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Résumé: Le role des progestatifs et du récepteur de
la progestérone (PR) dans la carcinogénese
mammaire est maintenant établi. Le PR est exprimé
sous deux isoformes PRA et PRB dont I’expression
est équimolaire mais qui différent par leur activité
transcriptionnelle  des  genes  cibles. La
surexpression de PRA est associée a un pronostic
défavorable du cancer mammaire, et est observée
chez les femmes a haut risque génétique de cancer
du sein. L’utilisation d’antagonistes pour inhiber
I’activit¢ de PR pourrait constituer une stratégie
thérapeutique potentielle. L’objectif de cette thése
a été d’évaluer les effets de [’ulipristal acétate
(UPA), un anti-progestatif, sur la tumorigenése

mammaire dans deux modéles d’études
complémentaires. In  vitro,dans  la  lignée
cancéreuse mammaire  bi-inductible (MDA-

iPRAB) développée au laboratoire Nous avons
démontré qu’UPA inhibe la prolifération cellulaire
induite par la progestérone en présence de PRA.
L’expression de certains geénes clés de la
tumorigenése mammaire, cibles de PRA a été

étudiée. Une corrélation entre avec la

prolifération cellulaire et I’expression du facteur
anti-apoptotique BCL,-L; (messager et protéine)
a été démontrée. L’activation transcriptionnelle,
dépendante de la progestérone et inhibée par
I’'UPA, s’accompagne d’un  recrutement
spécifique et sélectif de PRA sur des séquences
régulatrices du  géne BCL,-L;, comme e
démontrent les expériences de ChIP. In
Vivo, nous avons évalué ’efficacité anti-tumorale
de I'UPA ainsi qu'une nouvelle classe
d’antagoniste sélective et passive de PR, les
« APRns » dans un modele murin de xénogreffe
de tumeur mammaire humaine HBCx34. UPA
ralentit la croissance tumorale, diminue la
prolifération cellulaire (Ki67, PCNA) et inhibe
I’expression de BCL,-L;. L’ensemble de nos
résultats démontrent une action antiproliférative
et apoptotique de I'UPA ce qui suggere une
utilisation potentielle d’antagonistes de PR dans
la prise en charge du cancer du sein.

Title : Effect of progesterone receptor modulator in human breast cancer models

Keywords : breast cancer, progesterone, progesterone receptor, antagonistes, ulipristal acetate

Abstract: The role of progestins and the
progesterone receptor (PR) in breast tumorigenesis
has now been elucidated. PR is expressed as two
isoforms PRA and PRB, differing by their structure
and their transcriptional activity. They are often co-
expressed in normal breast tissue but the
predominance of PRA expression is associated with
mammary carcinogenesis, a bad prognosis and an
endocrine-resistance. Antiprogestins inhibit
mammary tumor growth in several experimental
models. The aim of this thesis was to investigate the
effect of a well-known selective PR modulator
(SPRM), Ulipristal acetate (UPA) in two
complementary breast cancer models. In vitro, we
used the newly established bi-inducible breast
cancer cell line “MDA-iPRAB”, and demonstrated
an anti-proliferative  activity of UPA in
progesterone-dependent,  PRA-specific ~ MDA-
iPRAB cell proliferation. We also studied the
expression of PRA-target genes involved in

mammary tumorigenesis, and showed a correlation
between cell proliferation and the expression of the
anti-apoptotic factor BCL2-L1 (transcript and
protein). The transcriptional activation of BCL,-L;
was stimulated by the progesterone in MDA-IPRA
cell line, inhibited by UPA and was associated with
a specific and selective recruitment of PRA to
BCL,-L, regulatory regions (ChIP assays). In vivo,
we evaluated the anti-tumoral activity of UPA and a
new class of selective and passive progesterone
receptor antagonist ‘APRns’ in patient-derived
breast cancer xenograft in nude mice. UPA slowed
down mammary tumor growth, decreased cell
proliferation (Ki67, PCNA) and inhibited the
BCL2-L1 expression. Further investigations are
needed to determine the actions of APRns. In
summary, UPA has an antiproliferative and a pro-
apoptotic activity, which suggests a potential
interest of UPA in breast cancer endocrine therapy.

Université Paris-Saclay
Espace Technologique / Immeuble Discovery

Route de I'Orme aux Merisiers RD 128 / 91190 Saint-Aubin, France










Remerciements

J'adresse en premier lieu wmes sinceéres remerciements au Dr  Michael
Schumacher qui w’a fait honneur d’etre le président de mon jury de these.
Un grand merci au Pr Charbel Massaad et au Dr Patricia De Cremoux pour
leur disponibilité et leurs  commentaires rviches et pertinents, qui ont

contribués a améliorer la qualité de ce manuscrit.

Je remercie chaleureusement Dr Michele Resche-Rigon, qui wi'a fait le plaisir
d’8tre examinatrice de ma these, et j'en profite pour adresser toute ma
reconnaissance a [lensemble des wmembres de HRA-Pharma et plus
particulierement Dr André Ulmann, Dr Erin Gainer. Cette collaboration dans
le cadre d'un financement CIFRE a été bénéfique grace aux échanges réquliers
(nos réunions trimestrielles) et cette translation entre le wonde de la

recherche fondamentale, la clinique et l'industrie pharmaceutique.

Je ne sais pas comment exprimer ma gratitude a Marc Lombes avec qui j'ai
signé un contrat Moral. Mare, je te remercie pour m'avoir accueilli au sein de
lunité (depuis mon master), pour m'avoir fait confiance malgré les difficultés.
Marc je manque de mots pour pouvoir te remercier, tellement cest énorme.
Tu es mon ldole et avec toi jai appris beaucoup de choses. Je te remercie pour
ta disponibilité, tes idées, tes conseils, your positive energy, ton humour. Je te
remercie pour nos réunions fructueuses, nos discussions sur les manips, les
résultats, la correction de la these et les articles. Je nWoublierai jamais que tu a
passé tes vacances en corvigeant ce manuscrit et mes 2 articles. Et la je peux
terminer maintenant ma these en disant que jai eu vraiment de la chance et
de honneur de travailler avec toi. Mes remerciements vont également a mes
deux directeurs de these Nathalie Chabbert-Buffet et Hugues Loosfelt. Nathalie,
je te remercie pour ta patience, ta compréhension, tes conseils sur le plan
scientifique et personnel. J'apprécie extrémement les discussions et les réunions
quon avait faites entre Tenon, St Antoine et la pitié, c’était une expérience
inoubliable. Je te remercie sincerement pour toutes les heures et le temps que
tu as consacré a diriger cette these, malgré le travail énorme que tu

accomplisses a ['hopital au quotidien. Hugues, je suis extrémement sensible a



tes qualités humaines d'écoute et de compréhension tout au long du master et
de la theése. Tu as été tres patient avec wmoi pendant toutes ces longues
périodes. Tu m’as encouragé et motivé quand j'étais bloquée surtout avec les

manips de prolif.

Je remercie du plus profond de mon ceeur ma famille (au liban et dans le

monde entier) qui m’a soutenue et me soutient toujours......

Je remercie Anne Mantel, pour w’avoir accepté dans son master (mon

deuxieme master).

Ma voisine au labo et au Liban Mirella, sorry Dr Hage, ma copine de marche et
de course, japprécie ta présence au labo, avec toi japprends tous les jours, ton

enthousiasme et ton intelligence m’intriguent énormément...

Mes remerciements a mes supers colleques de labo : Say (pour ton SHALOM),
Larbi (pour ton humour), Damien (pour ta simplicité), Stéphanie Chauvin
(pour la femme chercheuse et sexy), Claudia (pour ton humeur, parce que tu
m’as fait pleuré plusieurs fois, mais au fond je t'aime bien), Jérdome Fagart
(pour tout ce qui est technique, tables for PlosOne et APRn), Lavinia (pour les

manips d'immunohistochimie).....

Les jeunes du Labo : Mohsen, mon petit jeune libanais, merci pour ambiance
de Zgharta (ma ville de naissance) et Saydet Zgharta, Flovian, merci pour le

chocolat, les pots et la bouffe.....© © ©

Mes amis : Salma et Safaa (mes deux louloutes), Georges, Charly, Maya, Mona,
Oula et les autres au Liban et éparpillés dans le monde entier: Merci pour
Famitié et le soutien énorme et précieux en dehors du labo, Merci pour ces

années passées et merci d’avance pour le futur © ©

Charlotte Paul et Bruno Franco : mes potes de western blot, de sorties et de
beuveries, je vous aime beaucoup. Justine merci pour les manips et tes conseils,
Ségo, ingrid merci pour ambiance amicale au labo. Je remercie aussi tous les

autres membres du labo sans exception...



People come into your life for a reason. They might
not know it themselves, why. You might not know

it. But there's a reason



Ce travail de thése a donné lieu aux publications suivantes :

Chabbert-Buffet N, Esber N, Bouchard P.‘Fibroid growth and medical options for
treatment’- Fertil Steril. 2014 Sep;102(3):630-9. Doi: 10.1016/j.fertnstert.2014.07.1238.

Esber N, Le Billan F,Resche-Rigon M, Loosfelt H, Lombes M, Chabbert-Buffet N.
‘Ulipristal Acetate inhibits Progesterone Receptor Isoform A mediated Human
Breast Cancer Proliferation and BCL,-L; Expression’-PlosOne, 2015

Esber N, Cherbonnier C, Resche-Rigon M, Brion JD, Alami M, Loosfelt H, Lombés M,
Chabbert-Buffet N. ‘Anti-tumoral effects of antiprogestins in a patient derived breast
cancer xenograft model’- soumis

Esber N, Amazit L, Loosfelt H, Chabbert-Buffet N. ‘Modulateurs de PR : mécanismes
d’action, nouveautés’ et ‘Les modulateurs sélectifs du RP (SPRMs) : du nouveau
dans la prise en charge des myomes utérins’- Médecine Clinique Endocrinologie &
Diabéte. # 71- Juillet-Aod0t 2014

Communications orales et affichées :

Esber N, Resche-Rigon M, Loosfelt H, Lombés M, Chabbert-Buffet N. ‘Effets des
modulateurs du récepteur de la progestérone dans des modeles de cancer
mammaire humain’- Institut Biomédical de Bicétre 12B (IFR)-journée de I’IFR- 18
septembre 2014.

Esber N, Resche-Rigon M, Loosfelt H, Lombés M, Chabbert-Buffet N. ‘Vers une
application de nouveaux antagonistes du récepteur de la progestérone dans la prise
en charge du cancer du sein’- 31léme Congrés de la Société Francaise
d’Endocrinologie- Lyon. Annales d'Endocrinologie. Volume 75, Issues 5-6, Octobre
2014, Pages 292.

Esber N, Resche-Rigon M, Loosfelt H, Lombés M, Chabbert-Buffet N. ‘Effets des
modulateurs du récepteur de la progestérone dans des modéles de cancer
mammaire humain’- Journée de I’Ecole doctorale Biosigne ED419 (17 janvier, 15
octobre 2015).

Esber N, Resche-Rigon M, Loosfelt H, Lombes M, Chabbert-Buffet N. ‘Effets des
antagonistes du récepteur de la progestérone dans des modeles de cancer mammaire
humain’- 32éme Congres de la Société Francaise d'Endocrinologie (SFE)-Angers 2015.



Table des matieres

Liste des abréviations

Liste des figures

Liste des tables

Avant -propos

Introduction

1. Le cancer du sein

1.1 Le cancer du sein est une maladie plurielle et hétérogene:

Classifications histologiques, moléculaires, histo-pronostiques
et les facteurs de risque

1.2 Classification histologique

1.3 Classification moléculaire
a. Les tumeurs luminales
. Les Tumeurs basales

b
c. Le sous-type Her?2
d. Le sous-type normal like

e. Les Tumeurs Claudin-low

1.4 Les facteurs de risque de cancer du sein
2. Progestérone, progestatifs et cancer du sein

2.1 Role physiologique de la progestérone au niveau des glandes

mammaires
2.2 Progestatifs et cancer de sein
3. Récepteur nucléaire de la progestérone (PR)
3.1 Structure et mécanisme d’action
3.2 Les modifications post-traductionnelles
. La phosphorylation
b. L’ubiquitination
. La sumoylation
d. L’acétylation

3.3 Les corégulateurs
a. Les coactivateurs
b. Les corépresseurs
3.4 Signalisation PR et cellules cancéreuses mammaires

4. Les antagonistes et les modulateurs sélectifs de PR

[o})

o

4.1 La mifépristone (RU486)
4.2 L’Ulipristal acétate (UPA, CDB - 2914)
4.3 Les antagonistes passifs de PR : les APRns

O 00 ~N W NN -

10
11
12

13
13

13

15
19

20

25
28
28
35
35
35
36
37
37
37
40
41

43

46
48
48



Objectifs
Résultats

Chapitre 1 : P’Ulipristal acétate inhibe la prolifération cellulaire et
I’expression de BCL,-L,; dans la lignée cancéreuse mammaire humaine
via I’isoforme PRA de récepteur de la progestérone

Introduction
Matériels et Méthodes

Article 1: ‘Ulipristal Acetate inhibits Progesterone Receptor Isoform A

mediated Human Breast Cancer Proliferation and BCL,-L; Expression’
Esber N, Le Billan F,Resche-Rigon M, Loosfelt H, Lombés M, Chabbert-Buffet N. PlosOne,
soumis

Discussion
Chapitre 2: Etude in vivo : modele de xénogreffe de tumeur humaine
mammaire chez des souris nude

Introduction

Article 2 : ‘Anti-tumoral effects of antiprogestins in a patient derived

breast cancer xenograft model’- Esber N, Cherbonnier C, Resche-Rigon M, Brion JD,
Alami M, Fagart Jéerome, Loosfelt H, Lombés M, Chabbert-Buffet N. en préparation

Discussion générale et perspectives
Références bibliographiques

53
S7
59

61
67
71

109

119

121

125

155
167






Liste des abréviations

Aa
AF
APR
BRCA
CCND1
KRT
DBD
E2
EGF
ER
Her2
HRT
Hsp

kDa
LBD
MAPK
mTOR
MPA
NCoR
NF- «B
NLS
P4
PI3K
PIC

Pol
PRbs
PR
PRA
PRB
PRE
PRL
RANKL

RU486
SMRT
SRC
STAT
SERMs

SPRMs

TBP
TDLU
TF
TGFp
TSS
UPA
WNT

Acides aminés

Activating Function, Fonction activatrice
Anti-Progesterone Receptor

Breast Cancer Early Onset

Cyclin D1

Cytokeratin, keratin

DNA-binding domain

17B-oestradiol

Epidermal Growth Factor

Estrogen receptor, Récepteur aux oestrogénes
Human epidermal growth factor receptor 2
Hormonal Replacement Therapy

Heat shock protein

Inhibitory function, Fonction inhibitrice

Kilo Dalton

Ligand Binding Domain

Mitogen Activated Protein Kinase
mammalian target of rapamycin
Medroxyprogesterone Acetate

Nuclear Receptor Corepressor

Nuclear factor kappa B

Nuclear Localization Signal

Progestérone

Phosphoinositide 3-kinase

Préinitiation de la transcription

ARN polymérase

Progesterone Receptor binding sites
Progestrone Receptor, Récepteur de la progestérone
Récepteur de la progestérone isoforme A
Récepteur de la progestérone isoforme B
Progesterone Response Element, EIément de réponse aux progestatifs
Prolactine

Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand

Mifepristone

Silencing mediator of retinoid and thyroid receptors

Steroid Receptor Coactivator

Signal transducers and activators of transcription

Selective Estrogen Receptor Modulators, modulateurs séléctifs du récepteur
des cestrogenes

Selective Progestrone Receptor Modulators modulateurs séléctifs du
récepteur de la progestérone

TATA box-binding protein

Terminal ductal lobular unit

Transcription factor

Transforming growth factor

Transcription Start Site

Ulipristal acetate

Wingless-Type MMTYV Integration Site Family



Listes des figures

Fig.1
Fig.2

Fig.3
Fig.4

Fig.5
Fig.6
Fig.7
Fig.8
Fig.9
Fig.10

Classification histologique du cancer de sein

Développement et structures des glandes mammaires humain et
murin

Mécanismes de la prolifération cellulaire induite par la
progestérone

Structure des isoformes du récepteur de la progestérone PRA et
PRB

Mécanisme d’action du récepteur de la progestérone (PR)
Relation-structure fonction de PR

Modifications post-transcriptionnelles de PR

Le mode¢le classique d’action PR lié aux ligands

Structure chimiques de la progestérone et des SPRMs

Synthése de I’APR19

Liste des tables

Table 1

Table 2

Les sous-types moléculaires du cancer de sein

Les lignées cellulaires mammaires humaines

10
21

25

29

30
32
36
39
47
49

11

66



Avant-propos

Le cancer du sein représente une maladie majeure et constitue ainsi un véritable
probléme de santé publique. Son étude, une meilleure compréhension des mécanismes
physiopathologiques et de nouvelles approches pharmacologiques curatives et/ou
préventives apparaissent comme des priorités absolues, aujourd’hui.

Les données de la littérature ont établi de longue date un lien entre la carcinogenése
mammaire et les stéroides sexuels. Les données de base ont principalement évalué les
effets des cestrogénes, permettant le développement des stratégies thérapeutiques et
préventives ciblant la signalisation des cestrogenes (Shah et al., 2014). Depuis le début
des années 2000, les données produites ont également mis en évidence un réle de la
progestérone (P4), des progestatifs et de leurs voies de signalisation dans la
tumorigénése mammaire (Brisken, 2013; Tanos et al., 2013). Il est connu que la
progestérone stimule I’activité mitotique dans le tissu mammaire sain et les progestatifs
induisent la prolifération des cellules cancéreuses mammaires et activent leur
invasivisité. Les femmes post-ménopausées qui suivent un traitement hormonal
substitutif a base d’cestrogenes et de progestatifs présentent un risque accru de cancer
de sein (Beral, 2003; Beral et al., 2011; Chlebowski and Anderson, 2012; Chlebowski

et al., 2010; Chlebowski et al., 2003; Chlebowski et al., 2009).

Ces nouvelles données ouvrent un nouveau champ de la physiopathologie du cancer du
sein et des perspectives thérapeutiques consistant a moduler 1’activité des récepteurs de
la progestérone (PR). L’importance de la progestérone et de son récepteur dans la
physiopathologie a abouti au développement des ligands a activités agonistes et /ou

antagonistes en fonction du contexte cellulaire nommes les modulateurs sélectifs de la



progestérone (SPRMs, selective progesterone receptor modulators). Ces SPRMs ont été
proposés dans le traitement des tumeurs bénignes de 1’utérus et en contraception
(Chabbert-Buffet et al., 2005; Chabbert-Buffet et al., 2012; Giulianelli et al., 2013;
Knutson and Lange, 2014; Lanari et al., 2012). L’évaluation des effets mammaires des
SPRMs, en vue d’une utilisation au long cours, est un autre point d’intérét important,
afin d’en confirmer 1’innocuité mammaire.

Enfin, compte tenu des effets potentiellement tumorigénes des progestatifs de synthese,
et des données in vitro et animales suggérant une activité anti-tumorale des molécules
antiprogestatives, 1’évaluation de leur mécanisme d’action moléculaire, encore mal
¢lucidé, constitue un autre point d’intérét majeur en vue de développement
thérapeutique.

Dans cette thése, nous débuterons par une introduction ou nous rappellerons les
principaux éléments contributifs pour la compréhension de sa démarche suivie par deux
chapitres détaillés sur les deux modeles d’études complémentaires.

Dans le premier chapitre, nous présenterons le modéle cellulaire, la lignée cancéreuse
mammaire basale humaine, récemment établie au sein de 1’unité, la MDA-IPRAB
(Khan et al., 2012). Dans ce modele, nous avons étudié les effets de la progestérone, les
isoformes du récepteur nucléaire de la progestérone et ses ligands synthétiques, les
progestatifs et les antiprogestatifs sur la prolifération cellulaire et la régulation de
I’expression des genes liés au processus clés de la carcinogénése mammaire
(I’apoptose, la migration cellulaire....). Dans le deuxieme chapitre, nous apporterons
une nouvelle approche expérimentale (Marangoni and Poupon, 2014; Marangoni et al.,
2007) qui consiste a xenogreffer directement une tumeur mammaire humaine

cestrogeno-dépendante dérivée d’une patiente dans des souris immunodéficienteS pour



évaluer et tester les effets anti-tumoraux potentiels de deux antagonistes du récepteur de
la progestérone, 1’ulipristal acétate (UPA, CDB-2914), un modulateur sélectif du
récepteur de la progestérone, actuellement commercialisé en contraception d’urgence et
dans le traitement des fibromes utérins (Donnez et al., 2014; Glasier et al., 2010) ; et
une nouvelle classe d’antagonistes sélectifs et passifs, synthétisée par notre équipe les
APRns « Anti-Progesterone Receptor » (Khan et al., 2013). Ainsi, nous espérons
apporter de nouvelles données sur la carcinogénese mammaire hormono-dépendante,
pour essayer de mieux comprendre ses mécanismes et envisager des thérapies

potentielles.
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Introduction

Dans cette introduction nous rappellerons: le cancer du sein, ses formes histologiques et
ses facteurs de risque, la progestérone, ses fonctions dans la physiologie et la
morphogénése et son récepteur (PR). Nous détaillerons aussi les rbles de la
progestérone et de PR dans la tumorigenése mammaire, pour finir par les modulateurs

sélectifs du récepteur de la progestérone et les antiprogestatifs.

1. Le cancer du sein
1.1 Le cancer du sein est une maladie plurielle et hétérogéne: Classifications
histologiques, moléculaires, histo-pronostiques et les facteurs de risque

Le cancer du sein constitue le cancer le plus fréquent chez les femmes en France, suivi
par le cancer du poumon et le cancer colorectal. Son incidence augmente avec les
années. En France, on estime que 53.000 nouveaux cas de cancer du sein et 11.500
déces par cancer sont survenus en 2011, représentant également la premiere cause de
mortalité et de decés chez la femme (DeSantis et al., 2014; Ferlay et al., 2015; Knutson
and Lange, 2014; Siegel et al., 2013; Siegel et al., 2015; Weigelt et al., 2010). Dans le
monde entier, le cancer du sein est le cancer le plus fréquent avec plus de 1. 300. 000
cas et 450.000 déces chaque année (2012). En 2015 aux Etats-Unis, il a été signalé
232.840 nouveaux cas de cancer de sein invasif et 40.290 déces.

Les pathologistes ont classé les tumeurs émanant du méme tissu en sous-types avec des
variations morphologiques (différents types cellulaires et différente composition du
stroma). Le cancer de sein est une pathologie hétérogéne tant au niveau moléculaire,

histologique, qu’au niveau génétique (les techniques de profile d’expression génique et



du séquencgage massif en parallele). Les différences au niveau moléculaire varient en
fonction des patientes (hétérogénéité inter-tumorale) ou au sein de la méme patiente
(hétérogénéité intra-tumorale). Cette derniére varie en fonction de la région tumorale et
du temps de I’évolution moléculaire (Zardavas et al., 2015).

L’évaluation des traitements du cancer du sein et les progres techniques ont permis de
progresser dans la description et la classification des cancers du sein.

Les classifications pronostiques initiales étaient basées sur la clinique (taille tumorale et
atteinte ganglionnaire). Actuellement, une évaluation histologique et moléculaire

détaillée vient compléter de facon importante les criteres de choix thérapeutiques.

1.2 Classification histologique

Les cancers de sein se classent en plusieurs sous-groupes en fonction de leur grade et
leur type histologique. Le grade de la tumeur est I’évaluation de son degré de
différenciation (la formation des tubules, le pléomorphisme nucléaire), de son activité
proliférative (I’index mitotique) et de son agressivité. Le type histologique se réfere a la
croissance de la tumeur. Les cancers du sein les plus fréquents sont des
adénocarcinomes (95 %), parmi lesquels on distingue les carcinomes in situ (non
invasifs) et les carcinomes invasifs (infiltrants) (Figure 1). Les carcinomes in situ se
répartissent entre carcinome canalaire et lobulaire. Le carcinome canalaire in situ est
plus commun et plus fréquent que le carcinome lobulaire. C'est une forme de cancer
tres précoce. Il se développe a l'intérieur des canaux galactophores. En fonction de
I’apparence et de I’architecture des cellules tumorales, il se classe en deux sous-types

principaux, comédocarcinome (la nécrose), et non comédocarcinome. Le carcinome



lobulaire in situ (une néoplasie lobulaire), est, quant a lui, plus rare, et correspond au

développement des cellules anormales dans les lobules.

-Comédocarcinome
-Non comédocarcinome
(solide, cribiforme, papillaire et

Canalaire
(85-90%

Carcinome In

Situ Lobulaire micropapillaire)
(10-15%
Cancerde
sein
Canalaire -70-80%
- S - Degré de différentiation
Carcinome infiltrant (fort,moyen et faiblement
Invasif différentié)

Canalaire/
lobulaire

Lobulaire

invasif

Médullaire
Canalaire

Figure 1: Classification histologique des adénocarcinomes mammaires en fonction du
grade de la tumeur et son mode de croissance. lls se divisent en carcinome non invasifs
(Canalaire /lobulaire) et invasifs (canalaire infiltrant, canalaire/lobulaire....). Plusieurs critéres
sont en jeu : la formation des tubules, le pléomorphisme nucléaire, I’activité proliférative et
I’agressivité tumorale. Adapté de (Malhotra et al., 2010).

Il possede une faible variation histologique et il est considéré comme un facteur de
risque de développement du cancer du sein. Le carcinome invasif se propage des
lobules ou de 1’unité terminale ducto-lobulaire (TDLU, terminal ductal lobular unit),

indépendamment de leur type histologique (Malhotra et al., 2010; Weigelt et al., 2010).

1.3 Classification moléculaire

Au cours de cette derniere décennie, les profils d’expression génique basés sur des
microarrays a haut débit ainsi que les études menées sur des carcinomes mammaires
invasifs ont permis d’établir une classification moléculaire comprenant cing sous-types

moléculaires: Luminal A/B, basal-like, Her2+ (human epidermal growth factor receptor
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2, her2/neu, ErbB2), Normal breast like et Claudin-low (Table 1) (Malhotra et al.,

2010; Weigelt et al., 2010; Weigelt and Reis-Filho, 2009).

Types
Sous- o PR, ER, Marqueurs I ; : .
types Yo HER?2 additionnels Prolifération Qg)zt;g)lg;ques Traitements
Mutation: )
il ER 4 | GATA-3, FOX Apocrine, .
U”;'”a ~40% PR Al Lente lobulaire, Thérapie
HER2¢ PIK3CA micropapillaire, | endocrinienne
\MAP3KI mucineux, +
neuroendocrine, chimio-
_ ERT Ki67 pléomorphique thérapie
Lun';lnal ~20% PR ¢ cycline D1, Iotg)ullal_re,
HER? cycline B1, tubulaire
KRT5/6+ Médullaire,
ER EGFR+ métaplasique,
Basal 15- PR Laminine, pléomorphiqu Chimio-
20% HER?" P-cadhérine, e lobulaire, thérapie
Caveolines, sécretoire
Nestine, .
Rapide
élevée Apocring, :
ER e abulare (tfar;ttll;?uTazb)
Her? 10- PR KRT5/6+/-, pléomorphiqu +
15% HER?2" EGFR+/- e lobulaire, Chimio-
micropapillair P
e thérapie
KRT5/6+/-, Métaplasique
Claudin- | 12- R ECFRY, Chimio-
(0] ’ , .
Low 14% HER2 interleukine, thérapie
FGF, VEGF

Table 1: Les sous-types moléculaires du cancer de sein

a. Les tumeurs luminales
Le type luminal se caractérise par 1’expression des récepteurs des deux hormones
stéroidiennes clés PR+/ER+ (PR : le récepteur de la progestérone ; ER : le récepteur des
cestrogénes) ainsi que de leurs génes associés (Hammond et al., 2010). Il est associé a
un pronostic favorable et a une réponse aux traitements anti-hormonaux et constitue 60

% des carcinomes mammaires (invasifs).



Parmi les lIésions luminales, on distingue le sous-type A, le plus hétérogéne et le moins
agressif. 1l représente 40% des cancers de sein. Il se caractérise par une expression
élevée de PR/ER et de leurs genes cibles (GATA-3, FOXAL), par une faible expression
des génes liés a la prolifération cellulaire (Ki67) (Lavasani and Moinfar, 2012) et par
une faible expression de Her2. Par ailleurs, 16 % de ce type présente une mutation pour
P53 (un gene suppresseur de tumeur).

Le cancer de type luminal B représente 20% des cancers du sein et constitue le
phénotype le plus agressif avec un grade histologique élevé, un mauvais pronostic mais
une meilleure réponse a la chimiothérapie. Il se caractérise par une faible expression de
PR et une forte expression d’ER. Les genes impliqués dans la prolifération cellulaire
(Ki67, CCNB1 (Cyclin B1)) et des facteurs de croissance (HER2, EGFR (Epidermal
growth factor receptor) sont fortement exprimés (Table 1). L’amplification et la forte
expression de la cycline D1 caractérisent les tumeurs luminales et plus particulierement

le sous-type luminal B qui présente 66 % de fréquence de mutation de P53.

b. Les Tumeurs basales
Le sous-type basal représente 15 a 20% des cancers du sein. L’une de ses
caractéristiques est 1’absence de 1’expression des récepteurs ER, PR et Her2, ce qui lui
confére la nomenclature de tumeur triple-négatif (TN). De plus, il ne répond pas a la
thérapie endocrinienne. 1l exprime fortement les cytokératines basales, les génes
épithéliaux basaux, LAM, P-cadherin, CAV1, 2, NES, CD44, EGFR et les génes liés a
la prolifération (Table 1). Ce type présente une mutation de P53 dans 82 % des cas et

une altération du gene BRCAL (germinale, sporadique) qui est nécessaire a la réparation
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des dommages a I’ADN, et son inactivation aboutit a I’instabilité génétique et favorise

la croissance des tumeurs (Eroles et al., 2012).

c. Le sous-type Her2
Ce type constitue 10 a 15 % des cancers du sein. Il se caractérise par une sur-expression
élevée et une amplification de Her2, une réponse au trastuzumab (Herceptin®) (un
anticorps monoclonal dirigé contre le récepteur HER2/neu) et une absence d’expression
de PR/ER (Table 1). Les génes liés a la prolifération sont fortement exprimes. La

fréquence de mutation de P53 est de 71 % (Schnitt, 2010).

d. Le sous-type normal like
Il est constitué de tissus adipeux. Les genes liés a la prolifération cellulaire sont
faiblement exprimés, en revanche les genes de la matrice mésenchymateuse
extracellulaire sont fortement exprimés (LAM, ITGS7) (Table 1). Il présente

généralement un bon pronostic (Prat and Perou, 2011).

e. Les Tumeurs Claudin-low
Finalement, le sous-type Claudin-low (Herschkowitz et al., 2007; Prat et al., 2010)
constitue 12 a 14 % des cancers de sein. Il se caractérise par une expression incohérente
des cytokératines basales (KRT5, 14, 17) et une faible expression de Her2 et des
marqueurs luminaux (PR, ER, GATA-3, KRT18, 19). Les genes impliqués dans la
prolifération et dans le cycle cellulaire sont faiblement exprimés (Ki67) (Table 1). Ce
type exprime fortement les génes impliqués dans la réponse immunitaire (CD79b,

CD14, VAV1), la communication cellulaire (chimiokine (CXC) ligand 12), la matrice
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extracellulaire (VIM (Vimentine), la différenciation cellulaire (IL6), la migration
cellulaire (ITGAS5, Integrine alpha 5) et ’angiogenese (VEGF-C, Vascular endothelial
growth factor C), et les génes MMP9 (Matrix metallopeptidase 9) et FGF7 (Fibroblast
growth factor 7). En revanche, ce sous-type Claudin Low exprime faiblement les génes
liés a I’adhésion cellulaire épithéliale (CLDNS3, 4, 7, OCLN, CDH1).

