Bl on HT29 cvtoplasmic
membrane, while treamment of Colo320 with NRP2siRNA
decreased membrane-bound TGF-B1 (Figure 55). To confirm

@ PLoS ONE | www.plosone.org
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our hypothesis that NRP2 induces a constitutive activation of the
TGFBI pathway, we used a TGF-P1 signaling reporter assay for
the quantification of TGF-Bl-induced smad2/3 signaling in
HT20°, HT29™F, Colo320**¥4=™ and Colo3gpittiA-nne:
colorectal cancer cells, Compared o HT207, HT20M exhi-
bited an enhanced smad2/3 activity, as reported in the Figure 50,
At the opposite, smad responsive luciferase expression & signifi-
cantly decreased in Colo320 cells reated by siBNA targering
NRP2 compared to Colo320 cells wreated by siRNA-contral afier
TGF-B1 stimulation, [Figure 50 NRP2 exerts a co-stimulatory
effect of the TGF-f1 pathway in colorectal cancer cells.

Then, we characwerized TGFRI and TGFRID expression on
HT29 and Colo320. Interestingly, while the kinase containing recep-
tor, TGERL, was expressed both on HT29 and Colo320, TGFRIT,
known to bind TGF-f1, was not present on Colo320 (Figure 51).
Clombined with the inhibitdon of membrane-bound TGF-1 by
NRP2 targeing siRMA Figure 55), these resalis suppored the
hypothesis of a direct binding activity of TGF-f1 by NRP2 leading
to smad2/3 phosphorylation in calorectal cancer cells.

To examine i NRP2 could divectly hind active TGF-f1, we
studied the binding of TGF-Bl o NRP2-Fe by Surface Plasmon
Resonance (SPR). We showed that TGE-f1 can directly hind ro
NRP2-Fe chips as well as VEGF g5 (Figure 5E. BSA was used
as a negative control. Specific Interactions were highlighted by
checking the interactions on Fe-control chips (hevacizumab coared
chips) (data not shown). These results were confirmed in co-immu-
noprecipitation experiments, where TGFRI could be detected in
NRP2-targered immunoprecipitation. {Figure 5F) Therefore, these
results provide evidences of a direct binding activity of NRP2 for
TGF-B1, leading ro cooperation with TGFRI and subsequent
smad2/3 phosphoryladon,

NRP2-induced EMT is TGF-j1 dependent

Since NRPs are non-tyrosine kinase receptor, NRP2 and
TGFRI are thought to cooperate in order to mediate smard
phosphorylation and subsequent induction of EMT. Then, the
next set of experiments was performed to examine if TGF-f1
pathway nenwralization in NRP2 positive cells can reverse NRP2-
mediated EMT. For TGF-B1 pathway neatralization, we used two
pharmacological inhibitors of TGIRL SD-208 and SB-431542.
SI3-208 and SB-431542 are specific inhibitors of TGI-B super-
family tvpe 1 receprors [40,41,42]. Treatment of NRP2 expressing
cells with variable doses of SB-431542 has been performed to
determine the concentrations of this mhibitor r*f*qumed to decrease
nuclear smad phosphorylation in H' I29™% Afier sub-cellular
separaion, levels of nuclear phosphorvlated smad2 and nu-
clear total smad2/3 proteins were evaluated by western blotting.
Whereas only 10 pM of SB-431542 decreases the nuclear level of
phosphorylated Smad2 in Colo320 cancer cells, 50 pM of TGFRI
inhibitor decreased the nuclear level of phosphorylated Smad2 in
HT20" ™ cancer cells, (Figure GA)

Then, we assessed the influence of TGFRI pharmacological
inhibition on vimentin and F-cadherin levels in NRP2 expressing
colorectal cancer cell lines. SB-431542 weatment decreased dose-
dependently vimentin expression in Colo320 and HT20M%*
cancer cells aned even restored E-Cadherin levels in HT20™®
underlving thar TGFRI plays an essential role in the maingnance
of the EMT phenotype conferved by NRP2 (Figure 6B). However,
TGFRI inhibition had no influence on E-Cadherin expression in
Colo320 which constitutively not express this molecule. Moreover,
we could observe a decrease of Snail and Twist transcription factor
levels following exposition of HT29™™ and Colo320 to the
TGFRI pharmacological inhibitor SB-431542 (Figure 6C). Then,
since nuclear localization of beta-catenin s frequently observed in

P2
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Figure 5. NRP2 acts as a TGF-fi1 co-receptor. A, smad2/3 and phospho-smad2/3 expression was assessed in HT2e™ HT20"% Calo320”

ARMA-Ctr
.

Colo320¥"™4 W82 by intra-cellular flow-cytometry. Relative Fluorescence Intensity (RFI) was calculated. 8, Western-blotting experiments were
performed on nuclear extracts of HT287™ and HT28%"* cultured in serum free conditions or with 10 ng/mL of TGF-fi1 for 16 hours, Histone-H1 was
used as a control of protein loading. Blotted proteins have been quantified with the BIO-10 advanced software and reported to the Histone-H1
level. While exogenous TGF-§1 is mandatory for smad2 phosphorylation detection in HT29, Smad2 is constitutively phosphorylated in HT29%%2
cells without any previous exposition to exogenous TGF-B1. C TGF-f1 E;Enal reporter assay kit was used for the guantification of TGF-f1-induced
smad2/3 signaling in HT26™", HT20™ Calo320"™ ™ and Colo3 20" N¥2 ol An up-regulation of approximatively 17 times of the smad
response is observed in HT28M%2 colls compared to HT25° after TGF-A1 stimulation. At the oppaosite, smad dependent response is significantly
decreased in Colo320 cells treated by siRNA targeting NMRP2 compared to Colo320 cells treated by siRNA-control after TGF-fi1 stimulation. Results
are presented as the ratios between the firefly luciferase activity and the renifia luciferase activity LRenfLuc:l for each conditions, This experiment was
realized 3 times, each time in triplicates. D, Expression of TGFRI and TGFRIN in HT207, HT 20" Calo320"™ ™ Cola320™™ ¥ lan cancer
cells. Relative Fluorescence Intensity (RFI) was calculated. Colo320 cells don't express TGFRIL E Surface plasmaon resonance studies were performed
to explore TGF-f1 interactions with NRP,. Fo-MRPZ proteins were covalently grafted on a chemically activated self assembled protein chip.
Injections of TGF-f1, BSA (Control -), VEGF (Control +) were performed at 250 nM in PBS-Tween 0.05%, before biacore analysis. These experdments
were reproduced two times and showed a specfic binding of TGFR1 to Fc-MRP, protein. F, NRP2 interacts with TGFRI in co-immunoprecipitaion

experiments using HT28%%2 cells,
doi:10.1371/journal pone 0020444 g00s

tumor cells undergoing EMT [43], we analvzed localization of this
transeriptional activator HT29"™™ cells, after treatment by
increased doses of SB-431542, by confocal microscopy analysis. A
treatment with 50 pM of SB-431542 during 16 hours mduced the
relocalization of heta-catenin at the membrane of mmor cells,
indicating that TGFRI activity nentralization can reverse EMT in
NRP2 expressing colorectal cancer cells, {Figure G13) Mirotracker
staining was realized in order to assess potential cvtotoxicity of the
5B-431542 reatment. No cyvtotoxicity was abserved at any dose of
SB-131542 used. For fluorescence quantification, ratio of fluo-
rescence intensity was caleulated in each condition. We ohserved a
decrease of the ratio of nuclear fluorescence/cvtoplasm-membrane
fluorescence intensity after treatments with 50 uM of SB-4315342
in HT29™ cells, confirming the relocalization of beta~catenin at
the membrane of the cells. {Fipure 613,

.@ PLoS OME | www.plosane.org
TR

Moreover, we analvzed the effect of TGFRI kinase inhibi-
tion on colony formation in soff agar experiments. For this
purpose, Colo320 expressing NRP2 (Colo3207* A< op rreated
by siRNA targeting NRP2 (Colo3207 BNANEED were cultured in
soft agar with or without SD208, another pharmacological mhi-
bitor of TGFRI and in the presence or not of TGI-f1, The ability
of NEP2 to promaore the formation of Colo320 colonies in soft
agar cultures was not observed in the presence of TGFRI phar-
macological mhibition, in presence or not of TGEF-B1 (Figure S6).
Similar results were obtained with SB-431542 (data not shown).
Maoreover, exposition to 10 ng/ml of TGF-f1 increased the
number of colonies of Colo3 20854 hereas this rrearment
had no impact on Colo320FFNANEE Golls (Figure $6) These
experiments suggest that the EMT program mediated by NRP2
depends on TGF-f1.
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Figure 6. TGF-Ji1 is required for NRP2-mediated EMT. A, Western-blotting experments were performed on nudlear extracts of HT28"%2 and
Colo3 20 for the detection of nuclear smad proteins after treatment with increased doses of TGFRI kinase-inhibitor SB-431542 (10 uM, 50 uM). DM50 is
the control medium. Histone-H1 was used as a control of protein loading. Whereas only 10 pM of 5B-431542 decreases the nuclear level of
phosphaorylated Smad2 in Colo320 cancer cells, doses of 50 uM should be used to decrease the nudear level of phosphondated Smad32 in HT29M%2
cancer cells. Smad proteins have been quantified with the BIO-1D advanced software and reported to the Histone H1 level. 8. Owvemight treatment with
increased doses of TGFRI kinase-inhibitor 58431542 (10 uM, 50 ubd, 100 uM) inhibited dose-dependently vimentin expression in Calo320 and in
HT20M*2 cells, TGF#1 signaling inhibition restored in part E-cadherin in HT20%%? cells. Proteins have been quantified with the BIO-1D advanced
software and reported to the [i-actin level. Data represent results of a representative experiment out of 3. C Western-blotting experiment realized with
Colo320 and HT29"™ whole cell lysates overnight treated with increased doses of TGFRI kinase-inhibitor SB431542 (10 uM, 50 uM, 100 uM). 5B431542
treatment inhibited dose-dependently snail1 and twist] expression in Colo320 and in HT28"2 cdlls. Proteins have been quantified with the BIO-1D
advanced software and reported to the f-actin level D, Confocal microscopy analysis of localization of f-catznin in HT29%% cells after overnight
treatment with increased doses of TGFRI kinase-inhibitor 56431542 (10 uM, 50 uM). Cells (HT29™% were stained with DAPI (blug) for nuclear staining,
with mitotracker {(purple) for cytotoxicity dectection and also with an anti-fi-catenin antibody (green). Mitotrmcker staining (purple) was realized in order
to assess potential cytotoxicity of the SE-431542 treatment, Loss of staining of this marker corre lates with increased cytotoxicity, 16 hours treatment with
50 uM of 56-431542 induces relocalization of beta-catenin at the membrane of the cells, indicating that TGFRI activity neutralization by SB-431542 can
reverse EMT in HT29"? colorectal cancer cells. No cytotoxicity was observed at any dose of 58-431542 used. For fluorescence quantification, ratio of
fluorescence intensity was calculated in each condition. A decreased ratio of nuclear fluorescence/oytoplasm-membrane fluorescence intensity after
treatment with 50 uM of 5B-431542 in HT29™* cells was observed indicating that betacatenin relocalizes at the membrane of the cells.
doi10.1371/journal pone 002 0444 g006

Alrogether, these results suggest thar NRP2 expression leads 1o This process, referred tw as EMT. enhances mortility and
TGF-B1 constimirive signaling activation and sustains a possible invasiveness of many cell tvpes and & often considered as a
role of NRP2 and TGF-B1 in EMT. The oncogenic properties of prerequisite for tumor infiliration and metastasis. The targeting of
NRPZ and its direct involvement in EMT open new perspectives specific molecules mvolved in EMT is of particular interest to
to design specific targeted therapeutics. prevent cancer progression. However, such specific therapies

interfering with the EMT process are still missing. Neuropilins
Discussion were initally described as kinase-deficient neuronal patterning
receptors recognizing class-3 semaphorin ligands. Indeed, neu-

There is increasing evidence that epitheial-mesenchymal rran- ropiling have emerged as repulators of neuronal growth cone
sition (EMT) is mvolved in cancer progression. For most car- collapse and cell motility mediated by semaphoring  during
cinomas, cancer progression is correlated with a loss of epithelial embrvogenesiss [1] leading us to explore the hypothesis of their
differentiation and a shift towards a mesenchymal phenotvpe. involvement in EMT.
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Their ability to function as VEGFR co-receptors resulted in the
identification of their implication in vascular and lymphatc
sprouting controlled by VEGF, The role of NRPs in vascular
development regulation supported their porential involvement in
cancer nec-angiogenesis. Blocking NRP1 in mice exposed tw
cancer cells, resulted m a vascular-specific anti-tumor activity [44].
Bazed on the ability of NEP2 to bind VEGEF-A, C and 1, smdies
were conducted to investigate the role of NRP2 in cancer neo-
vascularizaton, Neutralization of NRP2 in different mmor models
led o mumor lvmphangiogenesis inhibition [5].

In addition to their expression on neovessels, NRFs have heen
detected on several human mmors, The wide expression of NRPs
among different human mmors sugeested a potential role of this

molecular network in cancer progression. Although the role of

NRPl i cancer was largely demonstrated [45], the precise
contribution of NRFP2 n oncogenesis was only recently considered.
A role for NRP2 in cancer cells has been mmal[y suggested in colon
cancer, The first investigations showed that NRP2 i expressed on
human colon cancer cells while undetectable in uninvolved adjacent
mucosa [14]. NRP2 expression was shown 1o promote the malig-
nant phenotype of colon cancers [14], pancreatic cancers [15], and
breast cancers [18]. Particularly, NRP2 knock-down hampered
anchaorage-independent growth in several rumor models [14,15].
Our resulis first confirmed the role of NRP2 in cancer
proliferation i miw and xenograft formation @ wee (Figures 2
and 31 We also extended the understanding of NRP2 oncogenic

functioms. We have shown that NRP2 & a eritical component of

epithelial to mesenchymal rransition. Analysis of NRP2 rransfected
cell Tines and NREP2 expressing xenografis established that NRP2-
expressing tumor cells displayed an immunchistochemical pheno-
type of EMT characterized by the Joss of E-Cadhberin and an
increase of vimentin expression {Figure 4).

EMT is a pivoral component of cancer invasiveness associared
with loss of epithelial differentiation and gain of mesenchyme-like
capabilities. Loss of homophilic cell adhesions and polarity is
widely associated with loss of functional E-cadherin and acquisi-
rion of proteins regularing cyroskeletal functions such as vimentin,
A direct role of vimentin in cancer invasiveness, when co-
expressed with kerating, was suggested in breast carcinoma cell
lines [46]. The expression of vimentin in invasive colorectal
carcinoma was not thoronghly investigated. Brabletz T & af
observed an expression of vimentin in colorectal cancer cell lines
and dedifferentiated human colorectal carcinoma  [47]. The
assoriation between vimentin and EMT in colorectal cancer cell
was confirmed i a recent study [48]. Of note, these authors
demonstrated that TGFB-1-mediated EMT directly drives vimen-
tin production in colon cancer cells [48].

However, in our study, treatment with recombinant TGEF-p1
failed to induce vimentin expression or to decrease E-cadherin
level in HT29 cells (data not shown), In contrast, NRP2 rransgenic
expression induced vimentin and repressed F-Cladherin in HT29.
Maoreover, TGFRI pharmacological inhibition restored E-Cad-
herin expression, suggesting cooperation between TGFRI and
NRF2 signaling for EMT promotion, Co-immunoprecipitation
experiment confirmed that NRP2 interacts with TGFRI in colon
cancer cells. Furthermaore, from these resulis it is postulated that
NRPZ expression might be an early component of EMT pro-
maoting cadherin switch and acquisition of vimentin expression,

From our results it also appears that NRP2 induction is cor-
related w the wanscription of the E-Cadherin repressors snail
and rwistl, suggesting a direct vrole of NRP2 in EMT program
acuisition (Figare 4).

Moreover, a peptide (RKFK) of the b2 domain of NEP1, was
recently shown o be implicated in TGF-fl binding [37].

@ PLoS ONE | www.plosane.org
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Comparison of the amino acid sequences of NRP1 and NRP2
revealed that RKFK pepride &5 a conserved sequence of the
extracellular part of these receptors,

These observations prompred us to investigate the role of NRP2
on TGF-Pl signaling. Our work highlights a cross-ralk between
NRP2 and TGF-B1 signaling to promote cancer progression. We
could observe that NRP2 gene transfer induces a constittive
expression of acrivated Smad2/3 and a nuclear localization of
phospho-Smad2/3 complexes in HT29 (Fgure 5A and 5B).
Moreowver, NRFP2 expression on colon cancer cell lines promaoted
their capaciries to respond o TGF-f1 (Figure 3).

Treamment of Colo320 cell lines with SD208 or SB431542,
two TGFRI kinase inhibitors, abrogated the effect of NRP2 on
proliferation in colony formation in soft agar assays {Fig 86). More-
over, TGFRI-kinase inhibitors treatment decreases dose-depen-
dently NRP2-induced vimentin and restores in part E-Cadherin in
HT 295 cells, suggesting the requirement of TGFRI in NRP2-
incuced EMT (Figure 6],

The precise role of the TGF-fl-activated Smads in EMT is
complex. While activared Smad2/3 complexes promote EMT, the
inhibitory Smad? prevents the transition of cancer cells towards
a mesenchymal phenotvpe [49]. Interestingly, we observed a
recuced level of Smad? in colon cancer cells following NEP2 gene
ransfer (data not shown), This molecular feature might ac-
count for the enhanced colony and xenografi-formaron capacities
associated with NEP2 expression.

A critical function in cancer cell survival was previously areri-
buted 0 NRP2? in colon cancer cells [14]. In this model, NRP2
sustaing VEGFR activity leading o constinutive phosphorvlation
of Akt and VEGF-mediared survival. Our results suggest the
presence of an alternarive signaling pathway governed by NRP2
and triggering the Smad-dependent TGF-f1 signaling to iniriare
the EMT process,

Since FEMT is a critical step mwards invasion and cancer
progression, these results suggest that NRP2 fulfills all the criteria
of a therapeutic target to disrupt mulriple oncogenic functions in
solid tumors.

Supporting Information

Figure 81 VEGF-A production was monitored by ELISA
assay in HT29°", HT20"FFL (Cglo3209"NNRPL o0d
Colo320° "< colls, Low level of VEGF-A was detected
and no significative difference in secretion of VEGF-A was noticed
in all cell lines analyzed. NRP2 expression did nor influence VEGF
production,

(TR

Figure 82 Western blotting experiments showed that
HT29"" and HT29"™? express the same level of
semaphorin 3F, whereas no semaphorin 3F was found

in Colo320 cells. f-actn was used asa conmol of protein loading,
(T

Figure 83 A4, HT29"" and HT29"™"* were cultured and
observed using a light micrescope. Cellswere photographed
at magnificarion *40, HT20™* displayed a fibroblastic-like shape
whereas HT29% exhibited a cuboidal phenatype. B, FACS analysis
reveals that NRP2 expression induces decrease of Epcam protein in
HT29M™ cells, . FACS analysis of NRP2 and Epcam proteins in
pancreatic cancer cell lines. NEP2 and Epcam are inversely cor-
related. (red: isotype, green: anti-NRP2 or anti- Epcam antibodies).
[T1F)

Figure 5S4 Western-blotting experiments shows that
NRP2 positive cells (Colo320% BN 4, g HT29NRMY
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secreted higher level of TGFf1 precursors than NRP2
negative cells (HT29 and Colo3207FNANREY 8o 0rin
was used as a control of protein loading.

VT

Figure 55 The level of membrane associated-TGF-fi1
was assessed by FACS analysis in HT20°™, HT29%RE
Colo320¥MNANEPE 40d Colo320*™NY™, Relarive Fluores-
cence Intensity (RFT) was calenlated. NRP2 expression is
associated with an increase of TGF-B1 on HT29 cytoplasmic
membrane, while treatment of Colo320 with NRP2siRNA
decreased membrane-bound TGF-f1.

(T1I)

Figure S$6 Colo3207 N1 4 Colo3205 RNANRED ive
cultured in soft-agar containing medium for 10 days
with or without TGFRI pharmacological inhibitor
(SD208, 10uMol). DMSO is the diluent of the TGFRI
pharmacological inhibitor SD208 and serves as control medinm,
The ability of NRP2 to promote the formation of Colo320

colonies in soft agar cultures was not observed in the presence of

TGFRI pharmacological inhibition, in presence or not of TGF-f1,

L0ng/ml TGF-f1 treatment increased the number of colonies of
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RESULTATS DE LA PUBLICATION N°1

Dans le cadre d’'une collaboration avec le laboratdiAnatomie-Pathologie du CHU de
Besancon, nous avons tout d’abord caractériséresgion de la NRP2 dans des tissus sains
et tumoraux de diverses origines (pancréas, codem, rein) par immunohistochimie.
L’expression membranaire de la NRP2 par des ligreatsilaires humaines de diverses
origines a également été étudiée in vitro par cgtoe en flux. (Figure 1). Une forte
expression de NRP2 est retrouvée dans les tiseusrdux de cancer colorectal, du sein, du
pancréas, du rein tandis que les tissus sains éesemorigines n’expriment pas la NRP2.
L'expression de la NRP2 étant spécifique des tissumoraux, nous nous sommes
naturellement demandé si cette protéine n’étaielaanéme impliquée dans 'oncogéneése.
L’étude du rdle précis de la NRP2 dans la progoessumorale a été rendu possible par
I'utilisation de lignées transgéniques pour I'exgmien de NRP2. L’expression de la NRP2
dans la lignée Colo320 a été diminuée par un siRNWant spécifiquement la NRP2 tandis
gue I'expression de NRP2 a été induite dans l&8dgAT29 grace a une technique de transfert

de gene.

En culture, nous nous sommes rapidement apercuslegueellules exprimant la NRP2
(HT29'R"2 et Colo326™NAe"™ proliféraient plus rapidement en culture. (Figyerandis que
différentes études suggéraient que la NRP2 paaticipla progression tumorale en raison de
ses intéractions avec la voie de signalisation BGV, la NRP2 augmente la prolifération de
nos cellules de cancer colorectal indépendammentE@F. En effet, la neutralisation du
VEGF par le bevacizumab n’a aucun impact sur ldifpration cellulaire de cellules
exprimant la NRP2 dans notre étude. (Figure 2) &beurs, les sémaphorines, et en
particulier la sémaphorine 3F qui est un ligandcsjie de la NRP2, ne semblent pas non

plus intervenir dans ce processus. Le role de I®NBans divers aspects de I'oncogénese a
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ensuite été étudié, notamment son implication dearfiermation de colonies, dans l'invasion
cellulaire in vitro et la formation de tumeurs iivey. (Figures 2 et 3) Tandis que la NRP2
augmente la prolifération cellulaire, I'invasionlla&ire, la formation de colonies en milieu
semi gélosé agar, elle est a l'origine de tumedus grosses dans des expériences de
xénogreffes murines. (Figures 2 et 3) Ces résultas en partie confirmés par deux études
parues en 2008. [52,53]

En outre, tres rapidement, par simple observationnmacroscope inversé, nous avons
remarqué que I'expression de NRP2 était égaleméatigine de modifications structurales
et phénotypiques importantes des cellules en eultdn effet, 72h aprés transfection par le
vecteur d’expression pcDNA3.1-NRP2+, les celluleB28l prennent une forme allongée,
fibroblastique en culture tandis que les cellulé28 transfectées avec un vecteur contrdle
pcDNA3.1 sont plutét rondes. Ce changement inattedd morphologie des cellules en
culture est caractéristique du processus de TEMamua TEM, les cellules perdent un
nombre important de leurs caractéristiques épdaladipour gagner des propriétés de cellules
mésenchymateuses. Nous avons donc analysé I'expreds marqueurs épithéliaux et
mésenchymateux par western-blot et IHC dans nokilleltumorales en fonction de
'expression de NRP2. L'expression de NRP2 dansédlsiles HT29 inhibe complétement
I'expression des marqueurs épithéliaux comme ladiérine ou la cytokératine-20 et induit
I'expression de marqueurs mésenchymateux telsajuverientine. (Figure 4) La diminution
d’expression de NRP2 par siRNA dans la lignée Clo@iminue I'expression de vimentine
et restaure I'expression d’E-cadhérine. L'exprassie NRP2 semble donc associée a un
phénotype mésenchymateux dans ces cellules deraaiorectal. (Figure 4)

De nombreux facteurs de transcription régulantETsont connus, comme les facteurs de
transcription de la famille de Snail, de Twist, ldevoie Sonic-Hedgehog ou encore déda

caténine. Grace a des expériences de westernAplatti de RT-PCR, nous nous sommes
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apercus que la NRP2 induisait I'expression de $ndivistl ou encore Gli. De plus, par une
technique de microscopie confocale, nous avonsegmalt montré que la NRP2 était a
l'origine d’une translocation de [caténine du cytoplasme vers le noyau dans ceslezl|

(Figure 4) L’ensemble des facteurs de transcriptitm pas été étudié dans notre étude ;
néanmoins, la perte d’expression d’E-cadhérine r@ipp@omme la signature méme du

processus de TEM.

Nous avons par ailleurs étudié les expressiongivetade NRP2, de vimentine et d’'E-

cadhérine dans des lignées cellulaires de canceeidwet du pancréas, en western-blot. La
NRP2 est également corrélée a la perte d’expressigrcadhérine et a I'acquisition de

vimentine dans ces lignées cellulaires, suggériast gue nos observations dans le contexte
du cancer colorectal pourraient étre étendues atrd® types de cancer et donc a un
mécanisme plus général. Dans ce contexte, il setaitessant d’étudier la corrélation entre
les expressions d’E-cadhérine, de vimentine et &P2 dans des tumeurs humaines de

diverses origines, par IHC.

Dans la littérature, le TGH apparait comme une cytokine-clé du processuskEdé. Tette
observation nous a conduits a investiguer le déléa NRP2 dans la voie de signalisation du

TGF1.

Au repos et apres stimulation par du P&Fles cellules tumorales exprimant la NRP2
possédent une plus grande quantité de Smad2/3 wgsgs dans leurs noyaux que les
cellules dépourvues de NRP2. (Figure 5) Pour cmdir cette hypothése d’'une possible
activation de la voie de signalisation du T&Fpar la NRP2, nous avons transfecté ces
cellules tumorales par un vecteur possédant deseéks de réponse Smad2/3 et un gene
rapporteur (luciférase) puis soumis ces cellulaa&stimulation TGFL. L'activité luciférase

est plus forte dans les cellules exprimant la NRB2 rapport aux cellules dépourvues de
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NRP2 aprés stimulation par du T@&F suggérant ainsi une implication de la NRP2 dans

voie de signalisation du TGE. (Figure 5)

La NRP2 n’est cependant pas un récepteur tyrosimes&. En raison d’'une trés courte
portion intra-cytoplasmique, elle ne semble pasabbp de transmettre des signaux
biologiques par elle-méme. De plus, les cellule$o820 n’expriment que le récepteur du
type 1 et pas de récepteur de type 2 du[{IGPr la voie de signalisation du T@Fsemble
active dans ces cellules, puisque des proteinesiZh@hosphorylées ont été retrouvée par
western-blotting. L’hypothese d’une intéractionedie entre la NRP2 et le récepteur de type
1 du TGHB1 pour la transmission du signal a donc été formuRour confirmer cette
hypothése, des inhibiteurs chimiques spécifiquesed€EGFRI ont été utilisés, comme le SB-
431542 ou le SD208. Le traitement de cellules exanit la NRP2 par ces inhibiteurs restaure
en partie le phénotype épithelial, suggérant ajjps le TGFRI est impliqué dans la TEM
médiée par la NRP2. (Figure 6) Des expériences adnmunoprécipitation confirment
egalement I'association entre la NRP2 et le TGERS cellules Colo320 n’expriment pas le
TGFRII, récepteur responsable de la liaison du @IGNous nous sommes alors demandé si
la NRP2 ne pouvait pas jouer ce rble de récepteur [&@ TGPB1. Des expériences de type
Biacore nous ont confirmé que la NRP2 était un eauvtype de récepteur pour le TRaFau
méme titre que pour le VEGF. L'ensemble des résulsmportés par ce travail peut étre

résumé par le schéma suivant :
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Figure 31 : La NRP2 induit une TEM T@Edépendante dans des cellules tumorales de caoleectal, via
son intéraction avec le TGFRI. La NRP2 est un nauvieype de récepteur pour le T@EF Grace a ses
intéractions avec le TGFRI, elle permet I actigatide la voie de signalisation du T@Fet I'expression de

facteurs de transcription impliqués dans la TEMyuissant alors a une TEM dans ces cellules tumsrdé

cancer colorectal.
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INTRODUCTION A LA PUBLICATION N°2

1. Contexte de I'étude : Plateforme “Innovative Imnune Targeting of

Cancer” (ITAC)

La société de biotechnologie Diaclone, dirigéelpadr John Wijdenes, est spécialisée dans
le développement et la production d'anticorps mlmmawix murins et de tests associés. Se
trouvant a proximité de notre laboratoire, cettei&@@ a généré plusieurs anticorps
monoclonaux actuellement évalués en recherchejakniprincipalement dans le domaine des
maladies inflammatoires (clones B-E2 (CD2), B-FD{J, B-B10 (CD25/Leukotac), B-C7
(anti-TNF-), B-E8 (anti-IL-6) and B-B4 (anti-CD138). Des 200®us avons collaboré avec
cette société pour la production d’anticorps momoealx murins thérapeutiques dirigés
contre la NRP2. Cette collaboration a permis notanmtma création d’'une plateforme de
production d’anticorps monoclonaux en 2008, la gitaitne ITAC “Innovative Immune
Targeting of Cancer’pour favoriser le transfert des applications bibtedogiques des

equipes de recherche de notre unité vers la reobefmique.

La NRP2 semble réguler la progression tumoraledganombreux mécanismes, tels que la
prolifération, I'invasion cellulaires mais aussiT&M. A la vue de ces multiples rbles dans la
progression tumorale, la NRP2 apparait donc commeecible extrémement intéressante dans

le cadre du développement de thérapies cibléesyamies en cancérologie.

L'un des premiers projets réalisés au sein de qatteforme biotechnologique a donc
consisté en la production d’anticorps monoclonauxing dirigés contre la NRP2 humaine. 5
fusions au total ont été réalisées depuis 2006 detinsbjectif (numéros des fusions : 612, 20,

21, 22, 24)

146



2. Production d’anticorps monoclonaux murins théragutiques anti-NRP2

Nous avons suivi la technique de production d’amfis monoclonaux décrite par Kéhler et

Milstein.

Immunisation

La premiere étape consiste en une inoculation dhiigéne a un animal de laboratoire,
(souvent un rongeur, les plus courants étant lassda rat ou le lapin), ce qui a pour effet de
produire des plasmocytes libérant des anticorggédircontre cet antigene. Les principales
voies d’injection d'un antigéne chez la souris slast voies intrapéritonéale, sous-cutanée,
intraveineuse et dans les coussinets plantairg$] [3

Les antigenes utilisés sont souvent des protéinedes peptides, mais les carbohydrates, les
acides nucléiques, les petites molécules organifestenes) conjuguées a des protéines
porteuses appropriées, les cellules, les extrateallules ou de tissus peuvent aussi étre
utilisés. Il est possible d'obtenir des anticorpsonnaissant des substances qui ne sont pas
immunogénes (=hapténe), en les conjuguant a deewecou protéines « carrier » de haut
poids moléculaire comme la BSA, le KLH ou le DNP.

La préparation antigénique est rarement administetge. Elle est souvent associée a une
émulsion appelée adjuvant d'immunisation pour davplus immunogéne. Correctement
choisi et préparé, I'adjuvant augmente 'immunogiééde I'antigéne, ralentit sa libération
dans la circulation sanguine et par conséquenggeadation et son élimination, favorise sa
présentation au systeme immunitaire et entretianstimulation. L’adjuvant permet aussi
parfois de réduire la quantité de I'antigéne Wdilise qui peut avoir une grande importance
lorsqu’il s'agit de molécules rares ou particulient précieuses. Plusieurs types d’adjuvant

peuvent étre utilisés comme l'adjuvant completrmeomplet de Freund, les adjuvants a base
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de substances minérales (hydroxydes d’aluminiunospihate d’aluminium, phosphate de
calcium etc), les liposomes, etc. Cependant, Redjtile plus utilisé est I'adjudant de Freund.
Plusieurs protocoles d'immunisation sont possiblessariant les doses, les intervalles des
injections, l'adjuvant utilisé et la durée du &aient. Des anticorps sont retrouvés dans le
sérum des animaux immunisés en moyenne 7 jours &prE”® injection et persistent & une
faible concentration pendant quelques jours. [30&$t bien souvent difficile de détecter des
anticorps aprés cette premiére injection, bien Rueensibilisation soit efficace. Il faut
respecter un certain délai avant de réintroduireantigene chez un animal sensibilisé. Un
minimum de 2 a 3 semaines est recommandé pounaesnisations faites en intra-péritonéal
ou en intra-veineux, tandis qu’un délai de 7 joseslement est observé pour des injections

dans les coussinets plantaires de souris. [301]

Dans ce contexte, nous avons immunisé pour chagienf cinq souris Balb/C femelles avec
des cellules mastocytaires murines P815 transfeeéec la NRP2 humaine (P8T5) une

fois par semaine pendant 4 ou 5 semaines.

Chaque immunisation a consisté en I'administraton « foot-pad » (dans les coussinets
plantaires des souris) de 1X1€ellules P81%F? dans chaque patte postérieure de la souris
(soit 2x1G P818"R"2 par souris). Les cellules servant & 'immunisatibane souris étaient
diluées dans 25uL de PBS 1X et dans 25uL d’adjuRdnit Chaque souris a recu 50uL de
mix cellulaire (25uL par patte postérieure) a cleqrappel durant le protocole

d'immunisation.
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Fusion cellulaire

Les souris immunisées ont été ensuite sacrifiédsesetymphocytes B isolés a partir des
ganglions lymphatiques. Ces lymphocytes ont étéofumgs avec une lignée de myélome
murin X63/AG 8653 (le rapport lymphocytes/cellutks myélome était de 5 :1), en présence
de polyéthylene glycol (PEG). Cette étape de fupieut étre effectuée en utilisant le PEG ou
par électroporation. Le PEG fusionne les membraasmiques des cellules de myélome
et/ou des cellules secrétant des anticorps, calmputit a la formation d’'une cellule unique.
Les cellules issues de cette étape de fusion swmlite lavées une fois et mises en culture
dans un milieu sélectif composé de milieu RPMI 16GHilitionné de 10% de SVF (Sérum de
Veau Feetal) inactivé par la chaleur, de 4 mM ddutagnine, 10Qug/mL de streptomycine,
de 100 Ul/ml de pénicilline, de 13,6 pg/mL d’hypaiane, 0,19ug/mL d’aminoptérine et

3.88 Ul /mL de thymidine. (milieu HAT)

Les cellules de myélome utilisées pour la fusionété sélectionnées auparavant avec de la 8-
azaguanine. En effet, I'addition de 8-azaguaninesda milieu de culture des myeléomes a
permis de sélectionner des cellules ayant une rntatlans le gene codant pour
I’hypoxantine-guanine phosphoribosyl transféras®RH), rendant non fonctionnelle cette
derniere. Les cellules eucaryotes disposent et e@ffeleux voies distinctes pour synthétiser
les nucléotides : la voie de néosynthése a pagtisutres et d’acides aminés et la voie de
secours, a partir de nucléosides. L'HGPRT assuee éiape essentielle de cette voie de
secours. La sélection des cellules fusionnées #e afec les composés chimiques
hypoxanthine, aminoptérine et thymidine (milieu HA[301] L'aminoptérine en bloquant la
voie de néosynthese des nucléotides, oblige ldsle®la utiliser la voie de secours. Les

myeélomes parents n'ayant pas I'enzyme essentidlievaie de secours, seules les cellules
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fusionnées et l'ayant ainsi acquis pourront suevif801] L'hypoxanthine et la thymidine sont

les substrats de cette voie de sauvetage. (Fi@)re 3
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Figure 32 : Sélection des hybridomes par culturendieu sélectif HAT. Inspiré de Harlow et al, 19f8D1].

Sélection par des
agents chimiques

Au bout de quelques semaines de sélection, le mHi&T est remplacé par du milieu HT,
(Hypoxanthine, Thymidine) puis par le milieu habkitu[302] Au bout d’'un laps de temps
variant de 10 jours a un mois, les hybridomes sé¢temiea proliférer en culture et se
développent en colonies. Il faut alors sélectionieer hybridomes produisant les anticorps

d’intérét, les cloner puis les sous-cloner. [302]

« Screening »

Chaque clone est donc testé lors de la phase deening » pour sa capacité a produire des
anticorps spécifiques la plupart du temps en cytoenéle flux, en Western Blot, ou par

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).
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Dans notre étude, dix jours apres la fusion, lesaggeants des cultures dans lesquelles une
croissance d’hybridomes a été observée sont tpsidéisdétecter la production d’anticorps
monoclonaux anti-NRP2. Dans ce but, les surnagesnthaque puits culture d’hybridomes
sont testés par une technique d’immunofluorescemtieecte (IFI) sur les lignées cellulaires
exprimant ou non la NRP2. (HT?9§ HT29'""? pg815, P81%F?. Les surnageants sont
incubés avec ces cellules pendant 20min a 4°Givélgs ensuite par I'ajout d’un anticorps
secondaire chévre anti-souris couplé au FITC (8scein isothiocyanate) (Figure 33). La

fluorescence est ensuite analysée par un cytometiex.

Anticorps de capture

couplé au FITC
 e— . Surnageants
3 d’hybridomes
Cellules F
PB15-NRP2 -

Figure 33 : Technique de screening par immunofkmeace indirecte.

Les hybridomes qui produisent des anticorps redesaat les lignées P81%?2 et HT29'RP?
et qui ne reconnaissent pas les lignées P815 e8¥{Ednt donc sélectionnés puis clonés en
utilisant la méthode de la dilution limite (densit&nsemencement de 1 cellule par puits de

culture).

A Tlissue de ces 5 fusions, de nombreux hybridoroasdidats secrétant des anticorps
reconnaissant spécifiquement la NRP2 humaine ofitiszlés. Ces hybridomes et les
anticorps anti-NRP2 qu’ils secretent sont tous deésignés par le terme « ITAC-B ». Leur
capacité a produire des anticorps anti-NRP2 bifsagtété ensuite évaluée grace a des tests de

bioactivité in vitro puis in vivo.
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Production

Aprés la phase de sélection, la production de déasticorps se fait par purification d'un
milieu biologique contenant l'anticorps en solutioalui-ci étant soit un ascite produit chez
l'animal (c’est-a-dire une injection intrapéritoreéde I'hybridome dans un animal préparé a
l'avance) soit un surnageant de culture cellulay@nt servi a cultiver I'hybridome in vitro.
Selon I'échelle de grandeur désirée, la produaimisuspension cellulaire peut se faire dans
des bioréacteurs. Nous avons choisi dans notree &edfaire une production d’anticorps
grace a la réalisation d’ascite dans des souris/&dla phase de purification proprement dite
de nos anticorps anti-NRP2 a été réalisé par chtagrephie d’affinité. Elle peut également
se faire par d’autres manieres, comme par exengplehfomatographie liquide haute

performance ou encore par précipitation a I'amnmaniu

Les clones d'’hybridome sécrétant un anticorps @eifsgité voulue sont ensuite caractérisés
afin de connaitre la classe des chaines d'immubiglpleur affinité, ou I'épitope reconnu
(epitope mapping). Nous avons choisi de ne retgumr des anticorps de la classe IgG1l. Les
anticorps IgG1 sont en effet souvent a I'originerd bonne bioactivité in vivo. Pour cette
raison, nous avons choisi de retenir entre autresanticorps monoclonal IgG1, l'anticorps

ITAC-B1, en raison de sa bonne spécificité.

Il est également possible de déterminer la séqué@d@N du gene des immunoglobulines de
ce clone, de le sous-cloner et de le modifier. Nmwes dans ce contexte séquenceé les genes
des immunoglobulines du clone ITAC-B1, dans I'okifeensuite de produire des anticorps

chimériques, humanisés ou des fragments d’anscorp
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Figure 34: Les différentes étapes de productiont@arps monoclonaux murins anti-NRP2.

3. Détermination de la bioactivité des anticorps mmoclonaux anti-NRP2

Plusieurs études montrent que la NRP2 est impliqieies la régulation de l'apoptose
cellulaire. En effet, 2 ligands de la NRP2, les aphorines 3B et 3F semblent pouvoir induire
une apoptose des cellules tumorales et endothgle@rimant la NRP2. [119,126] A
linverse la liaison des membres de la famille deiGF sur les NRPs semblent étre a 'origine
d’'un signal induisant plutdt la survie cellulaifdous nous sommes alors demandé si la
neutralisation de I'expression de la NRP2 par migkarps anti-NRP2 ne pouvait pas réguler
les mécanismes de survie/mort des cellules tunwrakprimant la NRP2. Pour cela, la
capacité d'induction d’apoptose des cellules tumesrpar I'anticorps monoclonal ITAC-B1 a
été en premier lieu étudiée dans notre travail. atlslles humaines de cancer colorectal ou

de cancer du pancréas exprimant la NRP2 ont étésnaa présence avec des quantités
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variables d’anticorps anti-NRP2, en culture, pemndam moins 5h. L’externalisation des
phosphatidylsérines a été mise en évidence pararquage membranaire pour une analyse
en cytométrie de flux. L'anticorps ITAC-B1 semble effet capable d’'induire I'apoptose de

cellules tumorales du colon et du pancréas en 5h.

Le clivage de la procaspase-3 constituant le deéviénement commun aux différentes voies
d’apoptose, nous avons également étudié I'expnesi@aaspases clivées aprés traitement par
'anticorps ITAC-B1 ou par un anticorps controler pme technique de western-blotting.
L’anticorps ITAC-B1 semble induire le clivage depia-caspase-3. De plus, le traitement par
le zvad-fmk, une molécule chimique inhibitrice deplupart des caspases diminue I'apoptose
induite par nos anticorps, soulignant donc bien pexticipation des caspases et notamment
de la caspase-3 dans ce mécanisme. Nous avongeedseiché a connaitre le mécanisme
précis d’'induction d’apoptose de nos anticorpsamohent s'ils induisaient une apoptose
intrinseque ou extrinseque. Pour cela, nous avotesmment étudié la capacité de I'anticorps
a dépodlariser la membrane mitochondriale, gracen anarqueur de la dépdlarisation, le
mitotracker. Le traitement de cellules cancéreusgzaimant la NRP2 pendant 5h avec
lanticorps ITAC-B1 dépdlarise la membrane mitoctioale, suggérant que ITAC-Bl
pourrait induire une apoptose dépendante de lachotadrie (voie intrinseque).

La présence de molécules impliquées dans la vdrnegque d’apoptose, notamment les
récepteurs DR4, DR5 et Fas a également été étpdrégytométrie de flux. L'expression de
la NRP2 semble étre a 'origine d’une expressiatuité des récepteurs de mort DR4, DR5 et
Fas a la surface de cellules tumorales de cantenectal et du pancréas. Dés lors, nous nous
sommes alors demandé si la neutralisation de la2Ng#P I'anticorps ITAC-B1 ne pouvait

pas restaurer I'expression de ces récepteurs arface membranaire et donc restaurer la
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sensibilité de ces cellules tumorales a la moruitedpar les cellules immunitaires et les

molécules FasL et Trail. Ce point de notre trakeste encore a étre déterminé avec précision.

De plus, dans notre étude, I'expression de NRPDbkemversement corrélée a I'expression
de p53 dans les cellules de cancer colorectal. tre,0ola neutralisation de la NRP2 par
I'anticorps ITACB1 semble capable de restaurer amig’expression de la p53 et 'apoptose

induite par cet anticorps dans la lignée Colo320.

La capacité de I'anticorps monoclonal ITAC-B1 aaeser I'expression de la protéine p53 et
a induire I'apoptose de lignées de cancer colorectiait I'objet d’'un dépdt de brevet en

2010 :_Grandclement Borg C, Wijdenes & Induction of p53 expression by neutralization

of neuropilin-2 for the treatment of cancersM02010/023382A1, 04/03/2010.
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INDUCTION DE L'EXPRESSION DE P53 PAR NEUTRALISATION DE
LA NEUROPILINE-2 POUR LE TRAITEMENT DES CANCERS

La présente invention est relative au traitementcdncer par surexpression du gene
suppresseur des tumeurs p53 et induction de l'apemtes cellules tumorales par ciblage de
la neuropiline 2.

Le cancer est caractérisé par une prolifératiolulegie incontrélée généralement due a des
mutations au niveau des genes contrdlant positimeliles oncogenes) ou négativement (les
géenes suppresseurs des tumeurs) la prolifératidiulaiee. De par leur prolifération
anarchique, les cellules tumorales envahissentdot le tissu sain, et aprés avoir subi de
nouvelles mutations, peuvent acquérir la faculténitgrer dans la circulation sanguine et de
se propager a distance de la tumeur initiale poumér des métastases. Cependant, la
néovascularisation de la tumeur via le mécanisaregiigénése est essentielle a la croissance
tumorale, puisque toute cellule, et en particules cellules tumorales tres exigeantes en
oxygene et en énergie, ne peuvent survivre a muguelques dizaines de millimétres d'un
vaisseau sanguin.

Les traitements anticancéreux actuels ont donc pibles principales, d'une part les cellules
tumorales elles-mémes, et d'autre part Fangiogéngsmale.

En ce qui concerne les stratégies anti-angiogétiénplication des facteurs de croissance,
notamment 'EGF ou le VEGF (Vascular Endotheliabviah Factor), dans la progression des
cancers et dans Fangiogénése a été mise en évitkdnsieurs molécules ciblant I'action des
VEGFs ont été développées comme médicament antgimgese : le bevacizumab

(Avastin®), anticorps monoclonal humanisé dirigétce le VEGF, a été utilisé des 2004
pour le traitement du cancer colorectal métastatigle sunitinib et le sorafenib, molécules
inhibant la transduction du signal de la voie VE@EGF-Receptor, ont été utilisés dans des
stratégies anti-angiogénese pour le traitementdtirmme rénal métastatique.

Concernant les stratégies ciblant la tumeur etctdhiles tumorales, I'ablation des tissus
tumoraux par voie chirurgicale (lorsque cela essspgme), la radiothérapie des tumeurs
solides, des immunothérapies visant a renforceép@mnse immunitaire contre les cellules
canceéreuses, et les chimiothérapies représenteiaieements thérapeutiques standards. Les
avancées majeures dans la compréhension des nmaeanisoléculaires de la cancérogénése
ont permis le développement de nouvelles chimiatiés, dont I'efficacité dépend cependant
du type de cancer a traiter et de l'organe attBimtoutre, de nombreux cancers posent encore
des problemes de santé publique majeurs et s'dvésestants aux thérapeutiques classiques.
Par exemple, les cancers digestifs (pancréas, rafiolzarcinomes, cancers colorectaux)
deviennent au cours de leur histoire naturelleideapent résistants a la chimiothérapie. La
perte du géne suppresseur des tumeurs codant gquoteine p53 est un des mécanismes
majeurs expliquant la résistance des cellules talesra I'apoptose et aux traitements anti-
néoplasiques conventionnels comme la chimiothérapiela radiothérapie. En effet, la
protéine p53 a pour fonction d'arréter le cycldutaire ou d'induire I'apoptose d'une cellule
en réponse aux
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dommages de I'ADN cellulaire ou a l'activation desogenes. La protéine p53 joue donc un
réle central dans le contréle du cycle cellulairel@ans le maintien de l'intégrité du génome,
en permettant a la cellule dont le cycle cellulagst interrompu de réparer l'anomalie
géneétique, ou bien en entrainant sa destructionapaptose. p53 étant essentielle pour
protéger I'organisme des effets d'une divisionutale aberrante ou incontrdlée, I'absence de
p53, sa sous-expression ou l'expression d'une ipeote53 non-fonctionnelle, a pour
conséqguence la survie des cellules tumorales.

Dans un modeéle d'étude in vitro et dans des modalesns, il a été montré que la
restauration de I'expression de p53 par transtegéhe favorise la régression des cancers et
améliore I'efficacité des traitements cytotoxiguess études in vitro ont également montré
gue dans des cellules exprimant une protéine saugagne protéine p53 mutante ayant un
effet dominant négatif envers la protéine sauvdgegerférence par un si ARN ciblant
spécifiguement FARNm codant pour la protéine p53amie rétablit la fonction de p53
(MARTINEZ et al. P.N.A.S., 99(23): 14849-54, 2008)a par ailleurs été montré qu'il est
possible de "réactiver" des protéines p53 mutardges stabilisant une conformation
fonctionnelle de ces protéines. Les molécules CFB81PRIMA-I et MIRA-I, premieres
molécules développées présentant cette capacttéténtilisées avec succes dans un modele
de xénogreffe humaine pour inhiber la croissaneeotale (pour revue, cf. par exemple
LEVESQUE & EASTMAN, Carcenogenesis., 28(1) :13-ZM07). La restauration de
I'expression d'une protéine p53 fonctionnelle,iang I'induction de la surexpression de cette
protéine, représentent donc des objectifs essentiahs le développement de thérapies
antitumorales.

Les Inventeurs ont maintenant mis en évidencestemce d'une corrélation inverse entre la
neuropiline-2 (NRP-2) et l'expression de la praépb3, et ont montré que de facon

surprenante l'expression de p53 pouvait étre iaduitaugmentée en inhibant I'expression de
la neuropiline-2 par siARN.

La neuropiline-2, glycoprotéine transmembranaienvron 130 kDa, est un récepteur des
sémaphorines, notamment de la sémaphorine 3F,fattirs de croissance de la famille du
VEGF. Elle est exprimée chez 'hnomme par les negphes cellules endothéliales, les
ostéoblastes et par une large variété de néoplaskiles est composée d'un domaine
intracytoplasmique de 40 acides aminés envirom domaine transmembranaire et d'un
domaine extracellulaire. Ce domaine extracellulaomprend un domaine A, constitué de 2
sous-domaines (ala2), un domaine B également te@igle 2 sous-domaines (blb2), et un
domaine C. Il a été montré que le domaine B carsstite site de liaison du VEGF, alors que
la liaison avec la sémaphorine 3 F impliquait afdes le domaine A et le domaine B

(GERETTI et al., J. Biol. Chem., 282, 25698-707020; le domaine C est quant a lui

impliqué dans l'oligomérisation de la NRP-2.

Dans de nombreux cas, les neuropilines sont lds sétepteurs des VEGF exprimés par les
cellules cancéreuses (BIELENBERG et al. Exp. CBks., 312(5) :584-593, 2006), et
plusieurs études ont montré que l'expression, Vaisgrrexpression des neuropilines,

est généralement corrélée a une augmentationateissance tumorale et du caractere invasif
et métastatique des cancers, ainsi qu'a un proraéfthvorable.
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En outre, de nombreuses observations indiquentesieécepteurs jouent un rdle crucial dans
la progression tumorale en activant I'angiogénéss#amment, la liaison du VEGF a la NRP-
2 est responsable d'une activité pro-angiogénioégliée par une coopération entre le court
domaine intracytoplasmique de NRP-2 et celui depteur au VEGF VEGFRI. Il a été
rapporté que NRP-2 a la capacité d'induire la phogpation du récepteur VEGFRI et de la
protéine AKT, favorisant ainsi la progression desaers, et que la suppression de la
neuropiline-2 par siARN s'oppose a l'apparitiomtiitastases dans des xénogreffes et réduit
la taille des tumeurs (GRAY et al. J. Natl. Canost., 100 : 109- 120, 2008). Il a par ailleurs
été montré qu'un anticorps anti-NPR-2 (dénomméNmi2®), dirigé contre le site de liaison
au VEGF du domaine B de NRP-2, pouvait réduireylaphangiogenese tumorale et la
formation de métastases ; cet anticorps agit eibani la migration des cellules endothéliales
lymphatiques, mais n'a aucun effet sur la migrati@mprolifération, ou I'apoptose des cellules
tumorales (CAUNT et al., Cancer Cell, 13, 331-40)&.

Les inventeurs ont généré des anticorps anti-NR&-Ant constaté que certains d'entre eux
produisaient les mémes effets sur I'expressionS@eep I'induction de I'apoptose des cellules
tumorales que l'inhibition de NRP-2 par siARN, eecces effets étaient indépendants du
VEGF. En outre, ils ont constaté in vitro et inwidans un modéle murin que ces anticorps
potentialisaient I'efficacité de traitements amim@reux.

Ces données ouvrent de nouvelles perspectivespthéigues, en particulier concernant la
possibilité de développer des stratégies innovagesensibilisation a la chimiothérapie ou a
la radiothérapie ou a d'autres agents anti-cangéreu

Ainsi, la présente invention a pour objet un ampsoanti-neuropiline-2 humaine, ou un
ligand de la neuropiline-2 humaine dérivé dudii@mps, caractérisé en ce que sa fixation a
des cellules tumorales exprimant la neuropilineuth&ine induit I'apoptose desdites cellules
tumorales.

Avantageusement, des anticorps ou ligands antiepdire 2 humaine conformes a
l'invention possedent, outre leur capacité d'indacde I'apoptose des cellules tumorales
exprimant la neuropiline 2 humaine, les caractiéusts suivantes :

- ils induisent I'expression de p53, et leur cai@gagiinduire I'apoptose est dépendante de cette
expression de p53 (elle est diminuée par un irgubitle p53, la pifithrine) ;

- leurs propriétés de liaison a la neuropiline,leir capacité a induire I'apoptose sont
indépendantes du VEGF (leur fixation a la surfaee cgtllules tumorales exprimant la

neuropiline-2 humaine et leur capacité a induis@pdptose desdites cellules ne sont pas
modifiées par la présence de VEGF).

Des anticorps conformes a l'invention peuvent atra sélectionnés, a partir d'anticorps anti-
neuropiline 2 humaine ou de ligands dérivés de-ogwsur la base de leur

capacité a induire l'apoptose de cellules tumorakgsimant la neuropiline-2 humaine, et/ou
sur la base d'une ou plusieurs des autres casditiéds mentionnées ci-dessus.

Les anticorps conformes a l'invention peuvent é&e anticorps naturels, polyclonaux ou
monoclonaux, des anticorps recombinants, notamnud® anticorps chimériques ou
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humanisés. On entend par « anticorps chimériqua anticorps possédant les domaines
variables de I'anticorps monoclonal dont il estijg®uplés aux domaines constants d'un autre
anticorps, de préférence un anticorps humain.

Le terme « anticorps humanisé » se référe a uoaps initialement produit par un animal
non humain, de préférence la souris, ayant consergpecificité de liaison a la neuropiline 2,
mais dans lequel, afin de réduire son immunogénicitez I'homme, le plus de séquences
murines possible ont été remplacées par les ségsidnonaines correspondantes. En ce qui
concerne les domaines variables, les séquencedamaap sont en général les régions FR
(framework), c'est-a-dire les séquences situées &d boucles hypervariables CDRs.

Des anticorps chimériques ou humanisés conformémvention sont de préférence des
immunoglobulines de classe IgG, et notamment types 1gGl, 2, 3 ou 4.