Aujourd’hui, il existe une classification simplifiée et hétérogéne en clinique. Chaque
sous-type est divisé en plusieurs sous-types de signature moléculaire différente, et plus
particulierement le sous-type triple négatif. Ce type de cancer du sein se divise en 6
sous types : Basal 1 et 2 (I’expression des genes du cycle cellulaire et de la réponse au
dommage de I’ADN), immuno-modulateur (richesse en cellules immunitaires),
mésenchyme et mesenchyme stem-like (la transition épithéliale-mésenchymateuse, la
mobilité et la différenciation cellulaire) et LAR (récepteur d’androgene luminal)
(Lehmann et al., 2011; Toss and Cristofanilli, 2015).

L’expression d’ERa, PR, Her2 et le score histo-pronostique constituent des
biomarqueurs primaires sur lesquels se basent les stratégies actuelles de traitement du
cancer de sein. Certaines équipes utilisent également la mesure du marquage de
I’antigéne Ki67 corrélé au nombre de cellules en cycle cellulaire pour définir les
indications de la chimiothérapie. Ces différents marqueurs sont actuellement évalués,
associés a un grand nombre d’autres marqueurs, obtenus par les outils
transcriptomiques, pour faciliter la décision thérapeutique (puces de type Oncotype DX,
MammaPrint, MapQuant Dx, PAMS50, et I’index de cancer de sein Theros) (Enewold et
al., 2015; Toss and Cristofanilli, 2015). Les altérations génomiques et 1’amplification
des genes, les voies de signalisation associées a D’activité transcriptionnelle des

récepteurs hormonaux (PIBK/AKT/mTOR) et la compréhension des mécanismes de
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résistance aux thérapies endocriniennes (I’amplification de la protéine Her2 par
exemple) aident au développement des régimes thérapeutiques ciblés et adaptés a
chaque type de cancer de sein. La thérapie adjuvante actuelle comprend la
radiothérapie, la chimiothérapie, la thérapie hormonale, cette derniere varie en fonction
du statut des récepteurs hormonaux et de la femme en pré-ménopause (I’ovariectomie)
ou en post-ménopause (I’anti-cestrogéne ou I’inhibiteur d’aromatase), le trastuzumab
pour traiter le type Her2+, les inhibiteurs de PARP (poly (ADP-ribose) polymerase) et
de la voie PIBK/mTOR font partis des cibles thérapeutiques de cancer de sein triple

négatif le plus agressif.

1.4 Les facteurs de risque de cancer du sein

Les facteurs de risque du cancer du sein sont avant tout 1’dge, 1’existence d’une
anomalie génétique prédisposant au cancer, les facteurs environnementaux et les
facteurs de risque hormonaux.

L’age est le principal facteur de risque de cancer du sein. Le risque de cancer apres 50
ans est multiplié par 5 par rapport a la population générale.

Dans plus de 90% des cas, il n’y a aucune prédisposition génétique au cancer du sein.
Les facteurs génétiques peuvent expliquer 5 a 10% des cas de cancer du sein (Claus et
al., 1991; Newman et al., 1988). Les mutations des genes BRCA1 et BRCA2 sont
responsables de 1’augmentation du risque de développer un cancer de sein (45 & 65%)
et un cancer des ovaires (11 a 39%) (Antoniou et al., 2003). Les femmes mutées pour
BRCA1/2 possedent des concentrations élevées de E2 (le 17p-oestradiol) et de P4
(circulantes) durant la phase lutéale du cycle menstruel (Widschwendter et al., 2013).

Elles présentent aussi une expression marquée de PR dans leurs tissus mammaires. Les
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génes BRCAL/2 sont des geénes cibles d’E2, et BRCAL inhibe I’expression d’ERa via
des mécanismes post-traductionnelles (mono-ubiquitination). La perte de 1’expression
de BRCAL aboutit a la résistance au traitement anti-cestrogénique (le tamoxiféne),
(Manavathi et al., 2013).

Le cancer du sein est actuellement défini comme une pathologie a grande diversité
génetique, depuis le séquencage du génome entier de centaines de carcinomes
mammaires révélant la présence de 300 mutations dans la sequence codante de la
tumeur (Brisken, 2013). Les mutations somatiques dans les cellules épithéliales
mammaires peuvent aboutir au développement du carcinome mammaire ; des facteurs
non génetiques déterminent également si ces modifications génétiques conduisent a une
tumeur évolutive (Brisken, 2013). Les techniques de séquencage des exons codants ont
permis d’identifier des mutations somatiques dans neuf nouveaux genes AKT2,
ARID1B, CASP8, CDKN1B, MAP3K1, MAP3K13, NCOR1, SMARCD1et TBX3, outre
les genes connus comme AKT1, BRCAL et 2, GATA3, CDHL1, PTEN, P53 et PIK3CA
(Stephens et al., 2012).

Les facteurs de risque environnementaux associés au développement du cancer du sein
comprennent 1’exposition aux radiations ionisantes (Martin and Weber, 2000), la
consommation d’alcool de facon dose-dépendante, les régimes alimentaires riches en
graisses, et le surpoids qui en résulte (Chen et al., 2011b; Sieri et al., 2014; Soldin et al.,
2011).

Les données de la littérature ont établi, de longue date, le réle tumorigene des
cestrogenes au niveau mammaire. Les études épidémiologiques montrent que la puberté
précoce, la survenue des premieres régles avant 1’age de 11 ans (2012), 1’age tardif de

la premiere grossesse (aprés 35 ans), I’absence de grossesse (Russo et al., 2005), la
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survenue tardive de la ménopause, I’augmentation du nombre de cycles menstruels et
les cycles menstruels courts favorisent une longue exposition de 1’épithélium
mammaire aux hormones ovariennes, notamment les cestrogénes et augmentent le
risque du cancer du sein (Colditz et al., 2004; Kelsey et al., 1993). En revanche, la
grossesse a un age précoce (20 ans) et 1’allaitement sont associés a une réduction de
risque de cancer du sein (2002), potentiellement en relation avec une maturation de
I’épithélium mammaire en cours de la grossesse sous 1’effet de P4 et de la prolactine
(PRL), puis a la période d’anovulation correspondant a la lactation qui contribue a la
diminution de la durée d’exposition aux stéroides sexuels, notamment les cestrogenes
(Faupel-Badger et al., 2013). Enfin, I’ovariectomie chez les femmes porteuses des
mutations de BRCAL/2 réduit le risque de survenue du cancer du sein (Domchek et al.,
2010). Il semble donc exister une forte corrélation positive entre les facteurs de risque
environnementaux ou génétiques, 1’exposition aux cestrogénes et le cancer du sein.

La consommation d’alcool augmente le niveau plasmatique d’E2, et allonge sa demi-
vie (Dorgan et al., 1996; Feigelson et al., 2001; Ginsburg et al., 1995). De méme,
I’association entre 1’obésité, la prise de poids aprés la ménopause et le sur-risque de
cancer du sein pourrait étre 1ié au fait que 1’obésité est associée a une augmentation de
la production d’cestrogénes chez les femmes post-ménopausées via la conversion de
I’androsténedione en estrone par le tissu adipeux, une augmentation de I’expression de
I’aromatase (I’enzyme responsable de la biosynthése des cestrogénes et donc une
exposition prolongée aux cestrogénes (Hankinson et al., 1995; Key et al., 2011;
McDonnell et al., 2014; Shah et al., 2014).

A ce jour, I’exposition aux cestrogenes constitue un facteur de risque pour le cancer de

sein. lls existent en trois formes : E1, ou ’estrone, E2 ou le 17 B—cestradiol (la forme
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active) et E3 ou I’cestriol. Ils prédominent respectivement pendant les périodes de la
ménopause, la reproduction et la grossesse. E2 se lie a deux isotypes de ER codés par
des genes différents, localisés sur des différents chromosomes , ERa (66 kDa) et ER3
(55 kDa) (Evans, 1988; Mangelsdorf et al., 1995). Dans la glande mammaire, ER
régule, suite a la liaison d’E2, la croissance cellulaire et la différenciation tout en
controlant I’expression de ses génes cibles. Cette liaison favorise le recrutement des
corégulateurs, les coactivateurs/ les corépresseurs pour activer/ inhiber la transcription
des geénes cibles. Le mécanisme classique génomique de ER implique sa liaison a
I’ADN soit directement via un ERE (Elément de réponse aux cestrogenes, estrogen
response element) localisé sur des régions régulatrices des genes cibles, soit
indirectement via des facteurs de transcription, AP-1 (activator protein-1), Spl
(specificity protein 1), NF-xB (nuclear factor kf3), C/EBPB ( CCAAT/enhancer binding
protein B) et STATS (signal transducer and activator of transcription 5) (Bjornstrom
and Sjoberg, 2005; Thomas and Gustafsson, 2011, 2015). ER peut activer la
transcription méme en absence de E2 ; ceci via les récepteurs des facteurs de croissance
EGFR (Epidermal growth factor recepteur) et IGFR (Insulin-like growth factor 1
receptor). Ces récepteurs stimulent les cascades des protéines kinases qui phosphorylent
et activent ER (Britton et al., 2006). ER au niveau de la membrane et du cytoplasme
peut également exercer un mécanisme d’action rapide dite « hon génomique » via les
voies de MAPK (Mitogen activated protein kinase) et PI3K (Phosphoinositide 3-
kinase).

ERa est exprimé dans 70 % des cancers de sein & un niveau d’expression plus élevé
qu’ERp. Cette caractéristique permet de considérer ER comme une cible thérapeutique

privilégiée dans le cancer su sein et la variation de son expression a un impact sur la
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réponse au traitement. ERa régule I’expression des genes liés au développement de la
glande mammaire et toute altération de 1’expression de ces génes est associée a une
progression de cancer de sein (Welboren et al., 2009). La dérégulation des génes cibles
de E2, comme FOXM1, EFP,PELP1, ClZ1, GREB1 et MTA3 contribue a la
progression de cancer de sein (Manavathi et al., 2013). ERa stimule la prolifération et
la survie des cellules cancéreuses mammaires tout en induisant I’expression des genes
MYC et CCND1 (Giulianelli et al., 2012a).

Sur la base des données humaines, animales et in vitro, le cancer mammaire ER positif
est systématiquement traité par les modulateurs sélectifs du récepteur des cestrogenes
(SERMs) comme le tamoxiféne ou par les inhibiteurs de I’aromatase comme
I’anastrozole et le Iétrozole (inhibiteurs non-stéroidiens sélectifs) pour bloquer la
signalisation cestrogénique dans les cellules cancéreuses (Cazzaniga and Bonanni,
2012; Osborne and Schiff, 2005) et inhiber la prolifération cellulaire cestrogéno-
dépendante (Hah and Kraus, 2014). Il existe aussi les inhibiteurs stéroidiens
irréversibles, tels que I'exémestane, qui forment un lien désactivant permanent avec

I'aromatase.

2. Progestérone, progestatifs et cancer du sein

La Progestérone (P4), une hormone stéroidienne nécessaire pour la coordination de la
physiologie de la reproduction chez la femme (Graham and Clarke, 1997; Lee et al.,
2006; Lydon et al., 1995). P4 est synthétisée majoritairement par les ovaires, et par le

placenta a partir du deuxieme trimestre de la grossesse. Elle derive de la molécule du
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cholestérol. Elle est le précurseur de la synthése des autres hormones stéroidiennes (les
minéralocorticoides, les glucocorticoides et les androgénes).

La progestérone contrdle la reproduction a des différents niveaux comme le
ralentissement de la pulsatilit¢ de la GnRH en phase lutéale, 1’inhibition des effets
prolifératifs d’E2 au niveau de I’endomeétre, la maturation de I’épithélium mammaire et
endométriale préimplantatoire, 1I’expression des génes impliqués dans I’implantation de
I’embryon et le maintien de la quiescence myométriale pendant la grossesse. Elle a
également des fonctions au niveau du systéme cardiovasculaire, du systéme nerveux
central, du thymus et de 1’os (Graham and Clarke, 1997; Li et al., 2004; Lu et al., 2006;
Mote et al., 2007; Rocha and Soares, 2009; Schumacher et al., 2008). La progestérone
stimule la prolifération cellulaire et 1’activation des cellules progénitrices (Brisken,

2013).

2.1 Rodle physiologique de la progestérone au niveau des glandes
mammaires

La glande mammaire humaine est un organe qui se développe majoritairement apres la
naissance sous le controle des hormones ovariennes (P4 et cestrogénes) et subit des
modifications pendant la puberté, la grossesse, la lactation et 1’involution (Obr and
Edwards, 2012). Sa structure chez la femme différe de celle de la souris. Le sein
humain, est plus complexe, 10 a 25 canaux primaires émanants de chaque mamelon,
qui se ramifient en lobes se terminant par le TDLU. Le stroma humain est formé de
tissu conjonctif lache, richement vascularise et separé du stroma interstitiel par du tissu

conjonctif fibreux (Brisken, 2013) (Figure 2a).

20



Les glandes mammaires murines servent de modele d’étude privilégié. Elles sont

constituées de deux compartiments:

I’épithélium (les structures canalaires et

alvéolaires) et le stroma (les cellules de soutien). L’¢pithélium dérive des cellules

souches mammaires qui produisent les cellules précurseurs alvéolaires. Les alvéoles

sont a ’origine des cellules épithéliales luminales productrices de lait durant la

gestation et la lactation. Le stroma contient des cellules myoépithéliales, de la matrice

extracellulaire, des fibroblastes, des cellules immunitaires et adipeuses. Jusqu'a la

puberté, la glande mammaire est constituée d’un canal rudimentaire incorporé au

stroma adipeux, lié par un canal unique aux mamelons (Figure 2b).
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Figure 2: Développement et structures des glandes mammaires humain (a) et murin (b).
Variation des niveaux sériques des gonadotrophines hypophysaires (FSH et LH) et des
hormones ovariennes (progestérone et cestrogenes) lors du cycle menstruel chez la femme (c).
Profile d’expression des hormones stéroidiennes lors des étapes physiologiques de la vie
reproductive chez la souris (d) (Brisken, 2013; Li et al., 2013).

A la puberté, les canaux galactophores se développent sous 1’effet combiné du 17p-
cestradiol (E2), de la progestérone, de la prolactine, du cortisol et de 1’hormone de
croissance (Brisken, 2013). A 1’dge adulte, au fil des cycles cestraux successifs, le
systeme canalaire devient plus complexe avec les ramifications qui augmenteront
également au début de la gestation. La derniere semaine de la gestation se caractérise
par la formation des alvéoles dédiées a la lactation. Chez la femme, cette derniere
semaine se caractérise par une chute de production de P4 et E2 et un pic de production
de hPL (Human placental lactogen). A la fin de cette période, la sécrétion de la
prolactine de I’hypophyse débute (Figure 2d).

PR est exprimé dans la glande mammaire murine avant la puberté (Brisken and
O'Malley, 2010; Grimm et al., 2002; Hovey et al., 2001; Stumpf et al., 1980) dans les
compartiments stromal et épithélial (Aupperlee and Haslam, 2007; Aupperlee et al.,
2005; Haslam, 1989; Haslam and Shyamala, 1981). Le PR épithélial est nécessaire a la
ramification canalaire et 1’alvéologénése, alors que ERa exprimé aussi au niveau de
I’épithélium est nécessaire a ’allongement canalaire, la ramification canalaire et
I’alvéologéneése (Brisken and O'Malley, 2010). L’inactivation sélective de PR au niveau
du stroma n’affecte pas le développement de la glande mammaire (Brisken et al., 1998;
Lydon et al., 1995). Les souris invalidées pour le géne PGR (PR) présentent des

anomalies pleiotropiques de la reproduction et une altération sévere du développement

des glandes mammaires (Lydon et al., 1995).
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Dans la glande mammaire de la souris femelle adulte, ER et PR sont absents dans les
cellules myoépithéliales et basales et sont exprimés dans 30 a 50% des cellules
luminales d’une fagon hétérogéne et non-uniforme. La plupart des cellules co-
expriment les deux récepteurs (PR*/ER™) et sont non prolifératives. La signalisation de
PR et ERa au niveau de 1’épithélium mammaire est nécessaire aux étapes ultérieures de
développement de la glande mammaire.

L’expression des récepteurs PR et ER dans 1’espéce humaine suit la méme évolution
que le modéle murin. Dans 1’épithélium mammaire humain normal, 98% des cellules
prolifératives n’expriment ni PR et ni ER (ER/PR") (Clarke et al., 1997b). PR et ER
sont colocalisés dans les cellules épithéliales luminales non-prolifératives a proximité
des cellules prolifératives PR/ER", ce qui suggére que P4 agit par des voies de
signalisation paracrine entre les cellules épithéliales via des facteurs secrétés comme
RANK, la famille WNTSs, les facteurs de croissance fibroblastique et épidermique
(FGF, EGF) et I’amphiréguline (Brisken, 2013; Diep et al., 2015; Hagan and Lange,
2014; Ismail et al., 2002; Jacobsen and Horwitz, 2012; Kim et al., 2013; Obr et al.,
2013; Rajaram and Brisken, 2012; Rajaram et al., 2015; Seagroves et al., 2000; Tanos
etal., 2013).

La voie de signalisation paracrine de P4 se traduit initialement chez les souris femelles
par une prolifération autocrine, d’une petite vague de cellules PR dans les 24 h suivant
I’exposition a P4, selon un mécanisme cellulaire intrinseque nécessitant la cycline D1
(Brisken, 2013). La deuxiéme phase de prolifération est constituée d’une large vague de
cellules PR™ et en coordination avec la synthése et la sécrétion des facteurs paracrines
(RANKL) et ’amplification du signal suite a la diffusion de ces facteurs aux cellules

qui les entourent. Elle nécessite notamment RANKL (Receptor activator of nuclear
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factor kappa-B ligand) (Beleut et al., 2010; Schramek et al., 2010; Tanos et al., 2013),
une cytokine secrétée et un membre de la superfamille des facteurs de nécrose tumorale
(TNFa, tumor necrosis factor) (Figure 3a).

RANKL exerce ses actions via son récepteur transmembranaire RANK. Il est
nécessaire a la prolifération cellulaire, la ramification latérale des glandes mammaires,
la survie, 1’alvéologénése durant la grossesse et la lactation (Kong et al., 1999).
RANKL est une cible directe de PRB (Mulac-Jericevic et al., 2003), agit en aval de la
voie de signalisation de PR et régule positivement I’expression de la cycline D1, un le
géne cible direct de NF-xB (Diep et al., 2015). RANKL, induit par P4, est secrété pour
interagir avec son récepteur sur les cellules PR™ ou sur les cellules PR™ & proximité.
Dans les cellules PR, RANKL active la voie de signalisation IkK/lkB/NF«xB/Cyclin
D1, cette activation n’existe pas dans les cellules PR* a cause de 1’action répressive de
TGFB (Ewan et al.,, 2005). RANKL relaye donc la prolifération dépendante de
progestérone au niveau du tissu mammaire humain. L’expression de RANKL dans les
cellules luminales épithéliales est corrélée au taux plasmatique de P4 dans 1’espéce
humaine (Tanos et al., 2013). L’expression de la cycline D1 est également induite par
P4 via PR (Asselin-Labat et al., 2010; Joshi et al., 2010). P4 contrdle 1’expansion des
cellules souches mammaires via la voie de signalisation relayée par RANKL (Rajaram
and Brisken, 2012; Rajaram et al., 2015). En dehors de RANKL, un certain nombre
d’effecteurs de P4 sont nécessaires a la prolifération cellulaire et la morphogénese :
Wnt4, amphireguline, calcitonine, Id4(inhibitor of DNA binding 4). La famille
Whnt (Wingless-Type MMTYV Integration Site Family) agit en aval de P4 et régule la
différenciation cellulaire. Wnt4 est exprimé¢ dans 1’épithélium mammaire et son

expression augmente au cours de la grossesse pour activer la prolifération canalaire et
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la morphogénése. Wnt4 régule la prolifération via I’activation des génes du cycle
cellulaire (CCND1 et P21) (Nusse, 1999; Obr and Edwards, 2012). Le mécanisme
d’action paracrine de P4 est conservé chez I’espéce humaine (Clarke et al., 1997b;
Russo et al., 1999; Seagroves et al., 2000). Les modéles d’étude in vivo et in vitro
retrouvés dans la littérature (le cancer de sein luminal plus particulierement) ont
largement montré que P4 (réle clé dans le développement et I’auto-renouvellement de
la glande mammaire) et les progestatifs, par I’intermédiaire de leur récepteur,
contribuent a la survie, au développement et a la progression des cellules cancéreuses

mammaires (Brisken, 2013; Daniel et al., 2011; Diep et al., 2015).
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Figure 3. Mécanismes de la prolifération cellulaire induite par la progestérone au niveau des cellules
mammaires (a) et lors de la transformation néoplasique cancéreuse (b). (a) La prolifération des cellules
PR+/ER+ induite par la progestérone s’effectue via un mécanisme cellulaire intrinseque directe (la cycline
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D1). La progestérone induit la sécrétion des facteurs paracrine (RANKL, Wnt4...) qui stimulent la
prolifération des cellules adjacentes PR-/ER- via un mécanisme paracrine. (b) Au niveau des cellules
cancéreuses, le mécanisme devient autocrine et les cellules PR+/ER+ deviennent des cellules prolifératives
(Brisken, 2013; Knutson and Lange, 2014; Li et al., 2013; Tanos et al., 2013).

2.2 Progestatifs et cancer de sein

Depuis une dizaine d’années et de grandes études cliniques ont mis en évidence un role
tumorigene des progestatifs dans le contexte du traitement hormonal substitutif de la
ménopause (THM, HRT, hormone replacement therapy). L’étude Women’s Health
Initiative (WHI) est une grande étude américaine de phase Il dans laquelle une
¢évaluation a été effectuée, en double aveugle randomisée, entre [’association
d’cestrogenes d’origine équine (CEE, conjugated equine estrogens) et d’un progestatif
de synthese (le MPA, medroxyprogesterone acetate), ou le CEE seul chez les femmes
ayant subi une hystérectomie, vs placebo. Cette étude a montré que 1’association CEE-
MPA augmente le risque de cancer du sein (luminal B en particulier) (Rossouw et al.,
2002). Chez les femmes traitées par CEE seul, il n’est pas observé de sur-risque de
cancer du sein (Anderson et al., 2012; LaCroix et al., 2011). L’étude Million Women
Study (étude de cohorte anglaise trés importante, MWS) montre également que
I’association des cestrogénes et des progestatifs augmente le risque du cancer du sein
chez les femmes ménopausées, ainsi que la mortalité, et que ce sur-risque n’est pas
observé en cas de traitement cestrogénique seul (Beral, 2003; Chlebowski et al., 2010;
Chlebowski et al., 2003; Rossouw et al., 2002; Santen, 2014). Les études de cohortes en
France (Cohorte E3N) ont démontré que les femmes ménopausées utilisant la P4
naturelle en association avec 1’cestradiol ne sont pas exposées a un sur-risque de cancer

du sein comparées aux utilisatrices d’E2 et de progestatif de synthése (Fournier et al.,
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2005; Fournier et al., 2008). Le traitement par les cestrogénes seuls assurerait méme une
protection relative contre le cancer de sein (Chlebowski and Anderson, 2012; Diep et
al., 2015). Récemment, une analyse rétrospective a démontré que les femmes sous
traitement par le Levonorgestrel (un progestatif de synthése) via un dispositif intra-
utérin, comme moyen de contraception, présentent un risque élevé de cancer de sein
(Diep et al., 2015; Soini et al., 2014). Le risque de cancer du sein induit par le
traitement hormonal substitutif de la ménopause semble donc clairement dépendre du
type de progestatif utilisé. Les progestatifs de synthese ont une demi-vie plus longue
que P4 (instable), et sont moins sélectifs, avec notamment une  activité
glucocorticoide.

Des études cliniques montrent que les traitements par les progestatifs sont associés a un
risque élevé de cancer du sein suggérant un effet prolifératif au niveau des glandes
mammaires saines, et pouvant contribuer ainsi aux stades précoces de la tumorigénese
mammaire (Lydon and Edwards, 2009). Toutefois, I’expression de PR, dans les
tumeurs mammaires, est un marqueur indépendant de bon pronostic et est associé a un
phénotype tumoral plus différencié. Ainsi, P4 joue un rdle protecteur contre la
progression et I’invasion tumorale (Bast et al., 2001; Creighton et al., 2009; Cui et al.,
2005). Dans les lignées cellulaires cancéreuses mammaires PR*, les progestatifs
induisent une prolifération transitoire suivie par un arrét du cycle cellulaire (Groshong
etal., 1997b).

Les mécanismes d’action de la progestérone et des progestatifs varient entre le tissu
mammaire sain et cancéreux. Au niveau de I’épithélium mammaire humain, P4 peut
inhiber ou stimuler la prolifération des cellules cancéreuses mammaires. Au contraire

de l’activité paracrine de P4 dans les cellulaires mammaires épithéliales saines, la
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transformation cellulaire néoplasique mammaire s’accompagne d’une augmentation de
nombre des cellules prolifératives PR/ER™ aux alentours du tissu mammaire normal
chez des patientes a risque de cancer de sein, en hyperplasie et dans le carcinome
canalaire in situ; ce qui montre que le mécanisme paracrine de contrble de la
prolifération cellulaire devient un mécanisme autocrine sous le contréle de P4
aboutissant au cancer de sein (Kim et al., 2013; Rajaram and Brisken, 2012) (Figure
3b). Chez la souris, les progestatifs (le MPA) ont un effet pro-tumorigénique. lls
stimulent la prolifération et la croissance tumorale induites préalablement par le
carcinogéne chimique (DMBA, 7,12-dimethylbenz-anthracene) (Kim et al., 2013). La
délétion de BRCAL chez la souris favorise une action hyperproliférative de P4. La
signalisation paracrine en avale de P4 est altérée lors de la tumorigénese mammaire.
Une expression ectopique de RANK et Wnt4 stimule la prolifération épithéliale
mammaire tumorale (Brisken, 2013).

Une réponse biphasique a la progestérone dans les cellules cancéreuses mammaires, les
TA47D a éte décrite (Groshong et al., 1997b). Etant donné le r6le de P4 et des progestatifs de
synthese de PR dans la prolifération et la progression tumorale mammaire, I’intérét de développer

des ligands antagonistes de PR et qui seront utilisés dans la thérapie du cancer de sein.

3. Récepteur nucléaire de la progestérone (PR)

3.1 Structure et mécanisme d’action

Les effets génomiques de la P4 sont relayés par son récepteur nucléaire (PR). PR est un
facteur de transcription activé le ligand parmi une cinquantaine divisé en six familles.
PR appartient au 3éme sous-groupe des récepteurs nucléaires, NR3C3, comprenant les

récepteurs des androgeénes (AR), des minéralocorticoides (MR) et des glucocorticoides
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(GR), mais se distingue du récepteur des cestrogénes (ER) qui sont plus divergents
(Evans, 1988; Mangelsdorf et al., 1995; McEwan, 2009). Le gene humain PGR
(localisation chromosomique: 11g2.2) code pour deux isoformes principales, PRA
(forme courte de 94 kDa, 780 aa) et PRB (forme longue 114 kDa, 933 aa). Cette
différence résulte d’une transcription alternative a partir de deux promoteurs distincts
(localisés a —711 a +31 et +464 a +1105 du site d’initiation de la transcription,
respectivement) régulés en particulier par ERa et ’initiation de la traduction se fait a
partir de deux codons AUG différents, respectivement AUG1 pour PRB et AUG2
(codon 165) pour PRA (Jacobsen and Horwitz, 2012; Kastner et al., 1990) (Figure 4).
PR est organisé en plusieurs domaines fonctionnels, spécifiques et conservés, qui
stimulent ou inhibent 1’activation de la transcription suite a leur association a des
corégulateurs transcriptionnels (Edwards, 2000; Huse et al., 1998; McKenna et al.,
1999; McKenna and O'Malley, 2002; Sartorius et al., 1994b; Vegeto et al., 1993). Il est
composé d’une région N-terminale non conservée (NTD : N-Terminal Domain), riche
en proline et sérine, contenant la premiére fonction activatrice de la transcription (AF1),
et une fonction d'auto-inhibition (IF) qui semble non fonctionnelle dans PRB; outre la
région NTD, PR contient aussi un domaine de liaison a I’ADN hautement conservé
dans sa région centrale et composé de deux doigts de Zinc (DBD : DNA Binding
Domain), et une région C-terminale (LBD : Ligand Binding Domain) contenant la
deuxieme fonction d'activation transcriptionnelle dépendante de 1’hormone (AF2) et

une autre fonction inhibitrice (IF) (Figure 4).
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Figure 4: Structure des isoformes PRA et PRB. Ces deux isoformes partagent des sequences
d’acides aminés sauf que PRA est tronqué au niveau de la région N-terminale et manque 165
acides aminés (BUS), cette région héberge AF3 (fonction activatrice 3), alors que PRB
constitue 1’isoforme le plus long. Les isoformes de PR, comme tous les récepteurs nucléaires,
sont composés d’un domaine N terminale (NTD), d’un domaine de liaison a I’ADN et un
domaine de liaison au ligand.

Les AFs et IFs peuvent stimuler ou inhiber I’activité transcriptionnelle en modulant
I’interaction avec les corégulateurs. La délétion des régions auto-inhibitrices de PR
augmente son activité transcriptionnelle. AF1 relaye les interactions protéines-protéines
avec les facteurs de transcription et les corégulateurs. En revanche, AF2 fonctionne de
facon dépendante du ligand (Bourguet et al., 2000; Lavery and McEwan, 2005). La
liaison du ligand induit de plus une série de changements conformationnels qui vont
activer les fonctions du DBD et des AFs. PRA et PRB possédent 780 aa identiques a
I’exception de PRB qui posséde 164 aa en plus dans la région N-terminale un domaine
appelé AF3 ou le domaine BUS (B-upstream segment) (Horwitz et al., 1995). Bien que
PRA et PRB partagent les mémes domaines structuraux dans leur séquence primaire en
dehors d’AF3, elles ont des structures secondaires différentes qui leur conferent des
activités intrinséques distinctes dans le contréle de la transcription. Les mutations site-
spécifiques de AF3 altérent la régulation des génes spécifiques de PRB sans le convertir

en PRA (Tung et al., 2006).
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Figure 5: Mécanisme d’action génomique classique et non génomique du récepteur de la
progestérone nucléaire et membranaire. PR (Récepteur de la progestérone), PRm (Récepteur
membranaire de la progestérone), HSPs (Protéines de choc thermique), Pol 1l (ARN
polymérase Il), PRE (Eléments de réponse a la progestérone).

PR, en absence de ligand, est localisé dans le cytoplasme et est associé a un complexe
inactif des protéines chaperonnes de choc thermique (Heat shock proteins: HSPs 70 et
90) (Smith et al., 1990) et d’autres protéines, le maintenant dans une conformation
stable inactive et le protégeant de la dégradation par le protéasome (Catelli et al., 1985;
Picard, 2006; Pratt et al., 2004a; Pratt et al., 2004b; Smith, 1993). Suite a la liaison du
ligand, PR se dissocie des HSPs, se dimérise et se transfert dans le noyau (Figure 5).

L’existence d’une navette nucléo-cytoplasmique est due a la présence des signaux de
localisation nucléaire NLS (Nuclear localization signals). PR possede deux séquences
NLS, une NLS, située dans la région du doigt de zinc du DBD entre les acides aminés
(aa) 593-638. Elle dépend du ligand et son absence aboutit a la localisation nucléaire de

PR. Une autre NS constitutive fortement conservée entre les aa 638-642 localisée dans
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la région charniére et responsable de la localisation nucléaire hormono-indépendante de
PR (Figure 6) (Baumann et al., 1999; Dauvois et al., 1993; DeFranco et al., 1991;
Guiochon-Mantel et al., 1994a; Guiochon-Mantel et al., 1994b; Guiochon-Mantel et al.,

1991; Guiochon-Mantel et al., 1989).

Constitutivement active

Dépendante du ligand Sy o
Localisation nucléaire

PRB PRA 593\ 638 /642

1 165 556 634 933

- B =

Figure 6: Localisation des signaux de localisation nucléaire (NLS) du récepteur de la
progestérone. AF3 (Fonction activatrice 3), NTD (Domaine de liaison a I’ADN), DBD
(Domaine de liaison a I’ADN), LBD (Domaine de liaison au ligand).