On entend par « ligand de la neuropiline 2 humdiérvé d'un anticorps anti- neuropiline 2
», tout ligand de la neuropiline 2 comprenant aunsites CDR3 de la chaine lourde et ceux
de la chaine légere dudit anticorps, et de prééé&renmprenant également les CDR2 et/ou les
CDRI de la chaine lourde et de la chaine légérdt dmticorps. Des ligands de la neuropiline
2 conformes a l'invention peuvent étre en partculi

- tout fragment d'un anticorps anti-neuropilineedforme a l'invention comprenant au moins
les CDR3, et de préférence comprenant en outréd?2 et/ou les CDRI des chaines lourde
et légére dudit anticorps ; - toute protéine redoanfite, y compris une molécule
d'immunoglobuline recombinante, comprenant un fragmd'anticorps anti-neuropiline-2
conforme a l'invention tel que défini ci-dessus.

Des fragments d'anticorps anti-neuropiline 2 cans a l'invention sont notamment des
fragments Fv, dsFv, Fab, Fab'2 ou scFv. Les fratgnEm sont constitués des domaines
variables des chaines lourde et Iégére VH et Vh dhticorps, associés l'un a l'autre par des
interactions hydrophobes. Le fragment dsFv esttitadsd'un dimere VH :: VL relié par un
pont disulfure. Les fragments scFv sont constitlegss portions variables des chaines lourdes
et légeres d'un anticorps, reliées entre elles [patermédiaire d'un Heur flexible
(CLACKSON et al, Nature, 352: 624-628, 1991), fomnainsi une protéine simple-chaine.
Les fragments Fab résultent de I'action de la pa&psiir une molécule d'immunoglobuline, et
contiennent chacun une chaine légére et la premieigé d'une chaine lourde reliées entre
elles par un pont disulfure. Le fragment F(ab")@tpgre obtenu par traitement d'un anticorps
par la pepsine : ce fragment comprend deux fragen€ab et une partie de la région
charniére. Les fragments Fab' peuvent étre obte@mastir des fragments F(ab')2 par coupure
du pont disulfure dans la région charniére.

Ces fragments se liant a l'antigéne peuvent égaleétiee combinés afin d'obtenir des dérivés
plurivalents, tels que les « diabodies » ou « trids », résultant de I'association de 2 ou 3 de
ces fragments se liant a I'antigéne.

Des protéines recombinantes comprenant un fragnaaniticorps anti- neuropiline-2
conforme a l'invention peuvent étre notamment :

- des protéines associant au moins un fragmentiabaps anti-neuropiline-2 conforme a
I'invention avec au moins un fragment d'un autrgcarps ; on citera a titre d'exemples, des
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immunoglobulines bi-spécifiques, des conjugués ttagment Fv ou Fab d'un anticorps anti-
neuropiline-2 avec un fragment Fv ou Fab d'un ante de spécificité différente, des «
diabodies bi-spécifiques » résultant de l'assamiati'un fragment scFv d'un anticorps anti-
neuropiline-2 avec un fragment Fv ou Fab d'un anpiE de spécificité différente ;

- des protéines associant au moins un fragmenticbaps anti-neuropiline-2 conforme a
l'invention avec une molécule permettant de pradorga demi-vie plasmatique lors de son
administration in vivo, notamment avec un polypagpthydrosoluble de masse moléculaire
suffisante pour que la masse moléculaire du polygeple fusion ainsi obtenu soit supérieure
au seuil de filtration rénale.

Des anticorps chimériques ou recombinants, desnieats scFv et leurs dérivés, etc. peuvent
étre obtenus par les techniques classiques du géni&tique, telles que celles décrites par
SAMBROOK et al. (MOLECULAR CLONING, A LABORATORY MAIUAL, 2nd Ed.,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Springddg N. Y., 1989).

Des polynucléotides codant les régions variabl@s ahticorps anti- neuropiline 2 conforme a
l'invention peuvent étre obtenus par clonage desdigions a partir d'une banque d'ADNc
d'un hybridome produisant ledit anticorps. lls pentvégalement étre préparés totalement ou
partiellement par synthese d'acides nucléiquesgstir ples séquences nucléotidiques desdites
régions variables.

Diverses méthodes pour obtenir des anticorps hwg@arsont également bien connues en
elles-mémes (pour revue cf. par exemple ALMAGRO &ARNSSON, Frontiers in
Bioscience, 13, 1619-1633, 2008).

On peut citer les méthodes basées sur la greffelRRs qui consiste a transférer les CDRs
d'un anticorps non-humain dans les régions de eh&p(FR pour « framework régions »)

d'un anticorps d'origine humaine (cf. par exempgBHRLEDGE et al., "Reshaping antibodies
for therapy", in Protein Engineering of Antibody Moules for Prophylatic and Therapeutic
Applications in Man, 13-44, Académie Titles, Nogiiram, England, 1993, ou ROGUSKA et
ai, Protein Engineering, 9(10): 895-904, 1996). gieffe de CDRs est généralement
complétée par l'optimisation des régions de chaepequi consiste a modifier quelques
résidus des régions de charpente afin d'augmela#nité de liaison a l'antigene de

I'anticorps humanisé. L'utilisation de librairiesngbinatoires permet de simplifier cette étape
d'optimisation (ROSOK. et al. J. Biol. Chem. 272261 1-22618, 1996; BACA et al. J. Biol.

Chem. 272: 10678-10684, 1997). Une autre stratdtiemanisation d'anticorps consiste a
conserver uniqguement les CDR3 des chaines loutdégéres de I'anticorps

d'origine, et a sélectionner le reste de la séqueénpartir de banques naives de genes V
humains (RADER ét al., Proc. Natl. Acad. ScL U.A: 8910-8915, 1998).

Deux exemples d'anticorps monoclonaux anti-neurap humaine conformes a l'invention,
sont les anticorps ITAC-BI et ITAC-B2 décrits cirap. Ces anticorps monoclonaux ont été
sélectionnés par les Inventeurs, sur la base dechpacité a induire I'apoptose de cellules
tumorales exprimant NRP-2.

Les séquences de la chaine lourde et de la chédeeel d'ITAC-BI et d'ITAC-B2, ont été
déterminées. Ces seéquences, ainsi que les séqu@utgseptidiques déduites, sont
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représentées dans le Tableau 1 ci-aprés (pourlaetégere et la chaine lourde d'ITAC-BI)
et dans le Tableau 2 ci-apres (pour la chaine éégérda chaine lourde d'ITAC-B2). Les
séquences nucléotidiques sont également représetids la liste de séquences en annexe
respectivement sous les numéros SEQ ID NO: 1,8,7h et les séquences polypeptidiques
sont également représentées respectivement somsnesos SEQ ID NO:2, 4, 6 et 8.

L'hybridome CNCM 1-4054, produisant l'anticorps I/l a d'autre part été déposé, selon
le Traité de Budapest, le 30 juillet 2008 aupreslad€ollection Nationale de Culture de
Microorganismes (Institut Pasteur, 25 rue du Dactaux, 75724 Paris Cedex 15,France,
sous le numéro CNCM 1-4054.

TABLEAU 1
ITAC-B1
Chaine lourde (Région V-D-J)
Séquence gaagt t aagct gcaggagt caggggcagagct t gt gaagccaggggcct cagt
nucléotidique caagttgtcctgcacagtttctggcttcaacattaaagacacct at at acact
gggt gat acagaggcct gaacagggcct ggagt ggct t ggaaggat t gat cct
gcgaat ggt aat act aaat at gacccgaagtt ccagggcaaggccact at aac
agcagacacat cct ccaacacagcct acct gcagct cagcagcct gacctctg
aggacact gccgt ct att act gt gct agat gggcggt t gt aggt gact act gg
ggccaaggcaccact ct cacagtctcctcag (SEQ I D NO 3)
Séquence EVKLQESGAEL VKPGASVKLSCTVSGFNI KDTY! HW/1 QRPEQGLEW.GRI DP
peptidique ANGNTKYDPKFQGKATI TADTSSNTAYLQLSSLTSEDTAVYYCARWAVWGEDYW

GQGITLTVSS (SEQ I D NO 4)
Chaine légére (Région V-J)

Séquence gat at t gt gat cacccact ct acaaatt cct gcat gt at cagcaggagacagg

nucléotidique gttaccat aacct gcaaggccagt cagagt gt gagt gat gat gt ggctt ggt a
ccaacagaagccagggcagt ct cct aaact gct gat at act ct gcat ccaat c

gct acact ggagt ccct gat cgctt cact ggcagt ggat at gggacggatttc
actttcaccat cagcact gt gcagcct gaagacctggcagtttatttctgtca
gcaggatt at agct ct cccacgttcggtt ct gggaccaagct ggagct gaaac
(SEQ I D NO 5)
séquence peptidique | YCDHPLYKFLHVSAGDRVTI TCKASQSVSDDVAW QQKPGQSPKLLI YSASNR
YTGVPDRFTGSGYGTDFTFTI STVQPEDLAVYFCQQDYSSPTFGSGTKLELK
(SEQ ID NO 6)
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TABLEAU 2

ITAC-B2

Chaine lourde (Région V-D-J)

Séquence
nucléotidique

gaggt gcagct ggaggagt cagggggaggct t agt gaagcct ggagggt ccct
gaaact ct cct gt gcagcct ctggattcactttcagt gactattacatgtatt
gggt t cgccagact ccggaaaagaggct ggagt gggt cgcaaccat t agt gat
ggt ggt agt t acacct act at ccagacagt at t aagggccgatt caccat ctc
cagggacaat gccaggaacaacct gt acct t caaat gagcagt ct gaagt ct g
aggacacagccat gt at t act gt gcaagaggt gggccct at aggt cctggt tt
gctttct ggggccaagggact ct ggt cact gt ct ct gcag

(SEQ I D NO 7)

Séquence peptidique

EVQLEESGGGEL VKPGGSL KL SCAASGFTFSDYYMYW/RQTPEKRLEW/ATI SD
GGSYTYYPDSI KGRFTI SRDNARNNL YL QVISSLKSEDTAMYYCARGGPYRSWF
AFVGQGTLVTVSA (SEQ I D NO 8)

Chaine légére (Région V-J)

Séquence
nucléotidique

gat at t gt gat cacccagact ccact ct ccct gcct gt cagt ct t ggagat ca
agcctccat ctctt gcagat ct agt cagagcat t gt gt at agt aat ggaaaca
cct attt agaat ggt acct gcagaaaccaggccagt ct ccaaagct cctgatc
tacaaagtttccaaccgattttctggggt cccagacaggtt cagt ggcagt gg
at cagggacagat t t cacact caagat cagcagagt ggaggct gaggat ct gg
gagtttattactgctttcaaggttcacatgttcctccgacgttcggt ggaggce
accaagct ggaaat caaac (SEQ I D NO 9)

Séquence peptidique

DI VI TQTPLSLPVSLGDQASI SCRSSQSI VYSNGNTYLEWYL QKPGQSPKLLI
YKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKI SRVEAEDL GVYYCFQGSHVPPTFGGG
TKLEI K (SEQ I D NO 10)

Les séquences codant les CDRs d' ITAC-BI et ITACeéB2? également été déterminées, a
partir des séquences des chaines lourdes et deeshégéres ci-dessus, a l'aide du logiciel
IMGT/V-QUEST (GIUDICELLI et al., Nucleic Acids Reaech 32, W435-W440, 2004). Les
séquences polypeptidiques déduites sont représemiéapres dans le Tableau 3 pour
l'anticorps ITAC-BI, et le tableau 4 pour l'antipsr ITAC-B2. Elles sont également

représentées dans la liste de séquences en amexies numéros SEQ ID NO: 9 a 20.

TABLEAU 3
ITAC-B1 | Séquence
Chaine lourde
VH-CDR1 GENIKDTY (SEQ ID NO:11)
VH-CDR2 IDPANGNT (SEQ ID NO:12)
VH-CDR3 ARWAVVGDY (SEQ ID NO:13)
Chaine légére
VL-CDR1 QSVSDD (SEQ ID NO:14)
VL-CDR2 SAS (SEQ ID NO:15)
VL-CDR3 QQDYSSPT (SEQ ID NO:16)
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TABLEAU 4

ITAC-B2 | Séquence
Chaine lourde
VH-CDRL GFTFSDYY (SEQ ID NO:17)
VH-CDR2 ISDGGSYT (SEQ ID NO:18)
VH-CDR3 ARGGPYRSWFAF (SEQ ID NO:19)
Chaine légére
VL-CDR1 QSIVYSNGNTY (SEQ ID NO:20)
VL-CDR2 KVS (SEQ ID NO:21)
VL-CDR3

FQGSHVPPT (SEQ ID NO:22)

Les anticorps comprenant les domaines variabl&A@1BI (c'est-a-dire comprenant une
chaine lourde dont le domaine variable est définilp séquence SEQ ID NO: 2 et une chaine
légere dont le domaine variable est défini paréauence SEQ ID NO: 4) ou les domaines
variables d'ITAC-B2 (c'est-a-dire comprenant unaiicé lourde dont le domaine variable est
défini par la séquence SEQ ID NO: 6 et une chaigerk dont le domaine variable est défini
par la séquence SEQ ID NO: 8), ainsi que les amscou ligands dérivés d'anticorps, tels que
définis ci-dessus, comprenant au moins les CDRBAIC-BI ou d'ITAC-B2 constituent des
modes de réalisation préférés de l'objet de laeptésinvention. La présente invention a
€galement pour objet tout polynucléotide codantr pwuanticorps conforme a l'invention ou
pour un ligand de la neuropiline 2 humaine dérivélid anticorps, ainsi qu'un vecteur
recombinant, notamment un vecteur d'expressioneocant ledit nucléotide. La présente
invention a également pour objet des cellules peaoht des anticorps ou des dérivés
d'anticorps conformes a l'invention. Il peut s'agatamment d'hybridomes, par exemple
I'hybridome CNCM 1-4054, et de cellules-h6tes tfamsées par un vecteur d'expression
conforme a l'invention. Ladite cellule-h6te peuteétine cellule procaryote ou eucaryote.
Parmi les cellules eucaryotes utilisables, on aitem particulier des cellules végétales, des
cellules de levure, telles que Saccharomyces, eledes d'insecte, telles que les cellules de
Drosophila, ou de Spodoptera et des cellules de migmes telles que les cellules Hela,
CHO, 3T3, C 127, BHK, COS, etc..

La construction de vecteurs d'expression conforendgvention, et la transformation des
cellules-hbtes peut étre effectuée par les teclsiglassiques de biologie moléculaire.

La présente invention a également pour objet uncapt anti-neuropiline-2 humaine
conforme a l'invention, ou un ligand de la neuriopHi2 humaine dérivé dudit anticorps pour
['utilisation comme médicament, notamment commeicaédent anti-tumoral.

Selon un mode de réalisation préféré de la présemeation, ledit médicament est destiné a
induire I'apoptose de cellules tumorales exprintneuropiline 2, notamment en augmentant
I'expression de p53 dans lesdites cellules tumeralevention est applicable a tous les types
de tumeurs exprimant la neuropiline-
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2, et notamment aux cancers colorectaux, aux cardersein, au cancer du rein, et aux
meélanomes. L'expression de la neuropiline-2 daestuimeur peut aisément étre détectée, par
exemple a l'aide d'anticorps anti-neuropiline-2 hina.

Pour la mise en ceuvre de la présente inventiantjcdaps ou le ligand de la neuropiline-2
humaine conforme a l'invention peut étre adminig&evoie intraveineuse, intra- artérielle ou
intra-péritonéale.

De maniére avantageuse, il peut étre administréoembinaison avec un autre agent anti-
tumoral.

Des agents antitumoraux utilisables en combinaesaet un anticorps ou un ligand de la

neuropiline-2 humaine conforme a l'invention samparticulier les agents de chimiothérapie

(de type alkylants, analogues nucléotidiques oibitdurs de topoisomérases), des radiations
ionisantes ou des biothérapies (notamment des wolekcde thérapeutiques ciblées

neutralisant par exemple le VEGF,ou le réceptdlg@F, des inhibiteurs de tyrosine kinases
ou des inhibiteurs de la voie mTor).

La présente invention sera mieux comprise a l'@idecomplément de description qui va
suivre, qui se référe a des exemples non-limitdlifstrant I'effet de l'inhibition de NRP-2 par
siRNA sur l'expression de p53, et l'apoptose ddhilee tumorales, et la préparation
d'anticorps anti-NRP-2 reproduisant ces effets.

EXEMPLE 1 : GENERATION DE LIGNEES CELLULAIRES PRESE NTANT LA
NEUROPILINE-2 HUMAINE A LEUR SURFACE MEMBRANAIRE

Deux lignées cellulaires ont été transfectéesdiéirnprimer NRP-2 a leur surface. Une lignée
murine, le mastocytome P815 (Diaclone), tumeur expntale largement utilisée comme
modéle en immunologie tumorale, et qui n'exprime paturellement la NRP-2 humaine,
ainsi qu'une lignée tumorale humaine, élaboréertir ple cellules cancéreuses colorectales
HT29 n'exprimant pas naturellement la NRP-2 a stasel membranaire, ont été transfectées
par un vecteur d'expression de la NRP-2 humaineeceeur d'expression utilisé, basé sur un
plasmide pcDNA3.1 (Invitrogen) a été décrit par &ggol M et al, (Genomics. 2000 Dec
[;70(2):211-22). La lignée murine p815 transfeci@eété utilisée pour la production
d'anticorps monoclonaux murins dirigés contre kcgprotéine NRP-2 humaine, la lignée
humaine transfectée a ensuite été utilisée lorgéieences fonctionnelles évaluant l'intérét
des anticorps anti-NRP-2.

La transfection des lignées a été réalisée a ldidge kit Effecten® (Qiagen). Les cellules
mastocytaires P815 et tumorales HT29 ont été @dtivdans 20mL de milieu DMEM jusqu'a
une concentration de 200000 cellules/mL. Les csdluwbnt alors été lavées une fois avec
20mL de PBS et mises & une concentration de>allules/mL dans 4mL de milieu DMEM
en flasque. Les cellules ont alors été transfect@es g de vecteur (vecteur plasmidique a 1
ug/uL dans du tampon TBE). Les cellules P815 et HT2@idfectées ont été laissées en
petites flasques et mises a l'incubateur a 37°G &% de CQ dans une atmospheére
humidifiée, pendant 48h. A J3, les milieux de adtuont été changés par un nouveau milieu
comprenant 0,8 mg/mL de geneticine (G418, InvitpgErance), pour la sélection des
cellules transfectées.
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Les cellules efficacement transfectées et exprifi@&®-2 a leur surface sont nommées P815-
NRP-2 et HT29-NRP-2. L'efficacité de la transfeatiest évaluée a J7 par marquage
membranaire avec un anticorps IgG murin anti-NRRuPnaine (Clone C9, Santa Cruz
Biotechnology) puis lecture en cytométrie en flug.résultat de I'étude en cytométrie de flux
est représenté a la Figure 1.

Les panneaux A et C (P815 et HT29ctr) de la Fidgureprésentent les résultats obtenus par
cytométrie en flux avec les cellules contréles algue les panneaux B et D (P815- NRP-2 et
HT29-NRP-2) représentent les résultats obtenus desccellules exprimant NRP-2 a leur

surface membranaire. Les courbes de distributiotrats noirs représentent les résultats du
marquage avec un anticorps contrdle, les courbestiébution en traits gris représentent les
résultats du marquage avec l'anticorps IgG murinNiRP-2 humaine.

Pour chacun des panneaux de la Figure 1, le nodi&vénements (nombre de cellules) est
indiqué en ordonnée, l'intensité de fluorescenoerdspondant au marquage des cellules par
I'anticorps 1gG murin anti-NRP-2 humaine) est repréée en abscisse. Les panneaux A et C
(P815 et HT29ctrl) de la Figure 1 montrent que péss de distribution représentant la
population cellulaire P815 et HT29ctrl (ttmoins roansfectées) en contact avec I'anticorps
anti-NRP-2 humaine (trait gris) ou avec un antisoiglG contréle (trait noir) se superposent :
ceci signifie que les cellules P815 et HT29ctrimdéns non transfectées) ne sont pas
davantage marquées par l'anticorps anti-NRP-2 margie par un anticorps IgG contréle et
gu'elles n'expriment donc pas NRP-2. En revanchesqlie les cellules P815 et HT29
transfectées par un vecteur d'expression de la ARMnaine (panneaux B et D, P815-NRP-2
et HT29-NRP-2 respectivement) sont mises en présgadanticorps anti-NRP-2 humaine, il
y a un net déplacement du pic de distribution deojaulation cellulaire vers la droite (pic trait
gris) par rapport au marquage avec l'anticorps ¢@Btrole (pic trait noir). Ces résultats
attestent que les cellules transfectées exprimentNRP-2 a leur surface membranaire.

EXEMPLE 2 : PRODUCTION ET CARACTERISATION D'ANTICOR PS
MONOCLONAUX ANTI-NRP-2 HUMAINE

Un protocole d'immunisation dérivé de celui dé@ar MATTHEW et SANDROCK (J.
Immunol. Methods, 100: 73-82, 1987) a été utiliB&ns chaque expérience, cing souris
Balb/C femelles (Charles River Laboratories) oné émmunisées avec des cellules
transfectées P815-NRP-2 une fois par semaine pebdammaines.

Chaque immunisation consiste en l'administratiorxeiot-pad » de 1xfocellules P815-
NRP-2 dans chaque patte postérieure de la sowiisXsl® P815-NRP-2 par souris). Les
cellules servant a l'immunisation d'une souris é@gtdiluées dans gh de PBS IX et dans
25uL d'adjuvant Ribi (Immunochem Research, USA)ulb@e mélange cellulaire ont alors
été injectés a chaque souris (b par patte postérieure) a plusieurs reprises dulen
protocole d'immunisation. Cing jours apres la daminjection, les ganglions des souris ont
été prélevés et les lymphocytes ont été fusionmés ane lignée de myélome. La fusion a été
effectuée de la facon suivante : les lymphocytétepés ont été fusionnés avec des cellules
de myélome murin X63/AG 8653 (le rapport lymphosytellules de myélome est de 5 :1),
en présence de polyéthylene glycol (KEARNEY etlalpf Immunol., 123: 1548, 1978). Le
myélome murin P3X63/AG8.653 provient de I'ATCC (@RL-1580).
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La suspension de cellules fusionnées a été lavédais, et cultivée sur un milieu sélectif
composé de 500 mL de milieu RPMI 1640 (Sigma, Fegnadditionné de 10% de SVF
inactivé par la chaleur (Abcys, France), de 4 mM._dgutamine (Sigma, France), 1Q@/mL

de streptomycine, de 100 Ul/ml de pénicilline (SéegmFrance), de 13,6ug/mL
d'hypoxanthine, 0,19g/mL d'aminoptérine et 3.88 Ul /mL de thymidine l(gmn 50X,
Sigma, France). Ce milieu ne permet ni la survie dellules myélomateuses n'ayant pas
fusionné, puisque celles-ci sont incapables dehsyiser I'inositol monophosphate, ni la
survie des lymphocytes qui n'ont pas la capacitéedenultiplier indéfiniment in vitro. En
revanche les

hybridomes survivent car ils présentent d'une lgadapacité de métaboliser I'hypoxanthine
exogene (propriété des lymphocytes), et d'autré pat la capacité de se multiplier
indéfiniment (« immortalité ») des cellules X63//A88653.

Dix jours aprés la fusion, les surnageants desumadt dans lesquelles une croissance
d'hybridomes a été observée ont été testés powrctdetla production d'anticorps

monoclonaux anti-NRP-2. Dans ce but, les surnagea® chaque puits de culture

d'hybridomes ont été testés par cytométrie endiuxes lignées cellulaires exprimant ou non
la neuropiline 2.

Les hybridomes produisant des anticorps reconmndisadignée P815-NRP-2 ont été clones
en utilisant la méthode de la dilution limite (dié@sl'ensemencement de 1 cellule par puits de
culture).

Plusieurs candidats reconnaissant spécifiguemef-RIBnt été générés et sélectionnés pour
leur capacité a induire une apoptose des cellule®nales exprimant la neuropiline 2, dont
les clones ITAC-BI et ITAC-B2. Le clone ITAC-BI aé&déposé selon le Traité de Budapest,
auprés de la CNCM (Collection Nationale des Micgamisme, Institut Pasteur, 25 rue du
Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, France) leuB@tj 2008 sous le numéro de dépot
CNCM 1-4054. Afin de caractériser les anticorps owdonaux ITAC-BI et ITAC-B2, un
marquage membranaire a été réalisé par cytométritue en mettant en présence 200000
cellules HT29, HT29-NRP-2, P815 ou P815-NRP-2 &egmL d'ITAC-Bl ou d'ITAC-B2,

15 minutes, a 4°C. Un anticorps secondaire de ehamti-souris couplé a du FITC a été
incubé ensuite 15 minutes dans le noir, a 4°C, taleture par cytométrie en flux. Les
résultats de I'analyse par cytométrie de flux alguour ITAC-BI sont représentés a la figure
2.

Pour chacun des panneaux de la Figure 2, le nodi&vénements (nombre de cellules) est
indigué en ordonnée, l'intensité de fluorescenoerdspondant au marquage des cellules par
I'anticorps ITAC-BI) est représentée en abscises. panneaux A et C (P815 + ITAC-BI et
HT29ctr + ITAC-BI) de la Figure 2 représentent tésultats obtenus par cytométrie en flux
avec les cellules contréle alors que les panneaek B (P815-NRP-2 + ITAC-BI et HT29-
NRP-2 + ITAC-B 1) représentent les résultats olesvec des cellules exprimant NRP-2 a
leur surface membranaire. Les courbes de distabugn traits noirs représentent les résultats
du marquage avec un anticorps contrdle, les cowtbealistribution en traits gris représentent
les résultats du marquage avec les anticorps ITA@®B constate, pour les lignées cellulaires
exprimant NRP-2, un net déplacement vers la duitepic de distribution des populations
cellulaire lors du marquage par ITAC-BI (trait grisn comparaison du marquage avec
l'anticorps IgG contr6le (trait noir). Pour lesrlé@es cellulaires n'exprimant pas NRP-2 ce
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déplacement du pic de distribution est tres faiflles résultats montrent que les anticorps
ITAC- B 1 reconnaissent spécifiguement la neurop#2 présente a la surface membranaire.
Des résultats similaires ont été obtenus pouridamts ITAC-B2. Les séquences génomiques
de la région variable des chaines lourdes desduyimes produisant les anticorps ITAC-BI et
ITAC-B2 ont été analysées par séquencage respewiveavec les amorces :

- 5-GARGTTAAGCTGSAGGAGTCAGG- 3' (amorce sens dégée) (SEQ ID NO : 21)

- 5-ATAGACAGATGGGGGTGTCGTTTTGGC- 3' (amorce anérs) (SEQ ID NO : 22) ;
et

- 5-GAGGTGCAGCTGGAGGAGTCAGG- 3' (amorce sens) (SHQ NO : 23) - 5'-
ATAGACAGATGGGGGTGTCGTTTTGGC- 3' (amorce anti-sefSEQ ID NO : 24).

Les séquences génomiques de la région variablecda®es lourdes des hybridomes
produisant les anticorps ITAC-Bl et ITAC-B2 ont étgnalysées par séquencage
respectivement avec les amorces :

- 5-GATATTGTGATSACMCARDCTACA- 3' (amorce sens dégeée) (SEQ ID NO : 25) -
5-GGATACAGTTGGTGCAGCATTA- 3' (amorce anti-sensHSQ ID NO : 26); et

- 5-GATATTGTGMTSACCCAGACTCCA- 3' (amorce sens dageg) (SEQ ID NO : 27)

- 5-GGATACAGTTGGTGCAGCATTA- 3' (amorce anti-ser(SEQ ID NO : 28).