Le mécanisme d’action génomique classique de PR s’effectue par la liaison d’un
dimeére de PR a une séquence d’ADN génomique dite, PRE (Elément de réponse aux
progestatifs, progesterone response elements) localisée dans la région promotrice des
génes cibles (Hard et al., 1990; Luisi et al., 1991; Picard and Yamamoto, 1987). Ces
éléments de réponse correspondent a des séquences consensus, palindromiques,
répétées, inversées, et séparées par trois nucléotides de type: AGAACANNnTGTTCT.
PR peut aussi se lier sous forme monomérique sur des demi-sites de PRE localisés dans
la région promotrice des génes régulés par PR (Giulianelli et al., 2013; Giulianelli et al.,
2012a; Giulianelli et al., 2012b; Jacobsen and Horwitz, 2012). La plupart des sites de

liaison géenomique de PR ou PRbs (PR binding sites) sont localises dans une région >
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10 kb a partir du site d’initiation de la transcription (TSS, transcription start site) des
génes cibles, et moins de 35% des genes régulés possédent des PRbs situés aux
alentours de 10 kb de TSS et seulement 4 % possédent des PRbs situés a 1 kb a partir
de TSS. Le nombre de PRbs (cistrome de PR) dépasse le nombre des génes cibles, et
uniquement 20 % des PRbs interviennent dans les mécanismes transcriptionnels
(Clarke and Graham, 2012).

La liaison du récepteur a ces séquences consensus entraine une cascade d’interactions
protéines-protéines qui aboutit a 1’activation du complexe de pré-initiation de la
transcription ou PIC comprenant I’ARN polymérase de type II (Pol I1). Ces interactions
protéiques favorisent notamment le recrutement de corégulateurs transcriptionnels.
(Sainsbury et al., 2015). La transcription chez les eucaryotes s’effectue par ’ARN
polymérase I, Il et 1l (Pol I, Il et I1I). Pol I et Pol 1l induisent respectivement la
transcription des précurseurs d’ARNr (ARN ribosomal) et des petites séquences d’ARN
non codantes, ARNt (ARN de transfert). Pol Il est responsable de la transcription des
génes codants pour des protéines en ARN pré-messager. Pol II s’associe avec les
facteurs de transcription: TFIIB, TFIID, TFIE, TFIIF et TFIIH (Transcription factor
[IB, IID) sur le promoteur (ADN) pour former le complexe PIC; la synthese d’ARN
sera initiée et Pol II s’évade du promoteur. TFIID ou son TBP (TATA box-binding
protein) et ses facteurs associés TAF (TBP associated factors) se lient a I’ADN et
seront stabilisés par TFIIA et TFIIB. La formation de PIC sera traduite par I’interaction
du complexe TFIIF-Pol Il avec le promoteur situé en amont. TFIIE et TFIIH se lient
ultérieurement au complexe PIC. En présence d’ATP (Adenosine triphosphate), I’ADN

(double brin) s’ouvre et la synthése d’ARN s’initic. La dissociation des facteurs
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d’initiation permet la formation du complexe d’¢longation Pol II qui s’associe aux
facteurs de transcription de 1’élongation (Sainsbury et al., 2015).

Il a été également proposé que PR existe au niveau de la membrane (mPR ou PRm) et
activerait certaines voies spécifiques de signalisation. Il s’agirait d’un récepteur a sept
domaines transmembranaires, distinct du PR classique précédemment décrit, et
s’apparenterait aux récepteurs couplés aux protéines G (GPCR, G-protein coupled
receptor). Il est incapable de lier les progestatifs (Giulianelli et al., 2013; Thomas et al.,
2007). Son role potentiel dans la carcinogenése mammaire reste a démontrer.

La majorité des tissus cibles de P4 exprime PRA et PRB d’une fagon équimolaire. Dans
la glande mammaire de la souris, de méme que chez la femme. PRA et PRB sont
exprimés dans les compartiments épithéliaux et stroma (Aupperlee et al., 2005; Haslam,
1989; Haslam and Shyamala, 1981; Kastner et al., 1990). Les souris invalidées pour le
géne PGR (PR) présentent des anomalies pléiotropiques de la reproduction, en
particulier une incapacité a ovuler, une hyperplasie de I'utérus, et une altération sévére
du développement des glandes mammaires (Lydon et al., 1995). Les souris invalidées
sélectivement pour PRA ou PRB ont montré que seul PRB est important pour
accomplir les effets prolifératifs de la progestérone dans les glandes mammaires (la
ramification canalaire et le développement des glandes lobulo-alvéolaires pendant la
grossesse), alors que PRA est crucial au niveau des ovaires et de I’utérus. PRA contrdle
les cestrogenes induisant la prolifération endométriale (les effets de la progestérone sur
I’ovulation LH-dépendante, la décidualisation des cellules stromales dans 1’endometre
et I’inhibition des effets prolifératifs des cestrogénes dans 1’endométre). Les souris
transgéniques qui surexpriment PRA au niveau du tissu mammaire présentent une

hyperplasie et une ramification anormale des canaux latéraux. En revanche, les souris
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transgéniques qui surexpriment PRB présentent une inhibition de 1’¢longation et du
développement lobulo-alvéolaire (Conneely and Lydon, 2000; Conneely et al., 2001;
Jacobsen and Horwitz, 2012; Leonhardt et al., 2003; Mulac-Jericevic et al., 2003;
Richer et al., 2002; Shyamala et al., 2000; Shyamala et al., 1998).

Une troisiéme isoforme a été décrite, PRC, dont I’existence est controversée, mais qui

ne joue pas de role dans la glande mammaire (Wei et al., 1996).

3.2 Les modifications post-traductionnelles

PR subit des modifications post-traductionnelles, comme les autres facteurs de
transcription, la phosphorylation, 1’ubiquitination, la sumoylation et 1’acétylation,
notamment. Ces modifications sont fortement régulées par les voies de signalisation
cellulaire et influencent largement I’activité de PR (la sensibilité hormonale, la stabilité

et la localisation nucléaire du récepteur).

a. La phosphorylation
La phosphorylation stimulée par les facteurs de croissance régule positivement la
signalisation de I’hormone et 1’activité transcriptionnelle de son récepteur (la
dimérisation, la translocation nucléaire, la liaison a ’ADN et le recrutement des
corégulateurs). PRB posséde 14 sites potentiels de phosphorylation, la plupart sur des
résidus sérine localisés dans la région N-terminale. Les sérines Ser®, Ser *%2 Ser 1%
Ser *®° sont phosphorylées a I’état basal, en absence du ligand, par exemple la Ser®! est
phosphorylée par la caséine kinase 11 et la Ser'®? par la MAPK (Figure 7). Suite & la

liaison du ligand, les sérines Ser'%?, Ser® Ser**® sont phosphorylées par les kinases
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dépendantes du ligand: la CDK2 (Cyclin-dependent kinase 2), la MAPK et la PKA

(Protein kinase A) (Abdel-Hafiz and Horwitz, 2014; Knutson and Lange, 2014).

b. L’ubiquitination
L’ubiquitine est un peptide de 76 aa qui se lie d’'une fagon covalente sur un résidu
Lysine (K) par D’intermédiaire d’une cascade d’enzymes E1, E2, E3-ligases.
L’ubiquitination cible PR, de facon dépendante du ligand, pour sa dégradation et son
recyclage par le complexe ubiquitine-protéasome. La dégradation de PR est
indispensable a son activité transcriptionnelle (Abdel-Hafiz and Horwitz, 2014;

Knutson and Lange, 2014).
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Figure 7: Modifications post-traductionnelles du récepteur de la progestérone.
(Phosphorylation des Sérines et acétylation des Lysine). AF3 (Fonction activatrice 3), NTD
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(Domaine de liaison a I’ADN), DBD (Domaine de liaison a I’ADN), LBD (Domaine de liaison
au ligand). Ser (Sérine), Lys (Lysine). Adapté de (Abdel-Hafiz and Horwitz, 2014).

c. Lasumoylation
La sumoylation est un mécanisme régulateur majeur de la transcription qui module la
sélectivité des génes cibles activant ou inhibant ainsi leur expression. La protéine
SUMO (Small ubiquitin-related modifier) se lie d’une fagon covalente sur la lysine
K388 (Lys ) située dans la région N-terminale de PR de facon dépendante du ligand.

2% ot |a

Une balance réciprogue existe entre la phosphorylation de PR sur Ser
sumoylation de la Lys*®® et influence activité transcriptionnelle de PR (Abdel-Hafiz
and Horwitz, 2014; Dennis et al., 2005; Kim et al., 2013; Lange et al., 2000; Weigel
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and Moore, 2007). La sumoylation de la protéine SRC1 sur les Lys"** et Lys'"* facilite

son interaction avec PR et son maintien au niveau du noyau (Chauchereau et al., 2003).

d. L’acétylation
L’acétylation de PR, suite a la liaison du ligand, s’effectue sur les résidus Lysine situés
dans la région charniére sur un motif d’acétylation conservé, KxKK (638-641 aa)
(Daniel et al., 2010). L’acétylation stimule la phosphorylation de PR, sa localisation
nucléaire et ses propriétés transcriptionnelles en fonction du type cellulaire (Fu et al.,
2003; Kim et al., 2006; Wang et al., 2001). De facon intéressante, ce motif correspond
également a un signal de localisation nucléaire, suggérant un lien fonctionnel potentiel

entre la localisation subcellulaire et 1’acétylation.

3.3 Les coregulateurs

a. Les coactivateurs
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La régulation de la transcription des génes cibles comporte le recrutement séquentiel
des corégulateurs primaires et secondaires essentiels pour accomplir cette régulation
(Lonard et al., 2007; Lonard and O'Malley B, 2007; Wolf et al., 2008). Ce recrutement
varie en fonction de leur abondance tissulaire (Giangrande et al., 2000; Han et al.,
2005; Lonard et al., 2007), de la nature du ligand, de I’environnement du promoteur et
de P’activation/I’inhibition des voies de signalisation associées (Hermanson et al.,
2002). Plus de 400 corégulateurs (coactivateurs, corépresseurs) sont connus. La réponse
cellulaire a une hormone dépend fortement du rapport coactivateur/corépresseur (Han
et al., 2006; Molenda-Figueira et al., 2008; Tung et al., 2006). Parmi les coactivateurs
identifiés, on peut citer les coactivateurs de la famille p160 qui contient trois membres
homologues (SRC-1/NCoA-1,SRC-2/GRIP1/TIF2,SRC-3/AIB1/ACTR/TRAM1/pCIP)
(Han et al., 2006; Han et al., 2005; McKenna et al., 1998; Onate et al., 1995). On trouve
également les histones acétylases (CBP/p300) (McKenna et al., 1998), le RIP140
(receptor- interacting protein 140), les méthylases (CARM1) (Lonard and O'Malley B,
2007), les ADN hélicases (complexe SWI/SNF) (Vicent et al., 2004), les ubiquitines
ligases (E6-AP) (Nawaz et al., 1999) et le SRA (steroid receptor-specific RNA
activator) (Lanz et al., 1999). Les ligands agonistes recrutent les coactivateurs et les
ligands antagonistes inhibent leur recrutement (Figure 8). Ces coactivateurs facilitent
I’initiation de la transcription via le remodelage de la chromatine, 1’association de Pol II
avec la machinerie transcriptionnelle sur les régions régulatrices et les promoteurs des
génes cibles. Les coactivateurs associés au récepteur nucléaire possédent une activité
enzymatique intrinséque pour 1’acétylation (HAT: activité histone acétyltransférase) ou

pour la méthylation des histones, et facilitent I’activation de I’ARN polymérase II et la
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transcription des génes cibles (Lonard and O'Malley B, 2007; O'Malley and Means,

1974).

Agonistes Coactivateurs
(progestérone, R502{]...}/\ (SRC1,CBP/p300..)
Machinerie o
- Activation
| - PiomEy de la transcription
PRE | PRE ARN Pol i P
SPRMs

PRE PRE
/—l Répression de la transcription

Corépresseurs

\/ (NCoR, SMRT...)
Antagonistes

(RU486...)

Figure 8: Le modéle classique d’action PR lié aux ligands (agonistes et antagonistes) classés sous le
terme de SPRM. Les effets agonistes des SPRMs sont transmis par le recrutement des coactivateurs
activant la transcription par leur activité histone acétylase notamment. En revanche, le recrutement des
corépresseurs conduit a I'arrét de la transcription par une activité histone désacétylase. Toutefois, les
niveaux d’expression des corégulateurs de la machinerie transcriptionnelle (coactivateurs et corépresseurs)
sont trés variables selon le type cellulaire, et influencent le caractére agoniste/antagoniste des SPRMs. Les
propriétés agonistes partielles des antagonistes SPRMs augmentent avec I’élévation des niveaux
d’expression des coactivateurs. De méme, le caractére agoniste d’un SPRM est inversement proportionnel
aux niveaux d’expression des corépresseurs.

Les études in vitro suggerent que les isoformes de PR présentent des différentes
affinités pour certains corégulateurs, ce qui conduit a des activités transcriptionnelles
différentes spécifiques du type cellulaire. L’association de PRB a SRC1 et SRC2 est
due a la présence d’AF3 qui masque le domaine inhibiteur de la région N-terminale
(Dong et al., 2004; Tung et al., 2006). PRA liée a un ligand recrute des coactivateurs,
mais elle n’interagit pas directement et avec une grande affinitt comme PRB

(Heneghan et al., 2007; Molenda-Figueira et al., 2008; Tung et al., 2006).

39



SRC1 est le premier coactivateur cloné et identifié (Onate et al., 1995). La protéine
SRC1 a une masse moléculaire de 160 kDa et partage 50-55% de similarité avec les
domaines structuraux conservés (Johnson and O'Malley, 2012). L’expression de SRC1,

U6t la sérine™® par MAPK, stimule

via sa phosphorylation sur la thréonine
I’activation de la transcription induite par les récepteurs nucléaires (PR, ERa, AR...)
lies a leurs ligands (Rowan et al., 2000; Wu et al., 2005). La liaison du ligand a PR est
suivi par la dégradation de PR/SRC1 par le complexe ubiquitine/protéasome nécessaire
a I’activation transcriptionnelle de PR (Amazit et al., 2011). La perte de I’expression du
géne SRCL1 réduit la croissance de 1’utérus, de la prostate et des glandes mammaires.
Les souris invalidées pour SCR1 sont prédisposees a I’obésité due a la diminution de
leur dépense énergétique (Dasgupta et al., 2014). L’expression de SRCI dans les
cancers de sein corréle positivement avec la tumorigénese mammaire et présente un
mauvais pronostic. SRC1 est associé a I’expression de Her2 et c-Myc. SRC1 stimule la
migration, I’invasion, la transition épithélio-mésenchymateuse et la métastase tumorale
mammaire-pulmonaire. Une expression élevée est associée a un mécanisme de
résistance au tamoxiféne et aux inhibiteurs d’aromatase et a une réduction du taux de
survie (Dasgupta et al., 2014; Fleming et al., 2004; Johnson and O'Malley, 2012; Walsh
etal., 2012; Wang et al., 2009; Xu et al., 2009; Xu et al., 2014) .
b. Les corépresseurs

Deux corépresseurs largement étudiés sont le corépresseur du récepteur nucléaire
(NCoR, NCoR1) et le médiateur silencieux des récepteurs de I’acide rétinoique et de
I’hormone thyroidienne (SMRT, NCoR2). NCoR et SMRT ont été clonés
simultanément en 1995 par les laboratoires de M. Rosenfeld (Horlein et al., 1995) et de

R. Evans (Chen and Evans, 1995) respectivement. SMRT interagit préférentiellement
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avec PRA une fois lié a un antagoniste (Giangrande et al., 2000). Les corépresseurs se
lient aussi a d’autres facteurs de transcription (TFIIB, AP1 et NF-xB) (Battaglia et al.,
2010). Les modifications de leur expression et de leur localisation sont observées dans
le cancer du sein, de la prostate et de la vessie (Abedin et al., 2009; Banwell et al.,
2006; Girault et al., 2003; Khanim et al., 2004; Kim et al., 2009; Zhang et al., 2006).
L’absence du ligand et la liaison des ligands antagonistes facilitent leur recrutement.
Les coactivateurs peuvent remplacer les corépresseurs (la liaison du ligand agoniste
induit un changement conformationnel de PR: le repositionnement de I’hélice H12 du
LBD) (Madauss et al., 2007a). D’autres corépresseurs ont été identifiés et stimulent la
répression de la transcription comme la C-terminal binding protein (CtBP) et les
histone désacétylases (HDACS) (Augereau et al., 2006; Epping et al., 2005; Fernandes
et al., 2003; Montano et al., 1999; Palijan et al., 2009a; Palijan et al., 2009b; Wei et al.,
2000). Recemment, il a été démontré que certains corépresseurs comme L-CoR sont
spécifiqguement recrutés par des ligands qui activent des facteurs de transcription
aboutissant a la répression de la transcription de gene cible. L-CoR est recruté, suite a la
liaison de I’hormone, par PR et ERa sur les promoteurs des génes réprimés (Palijan et
al., 2009a; Palijan et al., 2009b). Les corépresseurs comme les coactivateurs ciblent non
seulement des récepteurs nucléaires mais aussi des facteurs de transcription (TFIIB,
AP1), confirmant le réle physiopathologique majeur de ces corépresseurs (Figure 6).

PR est un facteur de transcription activé par un ligand, donc I’activité est modulée
notamment par la structure spatiale induite par ce ligand, I’isoforme de PR exprimée, le
type de corégulateur recrute et le type de modifications post-traductionnelles. Ces

différentes modulations de 1’activité sont géne-, cellule- et tissu-spécifiques.
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3.4 Signalisation PR et cellules cancéreuses mammaires

Dans les cellules cancéreuses mammaires, la régulation de la transcription des genes
cibles de PR est altérée. PR active les voies de signalisation des kinases et les
programmes génétiques via une régulation directe avec des cofacteurs ou indirecte avec
les composantes des voies de signalisation. L’expression de 1’oncogéne MYC et
CCNDL1 est induite par les progestatifs par I’intermédiaire de la liaison de PR sur une
séquence PRE-like (Giulianelli et al., 2013). MYC joue un réle dans la prolifération, la
différenciation et 1’apoptose. Dans les cellules cancéreuses mammaires luminales
(PR*/ER") T47D, la surexpression de BRCAL1 inhibe I’expression de MYC induite par
les progestatifs en recrutant le corépresseur HDAC1 et inhibant le recrutement des
coactivateurs (SRC1 et SRC3 (AIB1)). La MPA (Medroxyprogesterone acetate) ou
FGF2 (Facteur de croissance des fibroblastes, fibroblast growth factor) stimule aussi
I’expression de MYC par I’intermédiaire d’une interaction entre PR, ERa et STATS sur
le promoteur de MYC (Giulianelli et al., 2013). PR, par ses voies de signalisation non
génomiques rapides (Src/p21Ras/Erk, PI3K/Akt, et JAK/STAT), stimule Ila
prolifération des cellules cancéreuses mammaires (Kim et al., 2013). La
phosphorylation de PRB (I’isoforme proliférative dans les tumeurs mammaires) sur la
Ser®* augmente sa sensibilité aux progestatifs et son ubiquitination (nécessaire pour sa
dégradation par le protéasome); ceci s’accompagne d’une diminution de sa
sumoylation sur la Lys®® d’une stimulation de son activité transcriptionnelle
(indépendamment du ligand) et de sa sélectivité altérée du promoteur (Daniel and
Lange, 2009; Daniel et al., 2007; Diep et al., 2015; Knutson et al., 2012; Lange et al.,
2000). Ce mécanisme altere I’expression équimolaire de PRA et PRB presente dans les

cellules mammaires saines. Lors de la progression dans le cycle cellulaire (la mitose),
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I’activation des kinases MAPK et CDK2 aboutit a la phosphorylation de PR sur les
Ser”® et Ser"™, ce qui augmente I’expression de la cycline D1 induite par les
progestatifs (Diep et al., 2015; Dressing et al., 2014). La cycline D1 coopére avec PR

phosphorylé sur la Ser**

pour recruter le complexe transcriptionnel contenant Spl
(Dressing et al., 2014) et pour induire I’expression des génes cibles de PR: P21 et

EGFR (EGF receptor) (Kim et al., 2013).

4. Les antagonistes et les modulateurs sélectifs de PR

Le traitement de cancer de sein hormono-dépendant a commencé a partir des années
1960 par la castration chirurgicale puis par les médicaments par les traitements anti-
hormonaux. Le développement des stratégies visant a bloquer les effets de ces
hormones, des cestrogénes et des progestatifs, dans la carcinogénése mammaire a été et
reste une voie de recherche tres active. Plusieurs antagonistes de ER et PR ont été
synthétisés dans ce but (Cole et al., 1971; Ward, 1973). Le développement de ces
antagonistes a connu ses débuts par les modulateurs sélectifs des cestrogenes (SERMs,
selective estrogen receptor modulator), le tamoxifene et le raloxiféne. Le tamoxiféne, a
été développé en 1970 pour son effet anticestrogénique et est devenu I’archétype du
modulateur sélectif des récepteurs nucléaires apres la mise en évidence de ses activités
mixtes antagonistes dans le sein mais aussi agonistes, dans 1’endométre responsable
d’une sur-incidence de cancer de I’endométre (Jordan and Dowse, 1976; Silfen et al.,
1999). Plusieurs études, y compris des études cliniques, ont montré que I’utilisation a
long terme du tamoxifene comme traitement adjuvant, diminue le risque de cancer de
sein. Il bloque I’activité transcriptionnelle de ER, en revanche 40% des patientes ont

présenté une rechute aprés le traitement et deviennent résistantes au tamoxiféne, d’ou
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I’intérét des antagonistes pures de ER comme le fulvestrant qui induit, en plus de
I’inhibition de la transcription de ER, sa dégradation. Les inhibiteurs de I’aromatase
s’ajoutent aussi non seulement pour bloquer 1’activité transcriptionnelle de ER, mais
pour inhiber surtout la synthése d’E2 et diminuer ses niveaux plasmatiques dans les
tissus mammaires (Knutson and Lange, 2014). En dehors des antagonistes de ER et
d’apres des études précliniques et cliniques, les antiprogestatifs semblent étre efficaces
pour bloquer ’activité transcriptionnelle de PR dans le traitement de cancer de sein.

Plusieurs ligands stéroidiens de PR, & activités agonistes et/ou antagonistes et
dénommés modulateurs sélectifs du récepteur de la progestérone (SPRM, selective
progesterone receptor modulator) ont été développés par analogie avec les SERMs. De
nouveaux antagonistes non stéroidiens sont en cours de développement (Allan and Sui,
2005). Les effets des SPRMs dépendent du ratio PRA/PRB au niveau des tissus. Le
test de McPhail est utilis¢é comme un test standard pour déterminer 1’activité
agoniste/antagoniste des ligands de PR. Il consiste a tester 1’activité progestationnelle
de ces ligands dans des lapins immatures dépourvus des cestrogénes. Certes, il n’est pas
capable de distinguer les différences minimes entre les antagonistes de PR. La plupart
des SPRMs bloquent I’ovulation et la croissance des fibromes. Il existe trois types de
modulateurs de PR. Ils sont classés en fonction des caractéristiques in vitro telles que la
liaison a ’ADN et I’activité transcriptionnelle de 1’antagoniste occupant PR en
présence des activateurs de la protéine kinase A (AMP cyclique). On trouve le type
| qui présente une activité antagoniste pure, et inhibe la liaison de I’antagoniste-PR a
I’ADN comme 1’Onapristone (ONA ; ZK 98299) (Leonhardt et al., 2003). Le type Il
comme le RU486 et I’Ulipristal acétate (UPA) permet la liaison du ligand-PR a I’ADN

et exerce des fonctions agonistes partielles. Les antagonistes de type 11l permettent la
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liaison de PR a I’ADN et possédent des activités antagonistes pures, et sans activités
agonistes potentielles comme le lonaprisan (ZK 230211) (Afhuppe et al., 2010).

Les structures cristallographiques de PR associées a des ligands agonistes ont montré
que ces molécules se lient sur une poche hydrophobe induisant un changement
conformationnel de la structure conservée de I’hélice o (H12). Les antagonistes de PR
sont caractérisés par la présence d’un groupement encombrant p-aryl (substitut 11 -
dimethylaminophényl) au niveau du carbone C11 responsable de leurs propriétés
d’antagonistes. Une interaction spécifique avec le récepteur empéche sa configuration
active et la fermeture partielle de la poche de liaison au ligand favorisant ainsi le
recrutement des corépresseurs, comme le SMRT en position H3-H4 du LBD. La
structure cristallographique de PR-LBD lié a I’'UPA a permis de mettre en évidence une
liaison entre le groupement 17a et les hélices H3, H6, H7 (Knutson and Lange, 2014;
Madauss et al., 2007a; Madauss et al., 2007b; Petit-Topin et al., 2014; Raaijmakers et
al., 2009).

La conformation du LBD induite par ces molécules permettrait aussi I’interaction avec
des coactivateurs si ceux-ci sont exprimés en exces dans la cellule et sont responsables
alors d’un effet agoniste partiel. Une nouvelle classe de SPRMs appelée «les
progestatifs au profile mixte »a été décrite. Cette classe posseéde une activité agoniste
plus importante que les autres SPRMs (Rewinkel et al., 2008).

Les SPRMs agissent au niveau des tissus mammaires sains et cancéreux. L’exposition
des glandes mammaires chez la souris vierge dépourvue de P4 au ZK114043 aboutit a
la réduction de la prolifération cellulaire épithéliale (Li et al., 1995).

Deux antiprogestatifs sont actuellement commercialisés: la mifépristone (initialement

RU486) utilisée dans D’interruption de grossesse, et 'ulipristal acétate utilis¢é en
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ontraception d’urgence (Glasier et al., 2010) et dans le traitement des fibromes utérins

(Chabbert-Buffet et al., 2014; Donnez et al., 2015; Donnez et al., 2014).

4.1 La mifépristone (RU486)

Le RU486 a été évalue dans de nombreux modéles cellulaires et animaux de cancer du
sein hormono-dépendant (Figure 9). Il a une activité antitumorale synergique avec les
anticestrogénes (Lanari et al., 2012). En fonction du contexte cellulaire et du promoteur,
il inhibe ou stimule la transcription des génes cibles de PR. Le RU486 lié a PR stimule
sa dissociation de la protéine chaperonne, sa dimérisation et induit les modifications
transcriptionnelles de PR, la sumoylation et la phosphorylation de PRB sur la Ser?®* et
sa stabilisation. En revanche, il réduit sa dégradation par le protéasome bloquant ainsi
son activité transcriptionnelle (Khan et al., 2011). Le RU486 altére aussi la dégradation
de SRC1 dépendante de PRB induite par le ligand agoniste le R5020 (Amazit et al.,
2011). A faibles concentrations (10 nM), il agit comme un agoniste en activant la voie
de signalisation non génomique ERK dans un modele cancéreux mammaire murin (C4-
HD). C4-HD est une tumeur mammaire canalaire transplantée chez des souris BALB/c
traitées par MPA. Le RU486 a 10 M (10 pico-Molaire) stimule la prolifération
cellulaire in vitro des cellules cancéreuses mammaires humaines T47D via des sites de
liaison membranaires actifs des progestatifs ressemblant a PR (Bottino et al., 2011;
Lanari et al., 2012). En association ou non avec des inhibiteurs de 1’aromatase, le

RU486 administré essentiellement secondairement permet de contréler 1’évolution des

cancers du sein métastatiques (Klijn et al., 2000; Vanzulli et al., 2005). Dans le sein
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humain normal, une réduction de la prolifération cellulaire a été mise en évidence apres

un traitement a court terme (3 mois) par le RU486 (Engman et al., 2008).

Progestérone (P4)

Mifépristone (RU486) Ulipristal acétate (UPA,
CDB-2914,VA2914)

Figure 9: Structure chimiques de la progestérone et des SPRMs (la Mifépristone et
I’Ulipristal acétate) (Chabbert-Buffet et al., 2012).

Le RU486 pourrait étre utilisé également dans la prévention des cancers d’origine
génétique, notamment chez les femmes porteuses de la mutation de BRCAL. Poole et al
ont démontré, dans un modéle murin mammaire invalidé conditionnellement des
BRCAL et P53, que la tumorigenése mammaire est inhibée par le RU486 (Poole et al.,
2006). Le lien fonctionnel entre PR et BRCAL est di au fait que les deux protéines
interagissent directement selon un mécanisme aboutissant a la degradation de PR par le

protéasome. En absence de BRCA1L, PR serait donc stabilisé, en particulier PRA,
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favorisant ainsi la tumorigenése mammaire (Bagheri-Yarmand et al., 2004; Poole et al.,

2006).

4.2 L’Ulipristal acétate (UPA, CDB - 2914)

L’UPA est un dérivé de la 19-norprogestérone, qui conserve ainsi les fonctions cétone
et le radical méthyl respectivement en position C3 et C11 de la progestérone (Figure 9).
Les fonctions substituées en position C17 augmentent sa demi-vie et son activité
biologique. UPA est métabolisé par la CYP34A de la famille des cytochromes P450, ce
métabolisme  aboutit a un composé mono-déméthylé  majoritaire et
pharmacologiquement actif (CDB-3877), et a une forme minoritaire di-déméthylée sans
action clinique notable (CDB-3963); a noter qu’il existe d’autres métabolites a
I’exemple de son dérivé aromatique, mais qui sont faiblement représentés par rapport
au CDB-3877 (Gainer and Ulmann, 2003). L’UPA présente une affinité élevée pour PR
et GR. Il a une activité antagoniste puissante de PR superposable a celle du RU486
dans tous les modéles testés in vivo et in vitro. Cependant, 'UPA ne présente pas
d’effet agoniste. Toutefois, dans la lignée tumorale mammaire MDA-MB-231
transfectée par les isoformes PRA et PRB, I’'UPA induit la transcription de certains
génes cibles de PR (Leo and Lin, 2008). Les effets de I’UPA au niveau du tissu
mammaire ont été peu évalués. Dans un modéle de cellules mammaires normales, il n’a
pas été noté un role de I’'UPA dans la prolifération cellulaire (Communal et al., 2012).
Les données de toxicologie animale n’ont pas mis en évidence de tumorigénése

mammaire.

4.3 Les antagonistes passifs de PR : les APRns
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La plupart des SPRMs développés jusqu’a présent interagissent non seulement avec PR
mais aussi avec d’autres récepteurs stéroidiens. Par exemple, le RU486 se lie au
récepteur des glucocorticoides (GR) avec une affinité trois a quatre fois plus élevée que
la dexaméthasone (une hormone glucocorticoide de synthése utilisée dans le traitement

du syndrome de Cushing.

HO HO F
Prégnénolone APR19

Figure 10: Synthése de ’APR19 a partir du prégnénolone (Khan et al., 2013).