Les séquences d'acides aminés des boucles hypdtearCDRI, CDR2 et CDR3 des régions
variables des anticorps ITAC-BI et ITAC-B2 ont é&terminées a l'aide du logiciel IMGT/V-
QUEST version 3.0.0 sur la base de données dimghoimalines de « the international

ImMunoGeneTics information System® » (IMGT/GENE-DB)

EXEMPLE 3 : ROLE DE LA NEUROPILINE-2 DANS LA PROLIF ERATION
CELLULAIRE

Production d'un vecteur exprimant des siARN doutnii@ ciblant le géne de la NRP-2
humaine

Un oligonucléotide sens 5-AAA GGC TGG AAG TCA GANA AT-3'

(SEQ ID NO : 29), et un oligonucléotide anti-seBSAAA AAT TAG TGC TGA CTT CCA
GC-3' (SEQ ID NO : 30) correspondant a une paridadséquence génique de la NRP-2
humaine ont été hybrides, et le duplex résultagtéainséré dans un vecteur d'expression
double promoteur (pFiv HI/U6puro SIARN Expressiorector, System Biosciences)
préalablement digéré par I'enzyme Bbsl.

Apres avoir vérifié que l'insert avait bien la kaikttendue (21 paires de bases), [Q@e

bactéries compétentes E. Coli HBIOI (Gibco) ont &tnsformées parug du vecteur
contenant cet insert. Une colonie a été ampliféd@sd200mL de milieu LB avec ampicilline
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en utilisant un Hi-speed midi prep kit (Qiagen)ispune maxiprep (Qiagen) a été réalisée et a
conduit a la purification du plasmide pFiv HI/U6puBiARN-NRP-2.

Puisque le plasmide pFiv HI/U6puro SIARN -NRP-2 ttemt les promoteurs

HIl et U6 de TARN polymérase Il bordant l'insehacun des brins de l'insert est transcrit
dans les cellules transfectées par ce plasmidejtisbant a la génération de siARN double
brin dirigé contre les transcrits NRP-2, constilieé

Brin sens : 5'- GGC UGG AAG UCA GCA CUA AUU U -BEQ ID NO : 31);
Brin anti-sens : 5'- AUU AGU GCU GAC UUC CAG CCU-B' (SEQ ID NO : 32);
Production d'une lignée cellulaire exprimant unRiMciblant le géne de la NRP-2 humaine

La lignée Colo320 exprimant naturellement la Neiogp 2 & sa surface membranaire a été
transfectée par le plasmide pFiv HI/U6puro siARNMNR en utilisant le kit Effectene®,
Qiagen). Parallelement, des cellules Colo320 oéttéinsfectées par un siARN contrble
(siARN-ctrl) fourni avec le kit pFiv HIAJpuro SIARN Expression vector (System
Biosciences). Les cellules transfectées Cold3P8"RP2 et Colo328""N" ™ ont ensuite été
sélectionnées a J2 pargmL de puromycine. L'efficacité de la transfecta@té évaluée des

il par marquage avec un anticorps IgG murin antPNRhumaine (Clone C9, Santa Cruz
Biotechnology) en cytométrie en flux : les résdtabtenus sont représentés a la Figure 3.

Pour chacun des panneaux de la Figure 3, le nod¥wénement (le nombre de cellules) est
indiqué en ordonnée, l'intensité de fluorescenoerdspondant au marquage des cellules par
I'anticorps anti-NRP-2 C9) est représentée en sdsclLes courbes de distribution en traits
noirs représentent les résultats obtenus apresua@@cavec un anticorps controle, les courbes
de distribution en traits gris représentent lesltéts obtenus aprés marquage avec l'anticorps
C9. Le panneau B de la Figure 3, qui représenteli/ae réalisée avec les cellules
Col032G6"RNNRP~2 ey primant naturellement NRP-2, montre un déplacemers la gauche du
pic de distribution des cellules marquées paritarps C9, par rapport a l'analyse réalisée
avec les cellules Colo326R-N" qui est représentée sur le panneau A. Ces résuitttrent
gue l'expression de la protéine NRP-2 est efficargrmhibée dans les cellules exprimant le
SIARN-NRP-2.

Test de prolifération en présence du sSiARN-NRReat MTT

Le test de prolifération MTT se base sur la rédunctiu bromure de 3 -(4,5- dimethylthiazol-

2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium), par la succinatesdydrogénase mitochondriale des cellules
vivantes actives, en formazan. L'intensité de laration (DO) induite par cette réaction est

proportionnelle au nombre de cellules vivantes gtes lors du test, et a leur activité

métabolique.

4000 cellules HT29ctrl, HT29-NRP-2, Colo386" ' ou Colo320*"N-NRF'2 ont été
ensemencées dans une plaque Maxisorp 96 puits,|@&pd. de milieu DMEM contenant
10% de SVF inactive. Le test a été effectué enlidafe. A 24, 48 et 72 heures
respectivement, 10L de MTT a 5 mg/mL ont été ajoutés dans chaquespAipres 2 heures
d'incubation a 37°C, 5% CO2, 200de DMSO ont été ajoutés a chaque puits apréateyit
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et la DO a été lue a 570nm par un spectrophotomiédie résultats de ces expériences sont
représentés a la Figure 4 Les Figures 4.A et 4m des histogrammes représentant les
résultats obtenus lors du test de prolifératiofiséaespectivement avec les cellules HT29ctrl
et HT29-NRP-2, et avec les cellules Colo%Z) " et Colo326""N"NRP2 | intensité de
coloration (la densité optiqgue « DO ») correspomndama production de formazan par les
cellules est indiquée en ordonnée, et les tempgquaalx ont été réalisés les tests de viabilité
sont indiqués en abscisse.

Pour le panneau A, les barres gris claires reptéstfes mesures réalisées sur les cellules
HT29-NRP-2, les barres gris foncées représententrmesures réalisées sur les cellules
témoins HT29ctrl. Pour le panneau B, les barres @aires représentent les mesures réalisées
sur les Colo328RN NRP2 cellules dont I'expression de NRP-2 est réprintg® barres gris
foncées représentent les mesures réalisées stelleles témoins Colo320%N " exprimant
NRP-2.

La Figure 4.A montre que la DO augmente lorsqueckdiiles expriment NRP-2, ce qui
signifie que I'expression de NRP-2 par les cellidd®29-NRP-2 induit une prolifération et
une survie cellulaire supérieure a celle des adlatexprimant pas NRP-2.

La Figure 4.B montre que la DO diminue lorsquepgtession de NRP-2 dans les cellules
Col0320 est supprimée (cf. barres représentant 32616"N NRP2 en comparaison de
Colo32G""N"*™ " Ce résultat confirme le résultat obtenu aveccelules HT29 : NRP-2
induit une prolifération et une survie cellulaitgsrieure chez les cellules.

L'influence de la neuropiline 2 sur le cycle celitgd a été étudiée. 50000 cellules HT29 ou
HT29-NRP-2 ont été ensemencées dans ImL de DMEMASLO/F en plaque 24 puits.
24heures aprés ensemencement, les cellules amygtenees, lavées 2fois avec 3mL de PBS
et reprises dans ImL d'éthanol 70%. Elles ontaigsées une nuit a 4°C dans I'éthanol

70%. Le lendemain, les cellules sont lavées 2 dwisc 3mL de PBS, digérées avec de la
Dnase et marquées avec de I'lP. 30min apres, llegesesont analysées grace a un cytometre
EPICC

Altra (Beckman Coulter) et au logiciel d'analyseayele Wincycles. Les résultats de cette
analyse sont présentés a la Figure 4bis

La Figure 4 bis montre que lorsque les cellulesiengnt NRP-2, le nombre de cellules en
phase G2M et S augmente, alors que le nombre dideseken phase Gl diminue. Ainsi,
I'expression de la neuropiline 2 est associée aaugeentation de la fraction de cellules en
phase S et G2M. L'influence oncogénique de la nmlime-2 a également été évaluée en
comparant chez des souris le développement de reffegyde diverses lignées tumorales en
fonction de I'expression de la neuropiline-2 daslgnées.

Les Figures 5.A, 5.B, 5.C et 5.D sont des photdyespde souris ayant été inoculées par voie
sous-cutanée respectivement par les cellules HMR23¢T29-NRP-2, Colo320"N" et
COIO326iARN'NRP"2.

Alors que chez les souris inoculées avec des eslhiexprimant pas NRP-2 (Fig. 5.A et Fig.
5.D), il n'y a pas de progression anormale de fegeeffe, une augmentation anormale de la
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prolifération de la xénogreffe est observée chez deuris inoculées avec des cellules
exprimant NRP-2 (Fig. 5.B et Fig. 5.C). Ces exp&es montrent que l'expression de la
neuropiline-2 apres transfection, ou la répresslencette protéine par ARN interférence,
influencent I'oncogenése des lignées

Modulation de I'expression de p53 par un siARNarible gene de la NRP-2 humaine.

L'expression de p53, des E-Cadhérines et de lakémdbne 20 dans les xénogreffes de
cellules tumorales exprimant ou non la neuropiingignée HT29ctrl ou HT29- NRP -2) a
éte étudiee par immunohistochimie a l'aide d'amE®spécifiques de chacune des ces trois
protéines.

Les Figures 6.A, 6.C et 6.E sont des photograpeesoupes de xénogreffes prélevées chez
des souris inoculées par la lignée controle HT29ks Figures 6.B, 6.D et 6.F sont des
photographies de coupes de xénogreffes prélevéss ads souris inoculées par la lignée
exprimant NRP-2 (HT29-NRP-2). Les coupes de xérftegales Figures 6.A et 6.B ont été
marquées par un anticorps anti-cytokératine, lepe®s de xénogreffes des Figures 6.C et 6.D
ont été marquées par un anticorps anti-E-Cadhégirles coupes de xénogreffes des Figures
6.E et 6.F ont été marquées par un anticorps afti-p

Les Figures 6.A, 6.C et 6.E montrent que les xé&fteg issues de la lignée contréle HT29ctrl
sont fortement marquées par les anticorps antkéyttine, anti- E-Cadhérine et anti-p53,
alors que les xénogreffes issues de la lignée @entiT29-NRP-2 ne sont marquées par
aucun des ces anticorps.

Cette étude a montré que la transfection de laopdire-2, qui favorise la progression des
xénogreffes (Figures 5.A a 5.D), est associée apenie de I'expression de 'anti-oncogene
p53 au niveau des noyaux des cellules tumoraleguf&i 6). En outre, I'étude
immunohistochimique objective une perte de l'exgies des E-Cadhérines et de la
cytokératine 20 dans les xénogreffes exprimantearapiline-2 (Figure 6), suggérant que
l'acquisition de la neuropiline-2 favoriserait fartsition épithélio-mésenchymateuse.

L'influence de la neuropiline-2 sur I'expressionp@@ a également été étudiée. Pour cela, les
lignées HT29-NP2 ou Colo320 ont été traitées satales si ARN inhibant la traduction de
la neuropiline-2, soit avec des anticorps monoal@naovenant de I'hybridome ITAC-BI.

La Figure 7 représente les résultats obtenus gaméjrie en flux pour les cellules HT29-ctrl
(panneau A), HT29-NRP-2 (panneau B), Cold8%0 ® (panneau C) et Colo3fNNRP"2
(panneau D) marquées a l'aide d'un anticorps &3tidpes courbes en traits noirs représentent
les résultats du marquage avec un anticorps centad courbes en traits gris représentent les
résultats du marquage avec l'anticorps anti-p53nambre d'événements (le nombre de
cellules) est indiqué en ordonnée, l'intensitélderéscence (correspondant au marquage des
cellules par l'anticorps anti-p53) est représentéabscisse. Les panneaux B et C présentant
les résultats obtenus pour les lignées exprimant

NRP-2, & savoir les panneaux HT29-NRP-2 et Cold¥20™ montrent que la protéine p53

n'est pas, ou tres peu exprimée (les courbes deslgions marquées avec l'anticorps
contrble ou l'anticorps anti-p53 se superposem)eanche, concernant les panneaux A et D
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qui présentent les résultats obtenus pour les dgméexprimant pas la protéine NRP -2, a
savoir les

panneaux HT29ctr et Colo32FN NRF"2 |ors du marquage par I'anticorps anti-p53 (tyéis),
il y a un déplacement du pic de distribution depytations cellulaires vers la droite, en
comparaison du marquage avec anticorps IgG cor(traié noir).

Ces expériences montrent qu'il existe une coroglatiégative entre la présence de la
neuropiline-2 et celle de p53. En particulier, tprs colo320, lignée tumorale exprimant
constitutivement la neuropiline-2, est traitée PRN interférence pour inhiber la traduction
de cette protéine (lignées Colo828" N*F), une restauration de I'expression de p53 dans les
lignées tumorales est clairement observée.

Les extraits protéiques des lignées cellulaires Hd@@, HT29-NRP-2, Colo3Z4RN ¢ et
Colo32G"RN.NRP2 gt ggalement été analysés par transfert de Weatdmide d'anticorps
anti-p53. Apres lyse des lignées cellulaires, ntignades culots protéiques obtenus sur gel de
polyacrylamide 10% (1Qlg de protéine par puits, hormalisée par rappofitrémiunoblotting

de l'actine), puis transfert sur membrane PVDFésnbrane PVDF a été incubée durant une
nuit avec l'anticorps primaire p53 (BD Biosciencesmuse anti-human p53) dilué au 1/500.
Les membranes, aprés lavage dans du TBS 0,1% T@eenRété incubées pendant 1 heure
avec un anticorps secondaire anti-mouse HRP duuBE500. Les résultats sont représentés
sur la Figure 8.

La Figure 8 montre que la protéine p53 est fortdregprimée dans la lignée

HT29-ctrl n'exprimant pas NRP-2 alors qu'elle esiéiectable dans la lignée HT29-NP2. De
la méme maniére, p53 ne peut étre mis en évideame ld lignée Colo32™ " qui exprime

NRP-2, alors qu'elle est fortement exprimée darligteée Colo328*"N NRP"2 dans laquelle
I'expression de NRP-2 est réprimée.

Cette expérience confirme qu'il existe une con@amnégative entre la présence de la
neuropiline-2 et I'expression de p53. Ces donmagiguent que l'inhibition de I'expression de
la neuropiline-2 permet I'augmentation de I'expoesde p53.

EXEMPLE 4 : EFFET DE L'ANTICORPS ITAC-Bl SUR LA CRO ISSANCE DE
CELLULES TUMORALES

Test de formation de colonies tumorales en miliéloge semi-solide Afin de déterminer si
l'anticorps ITAC-BlI posséde une activité¢ de neigedion de la formation de colonies
tumorales in vitro, des tests de formation de de®tumorales in vitro en milieu gélose semi-
solide contenant de l'agar ont été effectués. lreipe de ce test repose sur la mise en contact
de cellules tumorales humaines Colo320 (qui exprifeeNRP-2 a leur surface membranaire,
et d'autre part sécrétent naturellement du VEGF deammilieu de culture) et de I'anticorps
ITAC-BI . 4000 cellules Colo320 sont ensemencées addaque puits d'une plaque 24 puits,
en milieu semi-solide contenant de l'agar, et ésqmce de 10g/mL d'anticorps anti-NRP-2
ITAC-BI. A titre de comparaison, le méme test eeaué en présence de cytotoxiques
d'action prouvée, a savoir du 5-fluoro-uracile (B}Futilisé a raison de 3@/mL ou de
I'Avastin® (bevacizumab : anticorps monoclonal haisé dirigé contre le
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VEGF) utilisé a raison de 5(g/mL, ou en présence d'un anticorps contrble isqtyp
(anticorps monoclonal IgGl de souris (BZl)), utia raison de 10g/mL

A 10 jours post ensemencement, le comptage desiesl@a été effectué au microscope
optique. La Figure 9 représente les résultats oltebhe nombre de colonies formées est
indiqué en ordonnée, et les différentes molécesigées sont indiquées en abscisse.

Ces résultats montrent qu'en présence de I'ansidd#¥C-Bl comme en présence de 5 FU, le
nombre de colonies est d'environ 40, contre plu&4fepour le témoin cellules seules ou le
contr6le négatif, et environ 120 colonies lorsqae tellules sont cultivées en présence
d'Avastin® (bevacizumab).

Il ressort de cette étude in vitro que les antiscapti-NRP-2 ITAC-B 1 inhibent presque
totalement la formation de colonies tumorales dkiles exprimant la NRP-2 a leur surface,
et ceci d'une facon plus efficace que I'Avastin@v@rizumab).

La neuropiline-2 étant un co-récepteur du VEGHR, été vérifié si l'activité d'ITAC-BI était
dépendante d'une interaction entre NRP-2 et le VR@GHuIt par les cellules Colo320. Dans
ce but, les tests de formation de colonies de lesliColo 320 ont été effectués dans les
conditions décrites ci-dessus, et en présence iatgoé ITAC-BI (10 pg/mL), de
bevacizumab (503/mL) ou d'anticorps contréle (1Qg/mL), utilisés isolément ou en
association. Les résultats sont présentés suglad-iL0: I'ordonnée représente le nombre de
colonies formées ; en abscisse les anticorps pesans le milieu de culture sont indiqués
par un « + »,

La Figure 10 montre que la présence de bevacizutaab le milieu de culture affecte tres
peu la prolifération des cellules Colo 320 : le hoende colonies observées en présence de
I'anticorps contrdle, du bevacizumab, ou de I'aasioo de ces 2 anticorps est similaire, et ne
difféere que peu de celui observé avec le témoitulesl seules. En revanche, le nombre de
colonies observé en présence de l'anticorps ITA@dBIfortement diminué par rapport au
témoin cellules seules ; en outre lorsque le mitiewculture contient I'anticorps ITAC-BI et le
bevacizumab (qui neutralise VEGF-A), le nombre dbmies est identique a celui observe
lorsque le milieu contient I'anticorps ITAC-BI sede résultat indique qu TTAC- Bl inhibe
aussi efficacement la prolifération cellulaire eg@gence de VEGF qu'en I'absence de VEGF,
et donc que l'effet thérapeutique de ITAC-BI esipendant de l'interaction NRP- 2/VEGF.

Test MTT de prolifération de cellules tumorales 'eftet de I'anticorps ITAC-BI sur la
prolifération de cellules tumorales humaines présdria NRP-2 a leur surface membranaire,
a également été étudié en utilisant le test MTmroe décrit a I'Exemple 3 ci-dessus.

4000 cellules par puits de cellules Colo¥™" (cellules contrdle transfectées par un
vecteur vide) ou de cellules Colo32Y'NR""2 (transfectées par un si ARN

ciblant la NRP-2) , dans |IQ@ de milieu DMEM contenant 10% de SVF inactive, étd
ensemenceées en plaque Maxisorp 96 puits. Apresatiedes cellulesuf/mL d'anticorps
anti-NRP-2 ITAC-B ou hg/mL pg/mL d'anticorps contrdle ont été ajoutés. Apres4s} ou

72 heures de culture, 1. de MTT reconstitué a 5 mg/mL dans du PBS ontagnéités a
chaque puits de culture. Les plaques ont ensudtiétibées 3 heures dans le noir, a 37°C, et
5% de CQ, centrifugées, puis le surnageant a été élimiféul2 de DMSO ont alors été
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ajoutés dans chaque puits. La densité optique laétdans I'heure, a 570 nm, aprés agitation
de la plaque. Le test a été effectué en triplidags.résultats sont présentés sur la Figure 11.

Les panneaux A et B de la Figure 11 représentspentivement les résultats obtenus lors du
test de prolifération réalisé avec les celluleso3a0""N " ou Colo32"N" NRP'2 | 5
densité optique « DO ») traduisant la productiorfiaimazan par les cellules est indiquée en
ordonnée, et la durée de culture est indiquée egisae. Le témoin cellules seules est
représenté par 0, les cellules cultivées en présgatanticorps contrdle sont représentées par
a, et les cellules cultivées en présence de lapscITAC-BI sont représentées parCes
résultats montrent que dans le cas des cellules326/<N ' qui expriment NRP-2, la
prolifération en présence de l'anticorps ITAC-BI iedérieure a celle des cellules seules et
celle observée en présence de l'anticorps contEilerevanche, dans le cas des cellules
Colo32G"RNNRP'2 13 prolifération en présence de l'anticorps ITACeBt identique & celle
des cellules témoin et a celle observée en préseéadéanticorps contrdle. Les anticorps
ITAC-BI ralentissent donc specifiquement la prakifilon des cellules présentant NRP-2 a la
surface (cellules Colo320%N°™ et non celle des cellules n'exprimant pas NRBelUles
Colo32GARNNRp_2),

EXEMPLE 5 : L'ANTICORPS ITAC-BI POSSEDE LA CAPACITE D'INDUIRE
L'APOPTOSE DE CELLULES TUMORALES EXPRIMANT LA NEURO PILINE-2

Afin de déterminer la capacité de l'anticorps ITBC4a induire l'apoptose de cellules

tumorales exprimant la NRP-2, un test in vitro dfapse Annexine V-APC a été réalisé (BD
Pharmingen, San Diego, CA). Ce test repose suefiexliisation de la phosphatidylsérine par
les cellules apoptotiques, et sur la fixation daiexine V-APC sur cette molécule.

| - Effet pro-apoptotique d'IT AC-BI seul ImL de leu DMEM contenant 10% de SVF
inactivé et 100000 cellules

HT29-NRP-2 ou 100000 cellules HT29ctrl ont été emsaecées par puits dans une plaque
Nunc 24 puits. Aprés adhérence des cellules (3Bgu®is concentrations d'anticorps anti-

NRP-2 ITAC-B (0,;ug/mL, 1 ug/mL et Jug/mL) ont été testées dans différents puits. En
parallele, des témoins cellules seules ont étéisésal ainsi que des contrdles négatifs
(anticorps de souris IgGI anti-human (BZI) aux mémencentrations que l'anticorps ITAC-

BI).

Aprés 16 heures d'incubation, le surnageant deireuth été aspiré et 500 de trypsine-
EDTA ont été ajoutés dans chaque puits, et lassé&ontact pendant 10 minutes. Lorsque les
cellules ont commencé a se détacherubQfle milieu DMEM- 10% SVF ont été ajoutés par
puits. Les cellules ont alors été centrifugéexda\2 fois dans du PBS puis reprises

dans 30QL de Tampon Binding Buffer IX (fourni dans le kipuis JuL d’Annexine V-APC

ont ensuite été ajoutés a IQIO de cette solution. L'analyse par cytométrie aix fles
populations de cellules marquées par PAnnexine Z-&R fonction des concentrations en
anticorps ITAC- BI, et en anticorps controle, estgenté a la Figure 12. Pour chacun des
panneaux de la Figure 12, le nombre d'événememisi(re de cellules) est indiqué en
ordonnée et l'intensité de fluorescence (correspainall marquage des cellules par I'annexine
V-APC) est représentée en abscisse. Les pannealX &, E représentent les expériences
réalisées avec les cellules HT29-NRP-2, les pannBalD et F représentent les expériences
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réalisées avec les cellules HT29ctrl. Les expéesngour lesquelles la concentration en
anticorps ITAC-BI est de OQ,/mL sont représentées aux panneaux A et B deglaré-il2.

Les expériences pour lesquelles la concentratioanticorps ITAC-BI est deub/mL sont
représentées aux panneaux C et D de la Figuretll2s eexpériences pour lesquelles la
concentration en anticorps ITAC-BI est degbnL sont représentées aux panneaux E et F de
la Figure 12. Pour chaque panneau, la courbe tiibdison (1) représente les cellules seules,
la courbe de distribution (2) représente les cedlutultivées en présence d'un anticorps
isotypique murin contrdle et la courbe de distiitnut(3) représente les cellules cultivées en
présence de l'anticorps ITAC-BI.

On constate, pour les panneaux C et E représdpetapkpériences réalisées avec les cellules
HT29-NRP-2 exprimant NRP-2 un déplacement vers taitel du pic de distribution
correspondant respectivement aux concentrations 3 i@/mL d'anticorps ITAC- Bl. Ce
déplacement du pic de distribution n'est pas olés@our les témoins cellules seules et
anticorps contréle. Ce résultat indique que l'apsptest spécifiquement induite chez les
cellules exprimant NRP-2 a partir deud/mL d'anticorps ITAC-BI dans le milieu de culture.

En ce qui concerne les expériences correspondeddabsées avec les cellules HT29ctrl qui
n'expriment pas NRP-2, les courbes représentancdeslitions cellules seules, témoins
anticorps contrdle et anticorps ITAC-BI se supeegmbsindiquant que l'anticorps ITAC-BI
n'entraine pas l'apoptose de cellules n'exprimasntNRP-2.

On constate que l'anticorps ITAC-BI induit I'apcgeade cellules exprimant la NRP -2 a leur
surface cellulaire, a une dose égale ou supéréedneg/mL. L'apoptose induite par ITAC-BI
est dose-dépendante puisqu'une concentration php®riante d' ITAC-Bl entraine une
apoptose plus importante.

Ces expériences montrent donc que les anticorp€iBRAInduit spécifiqguement l'apoptose de
cellules tumorales présentant la NRP-2 (HT29-NRR:2pur surface membranaire, sans
induire I'apoptose de cellules ne présentant p&RR-2 (HT29). Il - Effet pro-apoptotique
d'ITAC-BI en combinaison avec d'autres agents eanticéreux

Des expériences similaires d'évaluation de la ¢epaliTAC-BI a induire I'apoptose de
cellules exprimant NRP-2 ont été réalisées aveceksdes cultivées en présence soit de 5FU
(5 fluoro-uracile), soit d'rinotecan, deux anticareux couramment utilisés en
chimiothérapie. Dans cette série d'expériencegdasentrations en anticorps ITAC-BI de

2,5ug/mL et ;ug/mL ont été testées. En paralléles, des témoihdexseules ont été réalises,
ainsi que des contrbles avec l'anticorps BZIl awnceatrations 249/mL et Jug/mL. Le 5FU
et

Pirinotecan sont utilisés a I@/mL. Les résultats de ces expériences sont repggssa la
Figure

13. Les panneaux de la Figure 13 sont des repeiger® en nuage de points de I'analyse par
cytométrie en flux. Pour chacun des panneauxetisité de fluorescence

(correspondant au marquage des cellules par I'amn®APC) est représentée en abscisse.
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L'ordonnée indigque la granulosité des cellules gS8tatter ou SSC). Les conditions de
traitement par les anticorps sont indiquées auudedss panneaux, et le traitement par le 5FU
ou liirinotecan est indiqué a droite des panneaexpourcentage de cellules marquées par
'annexine V-APC, (correspondant au pourcentagecelkiles entrées en apoptose), est
indiqué en bas a droite de chaque panneau.

Les cellules seules présentent environ 12% d'apeptd les cellules cultivées en présence de
5FU ou d'irinotecan seuls, ou associés a l'antccogmtrole BZI présentent entre 34 et 43%

environ d'apoptose dans le cas du 5FU, et entreet235% d'apoptose dans celui de

l'irinotecan.

L' apoptose chez les cellules cultivées conjointédnem présence de 5FU et de I'anticorps
ITAC-BI est de l'ordre de 78,5% pour une conceitratdITAC-Bl dans le milieu de
2,5ug/mL, et de l'ordre de 80% pour une concentratidmAcC-Blde 5Sug/mL. Pour les
cellules cultivées en présence d'irinotecan etAdBI, I'apoptose est de I'ordre de 51% pour
une concentration d'anticorps ITAC-BI de &yimL, et de l'ordre de

58% pour une concentration degdmL.

Ces résultats mettent donc en évidence une synd'aggon entre les anticorps ITAC-BI et
les molécules anticancéreuses, la combinaison 3FAIJ-BI étant la plus efficace dans les
conditions testées.