Le Tanaproget est le premier ligand agoniste de PR non stéroidien. Il est trés sélectif de
PR et posséde une efficacité et une affinité élevées. Actuellement de nouvelles classes
des ligands antagonistes non stéroidiens sélectifs de PR sont en cours de
développement. Ces ligands sont a base des noyaux de pyrazole, thiophéne, indole
(Allan and Sui, 2005; Winneker et al., 2008) . La conception de ces composés se fonde
sur I’étude des relations structure-activité contrdlant les fonctions agonistes et
antagonistes des récepteurs. Ces antagonistes non stéroidiens ont une bonne sélectivité
pour PR. lls sont qualifiés d’antagonistes passifs. Ils déplacent P4 de son récepteur, et
empéchent la fixation des corégulateurs transcriptionnels tout en induisant une structure
instable du récepteur. Ces antagonistes regroupent des molécules dépourvues du
groupement encombrant en C11 qui caractérise les antagonistes classiques. Parmi

eux, le WAY-255348 (Fensome et al., 2008; Yudt et al., 2011). Ce dernier inhibe la
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localisation nucléaire de PR, la phosphorylation et les interactions de PR avec I’ADN
sur la région promotrice des génes cible, avec les facteurs de transcription et les
coactivateurs tout en agissant comme un antagoniste a de faibles concentrations (<300
nM), en revanche il agit comme un agoniste partiel a des concentrations plus élevées (>
300 nM). Notre équipe, en collaboration étroite avec ME Rafestin-Oblin (INSERM
U773, Bichat), M Alami et JD Brion, (CNRS, BioCIS, Faculté de Pharmacie,
Chatenay Malabry), a produit une nouvelle classe d’antagonistes dit « passifs » de la
progestérone (Khan et al., 2013): Les APRns (Anti-progesterone receptor). llIs
constituent une nouvelle classe d’antagonistes de PR. Sur la base des ¢études
comparatives de cristallographie des LBD de PR et MR, il a été possible de concevoir
une nouvelle stratégie pour synthétiser des antagonistes ayant des propriétés tout a fait
différentes de celles des SPRMs connus. Plusieurs molécules chefs de file ont été
caractérisées parmi une soixantaine de molécules synthétisées. Elles inhibent la
transcription régulée par la progestérone, bloguent toute interaction de PR avec les
corégulateurs transcriptionnels, diminuent la liaison a I’ADN, et ont des propriétés
antagonistes de la progestérone in vivo sur 1’utérus de la souris (Khan et al., 2013).
Parmi elles, I’APR19, est un homostéroide caractérisé par un cycle D a 6 carbones et 2
atomes de fluor en position C3 et C17 (Figure 10). D’aprés la modélisation de la liaison
réalisée par docking, si I’APR19 occupe bien le méme espace que la progestérone au
sein du LBD de PR, les modifications introduites dans la molécule font disparaitre les
liaisons d’hydrogéne que la progestérone établit normalement et qui sont responsables
de ses effets agonistes.

De tels antagonistes spécifiques et seélectifs de PR apporteraient de nouvelles

perspectives thérapeutiques, en particulier dans les cancers du sein hormono-
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dépendants. Actuellement, plusieurs sociétés pharmaceutiques et laboratoires de
recherche se concentrent sur le développement d’antagonistes ayant des propriétés anti-

tumorales (Wiehle et al., 2011).
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Objectifs

Depuis plus de 20 ans, le role crucial de la progestérone, des progestatifs et de leur récepteur PR
dans le développement des cancers mammaires hormono-dépendants et de I'évolution des
métastases a été mis en évidence, ce qui suggere l'efficacité potentielle des antagonistes pour
inhiber sélectivement les voies de signalisation affectées dans les cancers du sein.

Les modulateurs sélectifs de PR (SPRMs) sont des composés stéroidiens ayant des activités
mixtes agoniste/antagoniste dépendants du type cellulaire, de leur dose et du contexte hormonal.
L’Ulipristal acétate (UPA) fait parti des antagonistes actuels de PR. L’'UPA est un SPRM
commercialisé depuis peu de temps en contraception d urgence et en traitement des fibromes
utérins a moyen et long terme. Les perspectives d’utilisation dans cette derniére indication
ameénent & se questionner sur I’impact mammaire. L’utilisation au long cours de la mifépristone
est quant a elle limitée en raison d’effets secondaires liés a son activité antiglucocorticoide
importante.

Pour s’affranchir au probléme de sélectivité et d’activité mixte de ces antagonistes ; une nouvelle
classe d’antagonistes steroidiens « les APRNs » a été récemment congue au sein de 'unité. Les
APRns se different des autres antagonistes notamment par leur sélectivité pour PR, et leur activité
antagoniste pure et passive.

L’objectif principal de ma thése est d’évaluer les effets de ces deux antagonistes (UPA et les
APRns) dans deux modeles d’études complémentaires de cancer mammaire humain.

Nous avons utilisé comme premier modéle in vitro, le modele de lignées cellulaires cancéreuses
mammaires humaines MDA-IPRAB. Cette lignée, d’origine mammaire humaine basale MDA-
MB 231 (PR/ER), a ét¢ modifiée pour exprimer, d’une fagon bi-inductible et conditionnelle,
’expression des isoformes de PR, PRA et/ou PRB. Ce modele nous a permis notamment de

screener par une approche transcriptomique les cibles transcriptionnelles spécifiques de ces deux
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isoformes. Nos objectifs étaient de déterminer quels sont les effets de ’antagoniste UPA sur les
facteurs de la prolifération cellulaire et d’apoptose et son mécanisme d’action dans I’inhibition de
la signalisation progestative au niveau transcriptionnel et proteique. Pour ce faire, dans un premier
temps, nous avons voulu déceler les effets des isoformes de PR et leurs ligands (P4, UPA) sur la
prolifération de cette lignée basale cestrogéno-indépendante. Dans un second temps, nous avons
analysé 'impact de P4 et de 'UPA sur la régulation de I’expression de certains genes cibles
sélectionnés du transcriptome et jouant un role important dans 1’angiogénése, ’apoptose, la
prolifération et I’invasivisité cellulaire : TGF/42, WNT, RANK, BCL,-L;....

Le deuxieme modéle d’étude préclinique utilisé est le modele in vivo de xénogreffe de la tumeur
humaine mammaire cestrogéno-dépendante dérivée d’une patiente (HBCx-34) dans des souris
immunodéficientes. Sous un apport quotidien cestrogénique, ces souris ont été traitées par les
deux antagonistes UPA et APRn. Nos objectifs dans ce modéle étaient de savoir quelles sont les
actions de 'UPA et des APRns sur la croissance tumorale (variation du volume et poids
tumoraux) d’une part, et d’autre par leurs effets sur la régulation des marqueurs de la
tumorigénése mammaire 1’apoptose (caspase, BCL,-Ly), la prolifération cellulaire (Ki67, Cycline
D1), ’angiogenése (VEGF...).

Les résultats obtenus nous permettront de mieux comprendre 1’impact des isoformes de PR et
leurs ligands agonistes et antagonistes sur la tumorigénése mammaire in vitro et in vivo. lls nous
aideront a identifier de nouvelles pistes thérapeutiques dans le cadre de la prise en charge de

cancer du sein hormono-dépendant.
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Résultats
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Chapitre 1 : ’Ulipristal acétate inhibe la prolifération
cellulaire et I’expression de BCL,-L; dans la lignée
cancéreuse mammaire humaine via I’isoforme PRA de
récepteur de la progestérone.
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Introduction

Depuis plusieurs années et des études in vitro, in vivo et cliniques s’intéressaient aux
actions de la progestérone (P4), des progestatifs et de leur récepteur (PR) dans le cancer
du sein (Brisken, 2013; Diep et al., 2015; Hagan and Lange, 2014; Knutson and Lange,
2014). Cependant leur réle sur la prolifération des lignées cellulaires cancéreuses
mammaires dans les mod¢les d’études in vitro reste contradictoire. Quelques études ont
montré que les progestatifs inhibent la prolifération (Horwitz and Freidenberg, 1985;
Poulin et al., 1989), d’autres n’ont pas d’effets (Vignon et al., 1983), ou ils la stimulent
pour un seul cycle cellulaire puis ils I’inhibent aprés (Groshong et al., 1997a; Musgrove
etal., 1991a).

Les modéles d’étude in vitro sur les effets de P4 dans la tumorigénése mammaire ont
débuté par les cultures primaires de tumeurs mammaires de rats et de souris (Giulianelli
et al., 2013). La P4 participe a I’alvéologénese des glandes mammaires isolées des rats
adultes en culture organotypique (Koyama et al., 1972), a la prolifération des
orgaonoides des glandes mammaires mises en culture sur une matrice en collagéne
(Edery et al., 1984) et a I’augmentation de la taille des colonies de tumeurs mammaires
de rats induites par des agents alkylants, comme le MNU (MNU: N-Methyl-N-
nitrosourea; carcinogene, mutagéne et tératogene) (Edery et al., 1984). Dans des
modeles murins, la P4 peut agir en synergie avec EGF (Epidermal growth factor) ou
avec la prolactine pour stimuler la prolifération cellulaire mammaire (Imagawa et al.,
1985; Richards et al., 1986). La P4 et le MPA stimulent la prolifération cellulaire des
carcinomes mammaires murins en culture primaire (Dran et al., 1995). La croissance de
I’adénocarcinome mammaire PR*/ER" dans des souris BALB/C nécessite des doses

continuelles des progestatifs.
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Les lignées cellulaires cancéreuses mammaires T47D et MCF-7 (PR'/ER™) ont été les
plus utilisées pour analyser les effets de P4, les progestatifs, leur récepteur et leurs
antagonistes sur la prolifération cellulaire, les voies de signalisation et I’expression
génique in vitro (Table 2). Le premier rapport en 1987 (Hissom and Moore, 1987;
Moore et al., 2006) a démontré que les progestatifs (R5020) stimulent la prolifération
cellulaire de la lignée T47D et le RU486 I’inhibe (Hissom et al., 1989). Cette étude a
été confirmée par la suite (Moore et al., 2000; Moore et al., 1991; Moore et al., 1997).
P4 induit la croissance des colonies de la lignée MCF-7. Le MPA peut stimuler ou
inhiber la croissance cellulaire dans deux clones de MCF-7. Les progestatifs stimulent
les cultures primaires des cellules épithéliales mammaires malignes (Braunsberg et al.,
1987; Longman and Buehring, 1987; Manni et al., 1991). Outre les lignées T47D et
MCF-7, les progestatifs stimulent aussi la prolifération d’autres lignées cellulaires
comme les IBH-6, IBH-7 et IBH-4 (Vazquez et al., 2004).

La lignée cellulaire cancéreuse mammaire T47D a une réponse biphasique a la
progestérone et les progestatifs de synthése (R5020...). Une pulse unique de P4 stimule
un seul cycle de la division cellulaire. Cette phase proliférative induit I’expression des
génes du cycle cellulaire: CCND1, D3, E, A et B, la phosphorylation de la RB
(retinoblastoma), I’activation des cyclin-CDKs et I’expression des génes FOS et MYC
et des inhibiteurs-CDKs p21 et p27. Cette croissance s’arréte a la fin de la phase G1 du
second cycle 24-48 h apres le traitement par P4 (Groshong et al., 1997b; Lange, 2008a,
b; Musgrove et al., 1991b; Musgrove et al., 1998), Ceci s’accompagne d’une
diminution de toutes ces expressions géniques sauf I’expression de P21 et P27. P4
accélere la progression des cellules T47D-YB, qui expriment uniquement 1’isoforme

PRB, durant le premier cycle mitotique, et induit ultérieurement leur arrét a la fin de la
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phase G1 du deuxiéme cycle cellulaire. Des doses transitoires de P4 ont un effet
stimulateur, en revanche les doses continuelles de P4 inhibent la croissance. La
progestérone inhibe la progression des cellules dans le cycle cellulaire en phase G1
(Chen et al., 2011a; Gizard et al., 2005; Gizard et al., 2006; Owen et al., 1998;
Swarbrick et al., 2000). Cet effet biphasique a été décrit par d’autres études
(Boonyaratanakornkit et al., 2007; Quiles et al., 2009).

Les progestatifs a de faibles concentrations (10 pM) activent les voies de signalisation
non génomiques de PR (Bardou et al., 2003; Bottino et al., 2011; Skildum et al., 2005).
A des concentrations proches de kd de PR, les effets prolifératifs de P4 sont plus forts
et relayés par la voie génomique classique de P4 en se liant a PRE (Bottino et al.,
2011). Ces effets sont inhibés par les antiprogestatifs ou asPR (Antisense
oligonucleotides targeting PR) (Lamb et al., 1999; Lamb et al., 2005), ce qui indique
que PR a un rdle crucial dans la prolifération cellulaire in vitro. Le MPA stimule la
prolifération cellulaire d’un carcinome mammaire sur-exprimant PRA en culture 3D
(Polo et al., 2010). Les carcinomes lobulaires qui n’expriment ni ERo ni PR ne
répondent pas aux progestatifs.

PR inhibe la prolifération cellulaire en induisant 1’expression de DUSP1 (MAPK
phosphatase; MKP-1/DUSP1), qui déphosphoryle et inactive la voie MAPK (Chen et
al.,, 2011a). Le traitement des T47D par P4 induit I’expression de MKP-1
dépendamment de PR, ceci s’accompagne d’une diminution de ERK1/2 phosphorylée.
La stimulation de la prolifération par les progestatifs (MPA) est associée a une
intéraction nucléaire entre PR et ERa sur les promoteurs des génes CCND1 et le proto-

oncogene MYC (Giulianelli et al., 2012a). La prolifération peut étre relayée également
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par les voies de signalisation non génomique de PR activées par P4 (Src/p21Ras/Erk,
PI3K/Akt et JAK/STAT).

Les progestatifs non seulement stimulent la prolifération cellulaire mais ils inhibent
aussi la mort cellulaire (apoptose) en induisant I’expression protéique du facteur anti-
apoptotique BCL-xL (Moore et al., 2000) peut étre via MPA dans les cellules T47D,
MCF-7 et H466-B (Ory et al., 2001). Outre leur rdle dans la prolifération cellulaire et
I’apoptose, les progestatifs augmentent la sensibilité des cellules cancéreuses
mammaires aux mitogenes (IGF-2, WNT-1, PDGFA, FGF4), induisent I’expression des
récepteurs des facteurs de croissance (IGFR, EGFR, FGFR2, ERBB2). Les progestatifs
induisent aussi la synthése de VEGF (vascular endothelial growth factor), impliquant
leur réle dans I’angiogénése tumorale (Hyder et al., 1998). Cet effet est bloqué par le
RU486 dans les cellules mutées pour P53 (T47D, BT474) et non pas dans les MCF-7
ou P53 n’est pas muté (Liang and Hyder, 2005; Liang et al., 2005). Le RU486 a un
effet cytotoxique, cytostatique, et apoptotique. Il inhibe la prolifération des cellules E2-
dépendantes (T47D, MCF-7) (Frech et al., 2005; Klijn et al., 2000). L’association du
RU486 et du tamoxiféne inhibe la croissance des T47D. RUA486 induit I’expression de
TGFB1 dans les MCF-7, inhibe I’expression de BCL2, augmente la fragmentation de
I’ADN et induit la translocation de PKC. Le RU486 inhibe la prolifération cellulaire
induite par P4 dans les MCF-7 a des concentrations en nanomolaire (Lavasani and
Moinfar, 2012).

La plupart des études sur les progestatifs et les antiprogestatifs étaient observées dans
les lignées cancéreuses mammaires PR™ et E2-dépendantes ; or nos travaux se sont
basés sur une nouvelle lignée bi-inductible la lignée MDA-iPRAB indépendante de E2,

ou les isoformes de PR (PRA et PRB) sont induites d’une fagon bi-conditionnelle
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(Khan et al., 2012). Ces deux isoformes ont une expression équimolaire dans le tissu
mammaire sain et les Iésions bénignes. Or, la carcinogénese mammaire altere leur
expression et la voie de signalisation P4/PR (Graham et al., 2009). Des manipulations
expérimentales du rapport PRA/PRB alterent la réponse & P4 dans les cellules
cancéreuses mammaires (Graham et al., 2005; Jacobsen et al., 2002; McGowan and
Clarke, 1999; McGowan et al., 2004). L’isoforme PRA, plus stable que I’isoforme
PRB, est fréquemment exprimée dans le cancer du sein di a une diminution de
I’expression de PRB (augmentation de son activité transcriptionnelle). Toute altération
de ce rapport, en faveur d’une expression élevée de PRA, est associée a un mauvais
pronostique chez les patientes sous hormonothérapie (tamoxifen) (Bamberger et al.,
2000; Faivre and Lange, 2007; Graham et al., 2005; Graham et al., 1995b; Hopp et al.,
2004; Mote et al., 2002; Mote et al., 2007), et une réponse aux antiprogestatifs (Wargon
et al., 2009). La Perte de I’expression de PR est associée a la méthylation du promoteur
(Lapidus et al., 1996; Pathiraja et al., 2011; Pathiraja et al., 2010). Seul la méthylation
de PRA joue un réle dans le cancer de sein résistant au tamoxifen. Des mécanismes
autre que la méthylation de PR sont responsables de sa perte d’expression (Brisken,
2013; Lanari et al., 2012) .

Nous avons réussi a démontrer dans la lignée MDA-iPRAB que P4 stimule la
prolifération cellulaire quand PRA est induite. 1l a été démontré que RU486 inhibe la
prolifération de cette lignée. Nous avons voulu étudier I’effet de I’'UPA sur la
prolifération et la régulation de I’expression du facteur anti-apoptotique BCL,.L;. Nous
nous sommes aussi intéresses aussi au mécanisme moléculaire de cette régulation via le

mécanisme génomique classique de PR dans la lignée MDA-iPRA.
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Nom de la lignée Sous-types Récepteurs
cellulaire
T47D Luminal A ER", PR", HER2
MCF7 Luminal A ER", PR", HER2
MDA-MB-231 Basal ER, PR, HER2, EGF"
(claudin TGFa'
low)

Table 2: Types des lignées cellulaires mammaires humaines et leurs
caractéristiques moléculaires
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Matériels et Méthodes

Culture cellulaire et traitement

La lignée cellulaire bi-inductible MDA-IPRAB, dérive de la lignée cellulaire
cancéreuse basale mammaire humaine MDA-MB-231 (PR’, ERa’) (American Type
Culture Collection, Manassas, VA) comme précédemment a été décrit (Khan et al.,
2012). Brievement, I’expression de PRA et/ou PRB est induite par I’ajout des
inducteurs non-stéroidiens RSL1 (0.5 puM) (Exclusive Chemistry Ltd, Obninsk, Russia)
et /Jou Dox (2 uM) (Sigma Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) respectivement.
Les cellules sont mises en culture dans un milieu de culture DMEM High Glucose avec
L-glutamine (Life Technologies, Saint-Aubin, France), supplémenté par 10% sérum de
sérum de veau feetal (Biowest, Nuaille, France) et 100 Ul/mL penicillin, et 100 pg/mL
streptomycin (GE Healthcare, Vélizy-Villacoublay, France). 24 heures avant le
traitement hormonal, les cellules sont préincubées dans un milieu DMEM sans rouge de
phénol (déstéroidé) contenant 2.5 % de serum deéstéroidé traité au dextran-coated
charcoal (DCC) (avec DMSO ou inducteurs). Progestérone (P4) et la mifépristone
(RU486) sont de chez Sigma-Aldrich, et Ulipristal acetate (UPA) de chez HRA
Pharma (Paris, France).

Test de la prolifération cellulaire

Les cellules parentales “clone 250” et les cellules MDA-IPRAB (iPRAB clone 38)
(4,000 cellules)/par puit) ont été mises en culture dans des plaques de 96 puits pour 24
h toujours dans un milieu déstéroidé. A JO (jour 0), 2, 4, le milieu a été remplacé par un

milieu DMEM (sans rouge de phénol) frais content les inducteurs RSL1 (0.5 uM) et/ou
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Dox (2 uM) pour induire respectivement I’expression de PRA et/ou PRB. En méme
temps les cellules ont été traitées par vehicle, P4 (1 nM) et/ou RU486 ou UPA (1 uM)
pour 24 h. Le test de prolifération a été réalisé le jour 1, 3, 5 par I’ajout de 20 pL de la
solution Cell Titer96 AqueousOne (Promega, Charbonniéres-Les-Bains, France) dans
chaque puit contenant 100 pL de milieu de culture sans rouge de phénol (Life
Technologies, Saint-Aubin, France). Les plaques ont été incubees a 37°C pour 1 h, et
I’absorbance a été mesurée par un photomeétre a 490 nm (A490) (Victor 378, Perkin
Elmer, Courtabceuf, France).

La PCR en temps réel (quantitative)- qPCR

L’ARN a été extrait des cellules par le réactif TRI (TRI Reagent; Applied Biosystem)
selon les recommandations du fabriquant. Un pg de I’ARN total a été servi pour la
retro-transcription-qPCR  (transcription inverse- gqPCR; RT- reverse-transcribed-
gPCR). Brievement, I’ARN a éte traité par la DNase | (Biolabs, Evry, France), puis
retro-transcrit par le kit de la transcription inverse High-Capacity cDNA (Life
Technologies). L’ADNCc résultant a été analysé ensuite par RT-qPCR par le systeme
StepOne Real-Time PCR System (Life Technologies) en utilisant les amorces
correspondants (300 nM, concentration finale) dans le master mix Power SYBR Green
PCR (Life Technologies). L’expression relative des génes en attomoles est calculée en
attomoles par le rapport du géne correspondant normalisé par |’expression en
fentomoles de 18s (ribosomal rRNA) ou I’expression en attomoles de GAPDH
(glycéraldéhyde-3-phosphate-dehydrogénase).

Western Blot

Les cellules ont éte lysées, pour 30 min en rotation a 4°C, par un tampon de lyse (150

mM NaCl, 50mM Tris-HCI (pH 7.5), 5 mM EDTA, 30 mM Na pyrophosphate, 50 mM
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Na fluoride, 1 % Triton X-100) et des cocktails des inhibiteurs de protéases et de
phosphatases (Sigma), suivi par une centrifugation de 12,000 x g pour 15 min a 4° C.
La migration des échantillons a eu lieu par électrophorése sur un gel de 7,5 % de
dodécylsulfate de sodium (SDS) suivi par un transfert sur des membranes de
nitrocellulose. Les anticorps primaires utilisés sont anti-PR (NCL-L-PGR-312/2,
Novocastra Laboratories, 1le Saint Martin, Nanterre, France), dilution 1:10,000; anti-
Bcl-XL (E18, ab32370, Abcam, France), dilution 1:1,000. Les anticorps de controle
sont: anti-CJ-tubulin antibody (Sigma) et anti-GAPDH (Sigma). Les anticoprs
secondaires sont : Goat anti-Mouse 1gG (H+L) Cross Adsorbed Secondary Antibody
(DyLight 800 conjugated, 680 conjugated) et Goat anti-Rabbit IgG (H+L) DyLight 800
conjugated, dilution 1:10,000 (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA). Les
membranes ont été incubées pour 1 h a température ambiante ou pendant la nuit a 4°C,
dans le tampon phosphate salin (PBS; Phosphate Buffered Saline) contenant 5% de lait
écremé, 0.1% Tween 20 et les anticorps primaires, suivi par une incubation de 1 h par
les anticorps secondaires correspondants. Les protéines ont été détectées par
fluorescence par Odyssey® Fc, Dual-Mode Western Imaging (Li-Cor, Lincoln, NE,
USA) et quantifiées par la suite.

Immunoprécipitation de la chromatine (ChlIP)

Les cellules MDA-iPRA ont été mises en culture pour 36-48 h dans un milieu DMEM
sans rouge de phénol/DCC suivi par 1 h de traitement par P4 (10 nM) et/ou UPA (1
UM). Les tests de ChIP ont été réalisés comme décrit précédemment (Le Billan et al.,
2015) (#HighCellChIP kit, Diagenode, Seraing, Belgium) avec 5 pg de I’anticorps
approprié: Human anti-PR (Anti-PR, sc-7208, Santa Cruz Biotechnology, CA);

I’anticorps rabbit anti-SRC1 (M-341, sc-8995, Santa Cruz Biotechnology), I’anticorps
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rabbit anti-Polymerase Il (H-224, sc-9001, Santa Cruz Biotechnology) et I’anticorps de
controle du kit #HighCellChIP (Diagenode).

Les tests statistiques

Toutes les données sont exprimées sous forme de moyennes = SEM. L Les analyses ont
été réalisées par le logiciel Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, CA). Les
différences significatives du test non paramétrique Mann Whitney sont indiquéés par *

ou X (1-3 symboles correspondant au P<0.05 ou <0.01 ou <0.001, respectivement).

72



Avrticle 1: Ulipristal Acetate inhibits Progesterone
Receptor Isoform A-mediated Human Breast Cancer
Proliferation and BCl,-L; Expression
PLoSOne, 2015

73



74



@'PLOS ‘ ONE

CrossMark

click for updates

E OPEN ACCESS

Citation: Esber N, Le Billan F, Resche-Rigon M,
Loosfelt H, Lombés M, Chabbert-Buffet N (2015)
Ulipristal Acetate Inhibits Progesterone Receptor
Isoform A-Mediated Human Breast Cancer
Proliferation and BCl,-L4 Expression. PLoS ONE 10
(10): €0140795. doi:10.1371/journal.pone.0140795

Editor: Wei Xu, University of Wisconsin—Madison,
UNITED STATES

Received: August 20, 2015
Accepted: September 30, 2015
Published: October 16, 2015

Copyright: © 2015 Esber et al. This is an open
access article distributed under the terms of the
Creative Commons Attribution License, which permits
unrestricted use, distribution, and reproduction in any
medium, provided the original author and source are
credited.

Data Availability Statement: All relevant data are
within the paper and its Supporting Information files.

Funding: The funder HRA Pharma provided support
in the form of salary for one author [MRR], joint grant
together with the national agency for Research
(ANRT/HRA pharma CIFRE i.e. Conventions
Industrielles de Formation par la Recherche, in
English Research Training Industrial Grant Contract)
[NE] but did not have any additional role in the study
design, data collection and analysis, or preparation of
the manuscript. Data from the paper have been
discussed twice a year with MRR, as required in the

RESEARCH ARTICLE

Ulipristal Acetate Inhibits Progesterone
Receptor Isoform A-Mediated Human Breast
Cancer Proliferation and BCl>-L4 Expression

Nathalie Esber'?3, Florian Le Billan'2, Michéle Resche-Rigon®, Hugues Loosfelt'-2,
Marc Lombés'?*, Nathalie Chabbert-Buffet®°*

1 Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale, Unité Mixte de Recherche-Scientifique 1185,
Faculté de Médecine Paris Sud, Le Kremlin-Bicétre, France, 2 Université Paris-Sud, Faculté de Médecine
Paris Sud, Unité Mixte de Recherche-Scientifique 1185, Le Kremlin-Bicétre, France, 3 HRA-Pharma, Paris,
France, 4 Service d’Endocrinologie et des Maladies de la Reproduction, assistance Publique-Hopitaux de
Paris, Hopital Bicétre, Le Kremlin Bicétre, France, 5 Service de Gynécologie Obstétrique Médecine de la
Reproduction, Hépitaux Universitaires Est Parisien site Tenon, AP-HP, Paris, France, 6 Institut National de
la Santé et de la Recherche Médicale, Unité Mixte de Recherche-Scientifique 938, Centre de Recherche
Saint Antoine, Université Pierre et Marie Curie, Paris, France

* nathalie.chabbert-buffet@tnn.aphp.fr

Abstract

The progesterone receptor (PR) with its isoforms and ligands are involved in breast tumori-
genesis and prognosis. We aimed at analyzing the respective contribution of PR isoforms,
PRA and PRB, in breast cancer cell proliferation in a new estrogen-independent cell based-
model, allowing independent PR isoforms analysis. We used the bi-inducible human breast
cancer cell system MDA-iPRAB. We studied the effects and molecular mechanisms of
action of progesterone (P4) and ulipristal acetate (UPA), a new selective progesterone
receptor modulator, alone or in combination. P4 significantly stimulated MDA-iPRA
expressing cells proliferation. This was associated with P4-stimulated expression of the
anti-apoptotic factor BCL,-L; and enhanced recruitment of PRA, SRC-1 and RNA Pol Il
onto the +58 kb PR binding motif of the BCL-L; gene. UPA decreased cell proliferation and
repressed BCL,.L; expression in the presence of PRA, correlating with PRA and SRC1 but
not RNA Pol Il recruitment. These results bring new information on the mechanism of action
of PR ligands in controlling breast cancer cell proliferation through PRA in an estrogen inde-
pendent model. Evaluation of PR isoforms ratio, as well as molecular signature studies
based on PRA target genes could be proposed to facilitate personalized breast cancer ther-
apy. In this context, UPA could be of interest in endocrine therapy. Further confirmation in
the clinical setting is required.

Introduction

Breast cancer, the most frequent cancer in women, is a hormone-dependent disease, with over
70% of sporadic breast tumors expressing estrogen and/or progesterone receptors (PR) [1].
Systemic anti-hormonal treatments used in clinical practice target the estrogen signaling
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pathway [2]. However, in the last decades, significant progress has been made in the under-
standing of the role of PR and its ligands in breast carcinogenesis [3-5].

Progesterone and progestins actions are mediated through their specific nuclear PR, with its
two main isoforms PRA and PRB, in a tissue-specific, isoform-selective and ligand-dependent
manner [3, 6]. Transcriptional activities of PRA and PRB isoforms are not similar, and both
PR isoforms differentially regulate expression of a subset of target genes [7]. PRB functions as a
strong transactivator and its transcriptional activity is down-regulated by the trans-dominant
repressor PRA [8-9]. Progestin-induced cell spreading in ER-positive T47D cells expressing
PR-A and PR-B isoforms was observed in cells overexpressing PRA by affecting cytoskeleton
pathways and cell morphology [10]. Data obtained in MDA-MB 231 cells devoid of ER ex-
pression showed that PRA-transfected cells exhibited distinct morphological changes under
antiprogestin ligands exposure as compared to PRB-transfected cells [11]. In this model co-
transfection of ERa did not modify PRA vs PRB isoforms differences, suggesting an ERo.- inde-
pendent mechanism.

PR isoforms have an equimolar and coordinated expression in mammary epithelial cells
under normal physiological conditions [12-13]. Dysregulation of the PRA/PRB ratio with high
PRA expression levels in tumors leads to an impaired PR and ER signaling [12, 14]. Unbal-
anced PRA/B ratio has also been associated with tumor aggressiveness and poorer disease-free
survival, and is observed in pre-neoplastic lesions from patients with breast cancer [3, 7, 12].
PRA is overexpressed as compared to PRB in 40% of ductal in situ carcinoma and invasive
breast lesions [12]. Mutations in BRCA1/2 genes are associated with PRA overexpression in
tumor tissue [15-16] as well as in peritumoral normal breast tissue. Finally, recent data demon-
strated in a large cohort that PRA overexpression is related to a shorter disease free survival in
tamoxifen treated breast cancer patients [17]. These data suggest a direct role of PR in breast
carcinogenesis with a differential contribution of PR isoforms.

New insights into the role of PR ligands in breast carcinogenesis have been highlighted in
the past 20 years. Two large clinical studies have shown an increased risk of breast cancer in
postmenopausal women treated with synthetic progestins combined to estrogens [18-19] as
compared to women receiving estrogen-only treatment, suggesting a tumorigenic role of syn-
thetic progestins.

Furthermore, clinical trials conducted in patients with metastatic, antiestrogen-resistant
breast cancer, showed some efficacy of the antiprogestin mifepristone. In a preliminary study,
administration of mifepristone decreased normal breast cell proliferation in women [20].
Finally, in a BRCA1/P53 conditional breast knock-out mouse model, mifepristone was shown
to prevent mammary tumorigenesis [15]. These data suggested that PR antagonists may con-
tribute to control breast cancer development.

Ulipristal acetate is a recently released selective progesterone receptor modulator routinely
used for emergency contraception [21] and mid to long term leiomyoma treatment [22-23].
This compound exerts mixed agonist/antagonist activities depending on the cellular context
and has been shown to induce apoptosis in cultured leiomyoma cells [24] and in leiomyoma in
vivo [25].

In a model of normal human breast cell culture, the selective progesterone receptor modula-
tor (SPRM), ulipristal acetate (UPA), did not induce cell proliferation [26].

We used the newly established bi-inducible, basal breast cancer cell model, MDA-iPRAB,
where ER expression is absent and PR is expressed independently of estrogens action [6, 27] to
further evaluate the role of PR isoforms in breast carcinogenesis as well as the effects and mech-
anism of action of ulipristal acetate in breast cancer cells. We evaluated the effects of progester-
one and UPA on cell proliferation, and the regulation of the anti-apoptotic marker BCL, L;, as
well as the molecular mechanisms involved. Overall, our findings propose that UPA induces a
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PRA mediated anti-proliferative effect and could be of interest in the management of human
breast cancer patients.