HI - L'effet pro-apoptotique d'ITAC-BI est corréd'expression de p53

Afin de corréler l'induction d'apoptose a l'expressde p53, les cellules Colo320siARN-ctrl
ont été prétraitées 18h avec un inhibiteur chimideig53, la pifithrine, & une dose de g
(PFTa, Sigma). Apres prétraitement, les cellules sordda 2 fois avec 3mL de PBS et mises
en plaque 24 puits, a raison de 100000 cellules/mlans ImL de RPMI- 10% SVF. Des
cellules non prétraitées sont mises dans les m@&meditions. Les cellules sont incubées
pendant 5h avec un anticorps isotypique murin émt(BZI) ou ITAC-BI a 2@g/mL et
I'apoptose est mesurée comme deécrit ci-dessus.

La Figure 14 représente les résultats des expé@setditnduction de I'apoptose réalisées avec
les cellules Colo320siARN-ctrl prétraitées ou na@r [a PFT. Le pourcentage de cellules
marquées par l'annexine V-APC est indiqué en oréentes conditions de cultures des
cellules sont indiquées en abscisse (témoin miliémoin milieu additionné d'un anticorps
contrdle isotypique -BZI-, essai milieu additiorate 'anticorps ITAC-BI). Les résultats des

essais réalisés avec des cellules prétraitées [T sont représentés en gris clair, ceux des
essais réalisés avec des cellules non prétraib@eseprésentés en gris fonce.

Alors que dans les témoins milieu et milieu additié d'anticorps contréle le marquage a
'annexine V-APC est similaire que les cellulesesbtraitées ou non par la Pk Ton constate
gue les cellules cultivées en présence d'anticbrp€-Bl sont plus faiblement marquées
lorsqu'elles sont prétraitées avec la BR&nviron 28% de marquages contre 41% pour les
cellules non prétraitées).
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Ces résultats montrent que le prétraitement paPHao prévient I'apoptose dépendante
d'ITAC-BI. L'apoptose induite par ITAC-Bl semblerdndépendre de I'expression de p53.

IV - L'effet pro-apoptotique d'ITAC-BI est indépeart du VEGF

Afin de déterminer si I'effet apoptotique obsermésidu traitement des cellules par I'anticorps
ITAC-BI était dépendant de la liaison du VEGF a NRRes cellules tumorales HT29-NP2
exprimant NRP-2 (et qui comme les cellules Colo82€retent naturellement du VEGF dans
le milieu de culture) ont été cultivées en préseaied'anticorps monoclonal humanisé anti-
VEGF Avastin® (bevacizumab) a p@/mL, puis les cellules ont été incubées en présenc
d'un anticorps isotypique murin contréle (BZIl) oliTAC-BlI a 20ug/mL durant 6 heures.
L'apoptose induite a alors été mesurée par margadgenexine V-APC comme décrit ci-
dessus. Les résultats sont présentés sur la Flgurkees panneaux de la Figure 15 sont des
représentations en nuage de points de l'analyseypamétrie en flux. Pour chacun des
panneaux, l'intensité de fluorescence (correspdralamarquage des cellules par l'annexine
V-APC) est représentée en abscisse. L'ordonnéguedia granulosité des cellules. Les
conditions de traitement par les anticorps et I$ive® sont indiquées a gauche des panneaux.
Le pourcentage de cellules marquées par I'ann&iRBC, correspondant au pourcentage de
cellules entrées en apoptose, est indiqué en hdngita de chaque panneau.

Les cellules cultivées en présence de l'anticopsrgle BZIl, avec ou sans Avastin®,
présentent respectivement 12 et 13% d'apoptospojitese chez les cellules HT29- NP2
cultivées en présence de l'anticorps ITAC-BI estatdre de 51%, et d'environ 58% lorsque
les cellules ont été préalablement traitées paabin®.

Ces résultats montrent clairement que la neuttalisalu VEGF n'altére pas la capacité de
I'anticorps ITAC-BI a induire I'apoptose, ce qunione que les propriétés pro- apoptotiques
de 'anticorps ITAC-BI sont indépendantes du VEGF.

EXEMPLE 6 : ITAC-Bl NINFLUENCE PAS LA PHOSPHORYLAT ION DU
RECEPTEUR VEGFRI OU DE LA PROTEINE AKT.

L'effet éventuel de Il'anticorps ITAC-BI sur le dégile phosphorylation d'un récepteur au
VEGF (VEGFRI), ainsi que sur la phosphorylationldeorotéine AKT qui est activée par
l'intermédiaire des récepteurs du VEGF a été étsudigles cellules tumorales HT29- NRP-2
et Colo326/RN.c",

Les cellules ont été cultivées pendant 24 heurasikeu RPMI + 10% SVF en présence de
I'anticorps contréle BZI & 2@/mL, d'ITAC-Bl a 2Qug/mL ou de 5FU a

50ug/mL. Un témoin cellules non-traitées a été ajdtéaoin « médium »). Les cellules ont
ensuite été isolées et lysées, et la phosphorglatto VEGFR-I et d'AKT a été évaluée par
Western Blot sur les extraits protéiques cellutgien utilisant des anticorps dirigés contre le

VEGFRI non-phosphorylé (anticorps polyclonal danegmti-VEGFRI) ou phosphorylé

(anticorps polyclonal de lapin anti-phospho-VEGER!, R&D System) ou des anticorps
dirigés contre AKT non-phosphorylé (anticorps ptiyal de lapin C67E7, Cell Signaling
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technology) ou phosphorylé (anticorps polyclonalagen anti-phospho-AKT™"°DE-9, Cell
Signaling technology). Les résultats sont repré&sesir les Figures 16 et 17.

Ces résultats montrent que le statut de phosplimnylale VEGFR, ainsi que la quantité
d'AKT et son statut de phosphorylation sont sirmgigi que les cellules soient traitées ou non
par ITAC-BI, démontrant que les effets de cet amgs ne sont pas lies a la voie de
signalisation VEGF/VEGFR. EXEMPLE 7 : RECHERCHE DB EVENTUELLE
INTERACTION ENTRE LE VEGF ET L'EPITOPE DE LA NEURQENE 2 RECONNU
PAR ITAC-BI.

Afin de mettre en évidence une éventuelle compétiéntre le VEGFa et ITAC BI pour la

reconnaissance de la neuropiline 2, des cellulesotales HT29-NRP-2 exprimant la

neuropiline 2 ont été préincubées avec ou sans VEGBD ng/mL) pendant 15 minutes. Ces
cellules ont ensuite été incubées avec l'anticoFpsC Bl, ou avec un anticorps contrble

isotypique (anticorps BZI), et analysés en cytomméle flus comme décrit dans I'Exemple 2
ci-dessus.

Les résultats sont illustrés par la Figure 18. @ssltats montrent que la présence du VEGFA
ne prévient pas la fixation de ITAC Bl sur les gk tumorales. EXEMPLE 8 : LES
ANTICORPS ITAC-BI ET ITAC-B2 ONT LA CAPACITE D'INDURE L'EXPRESSION
DE LA PROTEINE P53

Apres avoir montré que la neuropiline-2 a la cagadialtérer I'expression de p53 dans la
lignée HT29 et de la restaurer dans la lignée GEFFENNRP2 Iinfluence de I'anticorps
ITAC-BI sur I'expression de p53 dans des lignégwimant la neuropiline-2, comme HT29-
NRP-2 et Colo320siARN-ctrl, a été étudiée.

Les cellules tumorales HT29, HT29-NRP-2, ColgZZ) " et Colo326""N" NRP"2 gnt été
exposees a 2@/ml d'anticorps ITAC-Bl ou d'anticorps controld, @iltivées pendant 48
heures. Apres lyse des lignées cellulaires, migmaties culots protéiques obtenus sur gel de
polyacrylamide 10% (1Qig de protéine par puits), puis transfert sur membraVDF, la
membrane a été incubée durant une nuit avec bepsqrimaire anti-p53 (BD Biosciences,
mouse anti-human p53) dilué au 1/500. Les membraames lavage dans du TBS 0,1%
Tween20, ont été incubées pendant 1 heure aveatigor@s secondaire anti IgG-HRP de
souris dilué au 1/6000. Les résultats sont reptésenla Figure 19.

Ces résultats montrent que la protéine p53 estrfent exprimée dans les lignées HT29-ctrl
et Colo320""N"NRP=2 niexprimant pas NRP-2, que l'anticorps ITAC-Bltsmiésent ou non
dans le milieu. Lorsque les lignées HT29-NRP-2 elbB2G*N " exprimant NRP-2 sont
cultivées seules ou en présence de l'anticorpg@enp53 n'est pas détectée, alors que la
présence de l'anticorps ITAC-BI dans le milieu déwe restaure en partie I'expression de
p53. Ces résultats montrent donc que le traitembemkellules exprimant NRP-2 a leur surface
membranaire (HT29-NP2 et Colo326N ) par ITAC-BI aboutit & la restauration de
I'expression de p53 dans les lignées tumorales.

Cette expérience confirme qu'il existe une con@lamnégative entre la présence de la

neuropiline-2 et de p53, et que ITAC-BI possédedpacité originale de pouvoir moduler le
niveau d'expression de p53.
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EXEMPLE 7 : UTILISATION DE L'ANTICORPS ITAC-BI POUR POTENTIALISER
L'EFFET DE TRAITEMENTS ANTI-NEOPLASIQUES IN VIVO

Des cellules tumorales HT29-NRP-2 ont été injecté&s sous-cutané a 20 souris
immunodéficientes, & raison de 1°X@llules par souris, au niveau du flanc droit.jdidrs
apres l'injection, les tumeurs mesurent environ 5m®mmm. Quatre groupes de 3 souris
possédant des tumeurs comparables ont été forn@smque groupe a recu par voie
intrapéritonéale soit du PBS (Groupe contréle Aj)t kanticorps ITAC-BI (Groupe B), soit
du 5FU (Groupe C), soit du 5FU et l'anticorps ITBC{Groupe D). Le protocole de
traitement de chimiothérapie est schématisé diguee 20.

Conformément au protocole décrit ci-dessus, le @edd a été inoculé avec ITAC-Bl a JO
(12mg/kg), J3 (6mg/kg), J7 (12mg/kg) et JIO (6my/Hge Groupe C a été inoculé avec
20mg/kg de 5FU de JO a J4 puis avec |IOOmg/kg Bel&roupe D a été inoculé avec ITAC-
Bl a JO (12mg/kg), J3 (6mg/kg), J7 (12mg/kg) et gihg/kg) et avec 20mg/kg de 5FU de
JO a J4 et IOOmg/kg de 5FU a J9. Les tumeurs @énméisurées 2 fois par semaine, et le
calcul du volume des tumeurs a été effectué avdortaule: V (mm) = & x D / 2. Les
résultats de ces mesures sont présentées dansita iy

La Figure 21 représente le volume des tumeurs ectitm du temps. Le Groupe A (témoin
PBS) est représenté par (0), le Groupe B (souosuiges avec l'anticorps ITAC-BI) est
représenté par (m), le Groupe C (souris inoculées & 5FU) est représenté pa), (et le
Groupe D (souris inoculées a la fois avec I'anfisdTAC-B 1 et avec le 5FU) est représenté

par (x).

On observe une réduction du volume des tumeursta da J14 chez les souris inoculées
avec l'anticorps ITAC-BI ou avec du 5FU. Cette ohin est plus marquée lors du traitement
combiné 5FU/ITAC-B1. Ces résultats montrent quatitarps ITAC-Bl est capable de
ralentir in vivo la croissance tumorale. En oup@isque les souris traitées par du 5FU associé
a ITAC-BI connaissent le ralentissement de croissdanmorale le plus important, par rapport
aux souris traitées par 5FU seul ou ITAC-Bl seds césultats montrent clairement que
l'utilisation de I'anticorps ITAC-BI potentialisifficacité du 5-fluorouracile.
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REVENDICATIONS

1) Anticorps anti-neuropiline 2 humaine caractémse ce que sa fixation a des cellules
tumorales exprimant la neuropiline 2 humaine indagoptose desdites cellules tumorales.

2) Anticorps anti-neuropiline-2 humaine selon laveredication 1, choisi parmi : i) un
anticorps comprenant le domaine variable de laneh&iurde et le domaine variable de la
chaine légére de l'anticorps ITAC-BI, lesdits damai étant respectivement définis par les
séquences SEQ ID NO: 2 et SEQ ID NO: 4; ii) uncmps comprenant le domaine variable
de la chaine lourde et le domaine variable de ¥nehlégere de I'anticorps ITAC-B2, lesdits
domaines étant respectivement définis par les $&g3eSEQ ID NO: 6 et SEQ ID NO: 8.

3) Ligand de la neuropiline 2 humaine, caractéeisee qu'il comprend au moins les CDR3
de la chaine lourde et le CDR3 de la chaine léd&re anticorps selon une quelconque des
revendications 1 ou 2.

4) Ligand de la neuropiline-2 humaine selon la nefeation, caractérisé en ce qu'il comprend
en outre les CDR2 et/ou les CDRI de la chaine mwidde la chaine Iégere de I'anticorps
ITAC-Bl ou ITAC-B2. 5) Utilisation d'un anticorpselbn une quelconque des revendications
1 ou 2, ou d'un ligand selon une quelconque desncbgations 3 ou 5 pour I'obtention d'un

médicament anti-tumoral.

6) Utilisation selon la revendication 5, caractisen ce que ledit médicament induit

'apoptose des cellules tumorales exprimant la amlime 2 humaine en augmentant
I'expression de p53 dans lesdites cellules.
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RESULTATS DE LA PUBLICATION N°2

1. Production et isolement d’anticorps spécifiquede la NRP2

Cing fusions cellulaires ont été réalisées au deirta plateforme ITAC pour la production
d’anticorps murins spécifiques de la NRP2 humaifRepidement, un hybridome issu de la
fusion 612 nous est apparu comme étant particaliéné bioactif, I'hybridome 1E12,
renommé ITAC-B1. La spécificité des anticorps s&séar ITAC-B1 a été évaluée par un
marquage membranaire sur les cellules Hf2oHT29'R"2 pg15, P8I%F2 P15,
Colo326""NAe ot Colo326RNANRP2 | o5 anticorps ITAC-B1 reconnaissent spécifiquemen
HT29NRP2 pg18'RP2 et Colo32G™ "N et ne reconnaissent pas ou beaucoup moins 129

,P815, Colo32tNANRP2 (Figure 35)

F515 FR1gHRE2
isotype
ITAC-B1
- i
HT23= HT2ghAF2
i
Colo32[siNecl]. Calnd DRERANRRD
5]
5
=
Q||
ITAC-B1

Figure 35 : Spécificité de I'anticorps ITAC-B1 dé&i.
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2. Effets sur la prolifération cellulaire et la formation de colonies

Plusieurs tests ont été mis en place pour évalugohctivité de nos anticorps anti-NRP2.

En premier lieu, des tests in vitro de prolifératicellulaire (tests MTT), de formation de
colonies en milieu semi-gélosé agar et des testgluktion d’apoptose cellulaire (marquage
des phosphatidylsérines externalisées par cytoenétriflux) nous ont permis d’isoler des

hybridomes secrétant des anticorps anti-NRP2 hbfeact

L’hybriddme ITAC-B1 secréte des anticorps anti-NR&2pables de ralentir la prolifération
de cellules tumorales exprimant la NRP2 dans d&s tdTT et de diminuer la pousse de

colonies dans des tests en milieu agar. (Figures 38)

Colo320siRMNA-cin Colo320siRMA-NRP2
= 5
i h (1) s b fe diUm
E o.s e e i E 0.z
E il |Gt / E i |Gt
0.6 i ;08
== ITAC-B1 5 TAC-B1
E 0.4 5 04 :
z - =
£ 02 = 2 02 ——— . —
] i - -
o 0 g2 0
T 1 - T i T _
24h 48h 72h 24h 42h 72h
Heures Heuras

Figure 36 : La neutralisation de la NRP2 diminueptaliferation cellulaire. L’anticorps ITAC-B1 rait
spécifiquement la prolifération cellulaire des eleb exprimant la NRP2 (Colo3%8"™ dans des tests MTT.
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Figure 37 : L'anticorps ITAC-B1 diminue significastiment la formation de colonies de cellules Colodafs
des tests en milieu semi-gélosé agar.

3. Induction de I'apoptose

3.1 Lignées de cancer colorectal

La capacité d'induction de I'apoptose a été étudi@e des marquages Annexin-V en
cytométrie de flux. L’anticorps ITAC-B1 semble cafma d’'induire I'apoptose de cellules
tumorales en 5heures, utilisé seul ou en assogiatiec des molécules de chimiothérapie.
L’induction de I'apoptose par notre anticorps eshalrapide, dose-dépendante et synergique
avec d’autres molécules de chimiothérapie anti@antse comme le 5-FU (5-Fluorouracile),

l'irinotecan ou I'oxaliplatine. (Figures 38 et 39)
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Figure 38 : L’anticorps ITAC-B1 induit 'apoptose @ellules tumorales exprimant la NRP2 (H¥¥%) d’une
facon dose-dépendante, tandis qu'il 'a aucunemstir les cellules déficientes en NRP2 (H129
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ANMEXIN V

Figure 39 : L’anticorps induit 'apoptose de cedisltumorales exprimant la NRP2 (HT2%) d'une facon
synergique avec le 5FU ou l'irinotecan.

3.2. Lignées de cancer du pancréas

Dans le cadre d’'une collaboration avec I'hopitairdéMinjoz, nous avons pu obtenir des
ponctions d’ascite réalisées chez des patienteynsrtd’adenocarcindbmes pancréatiques et

ainsi genérer des lignées cellulaires dérivant ek fluides ascitiques. 4 lignées cellulaires
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issues d’adénocarcindme pancréatique ont ainstrpug@énérées : Bes-PACO01, Bes-PACO03,
Bes-PAC04, BesPACO05. Nous avons donc dans un preemeps étudié I'expression de
NRP2 sur ces lignées cellulaires par un marquagehranaire avec notre anticorps ITAC-

B1. (Figure 40)

Bes-PACDT Bes-PACIZ Bes-PACDS Bas-PACDE

isotype
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ITAC-B1

~
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Figure 40 : Les lignées Bes-PACO03 et Bes-PACO04 ptent la fixation d'ITACB1 a leur membrane celivig
contrairement aux lignées Bes-PACOL1 et Bes-PACO5.

Bes-PACO3 et Bes-PAC04 expriment la NRP2 a ledasarmembranaire, contrairement aux
lignées Bes-PACO1 et Bes-PACO5. L'anticorps ITACHBtonnaissant la NRP2 a la surface
des cellules Bes-PACO03 et Bes-PACO04, la capacitéeti@nticorps a induire I'apoptose de
ces cellules tumorales a ensuite été évaluées®ili20pg/mL pendant 5h, ITACB1 semble
permettre I'externalisation des phosphatidylsérgtedonc induire I'apoptose des lignées Bes-
PACO3 et Bes-PACO04, alors gu'il n’a aucun effet g lignées n’exprimant pas la NRP2,
Bes-PACO1 et Bes-PACO5. (Figure 41) L'inductionpptose-ITACB1 dépendante semble

donc bien spécifique de la NRP2.

Bes-PACDT Bes-PACDZ Bes-PACDY Bes-PACDS
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Figure 41 : ITAC-B1 induit I'apoptose des cellulesnorales exprimant la NRP2, Bes-PACO03 et Bes-PAC04
tandis qu’il n’a aucun effet sur les cellules digfites en NRP2, Bes-PACO01 et Bes-PACO5.

206



3.3 Implication des caspases

Le clivage de la procaspase-3 constituant le deréignement commun aux 2 voies
d’apoptose extrinseque et intrinseque, nous nousnmss tout d'abord penchés sur
implication de cette caspase-3 dans I'apoptoseite par nos anticorps.

Pour cela, les cellules HT2¥ 2 ont été incubées avec 20pg/mL de notre anticArpEB1,

avec un anticorps contréle IgG1 ou avec 50pug/mbFlg pendant 24h. Le traitement au 5FU
sert de contrble positif pour le clivage de la pismase-3. La présence de procaspase-3 et des
caspases-3 clivées a été évaluée par westerntlitetubation des cellules HT28? avec
ITACB1 ou le 5FU semble entrainer le clivage detacaspase-3 et donc l'apparition de

caspases-3 clivées, ce qui nous confirme la cyimtéxde notre anticorps monoclonal

ITACBL1. (Figure 42)

HTZaMRPZ+

i v -
Procaspase 3 (35kTa)
il il .

Keduim
Bf 20pg'mlL

5FL 50pgimL

lgGewl 20pg/ml

ITA

Figure 42: L’incubation des cellules HT98?avec I'anticorps ITACB1 permet le clivage de lapase 3, par
western-blot.

De plus, le pré-traitement de nos cellules aved-#MK, un inhibiteur des caspases, diminue

en partie I'apoptose induite par notre anticorgsdRP2. (Figure 43)

207



HTZEMNRP2+

25 EDMSO
¥ ap Zwad-fmik
:ﬁ- e 4]
T 15 1
[ =
oF
o B
-
F 5

o

IgG ctrl ITAC-B1

Figure 43 : le prétraitement des cellules HYZ8par un inhibiteur des caspases, le zvad-FMK, dimien
partie I'apoptose induite par ITACBL1.

3.4 Voie intrinseéque mitochondriale

Dans un second temps, nous avons souhaité casact€dapoptose induite par ITACBL.
Cette apoptose implique-t-elle la mitochondrie évimitrinséque) et/ou des récepteurs de mort
(voie extrinséque) ?

Pour cela, les cellules HT?9 HT29'*P? et BesPAC-04 ont été incubées in vitro pendant 24h
avec 20pug/mL d'ITACB1, danticorps contréle IgGicou 50ug/mL de 5FU. L’ajout de
mitotracker dans le milieu de culture de ces cefluh permis la mise en évidence de la
dépdlarisation de la membrane mitochondriale deceligles. L'incubation avec ITAC-B1 ou
5FU entraine une dépdlarisation mitochondriale eseaht dans les cellules exprimant la
NRP2 (HT29R"2 et Bespac-04), ce qui nous ammeéne & penser quapt@se induite par nos

anticorps implique la mitochondrie. (Figure 44)
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Figure 44 : Le traitement des cellules exprimamiiRP2 (HT29""?et BesPAC-04) par ITACB1 ou 5FU induit
une dépdlarisation de la membrane mitochondriaieres. L'apoptose induite par ITAC-B1 semble donc
dépendre en partie de la mitochondrie.

3.5 Voie extrinseque

En outre, la NRP2 semble réguler I'expression dabreuses protéines. Nous nous sommes
également intéressés a I'expression des récepdeursort, DR4, DR5 et Fas, a la surface de
nos cellules de cancer colorectal, exprimant ou laoNRP2, par cytométrie en flux. Les

récepteurs DR4, DR5 et Fas sont des récepteursdonels, capables d’'induire une apoptose

apres liaison de leur ligand TRAIL ou FasL.

Par un marquage et une analyse en cytométrie de flous pouvons observer que
'expression de NRP2 par les cellules de canceoreotal et pancréatique est a I'origine

expression membranaire réduite de I'ensemble deécepteurs de mort. (Figure 45)
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Figure 45 : Les expressions de NRP2 et des réaspdeumort DR4, DR5 et Fas sont inversement caséans
des lignées humaines de cancer colorectal et degds de cancer du pancréas. (Les lignées Y29
BesPACO3 et BesPAC04 expriment NRP2 tandis quéigaées HT28", BesPAC01, BesPACO05 n’expriment
pas NRP2.)

bY

Durant la progression tumorale, les cellules tunesrdeviennent de plus en plus résistantes a
'apoptose. La perte des récepteurs de mort DR45 DR encore Fas constitue un des
mécanismes pouvant expliquer cette résistance ggsige a I'apoptose. La NRP2 entrainant
la perte d’expression membranaire de ces récepfmugait donc conférer une certaine

résistance des cellules tumorales a l'apoptosenolls reste cependant a évaluer si la
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neutralisation de la NRP2 par ITAC-B1 permettraitréstauration de I'expression de ces
récepteurs de mort a la surface membranaire ea derisibilité des cellules tumorales a la

mort induite par FasL et/ou Trail.

4. NRP2 et p53

La protéine p53 a pour fonction d’arréter le cyc@lulaire ou d’'induire I'apoptose d’'une
cellule en réponse aux dommages de I’ADN cellulained I'activation des oncogenes. Elle
joue donc un role central dans le contrdle du cgeltulaire et dans le maintien de l'intégrité
du génome en permettant a la cellule dont le cgeldulaire est interrompu de réparer
'anomalie génétique, ou bien d’entrainer sa detivn par apoptose. p53 étant essentielle
pour protéger l'organisme des effets d’'une divisicegllulaire aberrante ou incontrdlée,
'absence de p53, sa sous-expression ou I'expresbime protéine p53 non-fonctionnelle, a
pour conséquence la survie des cellules tumorakesestauration de I'expression de p53,
ainsi que l'induction de la surexpression de ceti@eine, représentent donc des objectifs

essentiels dans le développement de thérapietuambirales.

Grace a des analyses de cytométrie en flux, nomssamontré que I'expression de NRP2 par
les cellules HT29 est a 'origine d’une expresgiiminuée de p53. Inversement, la répression
de NRP2 par siRNA dans les cellules Colo320 erdrgirant a elle une surexpression de p53
dans ces cellules. (Figure 46) Cette corrélatioriige entre les expressions de NRP2 et p53 a

egalement été observée dans les lignées de canpandréas. (non montre ici)
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Figure 46 : Les expressions de NRP2 et de p53iseatsement corrélées sur des lignées de cancerectdl.
L’expression de NRP2 dans HT29 réprime I'expresslenp53 tandis que la répression de NRP2 par siRNA
dans Colo320 restaure I'expression de p53 dansetieses.

5’RNA-ctrI

Par ailleurs, le traitement de cellules tumorald2®#""? et Colo32 exprimant la

NRP2 par notre anticorps ITAC-B1 semble restauexplession de p53 dans nos cellules.

(Figure 47)
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Figure 47: Le traitement pendant 24h de cellulesonales HT28%"2 et Colo3260"N*N*"2par notre anticorps
ITAC-B1 entraine une restauration de I'expressiep8s3.
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En outre, les cellules HT29 possedent une prof@El3emutée contrairement aux Colo320, qui
semblent posséder quant a elles une protéine pb&age. Le pré-traitement des cellules
Colo320 exprimant la forme p53 sauvage par latpifie« (PFT), un inhibiteur chimique de

p53, suivi de l'incubation avec notre anticorps geart 5h diminue en partie I'apoptose

induite par notre anticorps ITAC-B1. (Figure 48)
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Figure 48 : Le pré-traitement des cellules Colopa0la pifithrinee. (PFT) diminue I'apoptose induite par notre
anticorps ITAC-B1.

L’apoptose induite par notre anticorps anti-NRP2sd&es cellules Colo320 semble donc
dépendre en partie de p53. (Figure 48). Les callHIE29 possédant une protéine p53 mutée,
la restauration de I'expression de p53 apres trate par notre anticorps ITAC-B1 ne permet

cependant pas d’expliquer 'apoptose induite paang&corps.

En outre, I'expression de la protéine p21, unedinet cible de p53 a été étudiée dans nos
cellules de cancer colorectal. La protéine p2lusstprotéine inhibitrice de protéines cycline-
kinase dont I'expression est directement contrgiée p53. Elle est 'un des principaux
médiateurs de I'arrét du cycle cellulaire en ph@de Nous avons donc logiquement voulu
savoir si en raison de son action sur la protébi fa NRP2 régulait également I'expression

de la protéine p21, par microscopie confocale.Uifegl9)
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Figure 49 : L’expression de NRP2 par les cellul@2# entraine une diminution de I'expression desgimes
p53 et p21 par microscopie confocale.

L’expression de NRP2 semble inhiber I'expressiompae et p53 dans nos cellules de cancer
colorectal. (Figure 49)

En somme, ces différentes observations suggeremtlajiNRP2 régule I'expression de la
protéine p53. Mais régule-t-elle négativement sadcription ou agit-elle plutét sur la
dégradation de cette protéine ?? L'analyse des ARBIcellules tumorales exprimant ou non
la NRP2 ne montre aucune corrélation entre les ARMIRP2 et p53. (non montré).

Par ailleurs, dans une étude parue en 2008, Iandirah d’expression de NRP1 par sh-RNA
dans des cellules de cancer colorectal sembleieatrane diminution de MDM2 et p63 et
une augmentation de p53. [303] La protéine MDM2 @sé protéine ubiquitine-ligase
essentielle pour la dégradation de p53. L'expressie NRP2, p53 et MDM2 a donc été
étudiée par western-blot dans nos cellules d’ad@o®me colorectal. (Figure 50)

La NRP2 pourrait donc augmenter I'expression deri@éine HDM2, responsable de la

dégradation par ubiquitinylation de la protéine p53
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Figure 50 : Les protéines p53 et NRP2 sont inveesgroorrélées. Les cellules exprimant la NRP2 piesse
une plus grande quantité de HDM2 que les cellulespnimant pas la NRP2.

Pour confirmer cette hypothése, nous avons traigaellules HT2%F? par une molécule

inhibitrice du protéasome, le MG132. Le traitemgendant 24h de nos cellules HT8% par

cette molécule permet la restauration en partid’aegression de p53 dans nos cellules.

(Figure 51)

HTZ28ct HT28MRP2Z, DME0 HTZ2eMP2. MG132 0.1pM

Figure 51 : Le traitement des cellules H¥2% par le MG132, une molécule inhibitrice du protémsaestaure
I'expression de la protéine p53.

Tout nous porte a croire que la NRP2 agirait ddotdpsur la dégradation de p53, et non sur

sa transcription.
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5. Bioactivité in vivo

Par la suite, nous avons souhaité tester la busctie 5 de nos anticorps anti-NRP2 in vivo,
dans des modéles pré-cliniques de xénogreffes ewsurifour cela, nous avons inoculé des
cellules tumorales humaines exprimant la NRP2 (H2% en sous-cutané & des souris
immunodéficientes Nude. 6 groupes de 10 sourigtinformés. Une fois les tumeurs d’'une
taille proche de 5x5mm, différents traitements aifdrs été administrés par voie intra-

péritonéale ; le groupe contréle n'a recu que dursephysiologique, le second a recu du
sérum contrdle et une association de 2 moléculeshitmiothérapie utilisée en pratique

courante en oncologie (bevacizumab et oxaliplatie¢)les autres groupes ont recu nos
différents anticorps anti-NRP2 (ITAC-B1, ITAC-B2,TAC-B3, ITAC-B4, ITAC-B5)

associés a ces 2 molécules de chimiothérapie.

Tous les groupes traités par nos anticorps ITAGiBd@veloppé des tumeurs plus petites que
les souris ayant recu aucun traitement, ou la dimrapie seule. (Figure 52) Nos anticorps

anti-NRP2 semblent donc capables de ralentir in {avcroissance tumorale.
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Figure 52 : Xénogreffes murines. Des cellules decea colorectal exprimant la NRP2 (HT28) ont été
injectées en sous cutané a des souris Nude. Leis smtl ensuite été traitées par différents anpis@nti-NRP2
(ITACB) associés a des molécules de chimiothérgBevacizumab et oxaliplatine). Les tumeurs ont été
mesurées tous les deux jours.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES
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1. Thérapies ciblées en oncologie

1.1 A la recherche de nouvelles cibles

Le cancer est a I'heure actuelle un important ol de santé publique. Lors d'un
diagnostic précoce, une opération chirurgicaleeagbremier lieu envisagée accompagnée ou
non d’'une radiothérapie. Cependant la radiothérafaecompagne bien souvent d’effets
secondaires lourds : brdlures, anomalies de ladt@meanguine...Lorsque le cancer a atteint
un stade de dissémination métastasique, une clnénagiie est alors envisagée. La
chimiothérapie vise a enrayer ou ralentir I'évantde la prolifération des cellules tumorales.
Malheureusement, elle présente également des ian@nts : atteinte de la moelle osseuse,
chute des plaquettes, globules blancs et anémityripations des métabolismes hépatique,
rénal, cardiaque...Ces thérapies destructrices ne tes pas totalement efficaces. Les
effets secondaires et les modes de traitementl@orts, le taux de récidive est important et
les cellules normales voisines sont affectées. Pesiraisons, de nouvelles thérapies ciblant
spécifiguement des molécules impliquées dans Ieldgpement tumoral sont a I'étude. I
s’agit d’approches thérapeutiques utilisant des émdés capables de neutraliser
spécifiguement I'activité de molécules biologigpasticipant a la progression tumorale. Dans
le cadre du développement de thérapies cibléesaanémlogie, les chercheurs et les
cliniciens sont a la recherche de nouvelles citiiésapeutiques. L’identification de nouvelles
cibles moléculaires (protéines, genes, réceptg¢omsnt un réle dans le développement de la
maladie constitue actuellement un des enjeux maj@eria recherche en oncologie médicale

de nos jours.
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Les thérapies ciblées peuvent posséder différeatlemd’action qui visent principalement a:

« bloquer la croissance de la tumeur ou la proliférdbn des cellules cancéreuses

- s'opposer a la formation des vaisseaux sanguingui irriguent la tumeur et

interviennent, de ce fait, dans sa croissance;

- diriger des mécanismes spécifiques de défende l'organisme contre les cellules

cancéreuses.

Les anticorps monoclonaux et les inhibiteurs enziguas sont les deux types de substances

les plus couramment proposées aujourd'hui.

1.2 Intérét du ciblage des NRPs

Les NRPs sont des récepteurs pour les membresfamilie du VEGF et sont exprimées par
les cellules endothéliales humaines. Dans ce ctatées premiéres études scientifiques se
sont attachées a caractériser le role des NRPdamanmscanismes généraux de vasculogéenese
et d’angiogénese. Les NRPs semblent participevexognt a I'angiogénese tumorale et
constituent donc en ce sens des cibles attraalimes le cadre du développement de stratégies

thérapeutiques ciblées anti-angiogéniques en ogienlo

De plus, les NRPs peuvent étre également exprimp@eses cellules tumorales de diverses
origines. Tres peu d’études s’étaient intéressébsxpression de la NRP2 dans des tissus

tumoraux au début de notre travail de these.

Dans notre publication n°l, nous avons dans umigretemps caractérisé I'expression de la
NRP2 par marquage IHC dans des tissus sains etraumale diverses origines et par

cytométrie en flux sur des lignées cellulaires himes La NRP2 semble spécifique des tissus
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tumoraux puisqu’une expression modérée a fortdNR@®2 était retrouvée sur des tissus
tumoraux de cancers du sein, du pancréas, du cdlorein tandis qu’aucune expression de

cette protéine n’était retrouvée sur les tissusssebrrespondants.

En 2008, parallelement a notre étude, I'équipeldBhontre une expression de NRP2 dans
des tissus d’adénocarcinomes ductaux pancréati(RieAaC) et de cancers colorectaux.
[52,53], nous confirmant alors tout I'intérét dibleige thérapeutique de la NRP2. Dans ces
études, la NRP2 était retrouvée dans 10 tissusdtzhrcinome colorectal sur 12 analysés
(83%) et dans 5 métastases hépatiques sur 7 (7182 7 tissus tumoraux

d’adénocarcindmes pancréatiques sur 11 analysés) @4ient positifs pour la NRP2 [53]

En 2009, Yasuoka et al reportent également uneesgjmn de NRP2 dans 60 carcinomes
invasifs mammaires sur 113 analysés (53.1%). [5€] fus, dans cette méme étude
'expression de NRP2 semblait étre corrélée awastéses, a la survie globale, a I'expression
de VEGF-C, suggérant ainsi que la NRP2 était unrhamueur pronostique dans le cancer

du sein. [57]

La NRP2 semble donc étre préférentiellement refreuau niveau de tissus tumoraux de

diverses origines alors qu’elle n’est pas ou geg peu retrouvée au niveau des tissus sains.

Par ailleurs, dans notre étude, la NRP2 semble entgnla prolifération, la formation de
colonies en milieu agar, I'invasion cellulaire dellgles tumorales in vitro et méme induire
des tumeurs plus grosses dans des expériencesndgreffes murines in vivo. L’équipe
d’Ellis confirme ces résultats en 2008 dans leseendu colon et du pancréas. [52,53] En
effet, la diminution de I'expression de NRP2 paRbIA dans des lignées de cancer du colon
et du pancréas diminue également le nombre deiesldans leurs tests agar, de migration, et

d’'invasion cellulaire mais pas la prolifération laoire dans leur étude [52,53] In vivo, la
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neutralisation de la NRP2 par shRNA est a l'origiteetumeurs plus petites et d’'un nombre
réduit de métastases dans des expériences de gframurine. [52,53] Dans notre étude,
nous n'avons pas retrouvé de meétastases dans ues sgant recu de cellules tumorales
HT29™" ou HT29"R"2en sous-cutané (SC). Ceci est sans doute lié @it d’injection SC.
En effet, une injection des cellules tumorales r@raiveineux (IV) pourrait plus facilement
conduire a la formation de métastases et perntedirei d’étudier le rbéle de la NRP2 dans la

formation des métastases.

Dans notre étude, la voie de signalisation du VE®Fsemble pas impliquée les différents
effets oncogéniques de la NRP2, puisque le tramérpar le bevacizumab, un anticorps
monoclonal anti-VEGF ne module pas la prolifénatezllulaire ni la formation de colonies
en milieu agar in vitro. L’équipe d’Ellis impliquguant-a-elle le VEGFRL1 et la voie de
signalisation PI3K dans les différents effets orrogues de la NRP2, proposant ainsi une
coopération entre NRP2 et VEGFRL1 pour la transomissiu signal biologique. [52,53] La
NRP2 dans notre étude semble augmenter la prdidgéraellulaire, mais nous n’avons pas
etudié les différentes voies de signalisation patiédre impliquées dans cette augmentation
de proliféeration cellulaire, telles que les voirBBK, MAPK, ERK1/2, NF-KB (Nuclear-

factor kappa B light chain enhancer of activate@dls). Ceci reste encore a étre investigué.

En outre, la NRP2 est un récepteur pour deux istderdu VEGF, le VEGF-C et VEGF-D,
[27,29] isoformes impliqués dans la lymphangiogéneisle développement des métastases.
[304] Deux études récentes confirment en effetecatiplication de la NRP2 dans la
lymphangiogénése tumorale et dans la formation rétastases via ses intéractions avec
VEGF-C, VEGF-D et VEGFR3. [27,134]. Nous ne nousmsB®es pas intéressés a

limplication des ces différentes molécules dars éffets médiés par la NRP2 dans notre
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étude. Le rble des isoformes VEGF-C et VEGF-D dangrolifération cellulaire et dans la

formation de colonies en milieu agar pourrait égedet étre évalué dans notre étude.

En somme, ces données suggerent que la NRP2 dijuggdans de nombreux mécanismes
participant a la progression tumorale. La NRP2tnpes ailleurs tres peu retrouvée sur des
tissus sains, alors qu'elle est davantage retroswéedes tissus tumoraux. En ce sens, la
NRP2 apparait comme une cible intéressante et amievdans le cadre du développement de

thérapies ciblées en oncologie.

2. NRP2 et TEM

Bien que largement controversée initialement, laMiT&emble participer activement a la
progression tumorale in vivo. Dans de nombreuxicéamaes, la progression tumorale est
associée a une perte des marqueurs épithéliaux ahea acquisition de marqueurs
mésenchymateux. Ce processus, appelé TEM, augitaanigration et I'invasion des cellules
et est souvent considéré comme une étape esserdidd migration, a l'invasion et a la
formation des métastases. De plus, de nombreugdssébnt a présent établi une corrélation
entre I'expression de marqueurs associés a la T&Mem de prélevements biologiques de
patients cancéreux et le pronostique de la maladieiblage et la neutralisation de molécules
impliquées dans la TEM semble donc d'un intérétiparer pour prévenir la progression

tumorale.

Dans notre publication n°l1, I'expression de NRP2 ges cellules de cancer colorectal
humaines est a I'origine d’'un phénotype caraciéristdu processus TEM, consistant en une
inhibition des marqueurs épithéliaux tels que ltokgratine-20 et E-cadhérine et en une
surexpression de marqueurs mésenchymateux teldaguenentine. Ceci a été également

confirmé au niveau de cellules de cancer du pas@ede cancer du rein par western-blotting
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dans notre étude : I'expression de NRP2 est pesitnt corrélée a l'expression de
marqueurs mésenchymateux et inversement corrélérpaiession de marqueurs épithéliaux
dans ces lignées cellulaires, suggérant ainsi ggeohservations dans le contexte du cancer
colorectal pourraient étre étendues a d’autresstgaecancer et a un mécanisme d’action plus
général. Un role direct de la vimentine dans I'siva tumorale lorsqu’elle est co-exprimée
avec des kératines a été suggéré dans des caleancer du sein. [305] Dans notre étude,
'expression de NRP2 entraine également I'expresséd l'activation de facteurs de
transcription caractéristiques de la TEM, tels psefacteurs de transcription de la famille de
Snail, Twistl, de I#-caténine suggérant un réle direct de la NRP2 tapsocessus de TEM.
Le réle de lg3-caténine dans l'invasion cellulaire a notammeétréporté par Brabletz et al.
[175,306] Brabletz et al montrent en effet une egpion nucléaire dg-caténine dans des

cellules de cancer colorectal dédifférenciéesestnoint invasif des tumeurs. [175,306]

La NRP2 semble induire et activer des facteursatestription impliqués dans la TEM, mais
nous n'avons pas encore identifié le ou les fa¢@ute transcription « critique(s) » lors de
cette induction de TEM médiée par la NRP2. L'usitisn de siRNA ciblant spécifiquement
ces différents facteurs de transcription dans &hiles HT29""2 ou Colo320 permettrait
d’identifier le(s) facteur(s) de transcription es$el(s) a cette TEM. Des vecteurs
d’expression de ces différents facteurs de trapison pourraient étre également utilisés dans
cet objectif dans les cellules HT29. La voie denalgation intra-cellulaire de la NRP2 reste
encore bien méconnue a ce jour. Des analyses micags permettraient par exemple
l'identification des différentes voies de signalisa modulées par la NRP2. Nous avons
d’ores et déja entrepris ces expériences de micaysy I'analyse des résultats obtenus va étre

prochainement effectuée.

224



Seuls certains marqueurs de la TEM ont été étudhés notre étude. D’autres facteurs de
transcription comme les membres de la famille d&,ZGli ou encore Brachyurie semblent
trés importants lors de la TEM [307-309] ; leuplioation dans la TEM médiée par la NRP2

est actuellement en cours de caractérisation audsenotre laboratoire.

Le TGH1 est décrit dans la littérature comme une cyteklgale ce processus de TEM. Une
étude récente de Pino et al montre que le traiteercellules de cancer colorectal par du
TGHB1 induit méme une expression de vimentine et un® Tdans ces cellules. [310]

Logiqguement, nous avons donc étudié les intéragtiomire les voies de signalisation du
TGH31, de la NRP2 et de la TEM. Cependant dans natidegtontrairement a la publication
de Pino et al, le traitement de cellules épithésiade cancer colorectal HT29 par du BGF

recombinant n’est pas suffisant pour l'inductiorurte TEM dans ces cellules. Seule la
transfection du géne de la NRP2 humaine permeatuttion de cette TEM dans ces cellules

HT29.

En outre, plusieurs études suggerent que la NRPUne®cepteur pour le TEFUN peptide
(RKFK) du domaine b2 de la NRP1 a été récemmentigo dans la liaison du TGE.
[141] La comparaison des séquences en acides aderl@sNRP1 et de la NRP2 suggere que
ce peptide est également exprimé dans le domaime € NRP2. La NRP2 semble entrainer
une activation constitutive de la voie de signailisadu TGHB1 dans notre étude, puisque
I'expression de NRP2 par les cellules HY% ou Colo320 est a lorigine d'une
phosphorylation constitutive des protéines Smad@iléaires, sans aucun traitement
préalable par du TGH. Les cellules Colo320 n’expriment pas naturelleimeGFRII, le
récepteur responsable de la fixation du PGFRu niveau de la membrane et donc de la

signalisation intra-cellulaire. Or des protéinesa8@13 phosphorylées sont retrouvées dans
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ces cellules, suggérant ainsi que la NRP2 poutiattement activer le TGFRI sans interagir

avec le TGFRII.

Le traitement de cellules exprimant la NRP2 (HY¥8 Colo320) par un inhibiteur du
TGFRI, le SB-431542 réverse en partie la TEM daes cellules, suggérant donc une
intéraction entre NRP2 et TGFRI. Des expériencesal@nmunopreécipitation confirment
cette intéraction. Grace a des expériences Biacmres avons montré que la NRP2 était

également un récepteur pour le TR&F

Cependant les molécules impliquées dans I'actimalio TGFRI par la NRP2 restent encore a
étre identifiees. Les 3 derniers acides aminés 8RAosition C-terminale des NRPs sont
impliqués dans l'intéraction avec des protéineomalnes PDZ comme GIPC. [34,103-105]
Or, il a été montré dans plusieurs études queragipes GIPC pouvaient interagir avec le
récepteur de type 3 du TBHTGFRIII) via leur domaines PDZ et inhiber la voie

signalisation du TGFL. [311,312] La perte d’expression de TGFRIIl alément été

associée a la TEM dans plusieurs études. [311,BK&mblerait donc intéressant d’étudier

limplication du TGFRIII et de GIPC dans cette TEMdiée par la NRP2.

Par ailleurs, le traitement des cellules exprinfRP2 par I'inhibiteur du TGFRI ne réverse
gu’en partie la TEM, suggérant que d’autres voresignalisation pourraient étre impliquées

dans la TEM induite par la NRP2.

Certains ligands des NRPs, comme les membres fdenifle du VEGF ont été récemment
impliqués dans la TEM. Dans plusieurs études, wiffts isoformes du VEGF induisent une
TEM dans des cellules tumorales. [314,315] Le rtmepVEGFR1 semble notamment

participer a cette TEM induite par le VEGF. [31%BLl’inhibition de VEGFR1 par des
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molécules chimiques ou des anticorps neutralispets méme réverser la TEM de cellules

tumorales de diverses origines [315,317]

La NRP2 est un récepteur pour différents isoforched/EGF. Nous avons donc cherché a
savoir si le VEGF était impliqué dans divers effet€ogéniques médiés par la NRP2. Dans
notre étude, la NRP2 semble augmenter la prolit@rate nos cellules de cancer colorectal et
la formation de colonies en milieu agar (non montidépendamment du VEGF. En effet, la
neutralisation du VEGF par le bevacizumab n’a auoyract sur la prolifération cellulaire de
cellules exprimant la NRP2 ni sur leur capacitéo@ner des colonies en milieu agar dans
notre étude. Nous n’avons cependant pas réellegtedié I'implication du VEGF et du
VEGFR1 dans la TEM induite par la NRP2. Le récepiiGFR1 est en effet exprimé par
les cellules HT2%*"? Plusieurs études ont par ailleurs montré queR&MN pouvait interagir
avec ce récepteur et que ce dernier pouvait mé&diEEM. Il serait donc intéressant de traiter
les cellules tumorales exprimant NRP2 par du beuacab ou des inhibiteurs des VEGFRSs,
afin de voir si ces différents traitements poumtigéverser également la TEM dans ces

cellules.

Par ailleurs, la liaison de la sémaphorine 3F sumMNRP2 est a l'origine d’'une perte
d’expression membranaire d’E-cadhérine et d’'unalisation nucléaire dg-caténine dans
des cellules de cancer du sein. [318] Nous noosregs donc demandé si la sémaphorine 3F
était impliquée dans la TEM induite par la NRP2r Rastern-blotting, nous avons observé
que les cellules HT2Y et HT29'"P? exprimaient le méme niveau de sémaphorine 3F. Les
cellules Colo320 n’expriment pas la sémaphorinesBiggérant que cette sémaphorine n’est

pas impliguée dans la TEM médiée par la NRP2 dessellules.

Des études récentes montrent une corrélation Bexygression de la NRP1 et un phénotype

mésenchymateux. En effet, dans des fibroblastesaimsia NRP1 semble pouvoir interagir
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avec le TGFRII et ainsi activer la voie de sigratien du TGB1 dans ces cellules. [144] Elle
serait dans ce contexte également a l'origine deqgliisition deo-SMA et donc d'un
phénotype myofibroblastique dans ces cellules.][D&hs un modéle de cirrhose du foie, la
NRP1 semble également conférrer un phénotype nrpdlisstique a des cellules stellaires
hépatiques humaines via I'activation des voies fTBPDGF. [143] La TEM jouant un réle
important dans le développement des fibroses #ssgl cette étude suggére donc que la
NRP1 permettrait une TEM dans ces cellules hépegidin outre, un réle plus précis de la
NRP1 dans le phénomeéne de TEM a été suggéré danstunte trés récente, parue en 2010.
Mak et al montrent en effet que la NRP1 seraibéddine d’'une translocation du facteur de
transcription Snail dans le noyau de cellules decea de la prostate. [145] Il apparait
également dans cette étude que les cellules expmritaaNRP1 seraient plus sensibles a
l'induction d’une TEM par le TGFL par rapport aux cellules dont I'expression de MRFté
diminuée par shRNA. [145] En effet, le traitemear FGH1 de cellules de cancer de la
prostate PC3 exprimant la NRP1 augmente I'exprass@marqueurs mésenchymateux (N-
cadhérine, Vimentine, pGSK-3B) et diminue I'expiressde marqueurs épithéliaux (E-
cadhérine). Ce traitement n’a par ailleurs auctiet sur des cellules dont I'expression de la
NRP1 a été diminuée par shRNA, suggérant ainsi lqublRP1 serait essentielle pour
induction de TEM par le TGFL. [145] Les cellules HT29 et Colo320 n’exprimerasp
NRP1. Nous pouvons donc exclure totalement lagpation de cette molécule dans la TEM

médiée par la NRP2.

Tandis que I'expression de NRP2 dans les cellul@@%est a l'origine du passage d’'un
phénotype épithélial & un phénotype mésenchymatieuxtaitement de ces cellules par
'anticorps anti-NRP2 (ITAC-B1) s’est avéré ineffite dans le rétablissement du phénotype

épithélial de ces cellules. (non montré).
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Une explication peut cependant étre fournie : Ié&-FIGétant impliqué dans le phénoméne de
TEM induite par la NRP2, les anticorps anti-NRP@mpéchent peut étre pas l'activation de
la voie de signalisation du T@GEet ne peuvent donc pas réverser la TEM induitecpte
cytokine dans ces cellules. Dans ce cas, seulesmdEsules capables d’'inhiber la voie de
signalisation intra-cellulaire de la NRP2 ou du PG&Feraient alors capables de réverser la

TEM de cellules tumorales.

En outre, il serait également intéressant d’étuldiercorrélations entre les expressions d’E-
cadhérine, de vimentine, dcaténine nucléaire et de NRP2 dans des tissusrauxale

diverses origines par IHC, afin de confirmer leer@e la NRP2 sur la TEM in vivo, dans des
prélevements de patients. L'expression de cesrdiffés protéines pourrait également étre
rapportée a la survie globale de patients cancéadirxde voir si ces marqueurs de la TEM

(NRP2 incluse) seraient des marqueurs pronostigffieaces.

3. NRP2 et apoptose

Plusieurs études montrent que la NRP2 est impligia#s |la régulation des mécanismes de
survie et d'apoptose des cellules. En effet, 2niitpade la NRP2, les sémaphorines 3B et 3F
semblent pouvoir induire une apoptose des cellefeothéliales et tumorales exprimant la
NRP2. [119,126] A l'inverse la liaison des membdesla famille du VEGF sur les NRPs est
plutbét a l'origine d'un signal induisant la surveellulaire. Le traitement par voie intra-
péritonéale de souris porteuses de xénogreffedgsliposomes contenant des siRNA-NRP2

entraine une apoptose des cellules tumorales M[SR]

Cependant, dans notre modéle expérimental, le VEB&Fsemble pas réguler les effets
oncogéniques médiés par la NRP2. En effet, dams adicle n°1 sur I'induction de TEM par

la NRP2, nous montrons que la NRP2 augmente laf¢gnation cellulaire, Iinvasion
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cellulaire et la formation de colonies en milieuaagndépendamment du VEGF. En
conséguence, I'apoptose induite par nos anticogpsemble pas pouvoir s’expliquer par le
blocage de la liaison du VEGF sur la NRP2. Lescanpis anti-NRP2 pourraient plutot
mimer le mécanisme d’action des sémaphorines ét &asi se fixer sur les mémes épitopes
de la NRP2 que ces sémaphorines. Des expériencesutigions insertionnelles ou des
techniques d’ « epitope-mapping » pourraient amsiis permettre d’identifier clairement
I'épitope reconnu par lI'anticorps ITAC-B1 et done pgroposer un mécanisme d’action plus
clair de ces anticorps. En outre, la voie de sigaibn du TGB1l régule également
'apoptose et la prolifération cellulaire. Dans meotarticle n°1, le TGFL semble impliqué
dans I'ensemble des effets oncogéniques médida pEHRP2 in vitro et in vivo. La bioactivité
des anticorps anti-NRP2 pourrait notamment s’exsgliqgpar le blocage de la liaison du
TGH31 sur la NRP2. Pour confirmer cette hypothéseaduidfait tout d’abord confirmer ce
blocage de la liaison du TGE sur la NRP2 par les anticorps anti-NRP2 par dpgréences
ELISA ou de Biacore. Ensuite, il serait intéressamtrefaire les expériences d’apoptose en
présence de TGHR ou d’inhibiteurs de la voie de signalisation dGFB1 comme des
anticorps bloquant le T@R, ou des inhibiteurs chimiques SD208 et SB-43154@8s

inhibiteurs chimiques ont-ils une action synergiguec nos anticorps anti-NRP2 ?