Materials and Methods
Cell cultures and treatments

Bi-inducible MDA-iPRAB cell line was derived from human basal breast cancer MDA-MB-
231 cell line (PR’, ERa") (American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA) as previ-
ously described [6]. Briefly, PRA and/or PRB expression could be induced at will by RSL1

(0.5 uM) (Exclusive Chemistry Ltd, Obninsk, Russia) and/or Dox (2 uM) (SigmaAldrich,
Saint-Quentin Fallavier, France), respectively. Cells were grown in DMEM High Glucose with
L-glutamine medium (Life Technologies, Saint-Aubin, France), 100 UI/mL penicillin, and

100 ug/mL streptomycin (GE Healthcare,Vélizy-Villacoublay, France) supplemented with 10%
fetal calf serum (Biowest, Nuaille, France). For each experiment, cells were preincubated in ste-
roid-free medium containing 2.5% dextran-coated charcoal treated serum (with DMSO or
inducers) for at least 24 h before hormonal treatment. Ulipristal acetate (UPA) was from HRA
Pharma (Paris, France). Progesterone and mifepristone (RU486) were from Sigma-Aldrich.

Proliferation assays

Parental cells “clone 250” and MDA-iPRAB cells (iPRAB clone 38) (4,000 cells/ per well) were
cultured in 96-well plates in steroid-free medium for 24 h. On day 0, 2, 4, RSL1 (0.5 uM) and/
or Dox (2 uM) were added to fresh steroid-free medium to induce PRA and/or PRB expression,
respectively. Cells were treated at the same time by Vehicle, P4 (1 nM) and/or UPA (1 uM) for
24 h. Cell proliferation assays were performed at day 1, 3, 5 by adding 20 L of Cell Titer96
AqueousOne solution (Promega, Charbonniéres-Les-Bains, France) into each well containing
100 pL of phenol red free culture medium (Life Technologies, Saint- Aubin, France). The plates
were incubated at 37°C for 1 h and absorbance values were measured at 490 nm (A490) using a
photometer (Victor 378, Perkin Elmer, Courtabceuf, France).

Quantitative Real Time PCR

Total RNA was extracted from cells with TRI Reagent (Applied Biosystem) according to the
manufacturer’s recommendations. One pg of total RNA was processed for reverse-transcribed-
qPCR. Briefly, total RNA was treated with DNase I (Biolabs, Evry, France), then reverse-tran-
scribed using the High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Life Technologies). cDNA
were analyzed by quantitative RT-PCR using the Power SYBR Green PCR Master Mix (Life
Technologies) with the indicated primers (300 nM, final concentration) (S1 Table) and a Ste-
pOne Real-Time PCR System (Life Technologies). Relative gene expression was calculated as a
ratio of attomoles normalized by ribosomal rRNA 18S expression in femtomoles or by glyceral-
dehyde-3-phosphate-dehydrogenase (GAPDH) in attomoles.

Immunoblotting

Cells were lysed in lysis buffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 5 mM EDTA,

30 mM Na pyrophosphate, 50 mM Na fluoride, 1% Triton X-100, protease and phosphatase
inhibitor cocktails (Sigma) for 30 min on rotation at 4°C, followed by a centrifugation at

12,000 x g for 15 min at 4°C to clear debris. Samples were resolved by 7.5% sodium dodecyl sul-
fate gel electrophoresis and transferred onto nitrocellulose membranes. Antibodies used were
anti-PR (NCL-L-PGR-312/2, Novocastra Laboratories, ile Saint Martin, Nanterre, France),
dilution 1:10,000; anti-Bcl-XL antibody (E18, ab32370, Abcam, France), dilution 1:1,000.
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Control antibodies: anti-o-tubulin antibody (Sigma) and anti-GAPDH (Sigma). Secondary
antibodies: Goat anti-Mouse IgG (H+L) Cross Adsorbed Secondary Antibody (DyLight 800
conjugated, 680 conjugated) and Goat anti-Rabbit IgG (H+L) DyLight 800 conjugated, dilution
1:10,000 (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA). These antibodies were diluted in Phos-
phate Buffered Saline and 0.1% Tween 20 buffer supplemented with 5% nonfat milk and added
to the membranes for 1 h at room temperature or overnight at 4°C followed by incubation with
the indicated secondary antibody for 1 h at room temperature. Target proteins were detected
using Odyssey®) Fc, Dual-Mode Western Imaging (Li-Cor, Lincoln, NE, USA) by Fluores-
cence and quantified.

Chromatin Immunoprecipitation (ChlIP)

MDA-iPRA cells were cultured for 36-48 h in DMEM/charcoal-stripped fetal bovine serum
followed by 1 h treatment with P4 (10 nM) and/or UPA (1 uM). ChIP assays were performed
as previously described [28] (#HighCellChIP kit, Diagenode, Seraing, Belgium) with 5 ug of the
appropriate ChIP grade antibodies: Human anti-PR (Anti-PR, sc-7208, Santa Cruz Biotechnol-
ogy, CA); Rabbit anti-SRC1 antibody (M-341, sc-8995,Santa Cruz Biotechnology), rabbit anti-
Polymerase II antibody (H-224, sc-9001, Santa Cruz Biotechnology) and control unrelated
antibody from the #HighCellChIP kit (Diagenode).

Primer design for genomic amplification assays

Design of primer pairs containing PRbs (Progesterone receptor binding sites) was achieved
with the NCBI software Primer BLAST. Human genome was used as database (hgl19). Ampli-
con length was kept between 80 and 150 bp. Primers were from Eurogentec (Angers, France).

Statistical Analysis

All data are mean + SEM. Non-parametric Mann-Whitney statistical U-tests and ANOVA test
(Kruskal-Wallis) were applied to determine all significant differences between experimental
conditions, using the software Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, CA). Statistical signifi-
cances are indicated by * or x (1-3 symbols corresponding to P<0.05 or <0.01 or <0.001,
respectively).

Results
PRA mediated MDA-iPRAB Cell Proliferation

We used the recently established bi-inducible MDA-iPRAB cell model to study the impact of
PR isoform on human breast cancer cell proliferation [6]. This model results from genetically
modified MDA-MB-231 human breast cancer cell line (PR"), generating various stable cell lines,
MDA-iPR’, iPRA and/or iPRB cells. Two non-steroidal inducible systems, Rheoswitch and T-Rex
were inserted into the same plasmid pZX-TR [6] (S1A Fig) and transfected into MDA-MB-231
cells generating parental and stable “clone 250” cell line. Subsequently, clone 250 cells were stably
transfected with the bi-inducible system, pRheoswitch-PRA and pTRex-PRB, as schematically
depicted on Fig 1A and S1B Fig. This bi-inducible system allows a bi-conditional expression of
both PR isoforms, PRA at 94 kDa and/or PRB at 114 kDa, upon addition of RSL1 and/or Doxycy-
cline (Dox) for 24 h, respectively (Fig 1B), while in the non-induced DMSO vehicle condition, no
PR isoform expression was detected.

Given that the impact of P4 on cell proliferation was reported to be highly dependent on the
cellular context [5, 29], we examined the influence of P4 on MDA-iPRAB cell proliferation.
Unexpectedly, and unlike what we had published before with P4 at 10 nM, here we showed
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Fig 1. Progesterone-dependent activation of MDA-iPRA cell proliferation. (a) Schematic representation of the bi-inducible system inserted into the
MDA-iPRAB cell line in which RSL1 and Dox selectively trigger expression of PRA and PRB isoform respectively, as previously described [6]. (b) PRA and/or
PRB expression in MDA-iPRAB cell lines. MDA-iPRAB cells were incubated with DMSO or inducers, RheoSwitch Ligand (RSL1, 0.5 uM) and/or doxycycline
(Dox, 2 uM) during 24 h. Western blot analysis of whole cell extracts was performed using anti-PR antibody recognizing both PR isoforms (Novocastra) or
anti-tubulin antibody for sample loading control. (¢) MDA-iPRAB cell proliferation assays were analyzed on day 1, 3 and 5. Data are expressed as fold
induction compared to vehicle condition arbitrarily set at 1, and are means + SEM from five independent cell cultures (n = 6 for each experiment. ** indicates
p<0.01 compared to the vehicle-treated cells for each MDA-iPRAB cell line (non-parametric Mann Whitney t-tests).

doi:10.1371/journal.pone.0140795.g001

through repeated cell proliferation tests that P4 (1 nM) significantly increased MDA-iPRA cell
proliferation at Day 5 (Fig 1C, S2A Fig). Of note, no effect of RSL1 and P4 was observed on cell
proliferation of the parental clone 250, excluding a potential non-specific effect of these com-
pounds (Fig 1C, left histograms). Moreover, P4 did not induce cell proliferation when none of
the PR isoform was induced. In contrast, MDA-iPRB cell proliferation was significantly
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Fig 2. Ulipristal acetate (UPA) inhibits P4-dependent MDA-iPRA cell proliferation. MDA-iPRA cultured
on 96-well plates, were treated with vehicle or P4 (1 nM) and/or UPA (1 uM) in fresh steroid-free medium
containing DMSO or RSL1 (0.5 uM) on day 0, 2 and 4. Cell proliferation assays were performed using
CellTiter96H AqueousOne Solution as described in Materials and Methods. The 490 nm absorbance was
determined on day 1, 3 and 5. Data are expressed as fold induction compared to vehicle condition arbitrarily
setat 1, and are means = SEM from five independent cell cultures (n = 6 for each experiment). ** indicates
p<0.01 compared to the vehicle-treated cells for each MDA-iPRA cell line while xx indicates p<0.01
compared to the P4-treated cells (non-parametric Mann Whitney t-tests).

doi:10.1371/journal.pone.0140795.g002

reduced in the presence of P4 (Fig 1C, right histograms), demonstrating that PRA specifically
mediated cell proliferation in this model. Interestingly, co-expression of both PRA and PRB
isoforms impeded P4-dependent MDA-iPRAB cell proliferation. These results are consistent
with a PRA-mediated proliferative effect and PRB-mediated antiproliferative effect of P4 (Fig
1C).

Anti-proliferative effect of UPA on MDA-iPRA cells

We next examined the effect of the SPRM, UPA, on MDA-iPRA cell proliferation (Fig 2) and
found that UPA at 1 uM alone or in association with P4 significantly inhibited cell proliferation
as early as Day 3 (see also S2A Fig). This was consistent with our previous report showing that
RU486 (Mifepristone) inhibits MDA-iPRA cell proliferation [6]. Of note, in the absence of PR,
UPA has no effect, while UPA inhibited PRB-expressing cells and PRAB-expressing cells pro-
liferation (S2B and S2C Fig). UPA has synergistic effects with P4 in MDA-iPRB cells.

Taken together, we reported the first cellular model in which P4 triggers PRA mediated
human breast cancer cell proliferation in vitro. In this model, we unambiguously demonstrated
that PRA isoform mediated P4-induced cell proliferation that was antagonized by UPA,
highlighting the anti-proliferative role of UPA on human breast cancer cells.

Key PRA target genes involved in human breast cancer cell proliferation:
Effects of P4 and UPA
We have previously identified by microarray analysis on the same MDA-iPRAB cell model, a

subset of potential target gene candidates regulated in a P4-dependent and/or PR isoform spe-
cific manner [6]. Given the importance of PRA isoform, its impact on P4 signaling in
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Table 1. Up-regulated PRA-target genes in the presence of P4.

Class Gene Name FC FlI Function
A+8&AB+ DUSP6 Dual specificity phosphatase 6 2 1.5 Transcriptional target of P53 Interaction with PRB:
proliferative transcriptional programs
A+8&AB+ BCL-L, Bcl-2-like protein 1 15 1.2 Overexpression of Bcl-xL: loss of apoptosis
A+&AB+ TNFRSF11A Receptor Activator of Nuclear Factor k 1.9 1.6 Mammary cell proliferation, migration, cell invasion.
B (RANK)
A+&AB+ WNT5A Wingless-type MMTYV integration site 1.8 1.3 Tumor suppressor gene Proliferation, differentiation,
family, member 5A migration, adhesion, polarity
A+&AB+ LGR4 Leucine-rich repeat-containing G-protein 1.8 1.6 Promoting cancer cell proliferation (Wnt signaling),
coupled receptor 4 (GPR43) Invasiveness and metastasis
A+&AB+ FOSB FBJ murine osteosarcoma viral oncogene 1.8 1.5 Reduced FosB expression: dedifferentiation (breast
homolog B tumorigenesis)
A+&AB+ TFPI2 Tissue factor pathway inhibitor 2 2.2 2.6 Low expression: breast cancer progression and poor
outcome
A+&B+ & DUSP1 Dual specificity phosphatase 1 1.6 1.6 Cell cycle, dephosphorylation of MAP kinase.
AB+ Antiproliferative actions of PR

MDA-iPRAB cells were cultured during 24 h in steroid-free medium containing RSL1 (0.5 pM) and/or Dox (2 pM) to induce expression of PRA and/or PRB.
Cells were treated by vehicle or P4 (1 nM) for 6 hours and a genome wide transcriptomic studies was performed as described in [6]. A total of 999 genes
were affected by PR expression. These genes were separated into three groups: A and B and AB (co-expressed at similar levels relative to physiological
conditions) regrouping genes that are regulated by either by PRA, PRB or PRAB. Tables above represent class A+ genes regulated by PRA in the
presence of the ligand; Class A+&AB+, genes responsive to liganded PRA and their expression may or may not be influenced by PRB co-expression;
Class A+&AB+ genes responsive to both liganded and unliganded PRA, and their expression may be influenced by PRB co-expression; Class A+&B+&
AB+, genes that are commonly regulated by liganded PRA, PRB and PRAB. FC calculated either by microarray studies or by RT-gPCR analysis and their
function in the cancer. FC: Transcriptional Fold Change calculated by microarray studies (FC*) and by RT-gPCR (Fl, Fold Induction).

doi:10.1371/journal.pone.0140795.t001

mammary tumorigenesis processes such as cell growth, death and migration, and taking into
account its role in mediating cell proliferation, we chose to focus our attention on some PRA-
dependent upregulated (Table 1) or downregulated genes (Table 2) in the presence of P4. It
would be thus possible to correlate P4-stimulated MDA-iPRA cell proliferation to the corre-
sponding gene expression and to further evaluate the activity of the antiprogestin UPA in these
processes. Among PRA-targeted genes transcriptionally stimulated (Fig 3) or inhibited by P4
(Fig 4), we examined the expression of few genes (BCL,-L;, DUSP6, WNT5A, LGR4, TGFp2,
EREG, F3, F2RL1), owing to their role in apoptosis, cell proliferation, metastasis, invasiveness,
angiogenesis (Tables 1 and 2). We first validated the regulated expression of these genes by RT-
qPCR analysis, after a 6 hr treatment by P4 following the same experimental duration as previ-
ously described [6]. We found that P4 significantly enhanced expression of BCL,-L; by 25%
(Fig 3A), that of DUSP6 by 50% (Fig 3B), that of WNT5A by 30% (Fig 3C) while LGR4 expres-
sion was increased by 60% (Fig 3D). Interestingly, we demonstrated that the expression of
these P4-upregulated genes was repressed by UPA alone or in combination with P4, confirm-
ing the antagonistic activity of UPA (Fig 3).

In contrast, P4 treatment significantly reduced the expression of TGF32 by 60% (Fig 4A),
and that of EREG, F3 and F2RL1 by 70% (Fig 4B, 4C and 4D) in MDA-iPRA cells, as revealed
RT-qPCR analysis. Unexpectedly, UPA alone also inhibited the expression of TGFS2, F3 and
F,RL, (Fig 4A, 4C and 4D) but not that of EREG (Fig 4B). However, the P4-dependent down-
regulation of EREG expression was completely prevented by UPA (Fig 4B), consistent with a
full PR antagonist activity of UPA. Of note, a strict correlation was observed between gene
expression in transcriptomic and RT-qPCR analysis (Tables 1 and 2).
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The expression of PRA-regulated genes was also analyzed in MDA-iPRB expressing cells.
As shown in S3 and S4 Figs, expression of these genes did not vary in the presence of P4 and/or
UPA treatment. Thus, we confirmed that BCL,-L;, DUSP6, WNT5A, LGR4, TGFf32, EREG, F3,
F2RL1 are indeed PRA specific genes and that UPA exerts an inhibitory effect by down regulat-
ing their expression only when PRA is expressed (MDA-iPRA).

Collectively, we demonstrated that the selected genes were specifically regulated by PRA iso-
form in the presence of its natural ligand P4. In addition, we also showed that UPA generally
displayed PRA antagonist properties while, in some cases, UPA exerted a partial progesterone
agonist activity consistent with the SPRM feature of his compound [11, 30].

Regulation of BCL,-L, protein expression by P4 and UPA in MDA-iPRA
cells

Since P4 stimulated BCL,-L; mRNA levels (Fig 3A), we next examined the hormone regulation
of the anti-apoptotic factor BCL,-L,, at the protein level. As illustrated in Fig 5A, the 26 kDa
band corresponding to BCL,-L, protein was significantly increased by 23% in MDA-iPRA cells
upon 24 h exposure to P4 as revealed to quantification of band intensities relative to GAPDH
(36 kDa) (Fig 5B). We also found that P4-stimulated BCL,-L; expression was antagonized by
UPA treatment which, when applied alone, significantly reduced by 2 fold factor the basal
BCL,-L, expression (Fig 5B). PRA expression was also quantified relative to loading control
GAPDH (Fig 5C). As anticipated, PRA was significantly downregulated upon P4 exposure
while UPA alone was ineffective in modulating PRA expression in MDA-iPRA cells. Taken
together, we provide direct evidence of P4-stimulated MDA-iPRA cell proliferation, associated
with BCL,-L, expression, both being fully antagonized by UPA.

PRA recruitment on BCL,-L; gene

To better elucidate the molecular mechanisms by which P4-activated PRA regulated BCL, L,
gene expression in MDA-iPRA cells and based on previous studies performed in T47D cells

Table 2. Down-regulated PRA-target genes in the presence of P4.

Class Gene Name FC Fl Function

A+ F2RL1  Coagulation factor Il receptor- -1.9 0.7 Constitutive migration of MDA MB-231 Up regulation of VEGF
like 1

A+&AB EREG Epiregulin -1.7 0.7 Breast tumor progression (paracrine mechanism)

+

A+&AB F3 Coagulation factor Il (tissue -2.4 0.7 Promigratory, invasive, proangiogenic phenotype

+ factor)

A+&AB TGFB2 Transforming growth factor- -1.8 0.6 Breast cancer invasion Tumor suppressive (early stages) Malignant

+ beta 2 conversion and progression (later stages)

A+&AB ADRB2 Beta-2 adrenergic receptor -1.7 0.6 Genetic variation and polymorphism: risk for breast cancer

+

A+&AB GJB2 Gap junction beta-2 protein, -1.8 0.5 Invasion of ductal breast carcinomas

+ connexin 26

MDA-iPRAB cells were cultured during 24 h in steroid-free medium containing RSL1 (0.5 pM) and/or Dox (2 pM) to induce expression of PRA and/or PRB.
Cells were treated by vehicle or P4 (1 nM) for 6 hours and a genome wide transcriptomic studies was performed as described in [6]. A total of 999 genes
were affected by PR expression. These genes were separated into three groups: A and B and AB (co-expressed at similar levels relative to physiological
conditions) regrouping genes that are regulated by either by PRA, PRB or PRAB. Tables above represent class A+ genes regulated by PRA in the
presence of the ligand; Class A+&AB+, genes responsive to liganded PRA and their expression may or may not be influenced by PRB co-expression;
Class A+&AB+ genes responsive to both liganded and unliganded PRA, and their expression may be influenced by PRB co-expression; Class A+&B+&
AB+, genes that are commonly regulated by liganded PRA, PRB and PRAB. FC calculated either by microarray studies or by RT-gPCR analysis and their
function in the cancer. FC: Transcriptional Fold Change calculated by microarray studies (FC*) and by RT-gPCR (Fl, Fold Induction).

doi:10.1371/journal.pone.0140795.t002
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Fig 3. Hormonal regulation of P4-PRA-upregulated genes. (a) BCL,-L;, (b) DUSP6, (c) WNT5A, (d) LGR4 mRNA expression levels were determined in
MDA-iPRA cells. Cells were treated for 6 h with vehicle, P4 (1 nM) and/or UPA (1 uM) in steroid-free medium, following 24 h induction of PRA expression
using RSL1 (0.5 pM). RT-gPCR analyses were performed as described in Materials and Methods. Data are expressed as fold induction compared to vehicle
condition arbitrarily set at 1, and are means + SEM from three independent cell cultures measured in duplicate. *, **, *** symbols indicate p< 0.05, 0.01 and
0.001 respectively compared to the vehicle-treated MDA-iPR™ cells while x, xx, xxx symbols indicate p<0.05, 0.01 and 0.001 respectively compared to the V
or P4-treated MDA-iPRA cells (non-parametric Mann Whitney t-tests).

doi:10.1371/journal.pone.0140795.9003

[27], ChIP assays were performed to examine PRA recruitment on one genomic target motif,
already established on BCL,-L, gene [31]. We chose the intragenic PR-binding sequence
located at +58 kb downstream Transcription Start Site (TSS) of BCL,-L; gene as schematically
depicted in the genomic structure of the human BCL,-L; gene (Fig 6A). P4 treatment induced
a significant 40-fold increase in PRA recruitment on the well-documented +58 kb response ele-
ment of the BCL,-L; gene, in comparison to the vehicle condition. Furthermore, UPA in com-
bination with P4 markedly reduced P4-stimulated PRA enrichment on this PR-binding site
(P< 0.001). Interesting enough, UPA alone was able to stimulate PRA recruitment by a 10-fold
factor (Fig 6) as well as a substantial recruitment of the well-known SRC1 coactivator however
to a lesser extent than that induced by P4 (2 vs 8 Fold) (S5A Fig). However, under these experi-
mental conditions, as opposed to P4, UPA was unable to promote RNA Polymerase type II
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Fig 4. Hormonal regulation of P4-PRA-downregulated genes. (a) TGFf32, (b) EREG, (c) F3, (d) F2RLTmRNA expression levels were in MDA-iPRA cells.
Cells were treated for 6 h with vehicle, P4 (1 nM) and/or UPA (1 uM) in steroid-free medium, following 24 h induction of PRA expression using RSL1 (0.5 pM).
RT-gPCR analyses were performed as described in Materials and Methods. Data are expressed as fold induction compared to vehicle condition arbitrarily
setat 1, and are means + SEM from three independent cell cultures measured in duplicate. *, **, *** symbols indicate p<0.05, 0.01 and 0.001 respectively
compared to the vehicle-treated MDA-IPR" cells while x, xx, xxx symbols indicate p< 0.05, 0.01 and 0.001 respectively compared to the V or P4-treated
MDA-iPRA cells (non-parametric Mann Whitney t-tests).

doi:10.1371/journal.pone.0140795.9g004

recruitment into the pre-initiation complex assembly (S5B Fig), required for transcriptional
regulation. This finding is consistent with the UPA-dependent repression of BCL,-L; expres-
sion (see Figs 3 and 5).

Discussion

We have exploited an original human breast cancer cell-based system in which cell prolifera-
tion is stimulated by progesterone through PR, using the recently established bi-inducible, ER
negative, MDA-iPRAB cell line [6]. Several breast cancer cell models have been generated to
study steroid effects, mostly focusing on the impact of estrogens and anti-estrogens [32-34].
The effects of progesterone and progestins on breast cancer cell proliferation in vitro drew con-
tradictory results [35], although proliferative effects of progesterone have been reported in the
ER", PR" T47D and MCF-7 breast cancer cells, without distinction between PR isoforms
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doi:10.1371/journal.pone.0140795.9g005

+

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0140795 October 16,2015 11/19



@ PLOS | one

PRA and Breast Cancer

(a)

+1
Intron

5— 1113 /\1 23

Exon

(b)

30

20 -

PRA recruitment
(Fold induction above vehicle)

10 -

+58kb

x PRE »
313 —

T.I’.l@é’?,_LTzGT

RSL1 +
UPA -

+ + +

+ - +

- + +
Anti-PR

Fig 6. Progesterone enhances PRA recruitment on the intragenic region of BCL,-L, gene. (a) Schematic representation of BCL,-L; gene structure. It
contains 3 exons. The genomic PR target motif previously identified [31] is located downstream the 3’end at position +58 kb of the transcription start site of
BCL,-L; gene. The proposed PR response element (PRE) is illustrated on which the pre-initiation complex containing PR isoform, steroid receptor
coactivator 1 (SRC1) as well as the RNA polymerase type 2 (Pol Il) binds. (b) MDA-iPRA cells treated for 1 h with P4 (10 nM) and/or UPA (1 pM), were fixed
and lysed and chromatin extracts subjected to ChIP assays using PR antibody (Anti-PR, sc-7208, Santa Cruz Biotechnology, CA) or unrelated rabbit IgG
antibodies used as negative control. Immunoprecipitated and eluted DNA fragments were analyzed by real-time qPCR using primer pair encompassing
genomic sequence of the +58 kb site of the BCL-L ; gene. Histograms represent the fold induction of PRA enrichment compared to vehicle condition
arbitrary set at 1 and are means + SEM of four independent experiments performed in triplicates. Statistical difference is indicated as compared to vehicle
condition for PRA-induced cells treated by V (***, p<0.001), or by P4 (xxx, p<0.001) (Non-parametric Mann Whitney t-tests).

doi:10.1371/journal.pone.0140795.9g006

(review in [36]). Cell proliferation was evaluated in ER negative MDA-MB 231 cells transfected
with each PR isoforms and cell proliferation inhibition by progesterone was observed in both
cases [11]. In this report, progesterone was used at 0.1 uM and cells cultured in red phenol free
DMEM supplemented with 5% charcoal treated fetal calf serum, while we used 2.5% FCS and
1 nM progesterone [11]. Progestin-stimulated cell proliferation has been reported to depend
on progesterone concentration, mode of administration (continuous vs discontinuous) and
may involve cross-talks with growth factors [36]. This may explain the discrepancy between
our results and this study. We previously published that unliganded MDA-iPRA cells prolifer-
ate to a lesser extent than MDA-iPRB cells [6], in this study, we confirmed these findings (data
not shown). We repeatedly and reproducibly observed that progesterone stimulated MDA-
iPRA cell proliferation in 6 independent experiments (n = 6 per experiment). This is in accor-
dance with PRA cells expressing increased responsiveness to stimulatory effects of progestins,
as compared to cells expressing PRB reported by others [36-37].
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One major advantage of our cell-based system is that one might selectively evaluate the
effects of PR, its isoforms and ligands independently of estrogenic effects, since proliferation of
this ER’ cell line is estrogen-independent. Moreover, the bi-inducible PR expression by non-
steroid inducers is genomically stable, the non-induced cell line constituting a reliable negative
control [6]. We cannot exclude that the absence of ERa: (and estrogens) might modify the
expression of co-regulators required for PR signaling and thus influencing transcriptional
responses to PR isoforms. However data from previous reports did not show any influence of
ERa transfection on PR ligands induced morphological changes in PR transfected MDA-MB
231 cells [11]. Taking into account these limitations, our studies provide new insights into the
understanding of the functional consequences of imbalanced PRA/PRB ratio in the context of
human breast cancer cells.

Interestingly, as opposed to the already known P4-biphasic regulation of cell proliferation
observed in estrogen dependent T47D-YB cell line constitutively expressing PR-B [38], we
report that P4 stimulates cell proliferation of bi-inducible MDA-iPRAB cells only when PRA
isoform is expressed, while P4 exerts an anti-proliferative effect in PRB-expressing cells, with-
out any biphasic effect. This underlines intrinsic differences in cell lines, in particular the MDA
MB cell line is derived from a basal breast cancer [39] while the T47D cell line is derived from a
luminal breast cancer [40].

In this model as well, PRA and PRB exhibit distinct transcriptional activities and regulate
specific gene transcription. We have previously shown that PRA coexpression potentiated
PRB-mediated cancer cell migration and that PR isoforms differentially regulated expression of
major players of cell migration [41] such as urokinase plasminogen activator (uPA), its inhibi-
tor plasminogen activator inhibitor type 1 (PAI-1), uPA receptor (uPAR), and B1-integrin,
which affect focal adhesion kinase (FAK) signaling. PRA, as well as PRB, interacted with FAK
complexes, whose degradation was coupled to a progestin-dependent turnover of PRA and
PRB.

Our previous transcriptomic data allowed us to select PRA specific target genes [6]. Among
PRA-modulated genes involved in breast tumorigenesis (Tables 1 and 2), we more specifically
evaluated by quantitative RT-PCR and confirmed that BCL,-L;, DUSP6, WNT5A, LGR4
expression were upregulated in the presence of progesterone, and that TGFS2, EREG, F3,
F2RL1 were down regulated in the presence of progesterone.

BCL,-L; is one of the most important regulators of programmed cell death. Deregulation of
BCL,-L; expression contributes to oncogenic transformation of normal cells [42-43]. In our
MDA-iPRA model, P4 stimulates BCL,-L, transcript and protein expression, while BCL,-L;
expression was not regulated by P4 in the MDA-iPRB cell line. Induction of anti-apoptotic fac-
tors of the Bcl family by progestins has been reported in endogenously PR-expressing T47D
cells [35, 44], however the specific role of PR isoforms has not been directly evaluated.

WNT5A and LGR4 regulate cell polarity, proliferation, survival and aberrant regulation
often leads to pathological conditions including cancer [45]. In T47D cells, it has been demon-
strated that PRB-induced transcriptional up-regulation of WNT1 leading to activation of epi-
dermal growth factor receptor (EGFR) and c-Src and Erk1/2 [46]. Here, we report that PRA
mediates the P4-induction and UPA-inhibition of the expression of both WNT5A and LGR4,
suggesting an essential function of PRA-mediated, P4 triggered- breast cancer cell
proliferation.

DUSP6 (the dual specificity phosphatase 6, MKP3) is a negative regulator of the MAPK
pathway [47]. Previous studies demonstrated a direct interaction between PRB and DUSP6
[47], our study confirms that DUSP6 is a PRA-target gene up-regulated by P4 in MDA cells.

TGEf2 and EREG (Epiregulin) were shown to be down regulated by progesterone in the
presence of PRA in our model [48-49]. This is in accordance with previous data suggesting
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that PR isoforms expression correlated negatively with other members of the same gene family
associated with tumor aggressiveness such as EREG and TGF alpha [50].

Our results thus suggest a specific role of PRA in breast carcinogenesis, including modula-
tion of regulatory factors of cell proliferation, invasion, apoptosis, and angiogenesis. This may
constitute a trail for further molecular characterization of breast tumors, where the evaluation
of a panel of specific PRA target genes could be used to further identify poor prognosis tumors.
Indeed, breast cancer is now considered as a plural disease whose molecular signature analysis
is routinely used to define personalized therapeutic schemes [51].

In addition, our data bring new insights in the isoform specific molecular mechanisms of
action of PR and its ligands. It has been shown that over 60% of PR binding sites are located
more than 10 kb from the transcription start site [52]. Here we showed that PRA is recruited to
an intragenic PR-binding site (PRbs) located at +58 Kb downstream transcription start site of
BCL,-L; and close to the 3’-end of the gene. This PRb was previously reported to serve as a
highly active hormone-dependent binding site [31]. The canonical coactivator SRC1 and the
Pol IT were also recruited to this +58 Kb site, in a P4 enhanced way. To our knowledge, this is
the first report of a direct evaluation of PRA interaction with molecular partners in PR" basal
breast cancer cells, while almost all previous PR microarrays studies were performed on lumi-
nal breast cancer cells [53]. This issue has been only addressed once [54], functional analyses
were conducted in estrogen-dependent T47D cells, however ChIP experiments were conducted
in non mammary HeLa cells and did not specifically evaluate PRA recruitment.

To evaluate the potential activity of PR antagonists on PRA-mediated cell proliferation, we
used the recently marketed selective progesterone receptor modulator (SPRM), ulipristal ace-
tate (UPA), a specific, highly selective PR antagonist with no agonist activity towards other ste-
roid receptors [55], with mixed PR agonist/antagonist properties depending on the tissue [56].
Of interest, we showed that UPA inhibited MDA-iPRA cell proliferation. The anti-proliferative
effect of UPA was restricted to PRA-expressing cells, independently of the presence of P4 while
it exerts partial agonist activity on MDA-iPRB cells. ChIP experiments demonstrated that UPA
partially inhibited PRA, SRC1 and Pol II recruitment on BCL,-L; PR-binding site in the pres-
ence of P4, while UPA alone weakly enhanced PRA and SRC1 recruitment only. This absence
of Pol II recruitment in the presence of UPA correlated with the lack of UPA-induced PRA-
mediated BCL,-Lexpression, and is consistent with UPA inhibitory effect on both P4-induced
BCL,-L; transcript and protein. This may be correlated as well to the inhibition of cell prolifer-
ation in the presence of UPA, as already observed for other tumor types in vivo [24]. PRB inter-
action with SRCI in the presence of a non-commercially available SPRM (asoprisnil) has been
reported using transactivation assays in T47D cells [57]. To our knowledge this is the first
report on the molecular mechanism of action of UPA.