Par ailleurs, nous souhaitons également visudl@goptose induite par nos anticorps anti-
NRP2 in vivo. Pour cela, les cellules apoptotigoeEsentes dans les tumeurs murines traitées
ou non par les anticorps anti-NRP2 pourraient @isaalisées grace a la méthode TUNEL
(Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP NickdHrabelling). L’'objet de notre brevet
scientifique concerne l'induction d’apoptose pas ramticorps anti-NRP2, mais I'étude de
'angiogénese et de la lymphangiogénese par maeqlié@ des molécules impliquées dans

ces meécanismes d’action serait également treeggante (marquages des molécules CD31+,
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VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3, VEGF-A, VEGF-C...) Récemmé&aaunt et al ont montré
gue la NRP2 jouait un réle important dans la lymmgliagénése tumorale et dans la formation
de métastases. [134] Dans ce contexte, il sertdrassant d’étudier la capacité de nos
anticorps anti-NRP2 & diminuer la lymphangiogértaseorale et la formation de métastases,
par des marquages IHC de nos tumeurs xénogrefgsendant, nous n’avions pas vu de
métastases dans les souris ayant recu FT@9 HT29'*?en sous-cutané. L'utilisation de la
voie IV pour l'injection de tumeurs devrait permmetla formation de métastases. D’autres
lignées cellulaires connues pour leur potentielastétique pourraient également étre utilisées
pour de futures expériences de traitement de xéffegrin vivo par des anticorps anti-NRP2.
Des données de pharmacocinétique, pharmacodynarhietoxdcologie concernant
'administration d’ITAC-B1 aux souris nous permatant également de compléter
efficacement nos études pré-cliniques.Par aillenosis souhaitons éclaircir le mécanisme
d’apoptose entrainé par nos anticorps anti-NRP&pdptose induite par les anticorps anti-
NRP2 passe-t-elle par un mécanisme intrinsequens&tue ?? Notre étude est encore a un
stade trés préliminaire sur ce point. L’étude dhaplication de la voie intrinséque d’apoptose
pourrait dans un premier temps passer par I'étuelel’ekpression des protéines pro-
apoptotiques (Bax , Bid, Noxa, PUMA) et anti-apdiofees (Bcl2, Bcl-XL) dans les cellules
tumorales aprés traitement par les anticorps aRfrPA Les protéines Bax, Bid sont elles
induites aprés incubation des cellules tumorales aes anticorps anti-NRP2 ?? De plus, les

membres de cette famille de protéines pro-apoptesigont des cibles de p53.
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4. NRP2 et p53

Une corrélation inverse entre I'expression de NRPIe la protéine de tumeur p53 était
suggérée dans plusieurs études des 2007. En leffdiminution de I'expression de NRP1
semble étre a l'origine d’'une apoptose des cellnlewveuses et endothéliales de poissons
zébres. [319] La protéine suppresseur de tumeurspiible impliquée dans cette apoptose
puisque son expression est augmentée dans leteseflownrégulant la NRP1. [319] Dans
une étude plus récente, Cao et al s’intéresseérkpréssion et au réle de la NRP1 dans des
cellules de cancer du rein. [303] La diminution’dgpression de NRP1 par sh-RNA dans ces
cellules s’accompagne d’une diminution de MDM2 etp$b3 et d’'une augmentation de p53
dans ces cellules. [303] Les cellules de canceeniuavec une expression de NRP1 diminuée
semblent moins invasives, moins agressives in \atran vivo. [303] Aucune étude ne
mentionnait jusqu’a présent une corrélation erdgseelxpressions de NRP2 et les protéines de
la famille de p53, ce qui nous a incités a étudedte possible corrélation dans nos lignées

cellulaires de cancer colorectal, exprimant ou prerant pas la NRP2.

En effet, des éléments de réponse a p53 ont énréent identifiés dans les génes Bax,
PUMA et Noxa. [281,282] L’induction d’expression sdgrotéines Bax ou Bid aprés
traitement par nos anticorps anti-NRP2 pourraitsaéxpliquer la restauration de p53 dans les
cellules tumorales. Cependant la protéine p53 estendans les cellules HT29 contrairement
aux cellules Colo320 qui possedent quant a ellespuotéine p53 sauvage. Les mutations de
p53 empéchent la liaison de p53 a I'ADN et donc smivité transcriptionnelle. La
restauration de I'expression de p53 aprés traitémpanles anticorps anti-NRP2 ne permet
donc pas d’expliquer l'apoptose induite par cesicams dans les cellules HT29.
L'implication de la protéine p53 dans le mécanigsiiapoptose des anticorps anti-NRP2 reste

encore a étre considérablement étudiée.
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Les expressions de NRP2 et des récepteurs de gt DR5 et Fas semblent inversement
corrélées dans nos cellules de cancer colorectld eancer du pancréas. Or, I'expression des
récepteurs de mort est modulée par p53. [278] [Besedts de réponse a p53 ont en effet été
retrouvés dans le promoteur du gene Fas. [278] Dwige étude, la NRP2 entraine
linhibition de I'expression de p53. Ceci pourraitre a l'origine d’'une diminution
d’expression de Fas sur la cellule tumorale et dinne sensibilité diminuée a I'apoptose
induite par les ligands de Fas et donc par lesileslimmunitaires. La NRP2 pourrait étre de
cette facon étre impliquées directement dans uramgme d’échappement des tumeurs au
systeme immunitaire. Un mécanisme d’apoptose esdgue pourrait donc étre également
impliqué dans l'apoptose induite par nos anticagp$§-NRP2. Il serait dans ce contexte
extrémement intéressant de savoir si le traiterdentellules tumorales NRP2+ ayant perdu
I'expression de ces récepteurs de mort par nascaps anti-NRP2 permettrait de restaurer

'expression de ces récepteurs dans ces cellulesinsi de restaurer la sensibilité de ces

cellules a une apoptose médiée par les ligands &&Elail.

En outre, il serait également intéressant d’étuléeicorrélations entre les expressions de ces
récepteurs de mort et de NRP2 dans des tissusaumde diverses origines par IHC, afin de
confirmer cette corrélation inverse in vivo. L'egpsion de ces différentes protéines pourrait
€galement étre rapportée a la survie globale denpatcancéreux, afin de voir si ces

marqueurs seraient des marqueurs pronostiqueaadtc

Par ailleurs, nous ne connaissons pas le statu# owisauvage de la protéine p53 dans les
lignées de cancer pancréatique dérivées d’asciadigmas de patients. Le séquencage de cette
protéine p53 pourrait également nous aider dane étide de l'implication de p53 dans

I'apoptose.
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5. NRP2 et miRNA

Les miRNA sont des petits ARNm, non codant, compade 19 a 24 nucléotides et qui
régulent I'expression de multiples genes soit drbant leur transcription soit en dégradant
'ARNmM de ces génes. [320] Ces miRNA jouent deggoéssentiels dans de nombreux
processus physiologiques et pathologiques, en aagullexpression de nombreux ARNm.
Bien que I'importance des miRNA dans I'oncogénesteaeprésent établie, tres peu d’études
mentionnent des miRNA promoteurs ou inhibiteursnu&tastases. La famille du miR-200
semble impliquée dans la maintenance d’'un phéndipgiélial. En inhibant spécifiquement
ZEB1 et ZEB2, des répresseurs transcriptionnela @&ecadhérine, les membres de la famille

miR-200 inhibent la TEM et la formation de métastas

La famille du miR200 comprend 5 membres réparti egroupes : les miR-200a/b/429 et
miR-200c/141. Plusieurs études reportent a pragentette famille de miRNA est impliquée
dans la TEM, et dans le processus inverse, la TiMEpression ectopique de miR-200 dans
des cellules cancéreuses entraine une sur-expredsiola E-cadhérine et diminue leur
motilité. [199] A l'inverse, l'inhibition de ces RINA endogénes parait suffir a I'induction de

TEM dans ces mémes cellules. [197,199]

In vivo, dans des prélevements de patients, I'esgiom de la E-cadhérine est
significativement corrélée a I'expression du miRd@ans des tumeurs ovariennes. [199] De
méme, I'expression des miR-200 est significativetm@us faible dans des tumeurs du sein

meétastatique que dans des carcindmes épithéliammaaes.[197]

Récemment, Schikel et al a montré que le miR-26Qalait également I'expression de FAP1
(Phosphatase associée a Fas). [321] FAP-1 esthibiteur de I'apoptose médiée par Fas.
Son action se résume a diminuer I'expression memalm& de Fas ainsi que la sensibilité des
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cellules tumorales a l'apoptose médiée par Fas. ddmedlation inverse entre FAP-1 et la
sensibilité des cellules a I'apoptose médiée pa &aété observée dans de nombreux

cancers.[322,323]

Dans un article trés récent, Chang et al montraatlg géne suppresseur de tumeur p53 peut
activer I'expression du miR-200c et ainsi régueTEM et le phénotype souche associé a la

TEM. [324]

La famille des miR-200, et notamment miR-200c semiohpliquée a la fois dans la
régulation de la TEM, dans I'apoptose mediée pa, Hans les voies de signalisation du
TGHB1 et de p53. Ainsi, puisque la NRP2 semble indiar€EM et inhiber I'expression de
p53 et de Fas dans notre modele, I'hypothése sieivaeut étre formulée : la NRP2 via sa
régulation de p53, pourait inhiber I'expression de#k-200. L'inhibition des miR-200
induirait alors la TEM et la diminution de I'expsesn de Fas dans les cellules tumorales.

Cette hypothése est résumeée par le schéma suiigtire 53)
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Figure 53 : Possible implication des miR-200 danbulation des effets oncogéniques de la NRP2.

Pour confirmer cette hypothése, il serait inténesgd&valuer I'expression des miR-200 dans
nos cellules colorectales exprimant ou non la NR¥2a NRP2 diminue I'expression des
miR-200, il serait ensuite intéressant d’'induirexpression de ces miRNA dans ces cellules
afin de voir si le phénomene de TEM peut étre is8/er

Dans ce cas, les miR-200 pourraient étre au celdréaction biologique de la NRP2 et

moduler ses effets oncogénes.

6. Développement d’anticorps monoclonaux thérapeuues anti-NRP2

Nous avons produit des anticorps monoclonaux muecibtant spécifiquement la NRP2
humaine lors de notre travail de thése. En raisanedtrop grande immunogénécité, ces
anticorps murins ne pourraient cependant pas étextément utilisés en clinique chez
'homme. Les prochaines étapes de ce développenmiBahticorps monocloanux
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thérapeutiques vont donc consister en « ’lhumapisat de ces anticorps monoclonaux anti-
NRP2, et en particulier d'ITAC-B1. Grace a des téghes de biologie moléculaire, nous
souhaiterions produire des anticorps monoclonaimétiques et humanisés anti-NRP2. Des
fragments d'anticorps pourraient étre égalementmédés ou encore des anticorps
bispécifiques. En effet, NRP2 semble assez spéeifaes tissus tumoraux et des métastases
et ne pas étre exprimée au niveau des tissus &insgonséquence la production d’anticorps
bispécifiques anti-NRP2 et anti-CD3 (ou anti-CDp&rmettrait notamment I'activation du
systeme immunitaire sur le site tumoral et au nivéi@s métastases. Par ailleurs, ces anticorps
anti-NRP2 pourraient étre également couplés a dekcwmles de chimiothérapie ou de
radiothérapie comme I'yttrium 93°%) ou I'astatine 211%At). En effet, des résultats trés
prometteurs ont été rapportés dans des expérieircesnogreffes murines avec des diabodies
anti-HER2 couplés a #'At. Pour cela, des -collaborations avec des indsstri
pharmaceutiques pourraient étre envisagées. [293]

Nous pourrions par ailleurs réaliser de nouvellemunisations de souris avec des cellules
P8158'RP? et utiliser ensuite la technique de productioncdghage-display » afin de produire

des anticorps monoclonaux humanisés anti-NRP2.
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CONCLUSION




Bien que les NRPs soient décrites depuis plus den3Q leur participation a la progression
tumorale n’'a été suggérée que tres récemment. LRIN& la premiere NRP a étre identifiée
puis caractérisée. Tres rapidement, de nombretisdsstont suggéré que la NRP1 participait
activement a I'angiogénese tumorale et donc a tgrpssion tumorale, faisant de cette
molécule une cible trés intéressante dans le chdr@éveloppement de nouvelles thérapies
anti-angiogéniques. Trés peu d’études s'étaierdressées au role de la NRP2 dans la
progression tumorale au début de notre travailhgse en 2007. Notre travail de théese a
permis dans un premier temps la mise en évidenge pfocessus de TEM médié par la
NRP2 et dépendant du T@E Grace a son intéraction avec le TGFRI, la NRP2ve
constitutivement la voie de signalisation du P&FElle est en outre capable d’induire une

TEM dans des lignées de cancer colorectal et deecalu pancréas.

Le ciblage de la TEM semble étre un des enjeux umsjde la recherche en oncologie a
I'heure actuelle. La TEM semble réguler en effenemble du processus cancéreux et étre
impliquée notamment dans la migration et I'invasi@s cellules tumorales. En raison de son
implication dans la formation des métastases, age thérapeutique de la TEM pourrait

donner lieu aux premiers traitements anti-métagias.

Parallelement a cette étude, nous avons déveloggé adticorps monoclonaux ciblant
spécifiguement la NRP2 et pouvant induire I'apoetate cellules tumorales de cancer
colorectal et du pancréas exprimant la NRP2. Cetaital'objet d’'un dépo6t de brevet

international en 2010. Les mécanismes d’apoptodeits par ces anticorps restent encore

bien méconnus et doivent encore étre éclaircis darfgtures études.

En somme, la NRP2 semble étre vraiment « au coeler mombreux processus participant

collectivement a la progression tumorale. Dans a@exte, elle apparait comme une cible
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thérapeutique extrémement intéressante dans le caddéveloppement de thérapeutiques

ciblées en oncologie.
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Abstract: Recent investigations highlighted strong similesitbetween neural
crest migration during embryogenesis and metasfabcesses. Indeed, some
families of axon guidance molecules were also iepoto participate in cancer
invasion: plexins/semaphorins/neuropilins, ephEps/ receptors,
netrin/DCC/UNCS5. Neuropilins (NRPs) are transmembraon tyrosine-kinase
glycoproteins first identified as receptors for s8&8 semaphorins. They are
particularly involved in neural crest migration arakonal growth during
development of the nervous system. Since many tgpésmor and endothelial
cells express NRP receptors, various soluble mtdsamere also found to interact
with these receptors to modulate cancer progresgiamong them, angiogenic
factors belonging to the Vascular Endothelial Glowactor (VEGF) family seem
to be responsible for NRP-related angiogenesisaBNRPs expression is often
upregulated in cancer tissues and correlated wiblor pprognosis, NRPs
expression might be considered as a prognosticorfad/hile NRP1 was
intensively studied for many years and identifietlaa attractive angiogenesis
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target for cancer therapy, the NRP2 signaling pathwas just recently been
studied. Although NRP genes share 44% homologyferdifices in their

expression patterns, ligands specificities andadigg pathways were observed.
Indeed, NRP2 may regulate tumor progression byratgencurrent mechanisms,
not only angiogenesis but lymphangiogenesis, ejmaihmesenchymal transition
and metastasis. In view of their multiples funcéidn cancer promotion, NRPs
fulfill all the criteria of a therapeutic targetrfannovative anti-tumor therapies.
This review focuses on NRP-specific roles in tupagression.

Keywords: neuropilins; cancer; angiogenesis; lymphangiogsnesargeted
therapies

1. Introduction

Neuropilins (NRPs; previously known as A5 protewere first identified by Takaget al.
in 1987 by immunofluorescent staining of frozentimes of Xenopugadpole nervous system
[1]. This glycoprotein of 130-140 kDa, highly congsd among vertebrates, was then
isolated in the nervous developing system of adrgaectrum of animal species, such as
chicken [2,3], mice [4], and rats [5,6]. While NR®a&s the first member of the NRP family to
be described, NRP2 was rapidly isolated by Cétead.in 1997, by RT-PCR and gene transfer
[7].

A major distinction between these two members efNIRP family is based on their ligand
specificities. NRPs were originally described aghkaffinity cell-surface receptors for axon
guidance molecules such as class-3 semaphorinsajgéinIndeed, NRP1 is a receptor for
semaphorin-3A, 3C, 3F [5,6] while NRP2 preferetiddinds Semaphorin 3B, 3C, 3D, 3F
[7,8] (Figure 1).

Figure 1. Neuropilins (NRPs) and their ligands. Class-3 g@mans bind al/a2
sub-units (green) whereas vascular-endothelial grdactors preferentially bind
b1/b2 sub-units (blue). Other growth factors sustH&F, B-FGF, TGPl have

been recently reported to bind both NRPs (yellow).
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Several analyses using mutant mice lacking NRPstifam subsequently conferred to
semaphorin/neuropilin an essential role in axom@uce during nervous system development
[8-11].

In vivo models using NRPs transgenes also suggested edbential functions of NRPs.
Indeed, overexpression of NRP1 in chimeric miceegated an excess of capillaries and
blood vessels, suggesting an important role of NRRiIhgiogenesis and vasculogenesis [12].
In contrast, NRP1
null-mutant embryos showed severe types of vascdifects, especially in neuronal
vasculature, yolk sac vessel network organizatammtic arch development [13] and in the
cardiovascular system, resulting in death of horgomg embryos at E12.5 to E13.5 [13,14].
NRP2 knock-out mice are viable suggesting that NR&2not essential for vascular
development, unlike NRP1 [9,11]. Moreover, NRP2 baygous mutant mice are
characterized by abnormal lymphatic and capillagvedlopment suggesting a selective
requirement for NRP2 in the formation of lymphatessels [15]. However, double knock-out
of NRPs genes (NRP1-/- NRP2-/-) constitutes thetnsesere phenotype observed,
impairing any blood vessel development and causamtiest deatim uteroat E8.5 [14].

Because Vascular Endothelial Growth Factor (VEGHRy$ a central role in the
development of vascular network, interactions betwd\RPs and VEGF were rapidly
considered. NRPs were indeed found to be receftorseveral members of the VEGF
family. NRP1 can effectively bind VEGEs, PIGF-2 (Placenta Growth Factor), VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D and VEGF-E [16-21], whereas NRP2 receptor for VEGEs VEGFss,

PIGF-2 [18,22], VEGF-C [20,22], and VEGF-D [20]. RR are also reported to bind diverse
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heparin-growth factors, such as FGF (Fibroblastw@noFactor) and HGF (Hepatocyte
Growth Factor) [23,24] (Figure 1).

2. NRPs: Structural Particularities

In humans, NRP1 and NRP2 genes map to two diffecekr@mosomes: Chromosomes
10p12 and 234, respectively [25]. Although NRParslonly 44% homology in their amino
acid sequences, some similarities to known proteamsbe observed in their structure. NRPs
are composed of an extracellular domain, transmangbdomain and a short intracellular
domain. Indeed, the extracellular domain is comgasetwo Complement Binding motifs
(CUB), homologous to the C1r and C1s complementpmrants (named domains al and a2),
two domains bl and b2 homologous to the coaguldaotors V and VIII and one third
domain, ¢, homologous to the meprim domain shaantyrosine phosphatase activity u
[4,26]. al/a2 domains are responsible for semaphuoriding, whereas bl/b2 are suggested
for both VEGF and semaphorin binding. c-domaimisived in dimerization of the receptor
[8] (Figure 1). Because NRPs have a short intralzlidomain of only 40 amino acids, it was
assumed that they cannot transmit any signal anaia.

2.1. Isoforms

Both NRPs genes are composed of 17 exons. CortwmaRP1, NRP2 is expressed as
several alternatively spliced forms. In particiartwo isoforms of NRP2, NRP2a and
NRP2b, that arise by alternative splicing, havenba@escribed subsequently in mouse [7] and
humans [25]. Divergences between NRP2a and NRR2prarcipally observed in the linker
between transmembrane and cytoplasmic domains. N&RBBoforms were subsequently
described by Chen [7] and Rossignol [25]. Insegioh17 or 22 amino acids after amino acid
809 are described for NRP2a (NRP23 NRP2%,) whereas NRP2b is characterized by
insertions of 0 or 5 amino acids after amino a€8 8NRP2ky) NRP2lx)) (Figure 2). NRP2a
seems to be closer to NRP1 (44% homology) than MRP%) [25].
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Figure 2. NRP2 transcript variants encode distinct isoforms.
3 mon-secreted isoforms

NRP2a {22) : isoform 1
NRF2a (17} : isaform 2
+1517.223a NRF2a {0] : isoform 3

MRFZh (3] ; isoform 4
l NRP2h (0] * iscform 5
™

i = 1 1 BOE-R04
1 o ﬂ" - ﬂi‘lh l ' E]u4 926
1 soluble isoform
% x|
| - al - ﬂhj— ‘LEEE 53-NRF2 : isoform &

2.2. Soluble Forms

Two soluble forms of NRP1 {fNRP1 and sNRP1) and one of NRP2HRP2) were
cloned by Rossignol and collaborators [25]. Laten novel soluble forms of NRP3,,NRP1
and swNRPI were characterized [27]. While these solulsiefarms have conserved their
extracellular domains responsible for ligand bigdinc-domain, transmembrane and
intracellular domains were lacking. Moreover, Gagabal, reported that;sNRP1 is capable
of tumor cell apoptosis by antagonizing VEGF bingisuggesting that SNRPs and NRPs
have opposite functions [28].

3. Neuropilins Expression Pattern
3.1. Embryogenesis

First reports limited NRPs expression in the nesvaleveloping tissues [1,2,4,7,29].
Indeed,

Chen et al. observed increased NRP2 expression in most compored the developing
nervous system including spinal cord, sympathetogtja, olfactory system, neocortex,
hippocamp [7].

NRP were also found in development of many nonomalrtissues such as bones, several
muscles, intestinal epithelium, kidney, lung, dbraarta [7]. Moreover, knock-out studies
have suggested an important role of the NRPs indtheelopment of the vascular system
during embryogenesis. While NRP1 is preferentiakypressed in arteries during embryonic
development, NRP2 is required for the formationaihs and lymphatic vessels [12,15].
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3.2. Immune System

NRP1 was rapidly identified on various immune cell&h as some subpopulations of T
lymphocytes and on dendritic cells (D@) vitro andin vivo [30]. In this immune context,
NRP1 enhances cell-cell interaction, especiallymadiating DC-induced proliferation of
resting T cells [30]. NRP1 is expressed by CD4+Cb#aturine regulatory T cells but not by
naive T cells [31]. When expressed on murine Toadty, NRP1 inhibits T cell proliferation
[32]. However, Milpiedet al. observed in 2009 that NRP1 expression on murinegTcould
not be extended in human [33]. On the other hamR s contribution in the immune system
was only very recently studied. NRP2 is expressed polysialylated form on mature human
DC [34]. Because polysialylation of proteins iseywrare phenomenon, its role has not been
extensively characterized. However, polysialylattdiNRP2 on DC seems to be essential for
CCL21-dependent DC migration (CCL21: Chemokine @6Gtif Ligand 21) to the lymph
nodes during immune response [35,36].

3.3. Human Tumors

The contribution of NRPs in angiogenesis prompteal investigation of NRP’s role in
oncogenesis. Besides the presence of NRPs on tassociated vessels, authors have
reported the wide expression of NRPs among difteneman tumors, suggesting a potential
role of this molecular network in cancer progressim 1998, Sokeet al. isolated NRP1
from endothelial cells and tumor tissues [21]. kEdleNRPs expression is not restricted in
intra-tumoral vessels, but a large variety of caruadls are reported to express one or both
NRPs. Moreover, NRPs are often the only VEGF-remmspéxpressed by tumor cells [37,38],
conferring an essential role of these glycoprotesmgrowth factor receptors. Although NRP1
is expressed by a large variety of tumors, eves igknown concerning the expression of
NRP2 (Table 1). However, NRP2 expression was fanndsteosarcomas [39], melanomas
[40], lung cancers [41,42], brain tumors [43,44loococancers [45], pancreatic cancers [46-49],
breast cancers [50], myeloid leukemias [51], sa&jivadenoid cystic carcinomas (SACCSs)
[52], infantile hemangiomas [53], ovarian neopla$s#g and bladder cancers [55] (Table 1).

Table 1. Neuropilins (NRPs) expression in cancer cells.

Tumors NRP1 NRP2 References
Brain tumors
Astrocytomas X ND Ding Het al, 2000 [56]
Neuroblastomas X X Fakhari Met al.[44]
Gliomas X X Rieger Xt al, 2003 [43]
X ND Osada Het al, 2004 [54]
Glioblastomas X ND Broholm Het al, 2004 [57]
Pituitary tumors X ND Onofri Cet al, 2006 [58]
Digestive tumors
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Endocrine pancreatic tumors ND X Cohen Tet al, 2002 [47]
X ND Parikh AAet al, 2003 [59]
X X Fukahi Ket al, 2004 [48]
Pancreatic adenocarcinomas X X Li M et al, 2004 [49]
X ND Feurino LWet al, 2007 [60]
X X Dallas NAet al, 2008 [46]
Gastric cancer X ND Akagi M et al, 2003 [61]
X ND Hansel DEet al, 2004 [62]
X ND Parikh AAet al, 2004 [63]
Colon cancer X ND Ochiumi Tet al, 2006 [64]
ND X Gray MJet al, 2008 [45]
Leukemias
X ND Kreuter Met al, 2006 [65]
. . X ND Kreuter Met al, 2007 [66]
Acute Myeloid Leukemia (AML) « « Vales Aet al, 2007 [51]
X ND Lu L et al, 2007 [67]
Chronic lymphocytic leukemia B X ND [l\(lscg\ivakowskl Getal, 2008
Other solid tumors
Breast cancers X ND Stephenson JMt al, 2002 [69]
X ND Ghosh Met al, 2008 [70]
X X Kawakami Tet al, 2002 [41]
NSCLC X X Lantuejoul St al, 2003 [71]
Lung cancers X X Tomizaweet al, 2001 [42]
Melanomas X X Lacal PMet al, 2000 [40]
X ND Straume Cet al, 2003 [72]
X ND Latil A et al, 2000 [73]
Prostate cancers Vanveldhuizen Pét al, 2003
X ND
[74]
Laryngeal carcinomas and « ND Zhang St al, 2006 [75]
papillomas
Salivary adenoid cystic ND X Cai Yet al, 2010 [52]
carcinoma
Infantile hemangiomas ND X Calicchio MLet al, 2009 [53]
X ND Hall GHet al, 2005 [76]
Ovarian carcinomas X X Osada Ret al, 2006 [54]
X ND Baba Tet al, 2007 [77]
Bladder cancers ND X [SS%?CheZ Carbayo bt al, 2003
Osteosarcomas ND X Handaet al, 2000 [39]
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3.4. Regulation of Neuropilins Expression

NRP1 expression was promoted by hypoxia in seveaalels [78-80] and by ischemia in
rats [81], and in mice [82]. Moreover, several gttoiactors and inflammatory cytokines are
involved in NRP regulation too: In pancreatic cancells, IL-6 enhances NRP1 expression
[60] whereas IL-8 increases NRP2 expression viaaain of ERK1/2 pathway [83]. TNF
was shown to upregulate VEGFR2 and NRP1 in humaowar endothelial cells [84]. While
TGF-$1 and IL-P inhibit NRP1 expression, TGFt stimulates NRP2 expression in human
proximal tubular cells through activation of
MEKZ1/2-ERK1/2 pathway [85]. Oncostatin M activabeth NRP1 and NRP2 expression [85].

4. Neuropilins Role in Oncogenesis

NRPs display a short intracytoplasmic tail of 40irammacids which does not contain any
kinase domain, leading to the suggestiontieatopilins can not directly transmit intracellular
signals. This led to the proposal that hetero-dimagion with other membrane receptors are
required to mediate neuropilin-downstream signaling

4.1. Interactions with Plexins/Semaphorins

Semaphorins (Sema, also known as collapsins) déisded into eight classes, on the
basis of structural similarities. Class 1 and 2stidutes invertebrate semaphorins, whereas
classes 3 to 7 comprise vertebrate semaphorins A6$emaphorins are characterized by an
identical N-terminal
500-amino-acid-long sema domain, which is essefttiademaphorin signaling. The structure of
the sema domain is a seven-bl@eeropeller fold which presented similarities witktracellular
domain of
a-integrins [87]. Next to the sema domain, semapisarontain several distinct domains in their
structure, such as a plexin-semaphorin-integrin alomPSI), an immunoglobulin-like, a
thrombospondin and a basic-C domains [88]. ClassfBaphorins are secreted semaphorins
characterized by a basic-charged domain at thern@irtes. Classes 4—7 semaphorins are
membrane-bound semaphorins which are charactebgethrombospondin repeats (class-5
semaphorins) or glycophosphatidylinositol (GPI)rendqclass-7 semaphorins). Membrane-bound
semaphorins can be cleaved into soluble forms gffrquoteolytic degradation [89]. Two high
affinity receptors have been identified for semaioiso Plexins and Neuropilins. Various studies
indicate that plexins are required for class 3 sgrdn/neuropilins signaling pathway during
both embryonic development and tumorigenesis.

Plexin family is the first class of co-receptor ntibed. Plexins have been identified like
NRPs, from immunostaining ofenopustadpoles nervous tissue [1]. While plexins play an
important role in axon guidance [90] by forming qeaxes with NRPs [91,92], plexins have
been identified on various tumor tissues, sugggsiinrole in tumorigenesis [93,94]. Nine
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members of the plexin family have been identifeahdivided into four subfamilies comprising
four type-A plexins, three type-B plexins, plexinl @nd plexin D1. Plexins can tranduce
intracellular signals through activation of RhodlikcTPases, such as Rndl1 for plexin A1 and
Racl for plexin B1 [95-97]. Moreover, type B plexioontain a binding site for a PDZ domain
in the C-terminal domain [98-100]. The extracelildamains of all plexins are characterized by
the presence of a sema domain, and by the presdéne8l and glycine-proline (G-P)-rich
motifs [86]. Membrane-bound semaphorins can diydaithd to the plexins, whereas secreted
semaphorins such as class-3 semaphorins requir@s [dR co-receptor to mediate the signal
[86].

Like type-B plexins, NRPs contain a binding site fDZ domains in the C-terminal
domain. Indeed, the PDZ domain of NIP, also caléeC (GAIP interacting protein at the C
terminus), is thought to be implicated in interantwith NRPs and plexins, activating small
GTPase-activating proteins [101]. In particulare tlast three amino-acids SEA of the C-
terminal sequence of NRPs seem to be responsibiatémaction with G-interacting proteins
[101] (Figure 3).

Semaphorins are reported to be very often downlaiggglior mutated in human cancers,
allowing massive VEGF/NRPs interactions. Becausgaphorins are frequently inactivated by
allele loss or promoter methylation, they have begmdly considered to function as a TSG
(tumor suppressor gene). Indeed, deletions occuhenregion 3p21.3 of the short arm of
chromosome 3, a region encoding for Sema3B and &emnavarious cancers, including lung
cancer and even ovarian cancer [102-104]. More®e&maphorin promoter hypermethylation
and various mutations occur in lung and breasterad2,105-108].
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Figure 3. NRPs cooperate with class 3 semaphorins and gléxiendothelial and cancer

cells.
i
g
Flaxins = NRPs

4.1.1. Semaphorin 3A

First, Bagnarcet al. reported that Semaphorin 3A (Sema3A) mediatesreplilsion and
can even induce cell death in a neuroectodermajemitor cell line, both effects depending
on interactions with NRP1 [109].When Sema3A is adttethe culture medium of Human
Umbilical Vein Endothelial CellJHUVEC) cells for 48 h with VEGfgs, cell survival
decreases. NRP1 is implicated in this Sema3A-mediiapoptosis [110]. Moreover, Sema3A
has been implicated directly in Fas-mediated amipton a recent study [111]. After a
stimulation of leukemic T cells by Sema3A, Fas lzes into the lipid rafts and sensitizes
these T cells to FasL-mediated apoptosis [111]l€rdp
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Table 2.Class 3 semaphorins expression and function iotumells.

Semaphorins Cells Activity References

Neural progenitor

cells Induction of cell repulsion and cell death BagnBr001[109]
: : : Guttmann-Raviv N,
Endothelial cells Induction of apoptosis 2007 [110]
Sema3A Leukemic T cells Relocalization of Fas into thadipaft Moretti S, 2008 [111]

Inhibition of tumor growth, of intra-tumor
vasculature

Inhibition of cell migration, increase of
alpha2betal integrin level

Breast cancer cells Kigel B, 2008 [112]

Breast tumor cells Pan H, 2009 [127]

murine pancreatic | Inhibition of tumor growth, of intra-tumor )
urine p I ot ! g Ot . Maione F, 2009 [113

cells vasculature
murine mammary | Inhibition of tumor growth, of intra-tumor | Casazza A, 2011
carcinoma cells vasculature and metastasis [114]

Inhibition of growth and induction of

Lung cancer cells Tomizawa, 2001 [42]

apoptosis
Ovarian Diminution of tumorigenicity in xenografts
adenocarcinoma celexperiments, diminution of colony formatigriTse C, 2002 [115]
line and cell proliferation
Sema3B ! prot : .
Lung and breast Induction of ADODLOSIS Castro-Rivera E,
cancer cells Pop 2004, 2008 [116, 117
NRP1-sema3B interactions increase IL8
Breast cancer cells| production in tumor cells, promoting Rolny C, 2008 [118]
invasion and metastasis
Sema3D Breast cancer cells| Inhibition of tumor progression Kigel B, 2008 [112]
. Christensen C, 2005
Sema3E Breast cancer cells| Increase of tumor growth, metastasis [126]
. - . Brambilla E, 2000
Lung cancer cells Role in cell motility and celhadion [119]
Small cell lung Diminution of tumorigenicity in xenografts
cancer cells, ovarian . . .g y . g Xiang R, 2002 [120]
. experiments, induction of apoptosis
adenocarcinoma
Sema3F Breast cancer cells| Inhibition of cell migration ddare P, 2003 [128
Endothelial, renal | Inhibition of cell proliferation, inhibition of
' ottion ot cetl profiieration, inhibi Kessler O, 2004 [122
cancer cells angiogenesis vivo
Inhibition of metastasis, of intra-tumor .
. . Bielenberg BR,
Melanomas vessels and induction of large areas of

2004[123]

apoptosisn vivo
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Induction of cell repulsion, inhibition of cell

Breast cancer cells . .
contacts and proliferation

Nasarre P, 2005 [125]

Lung cancer cells Enhances survival in xenografpeement | Kusy S, 2005 [121]
Chabbert-de Ponnat |,

Mel Inhibiti f cell proliferati
elanomas nhibition of cell proliferation 2006 [124]
Breast and
melanoma cancer | Inhibition of tumor progressiom vivo Kigel B, 2008 [112]
cells

In another study, Kigel and colleagues transfettexhst cancer cells expressing NRP1
and-or NRP2 with each semaphorin to analyze tlod@ in tumor progression in xenograft
experiments [112]. Sema3A, sema3D, sema3E and seredrexpression in breast cancer
cells significantly inhibits the development of tamin xenograft models and decreases the
number of intra-tumor blood vessels, suggestin@mtitangiogenic role of these molecules
[112]. In this model, the anti-tumor effect of eawftthe semaphorins correlated very well with
the expression of the related receptor on tumds £E12]. Furthermore, in a very recent study
using multiple murine models of tumorigenesis, Maoand collaborators showed that
inhibition of sema3A in the later stages of cargemesis is responsible for enhanced
angiogenesis and tumor progression [113]. By cehtrastoration of Sema3A expression in
these cells normalizes intra-tumor vasculatureicatthg that Sema3A could be used as a
potential anti-angiogenic agent [113]. In anothecent study, Sema3A role in tumor
progression and in tumor angiogenesis was evalused) three experimental approaches,
using different systems for the release of the pdymians [114]. In all experiments, NRP1
seems to be essential for Sema3A-mediated inhibitibtumor growth, angiogenesis and
metastasis [114] (Table 2).

4.1.2. Semaphorin 3B

In lung and ovarian cancer cells, Semaphorin 3BngsB) expression decreases colony
formation, proliferation, and even tumorigenicity imurine xenograft experiments [42,115].
Similarly, Sema3B was shown to induce apoptosisamcer cells, in particularly by blocking
VEGF-binding to the
NRPs [116,117] (Table 2). Moreover, NRP1-Sema3Brattions induce high level of IL-8 in
tumor cells, leading to a massive monocyte/macrgghacruitment, promoting invasion and
metastasis
formation [118]. As a consequence, when sema3Bhiited using RNA interference and
IL-8 neutralized with blocking monoclonal antiboslie decrease of invasion and metastasis
is observed in murine xenograft experiments [1T8b{e 2).
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4.1.3. Semaphorin 3F

First observations that Semaphorin 3F (Sema3F) inhigbe a role in cell motility and cell
invasion was suggested by Brambilla and colleaguesing cancer cells [119]. Then, some
studies reported that Sema3F can even induce a®pto cancer cells as well as tumor
suppression in various xenograft experiments. lddgansfection of Sema3F in the murine
fibrosarcoma cell line A9 and in HEY ovarian cefld suppresses tumor formation in nude
mice, whereas no effect was observed after tramgfeof Sema3F in the small cell lung
cancer cell line GLC45 [120]. When nude rats weatbhatopically implanted with lung cancer
cells transfected or not with Sema3F gene, all alsinnjected with cells expressing sema3f
survived to 100 days whereas all the other rat$ [di21] (Table 2).

A role of Sema3F in tumor angiogenesis was thergestgd. Implantation of BHK-21
(Baby Hamster Kidney-21) cells transfected with &8 concomitantly with cells producing
VEGF-165 inhibited tumor-related angiogenesis irtenivhereas no effect on angiogenesis
was observed when BHK-21 cells transfected withtgmector were implanted with the same
VEGF-165 producing
cells [122]. Moreover, Sema3F transfection in theat cell line HEK293 induced smaller
tumors and a poorly-vascularized phenotype in xmfogexperiments [122]. As a
consequence, Sema3F and VEGF were rapidly condidergenerate opposite activities. In
fact, in highly metastatic melanoma cells, Sema@fpmetely inhibits metastasis vivo and
decreased the number of intra-tumor vessels, stiggebat Sema3F has huge potential in
anti-angiogenic and anti-metastasis therapies [1Z3ble 2). In addition, Sema3F can
represent a powerful inhibitor of melanoma cellliiecation through its relation with NRP
receptors [124].

Moreover, Sema3F blocks cell attachment and sprgaidi MCF7 and C100 breast cell
lines, this effect depending on its interactioribezi with NRP1 or NRP2 [125] (Table 2).

4.1.4. Semaphorin 3E

Although most class 3 semaphorins are consideredetdSG, it appears that others
support opposite activities. Indeed, Semaphori(S&ma3E) is described as an enhancer of
tumor growth and metastasisvitro andin vivo in xenograft experiments using breast cancer
cells [126] (Table 2).

4.2. Cooperation with Growth Factor Receptors
4.2.1. VEGFRs

Further investigations of neuropilin-dependent roolar pathways suggested that
neuropilins contribute to tumor growth and angicggs through their cooperation with both
VEGFR receptors, VEGFR1 and VEGFR2 (Figure 4).
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Figure 4. NRPs interactions with growth factor receptors.
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First, Sokeret al. reported that coexpression of NRP1 and VEGFR2 anmcipe aortic
endothelial cells enhances at least four-timesvlB&F binding to VEGFR2 and in this way
modulates downstream signaling and biological resps [21]. Later, Biacore analysis
revealed that NRP1 interacts with both VEGFR1 areG¥R2 [19]. Moreover, NRP1
enhances binding of VEGF to these two high affinggeptors. Similar results were obtained
for NRP2. Indeed, co-immunoprecipitation studiesvesded that NRP2 and VEGFR1
associate with each other to tranduce intracellular
signals [129]. NRP2 enhances VEGFR1 phosphorylaiwh subsequently activates multiple
intracellular pathways like extracellular signafjudated kinase (ERK) or phosphatidylinositol
3-kinase (PI3K) pathways in colorectal cancer calgl pancreatic adenocarcinoma cells
[45,46]. (Table 3) While NRP1 implication in thegaogenesis process has now considerable
evidence, NRP2 appears to regulate lymphangiogersesl metastatic processes. Indeed,
NRP2 homozygous mutant mice are characterized Iopratal lymphatic and capillaries
development proposing a selective requirement fRPRl in the formation of lymphatic
vessels [15]. Karpaneet al. propose that NRP2 contributes to lymphangiogenass
metastastatic processes through direct interactatis VEGF-C, VEGF-D and VEGFR3
[20]. NRP2 increases VEGF-A and VEGF-C-induced isatvand migration of endothelial
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cells [130]. Moreover, Caurdt al. recently reported that NRP2 blocking with a mooael
antibody (anti-NRP%) leads to a reduction of VEGFC-mediated migratafnLymphatic
Endothelial cells (LEC)n vitro and to an inhibition of lymphangiogenesis vivo [131].
Metastasis formation is found to be subsequentiyeed in mice in xenograft models after
anti-NRP2

treatment [131]. Double-heterozygousrp2”vegfr?’~ mice have normal lymphatic
development unlike double-heterozygaup2” vegfr3’™ mice, indicating that Nrp2 partners
with VEGFR3 to modulate lymphatic vessel sproutmgl lymphangiogenesis [132]. Finally,
another recently published study has reinforced #msential role of NRP2 in
lymphangiogenesis process. Indeed, NRP2 knockdownRNA interference improves
corneal graft survival by suppressing lymphangi@genin vascular beds in a murine model
of corneal transplantation [133] (Table 3).

Table 3.NRPs interactions with growth factor receptors.

Complexes Cells Activity References
Fuhet al.
Bi lysi NRP1 iat ith VEGFR1 anG M2 i
iacore analysis associates wi a 2000 [19]
Gluzman-

Endothelial Porcine

. . . - . Poltoraket
Aortic Endothelial NRP2 co-immunoprecipitates with VEGFR1 ottoraxe

al., 2001
NRP/VEGFR1 | (PAE) cells [129]
NRP2 enhances VEGFR1 phosphorylation
migration, invasion in tumor cells through
Grayet al,

Colorectal cancer cell®I3K and ERK activation. Targeting NRP2
with shRNA reduces tumor growth, metasta
formation in xenograft experiments.

2008 [45]
SIS

NRP2 enhances VEGFR1 phosphorylation
migration, invasion in tumor cells through
PI3K and ERK activation. Reduced NRP-2

Pancreatic . . L .
. expression decreases migration, invasion, giddllaset al,
Adenocarcinoma . .
anchorage-independent growth. Targeting | 2008 [46]
cancer cells

NRP2 with shRNA reduces tumor growth,
tumor vasculature and metastasis formation in
xenograft experiments.

Endothelial Porcine

Aortic Endothelial NRP1 enhances the binding of VEGF to | Sokeret al,

NRPVEGER2 | (PAE) cells VEGFR2 1998 [21]
Biacore analysis NRP1 associates with VEGFR1 anGME2 Fuhet al,
2000 [19]

293T, PAE, human |NRP2 interacts with VEGFR2 and VEGFR3Favieret al,

microvascular and enhances their activation. NRP2 2006 [130]
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endothelial cells

overexpression enhances VEGFeA an
VEGF-C induced survival and migration of
human endothelial cells.

Lymphatic endothelial NRP2 interacts with VEGFR2 and VEGFR3Cauntet al,

cells

enhances their phosphorylation and activati@f08 [131]

NRP/VEGFR3

Lymphatic endothelig|
cells and transfected
293T

NRP2 interacts with VEGFR3 in co-
immunoprecipitation studies.

Karpaneret
al., 2006 [20]

293T, PAE, human
microvascular
endothelial cells

and enhances their activation. NRP2
overexpression enhances VEGF-A and
VEGF-C induced survival and migration of
human endothelial cells.

NRP2 interacts with VEGFR2 and VEGFR3

Favieret al,
2006 [130]

Lymphatic endothelig|
cells

NRP2 interacts with VEGFR2 and VEGFR3Cauntet al,
enhances their phosphorylation and activati@@08 [131]

HGF binds NRP1 and NRP2. NRP1 and

. Sulpiceet al,
HUVEC NRP2 enhance c-met phosphorylation and Z(L;OF;C[Z] a
migration through ERK activation.
NRP1 promotes glioma progression throug uBetal
NRP/c-met |Glioma activation of HGF/SF autocrine pathway an ’
L 007 [137]
ERK pathway activation.
NRP1 interacts with c-met, promoting Matsushitaet
Pancreatic cancer cellswasion through ERK and p38MAPK al., 2007
activation. [138]
NRP/TGFR | Stromal fibroblasts NRP1 gnhances Smad activation and induc€soet al,
a myofibroblast phenotype. 2010 [142]
NRP1 and NRP2 associate with TGFRI and _ .
Breast cancer cells | TGFRIl and enhance Smad2/3 Glinkaet al,
2010 [140]

phosphorylation.

Colorectal cancer cel

NRP2 interacts with TGFRI and enhances
SSmad2/3 activation. NRP2 induces a B&F
dependant Epithelial Mesenchymal Transit

in colorectal cancer cells.

Grandclemen
er'% al, 2010
Ma3

[

4.2.2. Integrins

Integrins have important roles in cell attachmesuyvival, migration, invasion and
angiogenesisyhich are all critical for carcinogenesis. Manyeigiins have been implicated in
cancer progression. Indeed, Fukasawa and colleatnoss that NRP1 interacts with integrin-
B1 in pancreatic ductal adenocarcinoma and in tlag promotes tumor cell growth, survival
and invasion [134]. NRP1 was suggested to intemaith o581 integrin to regulate
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angiogenesis in endothelial cells [135]. In lungaa cells, anti-tumor effect of Sema3F is
associated with loss of activate8f3 integrin [121]. However, some integrins can suppo
opposite activities. For example, in breast tumellsc Sema3A treatment reduces cell
migration in increasingi2fl integrin level [127]. In endothelial cell§3 integrin inhibits
VEGF-mediated angiogenesis by sequestering NRPJpanenting it from interacting with
VEGFR2 [136].

4.2.3. c-met

Because heparin growth factors FGF and HGF have beeently identified as NRPs
ligands, they are believed to contribute to NRP-ated angiogenesis too. Indeed, NRP1
potentiates HGF and FGF2 induced proliferationyisat, invasion in human umbilical vein
endothelial cells (HUVEC), glioma cells, pancreatancer cells [23,137,138]. It appears that
NRPs can be a receptor for HGF but can also entanoet phosphorylation by activating the
c-met receptor itself. Indeed,
co-immunoprecipitation studies confirm that NRPiiact directly with c-met receptor [138]
(Table 3). Sulpiceet al. confirmed in 2008 that both NRPs participate toGFEand HGF
linked-angiogenic activity in endothelial cellsdligh enhancing autocrine hepatocyte growth
factor (HGF)/scatter factor (SF)/c-Met signaling4[P37]. NRPs generate activation of
several signaling pathways through c-met interactioncluding p38-mitogen-activated
protein kinase (p38-MAPK), extracellular signaluéged kinase (ERK), src,
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) [24,137,13Bidure 4).

4.2.4. TGFRs

More recently, a study suggested that NRP1 is aptec for both active TGR and
TGH31-LAP. In addition, NRP1-TGFL interactions on T cells resulted in enhanced T
regulator activity [139]. Then other reports comfed that NRP1 promotes TGE signaling
pathway. Indeed, in a recent study, Glimtaal. show that NRP1 associates with TGFRI and
TGFRII to enhance TR signaling in cancer cells [140] (Table 3). MoregvNRP1 was
shown to confer a myofibroblast phenotype by enimgnPDGF/TGIB1 pathways in hepatic
human cells [141] and in stromal fibroblasts [14Bpcause NRPs are not tyrosine-kinase
receptors, NRP1 was thought to cooperate with T@BRsnsduce the signal [142]. A similar
role was attributed to NRP2. Indeed, we noticed tHRP2 expression enhances T&F
signaling leading to constitutive Smad2/3 phosplatign in colorectal cancer cells [143].
Biacore analysis revealed that NRP2, like NRP1laigseceptor for active TGHE [143].
Moreover, NRP2 confered a fibroblastic-like shapedncer cells, suggesting an involvement
of neuropilin-2 in epithelial mesenchymal transititEMT) [143] (Table 3). EMT is indeed
characterized by a breakdown of cell junctions #redloss of epithelial characteristics and
cell polarity, contributing to carcinoma progressicBesides the gain of mesenchymal
markers, EMT endows cancer cells for migration,agiveness and subsequent metastasis
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formation [144]. Indeed, the presence of neuroglim colorectal carcinoma cell lines is
correlated with loss of epithelial markers suchcg®keratin-20 and E-cadherin and with
acquisition of mesenchymal molecules such as viméib43].

In view of its implication in multiple processescbuas angiogenesis, lymphangiogenesis,
EMT, and metastasis, NRP2 fulfills all the criteofa therapeutic target to disrupt multiple
oncogenic functions in solid tumors.

5. Neuropilins: A Surrogate Marker for Cancer Progression

Because NRP2 is implicated in multiple processe<luting angiogenesis,
lymphangiogenesis and metastasis, it became raggigrent that NRP2 detection constitutes
a novel diagnostic and prognostic tool in a greajonity of tumors.

NRP2 expression is correlated twith increased \Jasty and poor prognosis in
osteosarcomas [39] and non small cell lung carcen@SCLC) [41]. Nrp2 was also detected
in salivary adenoid cystic carcinoméSACCSs), and its expression level significantlyretated
with microvessel density, tumor size, clinical €agascular invasion, and metastasis of
SACCs[54]. In breast cancers, NRP2 expression is sicaniily correlated with lymph node
metastasis, VEGF-C expression and cytoplasmic CX&ptession [50]. NRP2 expression
is significantly upregulated in early and advanseabes of neuroblastomas [44]. Moreover,
NRP2 is expressed by a vast majority of endocnoa@sreatic tumors, suggesting that NRP2
can be used as a diagnostic marker for these tupd@ts NRP2 was shown to be also a
biomarker of potential clinical significance assded with bladder cancer progression [55].

6. Neuropilins Targeting

Several tools have been developed to neutralizesNBéeptors, targeting NRPs genes like
RNA interference or receptors using specific moanal antibodies or small peptides (Figure
5).

6.1. RNA Interference

Use of siRNA targeting NRP1 significantly reducasmor growth, angiogenesis,
metastasis formation in various human cancer modelsh as hepatocellular carcinoma
[145,146], acute myeloid leukemia [67], lung candédA7]. Also reduction of NRP2
expression by shRNA in colorectal cancer cells gegusmaller tumors, decreased number of
metastases and enhanced apoptosis in comparisorcevitrol ShRNA in a murine xenograft
model [45]. In addition, intraperitoneally treatmesf tumor bearing mice with liposomes
containing NRP2 siRNA reduces tumor growth and statas [45].
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Figure 5. Biotechnological tools developped to target NRReclinical studies
demonstrated the potential interest of severalegjias to inhibit oncogenic
functions induced by NRPs including: small inteirigrRNA, peptides, soluble
NRPs antagonists, monoclonal antibodies. (RISC: ARiluced Silencing

Complex»)
MRPs binding peptides
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6.2. Small Molecules

As seen previously, alternative splicing generatgsirally occurring soluble forms sNRP1
and sNRP2. These soluble sNRP are first describadhabitory molecules, functioning as
natural ligand trap, inhibiting their interactiontivmembrane receptors. Soluble neuropilins
lack the transmembrane segment and intracellulamagdn Gagnonet al. reported that
overexpression of SNRP1 in Dunning rat prostateicama cell lines AT2.1 and AT3.1
generates tumors with large and hemorrhagic centeh decreased proliferation and
increased apoptosis in rats [28]. Moreover, sNR#bits the binding of VEGgs to full-
length NRP1 [28].
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Schuchet al. confirmed these findings in a murine sarcoma modeilg NMuMG/VEGF
and NMuMG/sNRP-1 cells that have been engine&rgoduce high levels of recombinant
VEGF and sNRP1 [148]. VEGF treatment resulted imdu growthand vascularization,
whereas treatment with soluble NRP-1 (sNRP-1) imdabtumor angiogenesis and growth.
Moreover, in a systemic leukemia model, survivalnoite injected with adenoviruy&d)
encoding for Fc-sNRP-1 (sNRP-1 dimer) was signifia prolongedas compared with
control mice [148].

Since naturally occurring soluble forms of neurimgil are described to inhibit tumor
progression, researchers tend nowadays to develbbles peptides preventing VEGF-
binding on neuropilins. For this purpose, Gerettal. described very recently a mutant of the
B-domain of NRP2 (MutB-NRP2) with 8-fold increasaffinity for VEGF compared to wild-
type B domain of NRP2 [149]. This
MutB-NRP2 significantly inhibits tumor growth inxenograft model using melanoma cells,
alone and in combination with bevacizumab [149].

Furthermore, screening of phage libraries exprgssandom peptides binding to various
cancer cells has allowed the identification of amacid sequences especially binding NRPs.
Indeed, Sugahara and collaborators reported twodipenetrating peptides binding human
integrins and NRP1 capable of penetrating into tutissue and cells [150,151]. Conjugation
of these peptides to anti-tumor drugs or imagingnégmight enhance tumor imaging and the
activity of anti-tumor therapies [150-152]. Sindeen, another peptide targeting NRP1 has
been described in various model of cancersicelitro [153-155].

6.3. Monoclonal Antibodies

Genentech has very recently developed monoclonéiboaliies targeting NRP1. In
particularly, high-affinity monoclonal antibodiesrgeting either CUB domains (anti-NRPbr
coagulation factors V/VIII domains (anti-NRB1lof NRP1 have been first generated. [156]
These anti-NRP1 antibodies induce reduction of VEGkiced migration of HUVEC cells
and inhibit tumor formation in animal
models [156]. Later, anti-NRP1 monoclonal antibsdigeere shown to block VEGF-binding
to NRP1 and to have an additive effect with anti@Fetherapies to reduce tumor growth
[157].

One of them, a full human antibody targeting NRMMRP1685Ais actually in phase-1 of
development alone or in combination with bevacizbnvath or without paclitaxel for
treatment of advanced solid tumors [158].

Monoclonal antibodies targeting the b1l/b2 domairis NRP2 have been recently
developed. By blocking binding of VEGF and VEGFC MRP2, these anti-NRP2
monoclonal antibodies decrease the number of twssociated lymphatic vessels and
metastasis in sentinel lymph node and in distagdimg in mice xenograft experiments [131].
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6.4. Semaphorins

NRPs role in tumorigenesis is more complex thatailhy thought and appears to depend
on the nature of the ligand. In the context of eand appears that semaphorins and VEGF
are competing for NRPs binding, although they battferent NRPs sub-units. While
semaphorins are responsible for inhibition of turgawth, proliferation and even induction
of apoptosis in cancer cells, VEGF tends to oppbsienhance angiogenesis and tumor
growth. As described above, some semaphorins suSema3B and Sema3F are considered
as TSG and are very often downregulated in cancer
cells [102,104,120]. Overexpression of Sema3 gems represent a promising new type of
therapy for preventing tumor angiogenesis, growdind metastasis. Moreover, other
semaphorins such as Sema3E or Sema4D function caangrogenic and pro-oncogenic
molecules [89,126,159,160]. Neutralization of thes®#ecules or their relative receptors thus
may represent a new therapeutic strategy for caneatment. In particular, one monoclonal
antibody VX15/2503 binding to the sema4D is culseim phase-1 of development for the
treatment of advanced solid tumors [161]. Therapaige of semaphorin pathway seems to
represent one of the major therapeutic strategasidered, capable of antagonizing VEGF-
mediated angiogenesis and tumor progression [88].

7. Conclusions

NRPs are multifunctional non-tyrosine kinase regepfor class-3 semaphorins and VEGF
family members implicated in both physiological depment and pathological situations.
NRPs are expressed in endothelial cells and in ntgogs of cancer cells. Through their
direct interactions with plexins or growth facteceptors, NRPs have rapidly emerged as key
regulators of angiogenesis, lymphangiogenesis, EMtB tumor progression. In many
cancers, expression of one or both has been cmueleith tumor progression and/or poor
prognosis. As a consequence, several strategies Ib@en used in pre-clinical studies to
inhibit NRPs function, such as knockdown strateguth sSiRNAs, small peptide inhibitors,
and blocking antibodies. However, the molecular maeisms by which NRPs modulate
cancer progression are still poorly understood.dssidnding the interactions between VEGF,
VEGFRs, semaphorins and NRPs should provide additidata for the rational development
of novel anti-tumor strategies.
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