Our data suggest that PRA expression is associated with increased human breast cancer cell
proliferation, further stimulated by P4. We also show that UPA is able to decrease cell prolifer-
ation in this PRA expressing model. This effect of UPA includes basal as well as progesterone
stimulated cell proliferation. Thus, our findings suggest that UPA might be of interest in the
adjuvant treatment of breast cancer, more specifically in ER- PR+ tumors.

In sum, we propose that future characterization of breast cancer should include PR isoforms
evaluation to better specify tumor phenotype, and/or its molecular signature independently of
estrogen signaling. Most notably, this should evaluate PRA target genes to identify poor prog-
nosis tumors, and potential candidates for SPRM adjuvant therapy. This obviously requires
prior confirmation in the clinical setting.
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Supporting Information

S1 Fig. Schematic representation of stably transfected plasmids inserted into the parental
clone 250 and the bi-inducible system applied to generate MDA-iPRAB cells for the condi-
tional PR isoform expression in MDA-MB-231 cells [6]. (a) The two regulatory proteins sys-
tems RheoSwitch and T-Rex were inserted in the same plasmid pZX-TR besides the zeocin
resistance gene. (b) PRA and/or PRB expression was induced under the control of two promot-
ers used to establish the secondary stable MDA-iPRAB cell line. Addition of RSL1 and/or Dox
selectively induces PRA or PRB isoform, respectively. In their absence, no PR expression is
induced.

(EPS)

S2 Fig. P4 and UPA regulation of MDA-iPRA cell proliferation (a), MDA-iPRB cell prolif-
eration (b) and MDA-iPRAB cell proliferation (c). Following 24 h induction of PRA expres-
sion using RSL1 (0.5 uM), and PRB expression using Dox (2 uM) cultured MDA-iPRA in
96-well plates, were treated with vehicle, P4 (1 nM) and/or UPA (1 pM) for 5 d. Cell prolifera-
tion assays were performed on day 0, 3 and 5 using CellTiter 9%6H AqueousOne Solution as
described in Materials and Methods. Data are expressed as fold induction (a) and absorbances
(b, ¢) compared to vehicle-treated MDA-iPRA cells (a) and vehicle-treated MDA-iPRB cells
(b) and vehicle treated MDA-iPRAB cells (c) and are mean of 6 independent determinations. *,
¥, *** symbols indicate p<0.05, 0.01 and 0.001 respectively compared to the vehicle-treated
MDA cells (non-parametric ANOVA test (Kruskal-Wallis).

(EPS)

S3 Fig. Regulation of P4-dependent and PRA-selective upregulated genes (a) BCL,-L;, (b)
DUSP6, (c) WNT5A, (d) LGR4 mRNA expression levels were determined in MDA-iPRB
cells. Cells were treated for 6 h with vehicle, P4 (1 nM) and/or UPA (1 uM) in steroid-free
medium, following 24 h induction of PRB expression using Dox (2 pM). RT-qPCR analyses
were performed as described in Materials and Methods. Data are expressed as fold induction
compared to vehicle condition arbitrarily set at 1, and are means + SEM from three indepen-
dent cell cultures measured in duplicate. *, symbol indicates p< 0.05 compared to the vehicle-
treated MDA-iPRB cells while x, xx, xxx symbols indicate p< 0.05, 0.01 and 0.001 respectively
compared to the V or P4-treated MDA-iPRB cells (non-parametric Mann Whitney t-tests).
(EPS)

$4 Fig. Regulation of P4-dependent and PRA-selective downregulated genes (a) TGFf2, (b)
EREG, (c) F3, (d) F2RL1 mRNA expression levels were determined in MDA-iPRB cells.
Cells were treated for 6 h with vehicle, P4 (1 nM) and/or UPA (1 uM) in steroid-free medium,
following 24 h induction of PRB expression using Dox (2uM). RT-qPCR analyses were per-
formed as described in Materials and Methods. Data are expressed as fold induction compared
to vehicle condition arbitrarily set at 1, and are means + SEM from three independent cell cul-
tures measured in duplicate. No statistical difference was detected.

(EPS)

S5 Fig. SRC1 and Pol II recruitment to the BCL,-L; gene. MDA-iPRA cells treated for 1 h
with P4 (10 nM) or UPA (1 uM), were fixed and lysed and chromatin extracts subjected to
ChIP assays using SRC1 antibody (Rabbit anti-SRC1 antibody, M-341, sc-8995, Santa Cruz
Biotechnology) or Pol IT antibody (Rabbit anti-Polymerase II antibody, H-224, sc-9001, Santa
Cruz Biotechnology). Immunoprecipitated and eluted DNA fragments were analyzed by real-
time qPCR using primer pair encompassing genomic sequence of the +58 kb site of the BCL,L,
gene. Histograms represent the fold induction of SRC1 (a) or Pol II (b) enrichment compared

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0140795 October 16,2015 15/19


http://www.plosone.org/article/fetchSingleRepresentation.action?uri=info:doi/10.1371/journal.pone.0140795.s001
http://www.plosone.org/article/fetchSingleRepresentation.action?uri=info:doi/10.1371/journal.pone.0140795.s002
http://www.plosone.org/article/fetchSingleRepresentation.action?uri=info:doi/10.1371/journal.pone.0140795.s003
http://www.plosone.org/article/fetchSingleRepresentation.action?uri=info:doi/10.1371/journal.pone.0140795.s004
http://www.plosone.org/article/fetchSingleRepresentation.action?uri=info:doi/10.1371/journal.pone.0140795.s005

@' PLOS ‘ ONE

PRA and Breast Cancer

to vehicle condition arbitrary set at 1 and are means + SEM of three independent determina-
tions.
(EPS)

S6 Fig. Regulation of FKBP5, a PRB-dependent gene. mRNA expression levels were deter-
mined in MDA-iPRB cells. Cells were treated for 6 h with vehicle, P4 (1 nM) and/or UPA

(1 uM) in steroid-free medium, following 24 h induction of PRB expression using Dox (2uM).
RT-qPCR analyses were performed as described in Materials and Methods. Data are expressed
as fold change compared to vehicle condition arbitrarily set at 1, and are means + SEM from
three independent cell cultures measured in duplicate. *, **, *** symbols indicate p<0.05, 0.01
and 0.001 respectively compared to the vehicle-treated MDA-iPRB" cells, while x, xx, xxx sym-
bols indicate p< 0.05, 0.01 and 0.001 respectively compared to the V or P4-treated MDA-iPRB
cells (non-parametric ANOVA test (Kruskal-Wallis).

(EPS)

S1 Table. List of Primer sequences of genes.
(DOCX)
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Additional supplemental figures legends

S1 Fig: Schematic representation of stably transfected plasmids inserted into the parental clone
250 and the bi-inducible system applied to generate MDA-IPRAB cells for the conditional PR
isoform expression in MDA-MB-231 cells (Khan et al., 2012). (a) The two regulatory proteins
systems RheoSwitch and T-Rex were inserted in the same plasmid pZX-TR besides the zeocin
resistance gene. (b) PRA and/or PRB expression was induced under the control of two promoters
used to establish the secondary stable MDA-IPRAB cell line. Addition of RSL1 and/or Dox
selectively induces PRA or PRB isoform, respectively. In their absence, no PR expression is
induced.

(@) Clone 250 - pZX-TR
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S1 Fig

S2 Fig: P4 and UPA regulation of MDA-IPRA cell proliferation (a), MDA-IPRB
cell proliferation (b) and MDA-IPRAB cell proliferation (c). Following 24 h
induction of PRA expression using RSL1 (0.5 uM), and PRB expression using Dox (2
UM) cultured MDA-IPRA in 96-well plates, were treated with vehicle, P4 (1 nM)
and/or UPA (1 uM) for 5 d. Cell proliferation assays were performed on day 0, 3 and 5
using CellTiter 96H AqueousOne Solution as described in Materials and Methods. Data
are expressed as fold induction (a) and absorbances (b, ¢) compared to vehicle-treated
MDA-IPRA cells (a) and vehicle-treated MDA-iPRB cells (b) and vehicle treated
MDA-IPRAB cells (c) and are mean of 6 independent determinations. *, **, ***
symbols indicate p<0.05, 0.01 and 0.001 respectively compared to the vehicle-treated
MDA cells (non-parametric ANOVA test (Kruskal-Wallis).
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S3 Fig: Regulation of P4-dependent and PRA-selective upregulated genes (a)

BCL,-L4, (b) DUSPS6, (c) WNT5A, (d) LGR4 mRNA expression levels were determined in
MDA-IPRB cells. Cells were treated for 6 h with vehicle, P4 (1 nM) and/or UPA (1 pM) in
steroid-free medium, following 24 h induction of PRB expression using Dox (2 uM). RT-qPCR
analyses were performed as described in Materials and Methods. Data are expressed as fold
induction compared to vehicle condition arbitrarily set at 1, and are means + SEM from three
independent cell cultures measured in duplicate. *, symbol indicates p< 0.05 compared to the
vehicle-treated MDA-IPRB cells while x, xx, xxx symbols indicate p< 0.05, 0.01 and 0.001
respectively compared to the V or P4-treated MDA-IPRB cells (non-parametric Mann Whitney t-
tests).
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S4 Fig: Regulation of P4-dependent and PRA-selective downregulated genes (a) TGF/2,
(b) EREG, (c) F3, (d) F2RL1 mRNA expression levels were determined in MDA-IPRB
cells. Cells were treated for 6 h with vehicle, P4 (1 nM) and/or UPA (1 pM) in steroid-free
medium, following 24 h induction of PRB expression using Dox (2uM). RT-qgPCR analyses
were performed as described in Materials and Methods. Data are expressed as fold induction
compared to vehicle condition arbitrarily set at 1, and are means = SEM from three independent
cell cultures measured in duplicate. No statistical difference was detected.
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S5 Fig: SRC1 and Pol 11 recruitment to the BCL,-L; gene.

MDA-IPRA cells treated for 1 h with P4 (10 nM) or UPA (1 pM), were fixed and lysed and
chromatin extracts subjected to ChIP assays using SRC1 antibody (Rabbit anti-SRC1 antibody,
M-341, sc-8995, Santa Cruz Biotechnology) or Pol Il antibody (Rabbit anti-Polymerase Il
antibody, H-224, sc-9001, Santa Cruz Biotechnology). Immunoprecipitated and eluted DNA
fragments were analyzed by real-time qPCR using primer pair encompassing genomic sequence
of the +58 kb site of the BCL,L; gene. Histograms represent the fold induction of SRC1 (a) or Pol
11 (b) enrichment compared to vehicle condition arbitrary set at 1 and are means £ SEM of three
independent determinations.
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S6 Fig: Regulation of FKBP5, a PRB-dependent gene. mRNA expression levels were determined
in MDA-IPRB cells. Cells were treated for 6 h with vehicle, P4 (1 nM) and/or UPA (1 uM) in steroid-
free medium, following 24 h induction of PRB expression using Dox (2puM). RT-qPCR analyses
were performed as described in Materials and Methods. Data are expressed as fold change compared
to vehicle condition arbitrarily set at 1, and are means + SEM from three independent cell cultures
measured in duplicate. *, **, *** symbols indicate p<0.05, 0.01 and 0.001 respectively compared to
the vehicle-treated MDA-IPRB' cells, while X, xx, xxx symbols indicate p< 0.05, 0.01 and 0.001
respectively compared to the V or P4-treated MDA-IPRB cells (non-parametric ANOVA test
(Kruskal-Wallis).
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Accession . .
Gene Forward primer (5'->3" Reverse primer (3'->5'

Number P ( ) P ( )
ADRB?2 NM_0000245 ATTGAGACCCTGTGCGTGAT AAGGCCTGACACAATCCACA
BCL2L1 NM_138578.1 CTGGGTTCCCTTTCCTTCCA CCTGGTCCTTGCATCTTTATC
BCL2L1 (ChIP) NC_000020.11 GACAGGGTTTTACTGGGTA GTGTAGAGCAGAGCTCAGTA
DUSP1 NM_004417.3 GTGAAGCAGAGGCGAAGCAT GGGATGGAGACGGGGAAGTT
DUSP6 NM_001946.2 TCACCCCCAATTTGCCGAA TTCTTGCCCCGGGCTTCAT
EREG NM_001432.2 TGCCTGGGTTTCCATCTTCT TTGAGCCACACGTGGATTGT
F2RL1 NM_005242.4 ATGGGGCACTCCAGGAAGAA AGAGCTGCTCAGGCAAAACA
F3 NM_001993.4 GCAGTGATTCCCTCCCGAACA ggﬁCCACAAATACCACAGCT
FOSB NM_006732.2 GAAGAGGAGAAGCGAAGGGT CCACCAGCACAAACTCCAGA
GJB2 NM_004004.5 ACTGAGACCCCAGGCTGTTA CCTCTGTGGAACCTGGCTTT
LGR4 NM_018490.2 TGAAGCCATTCGAGGGCTGA GCTGTTGTCATCCAGCCACA
TEPI2 NM_006528.3 GCTCAGGAGCCAACAGGAAA CAGCTCTGCGTGTACCTGTC
TGFB2 NM_001135599.2 CGAGAGGAGCGACGAAGAGT GGACTGTCTGGAGCACAAGC
TNFRSF11A NM_003839.3 TCAGTACACACACGGCAAACTTT iﬁfTTéGCACATATCTTCTGG
WNTSA NM_003392.4 GCACCAGAGCAGACAACCTATTT | AAACGTGGCCAGCATCACAT

S1 Table: List of primer sequences.

Table 1: Up-regulated PRA — target genes in the presence of progesterone

Class Gene Name FC | FI | Function
Transcriptional target of
A+&AB+ DUSP6 Dual specificity > |15 P53 _Intergctlon Wlth.PRBZ
phosphatase 6 proliferative transcriptional
programs
: . Overexpression of Bel-xL:
A+&AB+ BCL,-L, Bcl-2-like protein 1 15|12 loss of apoptosis
Receptor Activator of Mammary cell
A+&AB+ TNFRSF11A | Nuclear Factor k 1.9 | 1.6 | proliferation, migration,
B (RANK) cell invasion.
Wingless-type MMTV ;;J(;n“?gr:i%%ressor gene
A+&AB+ WNT5A integration site family, | 1.8 | 1.3 . s . .
differentiation, migration,
member 5A ; .
adhesion , polarity
Leucine-rich repeat- Promoting cancer cell
A+&AB+ LGR4 containing G-protein 18 | 16 p_rollfgratlon (Wnt
coupled receptor 4 signaling),
(GPR48) Invasiveness and metastasis
FBJ murine Reduced FosB expression:
A+&AB+ FOSB osteosarcoma viral 1.8 | 1.5 | dedifferentiation
oncogene homolog B (breast tumorigenesis)
Tissue factor pathwa Low expression: breast
A+&AB+ TFPI2 Lo P y 2.2 | 2.6 | cancer progression and
inhibitor 2
poor outcome
Cell cycle,
A+&B+ & AB+ | DUSP1 Dual specificity 16 | 16 dephosphorylation of MAP

phosphatase 1

kinase. Antiproliferative
actions of PR
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Table 1: Upregulated PRA-target genes in the presence of P4: MDA-IPRAB cells
were cultured during 24 h in steroid-free medium containing RSL1 (0.5 puM) and/or
Dox (2 uM) to induce expression of PRA and/or PRB. Cells were treated by vehicle or
P4 (1 nM) for 6 hours and a genome wide transcriptomic studies was performed as
described in (Khan et al., 2012). A total of 999 genes were affected by PR expression.
These genes were separated into three groups: A and B and AB (co-expressed at similar
levels relative to physiological conditions) regrouping genes that are regulated by either
by PRA, PRB or PRAB. Tables above represent class A+ genes regulated by PRA in
the presence of the ligand; Class A+&AB+, genes responsive to liganded PRA and their
expression may or may not be influenced by PRB co-expression; Class A+&AB+ genes
responsive to both liganded and unliganded PRA, and their expression may be
influenced by PRB co-expression; Class A+&B+& AB+, genes that are commonly
regulated by liganded PRA, PRB and PRAB. FC calculated either by microarray
studies or by RT-qPCR analysis and their function in the cancer. FC: Transcriptional
Fold Change calculated by microarray studies (FC*) and by RT-qPCR (FI, Fold
Induction).

Table 2: Down-regulated PRA — target genes in the presence of progesterone

Class Gene Name FC Fl Function

Coagulation
A+ F2RL1 factor 11 -1.9 0.7
receptor-like 1

Constitutive migration of MDA MB-231
Up regulation of VEGF

Breast tumor progression (paracrine

A+&AB+ | EREG Epiregulin -1.7 | 07 mechanism)

Coagulation
A+&AB+ F3 factor 111 -2.4 0.7
(tissue factor)

Promigratory, invasive, proangiogenic
phenotype

Breast cancer invasion

Transforming Tumor suppressive (early stages)

A+&AB+ | TGFB2 growth factor- -1.8 | 0.6 . - .
Malignant conversion and progression (later
beta 2
stages)
Beta-2 Genetic variation and polymorphism: risk for
A+&AB+ | ADRB2 | adrenergic 1.7 | 06 polymorphism.
breast cancer
receptor
Gap junction .
A+&AB+ | GIB2 beta-2 protein, | -1.8 | 0.5 | [nvasion of ductal breast
. carcinomas
connexin 26

Table 2: Downregulated PRA-target genes in the presence of P4. MDA-iIPRAB
cells were cultured during 24 h in steroid-free medium containing RSL1 (0.5 pM)
and/or Dox (2 uM) to induce expression of PRA and/or PRB. Cells were treated by
vehicle or P4 (1 nM) for 6 hours and a genome wide transcriptomic studies was
performed as described in (Khan et al., 2012). A total of 999 genes were affected by PR
expression. These genes were separated into three groups: A and B and AB (co-
expressed at similar levels relative to physiological conditions) regrouping genes that
are regulated by either by PRA, PRB or PRAB. Tables above represent class A+ genes
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regulated by PRA in the presence of the ligand; Class A+&AB+, genes responsive to
liganded PRA and their expression may or may not be influenced by PRB co-
expression; Class Ax&ABx genes responsive to both liganded and unliganded PRA,
and their expression may be influenced by PRB co-expression; Class A+&B+& AB+,
genes that are commonly regulated by liganded PRA, PRB and PRAB. FC calculated
either by microarray studies or by RT-gPCR analysis and their function in the cancer.
FC: Transcriptional Fold Change calculated by microarray studies (FC*) and by RT-
gPCR (FI, Fold Induction).
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Discussion

Dans cette partie nous avons exploité un modeéle de lignée cancéreuse mammaire, la
lignée MDA-IPRAB. La prolifération cellulaire de cette lignée est stimulée par P4 via
I’isoforme PRA. En revanche, lors de I’induction de I’expression de 1’isoforme PRB,
P4 exerce une action antiproliférative. La lignée MDA-IPRAB provient de la lignée
cellulaire mammaire de type basale (Claudin-low), la lignee MDA-MB231. Cette
lignée n’exprime ni PR, ni ER et ni HER2. Elle présente une mutation du gene P53,
une absence de mutations des genes BRCA1/2, une expression de EGFR et/ou les
cytokératines 5/6, une expression élevée de Ki67 et une absence de réponse aux
traitements endocriniens (Grigoriadis et al., 2012; Holliday and Speirs, 2011; Kao et
al., 2009).

Préalablement, dans notre recherche d’un modéle de prolifération de cellules
mammaires induite par un ligand agoniste de PR, nous avons évalué les deux lignées
T47D et BT474(Chalbos et al., 1982; Liang et al., 2010; Liang et al., 2007; Liang et al.,
2005). Ces deux lignées différent de la lignée MDA-IPRAB, par leur type et leurs
profils moléculaire. La lignée T47D est d’origine mammaire épithéliale luminal A
(carcinome canalaire). Elle exprime ER et PR. Elle présente une mutation du gene P53,
une absence de mutations des genes BRCAL/2 et P53, une expression faible de Ki67,
une absence d’expression de HER2 et une réponse aux traitements endocriniens.
(Grigoriadis et al., 2012; Holliday and Speirs, 2011; Kao et al., 2009).

La lignée BT 474, de type luminal B (carcinome canalaire), exprime PR et ER d’une

fagon endogéne. Elle se caractérise par une surexpression de HER2, une mutation faux-



sens du gene P53, une absence de mutation du géne BRCAL (par contre le gene BRCA2
est muté), une expression élevée de Ki67 et une réponse aux traitements endocriniens
(trastuzumab) (Grigoriadis et al., 2012; Holliday and Speirs, 2011; Kao et al., 2009).
Apreés avoir effectué des tests de la prolifération cellulaire, nous avons démontré que les
cestrogeénes (E2) (1 nM) stimulent, seuls ou en association avec P4 (1 nM), la
prolifération cellulaire de ces deux. Dans ces deux lignées, nous n’avons pas pu établir
de conditions expérimentales simples et reproductibles dans lesquelles soit observée
une prolifération cellulaire induite par la progestérone.

Dans la lignée MDA-IPRA, nous avons observé, de facon reproductible, une
prolifération cellulaire induite par la progestérone dans les conditions spécifiques
détaillées 2.5% de sérum de veau feetal déplété en stéroides (DMEM déstéroidé) et
progestérone (1 nM). Cette prolifération est relativement peu active ce qui est cohérent
avec le phénotype moins agressif des tumeurs hormono-dépendantes en clinique. Elle
permet toutefois de conduire les expériences de fagon satisfaisante. Dans ce méme
modele cellulaire 1’expression isolée de PRB s’accompagne de I’induction de la
prolifération par la progestérone.

La stimulation de la prolifération cellulaire par les progestatifs dépend des ligands,
naturels ou de synthése, de leur dose, de leur mode d’administration et des voies de
signalisation avec les facteurs de croissance (Giulianelli et al., 2013), ainsi que de leur
récepteur PR. Les actions de PR dépendent du tissu, mammaire ou reproductif, normal
ou néoplasique. Elles sont spécifiques des isoformes, indépendantes ou non des ligands
et de leur mode d’administration (continuel ou cyclique). Elles dépendent aussi des
cestrogenes (E2) et de ses récepteurs ER. Les donnees cliniques et précliniques

concernant 1’impact de 1’expression relative des isoformes de PR sont limitées (Hagan
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and Lange, 2014; Lanari et al., 2012; Mote et al., 2015). Or, la lignée MDA-iPRAB,
(Khan et al., 2012), permet d’évaluer la sélectivité et la spécificité des isoformes de PR,
de leur ligands, indépendamment de E2 et ER, ER n’étant pas exprimé et la
prolifération de la lignée étant indépendante de E2.

PRA et PRB ont des activités transcriptionnelles distinctes. Elles régulent la
transcription de génes qui se chevauchent, ou sont spécifiques de chaque isoforme, elles
différent aussi dans la reconnaissance des séquences et/ou leur interaction avec les
facteurs de croissance (Giulianelli et al., 2013; Hagan and Lange, 2014; Khan et al.,
2012; Knutson and Lange, 2014; Richer et al., 2002). Une étude transcriptomique a
identifié plus de 300 génes régulés par P4, 25 via PRAB, 229 via PRB et 83 via PRA
(Tung et al., 2006). La plupart des études ont démontré que PRB en présence de P4 est
un transactivateur plus fort que PRA, qui en absence de P4, s’est avérée un
transactivateur plus efficace que PRB (Jacobsen et al., 2005). Une analyse transcription
a été effectuée sur la lignee MDA-IPRAB, et a identifié 1014 génes régulés par PRA
et/ou PRB en présence ou non de P4 (Khan et al., 2012). Cette étude nous a donc
permis d’évaluer I’impact du rapport PRA/PRB sur la régulation différentielle de génes
et les conséquences fonctionnelles de I’altération du rapport PRA/PRB, en faveur de
PRA, surexprimée précocement dans la tumorigénése mammaire. L’expression
différentielle de PRA et PRB dans le cancer de sein invasif primaire est une
caractéristique intrinséque de la tumeur, non altérée par les facteurs hormonaux
endogénes et de la reproduction, et non associée a la taille de la tumeur (Mote et al.,
2015) . En revanche le traitement hormonal de la ménopause favorise I’expression de

PRB. La predominance de I’isoforme PRA distingue les femmes qui présentent une
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rechute apres le traitement, due & des mécanismes de résistance, induites par exemple
par une mutation d’ER (Li et al., 2013).

En se basant sur la prolifération cellulaire stimulée par P4 dans la lignée MDA-IPRA, et
la surexpression de PRA dans les tumeurs agressives, résistantes aux anti-cestrogénes et
répondent aux antiprogestatifs, nous nous sommes intéresses a un panel de génes issus
du transcriptome (Khan et al., 2012), sélectionnés parce qu’ils sont régulés par PRA en
présence de P4, et impliqués dans la tumorigenése mammaire. Parmi ces genes cibles
de PRA, le géne BCL,-L;, un des régulateurs essentiels de la mort cellulaire
programmée, la prolifération cellulaire et I’apoptose étant impliqués dans
I’homéostasie tissulaire et tumorale. La dérégulation de I’expression de BCLj-L;
contribue a la transformation cellulaire oncogénique (Kirkin et al., 2004; Leibowitz and
Yu, 2010). Dans la lignée T47D, les progestatifs régulent I’expression de BCL,-L;
(Moore et al., 2000) et dans la lignée MDA-IPRA, P4 stimule I’expression de ce gene
en transcrit et en protéine, alors que cette expression n’est pas régulée par P4 dans la
lignée MDA-iPRB. Nous avons sélectionnés génes cibles de PRA en présence de P4,
comme les genes WNT5A et LGR4. L’expression de ces deux génes permet d’établir un
lien entre PRA, I’invasion et la métastase de cancer de sein. Les ligands Wnts activent
deux voies de signalisation, dépendantes ou non de la B-caténine (Angers and Moon,
2009; He et al., 2004; Kikuchi et al., 2011; Kohn and Moon, 2005; Veeman et al.,
2003). Les membres de la famille Wnt régulent la polarité, la prolifération et la survie
cellulaire, régulation aberrante de Wnts est observée en situation pathologique
notamment tumorale (Clevers, 2006). WNT5A est un membre de la voie de signalisation
non canonique, associée aux molécules d’adhésion, aux protéases et aux facteurs

angiogéniques durant le développement du cancer mammaire et de la métastase
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(Valkenburg et al.,, 2013; Zerlin et al., 2008). WNT5A stimule I’invasion, la
prolifération et la progression tumorigénique des cellules cancéreuses (Shojima et al.,
2015). 1l fonctionne comme un suppresseur de tumeur (Leek and Harris, 2002; Nishita
etal., 2010).

LGR4 est un récepteur de R-spondin, relayant la signalisation Wnt/B-caténine via son
interaction avec le récepteur Frizzled (FZD) (Glinka et al., 2011). P4 stimule la voie de
signalisation de Wnt/ B-catenine, contrblant ainsi la prolifération cellulaire utérine et
la décidualisation. Nous décrivons ici un réle stimulateur de P4 dans la régulation de
I’expression de WNT5A et LGR4 dans la lignée MDA-IPRA.

DUSP6 (the dual specificity phosphatase 6, MKP3), est un autre gene stimulé par P4
corrélant de nouveau un réle de PRA dans la prolifération cellulaire stimulée par P4
dans la tumorigénése mammaire. Une interaction a été étudié entre PRB et DUSP6
(Hagan et al., 2013). Cette interaction est nécessaire pour la phosphorylation de PR sur
la sérine Ser®, activant ainsi le programme transcriptionnel de la prolifération dans les
cellules cancéreuses mammaires. Ces génes sont spécifiquement régulés par I’isoforme
PRA, ce qui établit un lien avec les processus d’invasion et de métastase. Ceci permet
la caractérisation moléculaire des tumeurs mammaires, ou I’évaluation d’un panel de
génes cibles de PRA est utilisée pour identifier les tumeurs mammaire de mauvais
pronostic.

Outre les genes stimulés par P4 dans la lignée MDA-IPRA, nous avons sélectionné
quelques genes dont I’expression est réprimée par P4. Parmi ces genes, le TGFA2 qui
possede deux roles dans le cancer de sein. Il agit comme un suppresseur de tumeur au
début de la tumorigénese mammaire, et il stimule la croissance dans les stades avancées

du cancer mammaire (Derynck and Akhurst, 2007; Massague, 2008). TGF/2 présente
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un role dans la migration, la progression et la prolifération cellulaire et dans
I’angiogenése (Nagaraj and Datta, 2010; Ouhtit et al., 2013). Une cible thérapeutique
prometteuse de cancer de sein est le géne F2RL1 ou PAR2 (Kakarala et al., 2014). Son
expression est stimulée dans la lignée MA-MB 231, et dans d’autres cellules tumorales
mammaires. Il induit I’expression de VEGF (Kakarala et al., 2014), jouant ainsi un role
dans I’angiogenése. Le facteur de coagulation F3 ou TF (Tissu facteur) est parmi les
génes inhibés par PRA en présence de P4. F3 est surexprimé dans les tissus cancereuses
mammaires (Koizume and Miyagi, 2014). L’épiréguline ou EREG, un membre de la
famille EGF (Epidermal Growth Factor), figure parmi ces génes. C’est un ligand
d’EGFR et d’ERBB (v-erb-b2 oncogene homolog). Les isoformes de PR correlent
négativement avec I’expression des genes liés a I’agressivité (EREG) (Lindet et al.,
2012).

Le mécanisme classique génomique de I’induction de I’expression des génes par PR se
manifeste par la liaison du complexe ligand-PR a 1’élément de réponse PRE localisé au
niveau de la région promotrice/enhancer des génes cibles. Les études de localisation de
génome entier ont permis d’identifier des sites cis-régulatrices dans des régions non
exploitées du génome, par exemple au niveau de la région 3’ des génes cibles,
nommees régions intragéniques. Le géne Bcl-x, composé de trois promoteurs distincts
et deux exons codants séparés par un long intron de 55 kb, code par épissage alternatif
pour BCL-xL (facteur anti-apoptotique), et Bcl-xS (inducteur de I’apoptose) (Bertucci et
al., 2013). Le gene BCL-x contient dans ses régions intragéniques des sites de liaison a
PR (PRbs ; PR binding sites). PRbs régulent I’induction de la transcription dépendante
de I’hormone dans les cellules cancéreuses mammaires. Nous avons selectionné le

PRbs situé a +58 kb en aval du site d’initiation de la transcription vers la région 3, un
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site de liaison actif et dépend de I’hormone. Les progestatifs renforcent
I’enrichissement du recrutement de PR sur ce site, en revanche il n’existe pas des
études sur la specificité de recrutement des deux isoformes (Tung et al., 2006). Le
coactivateur SRC1 et Pol 1l (ARN polymérase) sont recrutés au niveau de ce site, et les
expériences d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) montrent que P4 stimule le
recrutement de I’isoforme PRA, SRC1 et Pol II.

Pour évaluer I’activité des antagonistes de PR sur la prolifération cellulaire de la lignée
MDA-IPRA stimulée par P4, et la régulation de I’expression du facteur anti-
apoptotique BCL,-L;. Les antiprogestatifs inhibent I’expression de PR, bloquent AR,
bloquent le cycle cellulaire en phase GO0/G1, induisent la différentiation terminale et
I’apoptose, down-régulent I’expression de Bcl-2, induisent I’expression de TGF,
bloquent la sécrétion de VEGF induite par P4, et stimulent la translocation de PKC
(Klijn et al., 2000).

Etant donné que dans les lignées cellulaires cancéreuses mammaires, les
antiprogestatifs exercent un effet apoptotique via I’arrét de la croissance et I’activation
des caspases (Engman et al., 2008; Gaddy et al., 2004), nous avons utilisé le
modulateur sélectif de PR, I’Ulipristal acétate (UPA) commercialisé récemment dans le
traitement des myomes utérins avec un projet d’utilisation au long cours. Nous avons
donc souhaité mener une premicre évaluation de I’impact potentiel sur des cellules
malignes préexistantes non diagnostiquées d’un tel traitement. Le RU486 (ou
mifépristone) qui est le chef de file de la famille, doté d’activités antiprogestatives et
antiglucocorticoides marquées, a été évalué dans des modeles cellulaires animaux et
cliniques de cancer du sein (Klijn et al., 1989; Klijn et al., 1994; Klijn et al., 2000). Le

RU 486 inhibe globalement la prolifération des cellules cancéreuses mammaires dans
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I’ensemble de ces modeles, et n’a pas d’effet prolifératif sur le tissu mammaire humain
(Engman et al., 2008) (ref Gemzell).

L’UPA inhibe la prolifération des cellules leiomyomateuses utérines et y induit
I’apoptose, de fagon spécifique par rapport au tissu sain adjacent (refs maruo). Il se lie a
PR avec une forte affinité et a GR a une faible affinité (Attardi et al., 2002; Donnez et
al., 2015; Donnez et al., 2012a; Donnez et al., 2012b; Donnez et al., 2014; Xu et al.,
2005). L’UPA agit comme un antiprogestatif a activités mixtes agonistes/antagonistes.
Enfin I’UPA n’a pas d’effet prolifératif sur les cellules mammaires saines (Communal
etal., 2012).

D’une facon intéressante, nous avons démontré que I’UPA inhibe la prolifération
cellulaire de la lignée MDA-IPRAB, spécifique de PRA et indépendante de la présence
de P4, décrivant ainsi un role antiprolifératif d’UPA dans cette lignee. Les expériences
de ChIP menées sur la lignée MDA-iPRA montrent qu’UPA inhibe partiellement le
recrutement de PRA, SRCL1 et Pol Il sur le PRbs du gene BCL,-L; en présence de P4,
par contre UPA seul stimule un faible recrutement de PRA et SRC1. A noter que UPA
a un effet inhibiteur sur la régulation de I’expression de BCL,-L; (protéine et messager),
ceci correle avec I’inhibition de la prolifération cellulaire de la lignée MDA-IPRA
comme a été déja decrit dans d’autres modeles de tumeurs in vivo (Xu et al., 2005). P4
via I’expression de PRA est associée a une stimulation de la prolifération cellulaire.
UPA est capable d’antagoniser I’effet de PRA, suggérant un role potentiel dans le
traitement thérapeutique adjuvant antihormonal de cancer de sein et plus

particuliérement dans les tumeurs PR* /ER".
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Notre étude a donc permis de mettre au point un modele de prolifération cellulaire
mammaire induit pas la progestérone, indépendant de I’cestradiol et spécifique de
I’isoforme A du récepteur de la progestérone.

Dans ce modeéle nous avons montré que I’UPA un modulateur du récepteur de la
progestérone sélectif et utilisé en routine clinique pour le traitement des fibromes
n’induisait pas de prolifération cellulaire. Au contraire celle-ci est réduite et
I’expression de genes de la cascade apoptotique est induite. Enfin nous avons contribué
a ¢élucider le mécanisme moléculaire de la régulation d’expression du géne anti-
apoptotique BCL,-L; par I’UPA en présence de PRA et mis en évidence qu’en dépit du
recrutement de PRA et de son corégulateur SRC1, le recrutement de la RNA
polymérase n’a pas lieu.

Pour aller plus loin dans I’exploration de I’impact des molécules antiprogestatives dans
le tissu mammaire tumoral, nous avons utilisé un modéle de xénogreffe de tumeur
mammaire humaine dit modele préclinique, plus proche de la réalité clinique, mis au

point dans un but de screening thérapeutique
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Chapitre 2: Etude in vivo: modele de xénogreffe de
tumeur humaine mammaire chez des souris nude
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Introduction

Le traitement de cancer de sein actuel par la thérapie adjuvante actuelle (la
chimiothérapie, hormonothérapie (les anticestrogenes..), le trastuzumab...), n’est pas
efficace suite a une rechute précoce apres le traitement. Il est nécessaire donc de
concevoir de nouveaux modeles d’études précliniques ciblant le cancer de sein
dépendant des progestatifs et des cestrogénes et de développer de nouvelles molécules
antiprogestatifs ayant des activités antitumorales.

Une des premicres étapes dans ce long processus est d’évaluer les antiprogestatifs dans
des modeles expérimentaux chez les animaux. Les études ont commencé chez les rats
par deux modeles de carcinogénése mammaire induits par les carcinogéenes le DMBA et
le MNU (N-methyl nitrosourea). La progestérone (P4) stimule la carcinogénése induite
par le DMBA (Wiehle et al., 2007), et le RU486 retarde le développement tumoral et
inhibe la croissance tumorale (Bakker et al., 1987) tout en réduisant d’une fagon
significative I’incidence tumorale, la multiplicité et la taille des tumeurs (Chatterton et
al., 2002; Michna et al., 1989). Le RU486 est plus efficace que les fortes doses du
progestatif I’acétate mégestrol et faiblement plus efficace que le tamoxiféne. D’autres
antagonistes de P4 ont été déja testés comme I’ORG 31710, I’onapristone et le CDB
4124. L’ORG 31710 a un effet anti-tumoral dépendant de la dose et il est plus efficace
que le RU486. Des recherches précliniques ont démontré que le traitement anti-
progestationnel avec 1’onapristone s’est avéré présentant une puissante activité anti-
tumoral plus forte que le tamoxiféne ou 1’ovariectomie dans les tumeurs mammaires
murines MXT (le méthotrexate est un agent cytostatique utilisé en thérapie chimique

adjuvante) et les tumeurs mammaires induites par le DMBA et le MNU chez le rat. La
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capacité de la réduction tumorale de 1I’onapristone est renforcée par 1’anticestrogene ICI
164384 dans le modéle tumoral murin induit par le MXT (Nishino et al., 1994). Le
traitement par le CDB 4124 (Wiehle et al., 2007) réduit le nombre des tumeurs induites
par le DMBA en empéchant la formation de nouvelles tumeurs induites par P4 qui
stimule la prolifération cellulaire (Ki67) et diminue 1’apoptose dans ce modele. Le CDB
4124 est plus efficace que le RU486 aux mémes doses dans la régression tumorale. 1l
diminue la proportion des cellules PR+ et empéche la croissance des cellules T47D
(ER+, PR+) tout en induisant I’apoptose et inhibant leur prolifération (Wiehle et al.,
2011). Le CDB 4124 testé dans le deuxiéme modéle MNU inhibe d’une fagcon dose
dépendante la carcinogénése mammaire (Christov et al., 2007; Christov et al., 2003;
Wiehle et al., 2011). Chez la souris, dans le modéle MXT de tumeur mammaire, le
traitement par 1’onapristone ou le RU486 le jour 1 qui suit la transplantation, inhibe la
greffe tumorale et les effets stimulateurs de E2 et du MPA.

La monothérapie par tamoxiféne ou RU486 presente un effet anti-tumoral et une
diminution de la croissance tumorale, cet effet est additif lors de I’association
antiprogestative-anti-cestrogénique (le RU486 et le tamoxifene) et la régression
tumorale est de 50%. L’efficacité antitumorale accrue de la thérapie combinée
s’explique par 1’augmentation de 1’expression de PR induite par le tamoxiféne. Ce
dernier annule les effets des niveaux élevés d’E2 induits par le RU486. Cet effet additif
est plus important et plus efficace lors de la combinaison de ’ORG 31710 et le
tamoxifene avec une régression tumorale de 64%. Cette régression tumorale atteint
75% lorsque le RU486 est associé avec ’analogue de la GnRH. La combinaison de
I’onapristone et du tamoxiféne s’accompagne d’une diminution des niveaux de P4

circulants. L’Onapristone ou le RU486 seuls ou en association avec le tamoxifene
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inhibent la croissance de la lignée MCF7 in vivo. Le traitement antiprogestatif active
I’apoptose et bloque les cellules tumorales en phase GO-G1 du cycle cellulaire. La
régression tumorale s’accompagne de nécrose, de cytolyse.

L’expression des récepteurs hormonaux ER et PR est inhibée durant le traitement par
les antagonistes de la progestérone/ les modulateurs du récepteur de la progestérone
associés au tamoxiféne. Le tamoxiféne stimule I’expression de PR, par contre le RU486
seul induit une downrégulation de I’expression de PR, et son association avec le
tamoxiféne inhibe 1’expression de PR et ER.

Une autre approche pour évaluer les progestatifs et leurs antagonistes dans la
prolifération tumorale mammaire consiste & xénogreffer les lignées cellulaires
tumorales mammaires (T47D, BT474) dans des souris nude. Ces tumeurs stimulées par
P4 ou MPA, étaient sensibles au RU486 et induisent 1’expression de VEGF (Vascular
endothelial growth factor) (Liang et al., 2010; Liang et al., 2007; Liang and Hyder,
2005; Liang et al., 2005). Le RU486 provoque I’arrét de la progression cellulaire
tumorale dépendante des progestatifs, démontrant I’implication de PR.

Les modéles d’études actuels du cancer du sein utilisés en routine, comme les cultures
primaires in vitro et les xénogreffes de lignées cellulaires dans des souris nude,
n’arrivent pas a reproduire le microenvironnement de la tumeur et les interactions
cellulaires tumorales avec le systeme immunitaire (divergence des lignées cellulaires,
réduction du profile d’expression génétique, perte irréversible des propriétés
biologiques et perte de I’hétérogénéité de la tumeur..).Ainsi ils sont faiblement
prédictifs de 1’activité des drogues testés dans les essais cliniques. Récemment, une
nouvelle méthode de xénogreffe de tumeurs consiste a transférer les tumeurs primaires

directement de la patiente dans des souris immunodéficientes apres une digestion
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(mécanique ou enzymatique) pour 1’ablation des zones nécrotiques. Les xénogreffes de
tumeurs dérivées des patientes subissent de multiples passages successifs d’une souris a
une autre. Ces xénogreffes multiples préservent la variabilité intrinséque de la tumeur et
son hétérogénéité. Ce modele appelé aussi modele préclinique permet de maintenir et
de conserver 1’hétérogeneité moléculaire et histologique, les profils d’expression
génétique, les polymorphismes nucléotidiques et les mutations ainsi que la capacité
métastatique de la tumeur d’origine. Les modeles de cancer de sein sont difficiles a
créer a cause des multiples sites possibles de transplantation (coussinets adipeux
mammaire, interscapulaire.....) et le statut des récepteurs hormonaux. La prise de la
greffe de cancer de sein est faible (10 a 20%) di a I’expression d’ER dans la tumeur et
aux niveaux d’E2 circulants dans 1’hote. Elle varie en fonction du grade et des sous
type tumoraux. La capacité de la prise de la tumeur et sa croissance chez la souris
dépend de la nature et la biologie intrinséque de la tumeur d’origine. Ces tumeurs
montrent une augmentation de 1’expression des génes humains liés a la prolifération et
a I’angiogénése et une diminution de 1’expression des geénes du stroma, du systeme
immunitaire et de la matrice extracellulaire humains. Les altérations de nombre de
copies des genes des xénogreffes résultent de la progression tumorale et non pas des
artéfacts de transplantation. Ce modele de xénogreffe est efficace dans le cadre de
développement des médicaments, I’identification de nouveaux cibles et de nouveaux
biomarqueurs, I’optimisation d’un programme de traitement, I’évaluation de la réponse
et des mécanismes de la résistance; en revanche, il posséde des limites y compris le
colt, la longue période de latence, sa disponibilité..... (Landis et al., 2013; Marangoni

and Poupon, 2014; Siolas and Hannon, 2013).

99



Avrticle 2: Anti-tumoral effects of antiprogestins in a
patient derived breast cancer xenograft model
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Abstract

Breast cancer is a hormone-dependent disease in which estrogen signaling targeting drugs fail in
about 10% due to resistance. Strong evidences highlighted the mitogen role of progesterone, its
ligands and the corresponding progesterone receptor (PR) isoforms in mammary carcinoma. Several
PR antagonists have been synthesized, however some of them are non-selective, and led to side or
toxic effects. Herein, we evaluated the anti-tumor activity of commercially available PR modulator,
Ulipristal acetate (UPA), and a new selective and passive PR antagonist “APR19” in a novel
preclinical approach based on patient derived breast tumor (HBCx-34) xenografted in nude mice.
UPA and APR19 treatment for 42 days led to a significant 30% reduction in tumor weight,
accompanied by 40% retardation in tumor growth upon UPA exposure while a 1.5 fold increase in
necrotic areas was observed in APR19 treated tumors. Interestingly, PR expression was upregulated
by a 2.5 fold factor in UPA treated tumors while APR19 significantly reduced expression of both PR
and estrogen receptor a., indicating a potential distinct molecular mechanism among PR antagonists.
Cell proliferation was clearly reduced in UPA group compared to vehicle conditions, as revealed by
the significant reduction in Ki-67, Cyclin D1 and PCNA expression. Likewise, an increase in
activated, cleaved PARP expression and a decrease of the anti-apoptotic factor BCL2-L1 were
demonstrated upon UPA exposure. Collectively, our findings provide direct in vivo evidence for
antiprogestin-mediated control of human breast cancer growth, given their anti-proliferative and pro-

apoptotic activities, supporting a potential in breast cancer therapy.
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Introduction

Over vyears, breast cancer care has evolved towards personalized treatment, including adapted
chemotherapy, anti-hormone and HER2 targeted drugs, since heterogeneity of the disease has been
highlighted by large clinical trial results (Kamangar et al., 2006). Earlier detection of breast cancer
and currently available therapies led to a decrease in mortality rate. However, more than 10% of
patients will relapse within 60 months after treatment (Brewster et al., 2008). Among patients with
hormone dependent disease, recurrence is in part linked to early, or secondary acquired, anti-
estrogen drug resistance (Clarke et al., 2003), the mechanism of which still remains unclear.

The progesterone receptor (PR), progesterone and progestins have been shown to be involved in
breast carcinogenesis, in clinical studies as well as in vitro and animal models (Brisken, 2013;
Giulianelli et al., 2013; Hagan and Lange, 2014; Knutson and Lange, 2014).

Pharmacological strategies based on PR antagonists were thus developed to inhibit PR-mediated
tumorigenesis. Data from preclinical and clinical studies using different PR antagonists or selective
modulators (SPRM) suggested potential applications in breast cancer prevention and treatment (Han
et al., 2007; Klijn et al., 2000; Knutson and Lange, 2014; Lanari et al., 2012; Madauss et al., 2007a;
Wiehle et al., 2011). However, the relationship between altered PR signaling and anti-tumor
properties of these molecules remains to be clearly established. Most of steroid PR antagonists
contain bulky side chains favoring corepressor recruitment leading to PR transcriptional inhibition
by blocking induced conformational change in alpha-helix 12 of the ligand binding domain of
PR(Petit-Topin et al., 2014). Other chemical modifications of PR ligands such 17-fluorinitation
leading to EC304 compound was shown to block PR transcriptional activity and to inhibit breast
cancer cell proliferation (Nickisch et al., 2013). Nevertheless, these molecules could not be used on
long term either because they are non-selective drugs (anti-glucocorticoid activity) and/or because
they are not approved for clinical use.

In order to circumvent these limitations, we decided to examine the effects of two new PR
antagonists: ulipristal acetate (UPA) and a newly synthesized homosteroid 3, 17-fluorinated
compound (APR19) in a preclinical breast cancer model. UPA is a recently released SPRM, used for

emergency contraception and long-term treatment of leiomyoma, a benign hormone dependent
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uterine tumor (Donnez et al., 2012b; Glasier et al., 2010), while APR19 belongs to a new class of
highly selective and passive PR antagonists (APRn) (Khan et al., 2013).

Most currently available in vivo models, such as DMBA/MNU-induced mammary carcinogenesis in
rats (Bakker et al., 1987; Lanari et al., 2012; Nishino et al., 2009; Wiehle et al., 2011; Wiehle et al.,
2007), MXT-mouse models (Lanari et al., 2012; Michna et al., 1989), or breast cancer cell line
xenografts (T47D, MCF-7) (reviewed in (Lanari et al., 2012)), failed to mimic and reflect the
phenotypic, genetic and molecular profiling of the primary tumors and thus did not allow a relevant
preclinical screening.

Recently, a new preclinical model of human breast tumor xenograft was established directly from
patient biopsies without intermediary cell culture and aimed at preserving the histological and
molecular characteristics of the original patient’s tumors (Cottu et al., 2012). Well characterized
human breast tumor samples were grafted in immuno-deficient mice (Marangoni and Poupon, 2014;
Marangoni et al., 2007; Nemati et al., 2000). These xenograft models are used for pharmaceutical
preclinical drug screening (Aparicio et al., 2015). In order to evaluate the impact of antiprogestins’
treatment in breast cancer, we used the HBCx-34 patient-derived breast cancer xenograft model.
This model is derived from an invasive mammary ductal carcinoma expressing progesterone and
estrogen receptors (PR and ERa), wild type p53 and no HER2 overexpression (Cottu et al., 2014;
Cottu et al., 2012).

Herein, we used this xenograft model to test anti-tumor properties of UPA and APR19. Both
antagonists exhibited different mechanisms in regulating gene expression. For instance, APR19
inhibited PR and ER expression while UPA stimulated PR expression without affecting ER
expression. APR19 was shown to increase necrotic surfaces, while UPA exerted pro-apoptotic
actions and inhibited cell proliferation. While reducing expression of Ki-67, Cyclin D1 and PCNA
expression, UPA also stimulated apoptosis by upregulating PARP expression and downregulating
BCL,-L;. Our results bring additional support for the potential use of antiprogestin compounds

during breast cancer therapy.
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Materials and Methods

Animal models

Six to nine week-old outbred athymic (nu/nu) female mice (20 g) (Hsd: Athymic Nude-Foxnlnu)
(Harlan Laboratories, Gannat, France) were maintained in specific pathogen free animal housing at
the CERFE animal facility (Center for exploration and experimental functional research, Evry,
France), authorized by the Direction des services vétérinaires, Ministére de 1’ Agriculture et de la
Péche (agreement No. B-91-228-107). Mice were housed in individually ventilated cages, with
sterilized food, water and dust-free bedding cobs, under controlled light-dark cycle, room
temperature and humidity in accordance with French regulatory legislation concerning the protection

of laboratory animals (Xentech, Evry, France).

Tumor xenograft induction

Human breast cancer HBCx-34 tumor tissues of the same passage (n-1) were xenografted
subcutaneously in donor mice (5-10 mice) (Cottu et al., 2012). Mice were sacrificed by cervical
dislocation once tumors reached 1-2 x 10° mm®. Mammary tumors were aseptically excised,
dissected and cut into fragments measuring approximately 20 mm? after removing necrotic areas.
Recipient mice were anaesthetized with ketamine/xylazine, and skin was incised after application of
a chlorhexidine solution, at the level of the interscapular region where tumor fragments were
subcutaneously transplanted. Mice with homogenous tumor volume were allocated into different

groups of treatment.

Study groups and treatment

Nude mice grafted subcutaneously with HBCx-34 tumor fragments were distributed into 4 different
experimental groups as reported in Table 1 when their initial tumor volumes were 62.5 - 196 mm?®.
Human breast-tumor bearing mice kept drinking water containing p-cestradiol (8.5 mg/L) during the
whole study. Plasma samples were collected at DO and D42 or at day of sacrifice (due to ethical
criteria), in the UPA treated group (group 3). Serum and tumor samples were collected in the four

experimental groups at the end point (i.e. D42 or ethical sacrifice). Tumors were first weighed
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immediately after sacrifice. One half of each tumor was snap frozen in liquid nitrogen, and then
transferred to -80°C for storage. The other half of each tumor was fixed in 10% formalin for 24 h at

4°C, and then stored at room temperature (RT) in 70% ethanol until paraffin embedding.

Tumor measurement and criteria for ethical sacrifice

All animals were weighted twice a week during the treatment period. Tumor volume was evaluated
by measuring tumor diameters, using a calliper, bi-weekly during the treatment period. The formula
TV (mm® = [length (mm) x width (mm) ?] /2 was used, where the length and the width are the
longest and the shortest diameters of the tumor, respectively. Animals were sacrificed, following
ethical criteria, according to their body loss (BWL > 20% as compared to the first day of treatment)

and tumor volume (> 2 x 10° mm?®). At D28, almost all the tumors were collected for the four groups.

Immunohistochemistry

Immunohistochemistry was performed on paraffin embedded samples of mammary tumor tissues,
using the Benchmark XT Roche Ventana automate Ki-67 immunohistochemistry, and manually for
other markers’” immunohistochemistry. After microwave antigen retrieval in pH 6.0 citrate buffer for
PR and for 30 min at 98°C in an EDTA alkalin buffer for Ki-67, sections were then incubated either
overnight with mouse monoclonal antibody anti-PR (NCL-L-PGR-312 Novocastra laboratories, Tle
Saint Martin, Nanterre, France), dilution 1:50, at 4°C in a humid chamber or for 32 min at 37 °C
with anti-Ki-67 antibody (clone MIB 1, DAKO, Les Ulis, France), dilution 1:150. After primary
antibody incubation, endogenous peroxidases were quenched with 3% H,0O, in PBS (pH 7.4) for 10
min and bound Igs were revealed with a commercial peroxidase immunolabeling kit (immPRESS
anti-Mouse Ig reagent kit; Vector Laboratories, Burlingame, California). Finally, Dako AEC+ High
sensitivity substrate was used as a chromogen for PR and multimere Kit (UltraView Universal DAB
detection Kit, Roche, Ventana, Boulogne Billancourt, France). Immunolabeled sections were
examined by a observer in a blinded manner using 6 high-power fields (40 x) with a conventional

optical microscope (Provis; Olympus, Tokyo, Japan).

106



Quantitative Real Time PCR

Total RNA was extracted from frozen mammary tumors fragments with TRI Reagent (Applied
Biosystem) according to the manufacturer’s recommendations. One pg of total RNA was processed
for reverse-transcribed-qPCR. Briefly, total RNA was treated with DNase | (Biolabs, Evry, France),
then reverse-transcribed using the High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Life
Technologies). cDNA were analyzed by quantitative RT-PCR using the Power SYBR Green PCR
Master Mix (Life Technologies) with the indicated primers (300 nM, final concentration)
(Supplemental Table S1) and a StepOne Real-Time PCR System (Life Technologies). Relative gene
expression was calculated as a ratio of attomoles normalized by ribosomal rRNA 18S expression in

femtomoles.

Immunoblotting

Mammary tissues were lysed using TissueLyser LT (Qiagen) in lysis buffer (150 mM NaCl, 50 mM
Tris-HCI (pH 7.5), 5 mM EDTA, 30 mM Na pyrophosphate, 50 mM Na fluoride, 1% Triton X-100,
protease and phosphatase inhibitor cocktails (Sigma) for 30 min on rotation at 4°C, followed by a
centrifugation at 12,000 x g for 15 min at 4°C to clear debris. Samples were resolved by 7.5%
sodium dodecyl sulfate gel electrophoresis and transferred onto nitrocellulose membranes. Primary
antibodies used were anti-PR (PR Antibody (C-19) (sc-538, Santa Cruz Biotechnology, California,
USA), dilution 1:200; anti-PRB-specific mouse monoclonal antibody (Let 126) (Lorenzo et al.,
1988), dilution 1:500; anti-Bcl-XL antibody (E18, ab32370, Abcam, France), dilution 1:1,000; anti-
PCNA (FL-261, sc-7907, Santa Cruz Biotechnology), dilution 1:200; anti-PARP antibody (#9542,
Cell Signaling Technology), dilution 1:200; anti-a-tubulin, dilution 1:10,000; anti-B-actin, dilution
1:1,000; anti-GAPDH, dilution 1:5,000 (Sigma). Secondary antibodies were Goat anti-Mouse 1gG
(H+L) Cross Adsorbed Secondary Antibody (DyLight 800 conjugated, 680 conjugated) and Goat
anti-Rabbit 1gG (H+L) DyLight 800 conjugated, dilution 1:10,000 (Thermo Fisher Scientific,
Rockford, IL, USA). Antibodies were diluted in Phosphate Buffered Saline (PBS) and 0.1% Tween
20 buffer supplemented with 5% nonfat milk and added to the membranes for 1 h at RT or overnight

at 4°C, followed by incubation with the indicated secondary antibody for 1 h at RT. Target proteins
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were detected using Odyssey® Fc, Dual-Mode Western Imaging (Li-Cor, Lincoln, NE, USA) by

Fluorescence and quantified.

Statistical Analysis

All data are mean = SEM. Non-parametric Mann-Whitney statistical U-tests were applied to determine
all significant differences between experimental conditions, using the Prism 5 software (GraphPad
Software, San Diego, CA). Statistical significances are indicated by * or x (1-3 symbols corresponding to

P<0.05 or <0.01 or <0.001, respectively).

Table 1: Drug doses, routes of administration and schedules in this study.

Group N Compound mg/kg Route Schedule
1 10 Control # - SC
5 gwk X
2 10 Progesterone 50 SC -
3 10 UPA 130 PO
2d x
4 10 APRns1 2 IP q
ns19 0 A3

# Control: vehicle corresponding to group 2 (10% benzyl alcohol / 90% sesame oil). ## 5 qwk X 6:
dosed five days on, two days off for 6 weeks. ### q2d x 43: Every other day during 43 days.
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Results

Characterization of human xenograft HBCx-34 model

In order to evaluate anti-tumor effects of antiprogestins, it was necessary to choose human breast
cancer tumor that do express substantial amounts of PR. Thus, different human-derived, breast tumor
samples, derived from primary ER and PR expressing tumors, were obtained from Xentech (HBCx-
3,19, 21, 22, 34). After analyzing PR and ER expression by Western blot and RT-gPCR studies and
proliferation rates (provided by Xentech company), we selected the HBCx-34 tumor for its sustained
PR expression throughout grafting processes, as compared to HBCx-3, 19, 21 and 22 or to human bi-
inducible MDA iPRAB cell model used as positive control (Esber et al., 2015; Khan et al., 2012)
(Fig. 1a). Of note, both PRA and PRB isoforms were expressed and identified as 94 kDa and 114
kDa bands, respectively, PRB being more expressed than PRA (Fig.1a). HBCx-34 is a primary
mammary infiltrating ductal carcinoma expressing not only PR but also ERa (data not shown).
HBCx-34 has a wild type p53 and no HER2 overexpression. Proliferation rate of the HBCx-34
tumor was considered as relatively slow yet with growth rate higher than other tumor sample growth
and an estimated doubling time around 17 days (Cottu et al., 2012). More importantly tumor
proliferation rate was estrogen-dependent since, in the absence of estrogen in drinking water, tumor
volume failed to increase after 15 days, never reaching more than 500 mm?® (Fig. 1b). We also
demonstrated that both PR isoforms are-expressed in HBCx-34 tumor and presumably functional
upon E2 exposure in terms of transcript (12.5 x higher than in the group not exposed to E2) and
protein (Fig. 1c and 1d). This finding is consistent with the notion that PR is an estrogen-regulated

gene and its synthesis requires E2 and its receptor (Chabbert-Buffet et al., 2005).
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Fig. 1. Characterization of human xenograft tumor models. (a) PR isoform protein
expression by western blot analysis of tumor tissues extracts performed using anti-PR rabbit
polyclonal antibody recognizing both PR isoforms (PR, C-19); and relative PR expression
normalized to tubulin in HBCx xenograft tumor models (HBCx-3, 19, 21, 22 and 34)
compared to the breast cancer cell line MDA-iPRAB (Esber, 2015; Khan et al., 2012). Data
are expressed as fold induction compared to control condition, arbitrarily set at 1, and are
means + SEM. *** indicates p<0.001 compared to the control group (non-parametric Mann
Whitney U-tests).
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Fig. 1: Characterization of human xenograft tumor models.. (b) Evolution of tumor
volume of both control and estrogen treated group, measured biweekly with a calliper,
during the treatment period. The formula TV (mm®) = [length (mm) x width (mm) ®]/2 was
used, where the length and the width are the longest and the shortest diameters of the tumor,
respectively. (c) Western blot analysis of estrogen-dependent PR isoform expression in
HBC-34 tumor xenograft carried out with anti-PR (C-19). (d) mRNA expression levels of
PR gene determined by RT-gPCR in HBCx-34 tumors collected from mice receiving E2
supplemented drinking water vs control mice. Data are expressed as fold induction
compared to control condition, arbitrarily set at 1, and are means £ SEM. *** indicates
p<0.001 compared to the control group (non-parametric Mann Whitney U-tests).

Impact of antiprogestins UPA and APR19 on HBCx-34 tumor growth.

We next examined the effects of UPA and APR19 on HBCx-34 tumor growth. After transplanting
HBCx-34 tumor (see Materials and Methods section), mice were treated for 42 days with
Progesterone (P4), UPA and APR19 as detailed in Table 1. Tumor growth was analyzed during the

whole procedure and tumor weight was compared at day 42 or at sacrifice (due to ethical criteria)
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between treated groups and control group. A significant 30% reduction of tumor weight was found
in both antiprogestin treated groups as compared to control group (1.4 £ 0.40 vs 2.0 + 0.37 g,
respectively, p<0.05), (Fig. 2a), while no significant difference was observed between the P4 treated
group and control group. Fig. 2b illustrates the T/C ratio (%) between the mean tumor volume of the
treated group (T) and the mean tumor volume of the control group (C), calculated biweekly during
the treatment period. The T/C ratio generally constitutes a reliable index of anti-tumor activity
according to NCI criteria (Bissery and Chabot, 1991). This ratio was calculated until D28 where
almost all mice for each group were still alive (see Materials and Methods section). T/C (%) at D28
demonstrates an approximately 30%, 40% and 20% decrease in tumor volume of P4, UPA and
APR19 treated group, respectively (Fig. 2b). As anticipated, a positive linear correlation was
observed between tumor weight and volume (data not shown). We next analyzed the macroscopic
and histo-pathologic parameters of the collected tumors. Fig. 2c shows four representative tissue
sections of mammary tumors after hematoxylin-eosin staining, indicating that the tumor surface was
smaller in anti-progestin treated groups in accordance with the reduction in tumor growth and tumor
weight of the corresponding groups. Moreover, necrosis is a well-regulated process activated in
tumor cells; large necrotic areas are considered as a good sign of therapeutic efficiency (Lanari et al.,
2012; Proskuryakov and Gabai, 2010). As shown in Fig. 2d (left panel), two mammary tumor
sections belonging to control and APR19 groups are presented. Mean necrotic surface (%) was
calculated and normalized to the total tumor surface. Interestingly, we found a 1.5 fold increase in
necrotic index in APR19 treated groups as compared to the control group (30% vs 20%, Fig. 2d,
right panel, p<0.05) while there was no significant difference in P4 and UPA groups. Collectively,
both antiprogestins significantly reduce human breast cancer tumor growth whereas, in addition,

APR19 drastically increases necrotic areas.

112



B P4
[ JuPA

APR19
(a) (b) -

: Tumor volume
Tumor weight
[

120=

N

N
T

=
b

©

=}
1
a

T
TIC (%)

Tumor weight (g)
(at sacrifice)
$

°
g

°
T

40 T T 1

\0\ >
& Q
c® S Days

Fig. 2: UPA retards tumor growth in HBCx-34 xenograft model (tumor weight and
volume) and APR19 increases necrosis. (a) HBCx-34 mammary tumors were weighted
(g) at D42 or ethical sacrifice according to ethical criteria (Body weight loss (BWL) > 20%
compared to the 1st day of treatment for 48 consecutive hours (3 measurements); General
alteration of behavior or clinical signs and tumor volume > 2000 mm?®). (b) % T/C ratio
represents the ratio of tumor volume in treated mice vs control at a specified time until D28
of the treatment duration where almost all tumors were collected. Data are means + SEM. *
indicates p<0.05 compared to the control condition (non-parametric Mann Whitney U-
tests).

UPA Plasma levels

In order to confirm that UPA treatment (130 mg/kg) was adequately administrated, mean plasma
levels of UPA were measured at the day of sacrifice by LC-MS/MS (Liquid chromatography—mass
spectrometry) and reached 6919 + 2820 ng/mL. These pharmacological doses of UPA in mice led to
extremely high levels of circulating antiprogestin that are not comparable to what is clinically used
for women. Interestingly enough, these values did not lead to neither any undesirable side effects nor

any overt toxicity in the UPA treated animals.
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Fig. 2: UPA retards tumor growth in HBCx-34 xenograft model (tumor weight and
volume) and APR19 increases necrosis. (¢) Images of representative xenograft tissues
tumors by hematoxylin-eosin staining of the four group of the study. (d) Images of necrotic
zones of xenograft tumors of the four groups colored by hematoxylin-eosin staining. In the
right panel, analysis of the % of necrotic zones calculated by calopix software reported to
the tumor total surface. Data are means £ SEM. * indicates p<0.05 compared to the control
condition (non-parametric Mann Whitney U-tests).

Progesterone receptor analysis: opposite action of UPA and APR19

We next evaluated whether ERa and PR expression was modified during the treatment procedure in
the 4 groups. By means of RT-gPCR analysis, we showed that ERe«transcript levels were
significantly reduced only in the APR19 treated group while PR expression was markedly decreased
by 70% in this group as compared to control group (Fig. 3a). In sharp contrast, PR mRNA
expression was increased by 2.5 fold in the UPA treated group compared with control group. No
significant variation was found in the P4 group (Fig. 3b). PR protein expression was also

investigated using immunohistochemical PR staining (Fig. 3c), and quantified by measuring
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positively stained cells normalized to the total cell number. Semi-quantitative results for PR
expression in collected tumors of the four groups are summarized in Fig. 3c, right panel, and
classified from + for moderate staining (10-29% PR positive cells), ++ for strong staining (30-69 %)
to +++ representing a very high PR positively stained cells (> 70%). Consistent with the mRNA
expression levels, PR protein expression was slightly decreased by P4 and dramatically increased in
UPA treated tumors while it was markedly reduced by APR19 treatment. PR isoforms protein
expression was also evaluated by Western blot analyses (Supplemental Fig. S1). Using two different
anti-PR antibodies recognizing either both PR isoforms (Santa Cruz antibody) (Fig. S1a), or specific
to PRB isoform (Let 126) (Lorenzo et al., 1988) (Fig. S1b), we found, as anticipated, that PRB
expression was significantly downregulated by 70% in P4 treated group as compared to vehicle

treated group. In contrast, PRA expression was unaffected whatever the experimental condition used.
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Fig. 3: Effects of antagonists on ERa and PR expression. mRNA transcript levels of
ERa (a) and PR (b) genes analyzed by RT-gPCR in HBCx-34 xenograft tumors treated with
control, P4, UPA and APR19. Data are expressed as fold induction compared to control
condition arbitrarily set at 1 (a and b), and are means £ SEM. *, ** *** jndicate p<0.05,
0.01 and 0.001 respectively compared to the control condition and x, xx, xxx symbols
indicate p<0.05, 0.01 and 0.001 respectively and represent the comparison between the
three treated groups (P4, UPA, APR19) (non-parametric Mann Whitney U-tests).
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Fig. 3: Effects of antagonists on ERa and PR expression. (¢) Images of tissues sections
obtained by immunohistochemical analysis of PR expression from xenografted tumors
(40x) (left panel). A semi-quantitative evaluation of PR expression is presented on the right
panel and is classified from + for moderate staining (around 15 %), ++ for strong staining
(around 45 % PR positive cells), to +++ representing a very high PR positively stained cells
(> 70 %). Data are expressed as fold induction compared to control condition arbitrarily set
at 1 (a and b), and are means + SEM. *, ** *** indicate p<0.05, 0.01 and 0.001
respectively compared to the control condition and x, xx, xxx symbols indicate p<0.05, 0.01
and 0.001 respectively and represent the comparison between the three treated groups (P4,
UPA, APR19) (non-parametric Mann Whitney U-tests).

UPA exerts anti-proliferative effects

Cell proliferation is a hallmark when evaluating an anti-tumor activity of any given compound. To
investigate the antiprogestin effects, several proliferation markers (Ki-67, PCNA, Cyclin D1) were
evaluated in collected tumors of each group by either immunohistochemical studies, Western blot
experiments or by RT-gPCR analyses. The immunohistochemical staining of the nuclear marker Ki-
67 is illustrated for one representative control and UPA treated tumor (Fig. 4a, left panel). The
resulting Ki-67 index, as defined in the Materiel and Methods section, was significantly decreased
by 20% in the UPA group vs control group while no significant difference was found for the two
other groups (Fig. 44, right panel). PCNA (Proliferating cell nuclear antigen) is a cell related nuclear
protein, highly expressed in proliferating cells during DNA synthesis phase of the cell cycle. PCNA

protein expression was quantified by Western blot (Fig. 4b, left panel), and normalized to the tubulin
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loading control (Fig. 4b, right panel). PCNA expression was significantly reduced by 25% in the
UPA treated group, but increased by a 2-fold factor in APR19 treated groups compared to control
group. In the P4 treated group, no variation in PCNA expression was observed (Fig. 4b, right panel).
Finally, cyclin D1, required for progression through G1 phase of the cell cycle, is another important
proliferative index. Cyclin D1 expression analyses revealed a 25% decrease in the UPA treated

group (Fig. 4c), consistent with the already observed reduction of Ki-67 and PCNA expression upon

UPA exposure.
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Fig. 4: Antiproliferative activity of UPA. (a) Immunohistochemical analysis of nuclear
Ki67 expression as depicted in left panel by images of tissue sections from xenograft
tumors. In the right panel, analysis of the % of Ki67 calculated by counting the marked cells
(nuclei) compared to the total number of cells (40 x). Data are expressed as % according to
the total cell number. Data are expressed as fold induction compared to control condition
arbitrarily set at 1, and are mean + SEM. *, ** *** jndicate p<0.05, 0.01 and 0.001
respectively compared to the control condition and x, xx, xxx symbols indicate p<0.05, 0.01
and 0.001 respectively and represent the comparison between the three treated groups (P4,
UPA, APR19) (non-parametric Mann Whitney U-tests).
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Fig. 4: Antiproliferative activity of UPA. (b) Western blot analysis of xenografted tumor
protein extracts (50 pg) was performed using anti-PCNA and anti-a-tubulin for sample
loading control (left panel). PCNA protein expression (34 kDa) was quantified relatively to
a-tubulin loading control (55 kDa). (¢) mRNA transcript levels of CCND1 (CYCLIN D1)
gene analyzed by RT-gPCR in HBCx-34 xenograft tumors treated with control, P4, UPA
and APR19. Data are expressed as fold induction compared to control condition arbitrarily
set at 1, and are mean £ SEM. *, ** *** indicate p<0.05, 0.01 and 0.001 respectively
compared to the control condition and X, xx, xxx symbols indicate p<0.05, 0.01 and 0.001
respectively and represent the comparison between the three treated groups (P4, UPA,
APR19) (non-parametric Mann Whitney U-tests).
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Pro-apoptotic effects of UPA

Apoptosis may also constitute another important hallmark of an anti-tumor activity of an
antiprogestin. Several apoptotic markers exerting either an anti-apoptotic effect (Clusterin (CLU),
BCL,-L,) or a pro-apoptotic action (PARP) were also examined in the collected tumors of each
group. Indeed, clusterin is an anti-apoptotic intracellular marker that binds to the pro-apoptotic
marker Bax and inhibits apoptosis (Ranney et al., 2007). CLU transcript levels were quantified by
RT-gPCR analysis in the four treated groups. A significant increase of 35% in CLU expression was
observed in the APR19 group. However, neither progesterone, nor UPA seemed to affect the CLU
gene expression as compared to the control group (Fig. 5a). Another well-known anti-apoptotic
marker BCL,-L; was also investigated in terms of transcript (Fig. 5b) and protein (Fig. 5c¢)
expression in the four groups. BCL,-L; mMRNA was increased by 50% in the APR19 treated group vs
control group (Fig. 5b). Interestingly, BCL,-L; protein expression analysis by Western blot shows a
50% decrease in the UPA treated group compared to vehicle (Fig. 5c¢), while no significant
difference is observed in the other groups. Poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) is a protein
involved in programmed cell death, and DNA repair. During apoptosis, the full length PARP (116
kDa) is cleaved into an 89 kDa fragment. Western blot analysis of cleaved-PARP expression (Fig.
5d, left panel), demonstrated a 30% decrease in P4 treated groups, and a 41% and 300% increase in
UPA and APR19 treated groups, respectively (Fig. 5d). Collectively, these findings indicate that
antiprogestins exert various anti-apoptotic as well as pro-apoptotic effects associated with
remarkable anti-tumor growth effects.

Fig. 5: Apoptotic markers analysis of HBCx-34 xenograft tumor model. mRNA transcript levels
of CLU (CLUSTERIN) (a), BCL,-L, (b), genes analyzed by RT-gqPCR in HBCx-34 xenograft tumors
treated with control, P4, UPA and APR19. (c) Western blot analysis of xenografted tumor protein
extracts (50 ug) was performed using anti- Bcl-XL antibody and anti-GAPDH antibody for sample
loading control (left panel). BCL,-L, protein expression was quantified relatively to GAPDH
loading control (right panel). (d) Western blot analysis of xenografted tumor protein extracts (50 pug)
was performed using anti-PARP and anti-a-tubulin for sample loading control (left panel). Cleaved-
PARP (89 kDa) protein expression was quantified relatively to a-tubulin loading control. Data are
expressed as fold induction compared to control condition arbitrarily set at 1, and are means £ SEM.
*, ** *** indicate p<0.05, 0.01 and 0.001, respectively, compared to the control condition and X, xx,

xxx symbols indicate p<0.05, 0.01 and 0.001, respectively, and represent the comparison between
the three treated groups (P4, UPA, APR19) (non-parametric Mann Whitney U-tests).
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Discussion

In this study, we evaluated the effects of two PR antagonists, Ulipristal acetate (UPA) and APR19
(Khan et al., 2013), in an estrogen-dependent, patient-derived breast tumor tissue, HBCx-34,
xenografted in nude mice. PDX (patient-derived xenograft) is a reliable preclinical model to test the
efficacy of a drug treatment, due to the preservation of genome, tumor behavior, heterogeneity,
histologic and metastatic features of the original tumor (Marangoni and Poupon, 2014; Marangoni et
al., 2007; Whittle et al., 2015).

Analyses of cell proliferation markers, necrotic areas, apoptosis markers are the hallmarks of an anti-
tumor activity following an antiprogestin treatment. In the present study, we found that UPA exerted
mammary tumor growth retardation, associated with a reduction in tumor weight and volume. This is
in agreement with what has been demonstrated in in vivo studies, in which antiprogestin treatment
inhibited estrogen-induced mammary tumor growth. Mifepristone (RU486), a PR modulator (PRM),
alone or combined with the antiestrogen tamoxifen, induced tumor regression and reduction in tumor
volume in several experimental animal models, including DMBA-, MNU-induced mammary rat
carcinogenesis models (reviewed in (Klijn et al., 2000; Lanari et al., 2012)). Another antiprogestin
CDB-4124 exerted a similar inhibitory action on DMBA-, MNU- induced mammary carcinogenesis
(Wiehle et al., 2011). Antiprogestin-induced tumor regression is accompanied by an increase in
cytostasis, apoptosis, and differentiation (reviewed in (Lanari et al., 2012)). In this study, UPA
treatment increased apoptosis by upregulating and activating PARP into cleaved PARP protein
expression and downregulating the anti-apoptotic marker BCL,-L, protein expression. PARP is
known as a key DNA repair enzyme, PARP inhibitors being used as therapeutic target either in
patient-derived triple negative breast cancer xenograft model, or combined with radiotherapy in
treating triple negative breast cancer (Schreiber et al., 2015; Weil and Chen, 2011). On the other
hand, APR19 highly upregulated cleaved PAPR protein expression and only affected BCL,-L;
transcript expression. Previously, it has been demonstrated that BCL-x is overexpressed in invasive
breast cancer (Olopade et al., 1997) and is associated with ER expression (Martin and Dowsett,
2013). In in vitro models, progesterone upregulated the anti-apoptotic factor BCL-X, thus inhibiting
apoptosis in T47D human breast cancer cell line (Richer et al., 2002), and in cultured leiomyoma

cells while promoting their growth by up-regulating epidermal growth factor (Xu et al., 2005). In
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this latter study, a pro-apoptotic activity of UPA through a decrease in Bcl-2 protein expression, an
increase in cleaved caspase 3 and PARP protein expression has been observed in cultured
leiomyoma cells (Xu et al., 2005). In vivo studies reported similar results (Horak et al., 2012; Yun et
al., 2015). Apoptosis has also been shown to be induced by RU486 in cancer cells, including breast
and endometrial cells (EI Etreby et al., 1998; Liang et al., 2003; Schneider et al., 1998).

In our study, the increase in apoptosis following UPA treatment highlights an anti-proliferative
effect of UPA combined with a decrease in Cyclin D1 expression. Cyclin D1 is a P4-regulated target
gene correlating with ER expression. In our model, progesterone does not seem to affect Cyclin D1
expression. The amplification of cyclin D1 is observed in 15% of breast cancer and is associated
with tamoxifen resistance (Rudas et al., 2008). PCNA, proliferating cell nuclear antigen, is a cell
cycle related nuclear protein whose expression is elevated in late G1 and S phases of proliferating
cells (Oue et al., 1995). Herein, PCNA expression was downregulated in the UPA-treated group,
while it was upregulated in the APR19 group, suggesting a different mechanism of action of both
antagonists. A previous study demonstrated an increase in PCNA expression following treatment
with the CDB-4124 SPRM in cultured leiomyoma cells (Luo et al., 2010), while in another study,
PCNA expression was downregulated after UPA treatment of cultured leiomyoma cells, reversing
the stimulatory effect of P4. P4-induced PCNA expression was not observed in our study in the P4-
treated group. Ki-67 positive cells (breast epithelial proliferating cells) are significantly reduced in
RUA486-treated patients (Engman et al., 2008), the same inhibitory effect was observed when treating
leiomyoma cells with CDB-4124 (Wiehle et al., 2011). Treatment of endometriosis, a benign
hormone dependent invasive disease, in rat models by UPA led to an increase in Bax/Bcl2 ratio, and
in cytochrome c expression, in addition to a decrease in Ki-67 expression (Huniadi et al., 2013).

In the present study, APR19 inhibited ER expression, as well as PR expression. This is consistent
with the regulation of PR expression by ER, although PR downregulation was not proportional in
tumors treated with UPA; ER expression was not affected while PR expression was strongly
upregulated. In previous studies, after CDB-4124 treatment (a steroid SPRM), ER alpha expression
was decreased in T47D cells but PR expression was not affected (Wiehle et al., 2011). This finding
contrasts with the effect of CDB-4124 that decreases PR positive cells in MNU-induced mammary

carcinogenesis (Cui et al., 2005), with the effect of RU486 that inhibits PR expression in BT474
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luminal human breast cancer cell line xenografted in nude mice (Liang et al., 2010; Liang et al.,
2007), and with the inhibition of PR activation by its antagonists (Leonhardt and Edwards, 2002). In
the present study, although PR expression was differentially affected by UPA and APR19, we could
not precisely evaluate the relative contribution of PR isoforms given the lack of available specific
anti-PRA antibody. However, we have been able to examine PRB expression by using the Let126
that specifically recognizes PRB isoform (Lorenzo et al., 1988). We found that PRB expression was
downregulated by P4 but not affected by both antagonists, suggesting an important role of PRA
isoform in mediating antiprogestin responsiveness in tumor tissues. PR isoforms, PRA and PRB, are
co-expressed in equal amounts in normal human breast cells. However, an alteration in PRA/PRB
ratio with a predominant expression of PRA isoform has been reported to constitute an early event of
breast carcinogenesis, accompanied by a poorer disease-free survival rates, tamoxifen resistance
(Hopp et al., 2004; Mote et al., 2002), and progestins and antiprogestins responsiveness (Mote et al.,
2015; Wargon et al., 2015). An increase in PRA expression is observed in BRCA1 or BRCA2
mutation carriers (Mote et al., 2004). Along the same line, RU486 was shown to prevent mammary
carcinogenesis in double transgenic mice carrying BRCA1/P53 mutations (Kariagina et al., 2008;
Poole et al., 2006), which suggests that antiprogestin treatment in breast cancer prevention may lead
to beneficial effect for patients presenting a mutation BRCAL.

In conclusion, we have evaluated the effects of two different PR antagonists in a preclinical breast
cancer model. Our results revealed anti-proliferative and pro-apoptotic activities for UPA in breast
cancer, however, defining the main role and properties of the selective and passive APR19 needs
further investigation. Our data suggest that UPA could be of interest as an adjuvant endocrine
therapeutic drug or in the prevention of hormone-dependent breast cancer. However, confirmation in

the clinical setting is required.
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Table S1: List of primer sequences

Gene Name Accession Number | Forward primers (5'->3) Reverse primer (3'->5")
Progesterone ATTCAGAAGCCAGCCAGAG ACCTTACAGCTCCCACAGGT
PR NM_000926.4
Receptor (PGR) c
BCLALL Bel-2-like protein 1 NM_138578.1 CTGGGTTCCCTTTCCTTCCA LCTGGTCCTTGCATCTTTATC
C
Transforming L
ToER growth factor-beta NM_001135599.2 CGAGAGGAGCGACGAAGAG [FGACTGTCTGGAGCACAAGC
2 T
Estrogen Receptor NM 000125.3 GGCAGACAGGGAGCTGGTT |GGAGCGCCAGACGAGACCA
ER - :
a 1 (ESR1)
CA AT
Cyclin Cyclin D1 ACAGATCATCCGCAAACAC [CTGGAGAGGAAGCGTGTGA
NM_053056.2
(CCND1)
D1 G
185 185 ribosomal 5 NR_003286.2 GTGCATGGCCGTTCTTAGTT [CATGCCAGAGTCTCGTTCGT
G T
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Supplemental Fig. S1: PR protein expression in treated groups. (a) Western blot
analysis of xenografted tumor protein extracts (50 pg) was performed using anti-PR
antibody recognizing both PR isoforms (Santa Cruz) and anti-GAPDH antibody for sample
loading control (left panel). PRB and PRA protein expression were quantified relatively to
GAPDH loading control. (b) Western blot analysis of xenografted tumor protein extracts
(50 pg) was performed using Let126 antibody recognizing specifically PRB isoform (N-
terminal domain) (Lorenzo et al., 1988) and anti-B-actin antibody for sample loading
control (left panel). PRB protein expression was quantified relatively to B-actin loading
control. Data are expressed as fold induction compared to control condition arbitrarily set at
1, and are means + SEM. *, ** *** jndicate p<0.05, 0.01 and 0.001, respectively,
compared to the control condition and x, xx, xxx symbols indicate p<0.05, 0.01 and 0.001,
respectively, and represent the comparison between the three treated groups (P4, UPA,
APR19) (non-parametric Mann Whitney U-tests).
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Discussion générale et perspectives

Le cancer de sein est une pathologie hétérogene dont les causes sont multiples et varient avec
I’age, la prédisposition génétique, la mode de vie, les antécédents personnels et familiaux (Shah et
al., 2014). Les profils d’expression génique et les études de microarrays ont permis de classer le
cancer de sein en plusieurs sous-types moléculaires (Malhotra et al., 2010; Vuong et al., 2014;
Weigelt et al., 2010; Weigelt and Reis-Filho, 2009). Outre la présence des marqueurs specifiques
(les cytokératines de types basales ou luminales) et 1’expression des génes spécifiques qui
caractérisent et distinguent les deux sous-types luminal et basal, ces sous-types different aussi par
I’expression des récepteurs aux hormones stéroidiennes, la progestérone et les cestrogenes, les
récepteurs de la progestérone et des cestrogenes (PR, ER), au niveau des cellules épithéliales
luminales mammaires, et leur absence au niveau basal. PR et ER sont des facteurs de faible
pronostic chez les patientes atteintes de cancer de sein, par contre ils sont des facteurs prédictifs
forts de la réponse aux traitements endocriniens (Shah et al., 2014). Soixante a 65% de la totalité
de cancer de sein expriment PR et 70% expriment ER.

Il est depuis longtemps établi que les cestrogeénes sont les mitogénes principaux du cancer de sein,
et des thérapies visant a inhiber la signalisation cestrogénique ont été congues comme le
développement des anti-cestrogeénes (le tamoxiféne) et des inhibiteurs de 1’aromatase (Hah and
Kraus, 2014; Shah et al., 2014; Thomas and Gustafsson, 2015). L’exposition aux progestatifs
contribue aussi au cancer de sein, notamment deux grandes études cliniques indépendantes ont
établi un lien entre les traitements hormonaux substitutifs chez les femmes post-ménopausées, et
un risque accru du cancer de sein (1997; Lahmann et al., 2004). Elles ont montré que 1’association
des progestatifs de synthése (MPA) aux cestrogénes augmente le risque de cancer de sein, retarde
sa détection et son diagnostic et augmente la mortalité. Ce risque varie en fonction du temps et de

la durée du traitement, I’initiation du traitement chez les femmes en début de ménopause
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augmente ce risque (Anderson et al., 2003; Beral, 2003; Beral et al., 2011; Chlebowski and
Anderson, 2012; Chlebowski et al., 2010; Chlebowski et al., 2013). Plusieurs études s’ajoutent
pour renforcer le role des progestatifs dans la stimulation de la prolifération cellulaire au niveau
des Iésions précoces (Hofseth et al., 1999; Horwitz et al., 2008; Horwitz and Sartorius, 2008;
Joshi et al., 2010; Lanari et al., 2009; Santen, 2003, 2014).

La progestérone et les progestatifs de synthese exercent leurs actions via leur récepteur nucléaire,
le récepteur de la progestérone (PR). PR est un facteur de transcription activé par les ligands, il
agit en aval de la signalisation d’ER, et son expression nécessite la présence des cestrogenes. Il se
lie a I’ADN, soit directement via les éléments de réponse a la progestérone (PRE) présents sur les
régions promotrices de ses génes cibles, soit indirectement par I’interaction avec des facteurs de
transcription (AP-1, STATS5..), pour recruter finalement les corégulateurs et activer la
transcription de génes associés a la physiopathologie du cancer du sein (la prolifération des
cellules mammaires, par exemple). Le gene PGR code pour deux isoformes PRA et PRB issus
de la transcription alternative a partir de deux promoteurs différents d’'un méme gene (Kastner et
al., 1990). Ces deux isoformes partagent une similarité dans leurs domaines a I’exception d’une
séquence de 164 aa située dans la région N-terminal de I’isoforme PRB hébergeant la troisiéme
fonction activatrice (AF3) de PRB (Sartorius et al., 1994b) qui lui confere des propriétés
transcriptionnelles distinctes de PRA (Giangrande and McDonnell, 1999). PRA et PRB
possédent des fonctions physiologiques différentes et spécifiques sur leurs tissus cibles. Les
modeéles d’invalidation sélective de 1"un ou I’autre isoforme de PR dans des souris ont montré que
PRA et PRB accomplissent un role crucial au niveau de 1'utérus et les glandes mammaires
respectivement (Conneely et al., 2003; Conneely et al., 2001; Mani et al., 2006; Mulac-Jericevic
et al., 2003; Mulac-Jericevic et al., 2000). PRA et PRB sont co-exprimés d’une fagon équimolaire

dans la majorité des cellules épithéliales mammaires positives pour PR (Hagan et al., 2013;
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Knutson et al., 2012; Owen et al., 1998), et Ialtération de leurs niveaux d’expression avec une
prédominance de 1’expression de PRA est associée a une carcinogénése mammaire (McGowan et
al., 2004; Mote et al., 1999; Mote et al., 2002; Mote et al., 2015; Mote et al., 2007). L’altération
de ce rapport s’explique soit par la phosphorylation de PRB sur la Ser”™, soit par la méthylation
de PRA (Hagan and Lange, 2014). Lors du traitement hormonal substitutif, les cestrogénes
stimulent et maintiennent 1’expression de PRB dans les cellules cancéreuses (Graham et al.,
19954; Lind et al., 1978; Mangal et al., 1997; Mote et al., 2015). L’isoforme PRA contribue aussi
a une résistance aux thérapies endocrinienne et une réponse aux traitements par les
antiprogestatifs (Mote et al., 2015; Wargon et al., 2009; Wargon et al., 2015).

PR est considéré comme une cible pharmacologique thérapeutique possiblement utilisable dans la
prise en charge de certains désordres physiopathologiques, en contraception et dans le traitement
du cancer de sein hormono-dépendant et le cancer de 'utérus d’ou I'intérét des antagonistes de
PR ou les antiprogestatifs.

Les études cliniques basées sur I’application des antagonistes de PR (I’Onapristone, le
Lonaprisan) (Jonat et al., 2013; Klijn et al., 1989; Perraut et al., 1996; Robertson et al., 1999;
Romieu et al., 1987) n’étaient pas efficaces et ont échoué dii a des problémes de toxicité
hépatique et ou de I’absence de la réponse au traitement. En revanche en 2006, Poole et ses
collaborateurs ont réussi a inhiber complétement la tumorigénese mammaire murine induite chez
des souris invalidées conditionnellement pour BRCAL et P53 par I'utilisation de la mifépristone
(RU486) (un antagoniste de PR utilisé en contraception) (Poole et al., 2006). Les modeles
d’études in vitro, in vivo et précliniques sont appliquées pour mieux comprendre le réle
contradictoire de la progestérone, des progestatifs, des antiprogestatifs et de leur récepteur dans la
carcinogénése mammaire. Au cours de cette these, nous avons évalué les effets de deux

antagonistes de PR, I’Ulipristal acétate (UPA), un modulateur sélectif de PR actuellement

132



commercialisé en contraception d’urgence et dans le traitement des fibromes utérins (Donnez et
al., 2015; Donnez et al., 2012a; Donnez et al., 2012b; Donnez et al., 2014; Glasier et al., 2010) et
de nouveaux antagonistes passifs et sélectifs de PR, les APRns (Khan et al., 2013). Pour ce faire,
nous avons utilisé deux modeles expérimentaux complémentaires : un modele d’étude in vitro de
lignées cellulaires mammaires humaines et un modele préclinique de xénogreffe de tumeur
humaine mammaire chez des souris nude (Khan et al., 2012; Marangoni and Poupon, 2014;

Marangoni et al., 2007).

UPA inhibe la prolifération cellulaire progestérone-PRA-dépendante et inhibe

I’expression de BCL,-L;

Les données de la littérature sur Dactivité de la progestérone, des progestatifs et des
antiprogestatifs dans la prolifération des lignées cellulaires humaines mammaires sont
contradictoires et varient entre la stimulation ou I’inhibition de la prolifération, en fonction du type
cellulaire, du contexte tissulaire et du modéle d’étude (Giulianelli et al., 2013; Lanari et al., 2012).
La plupart des modeles d’études in vitro utilisent des lignées cellulaires mammaires luminales qui
expriment PR et ER comme la lignée T47D ou I’une ou I’autre isoforme de PR sont invalidées
mais toujours de fagon dépendante des cestrogenes et de ER (Sartorius et al., 1994a; Wargon et
al., 2015). Dans cette partie, nous avons utilisé une lignée cancereuse mammaire humaine basale,
MDA-IPRAB, dans laquelle I’expression de PRA et/ou PRB est induite d’une fagon bi-
inductible, conditionnelle et indépendamment de ER et des cestrogenes (Khan et al., 2012). Cette
lignée nous a permis aussi d’étudier la contribution de chaque isoforme séparément dans les
processus de la tumorigénése mammaire et les profils d’expression génique, vu que les deux

isoformes exercent des activités transcriptionnelles en partie différentes (Clarke and Graham,
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2012; Giulianelli et al., 2013; Hagan and Lange, 2014; Khan et al., 2012; Knutson and Lange,
2014; Richer et al., 2002; Tung et al., 2006).

Nous avons testé les effets de la progestérone sur la prolifération de la lignée MDA-IPRA et/ou
PRB. D’une fagon intéressante, nous avons démontré aprés nombreuses séries de tests que la
progestérone stimule la prolifération cellulaire uniquement dans la lignée MDA-IPRA et pour la
premiere fois nous avons pu détecter un effet proliferatif de la progestérone dans un modéle de
lignée cellulaire mammaire basale ER-indépendant. Ce résultat est a ’opposé des précédentes
études qui ont démontrées que la progesterone exerce un effet antiprolifératif ou non prolifératif
(Clarke et al., 1997a; Groshong et al., 1997b; Leo and Lin, 2008; Tanos et al., 2013), a I’exception
des travaux du laboratoire de Brisken ou la progestérone stimule la prolifération cellulaire
uniquement dans des microstructures isolées de tissu humain mammaire normal (Brisken, 2013;
Tanos et al., 2013). L’isoforme PRA s’avére importante non seulement a cause de sa
surexpression établie dans la tumorigénese mammaire et son role dans la réponse aux
antiprogestatifs et la résistance aux traitements, mais aussi comme nous I’avons montré dans la
prolifération cellulaire du modéle utilisé dans ce travail (Mote et al., 2002; Mote et al., 2015; Mote
et al., 2007; Wargon et al., 2015). D’autres tests de la prolifération cellulaire seront intéressants
pour mieux mettre en évidence I’activité de la progestérone dans la stimulation de la prolifération
de cette lignée via PRA.

Pour mieux appréhender la signature moléculaire et I’activité transcriptionnelle de PRA dans les
processus clés du cancer de sein (I’apoptose, la métastase..), nous nous sommes basés sur une
analyse transcriptomique menée précédemment (Khan et al., 2012) pour sélectionner quelques
genes spécifiques de PRA en présence de la progestérone. Parmi ces genes, nous nous sommes
intéressés a BCL,-L;, un marqueur anti-apoptotique connu. BCL,-L; appartient a la famille de

Bcl2, Bel2 est un important facteur de pronostic indépendant du cancer de sein triple négatif, et de
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cancer de sein (PR+, ER+, Her2-) (Abdel-Fatah et al., 2013; Seong et al., 2015). Quelques études
ont montré que la surexpression de Bcl2 active et stimule la tumorigénése et les processus
métastatiques de la migration et d’invasion cellulaire in vitro (Amundson et al., 2000; Divito et
al., 2004). 1l a été deja démontré que PR stimule I’expression de BCL,-L; dans la lignée T47D
(Moore et al., 2000; Yin et al., 2012), et que le recrutement de PR s’effectue sur des sites de
liaison génomique sur le gene BCL,-L; mais sans spécifier 1’isoforme (Bertucci et al., 2013;
Clarke and Graham, 2012). Nous avons validé et confirmé que 1’expression de BCL,-L; (transcrit
et protéine) est stimulée par PRA en présence de la progestérone dans la lignée MDA-IPRA (ER-
). Nous avons aussi démontré par des analyses d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP)
que PRA sous I’action de la progestérone, est recruté sur un site de liaison a PR situé a +58 kb, et
s’accompagne d’un recrutement de I’ARN polymérase II et du coactivateur SRC1 aboutissant a
’activation de la transcription. Nous avons apporté ainsi des nouveaux éléments sur le
mécanisme d’action de 1’isoforme PRA. PRA induite dans une lignée cancéreuse mammaire
basale, indépendamment d’ER et des cestrogénes, est capable de stimuler ou inhiber 1’expression
d’un certain nombre de genes (BCL,-L;..), de participer a la régulation de la machinerie
transcriptionnelle de ces génes (recrutement des coactivateurs.....). Le role de BCL,-L; dans le
processus anti-apoptotique est bien connu, il serait indispensable d’étudier 1’expression d’autres
genes et protéines clés de I’apoptose (caspase 3, PARP, Bax, Bad.. ).

Dans le deuxieme volet de cette partie, nous avons étudi¢ les effets de ’antagoniste de PR,
I’Ulipristal acétate (UPA) sur la prolifération cellulaire progestérone-PRA-dépendante et la
régulation de I’expression des génes sélectionnés. L’UPA est un antagoniste de PR avec une
faible activité anti-glucocorticoide (Attardi et al., 2004; Attardi et al., 2002; Chabbert-Buffet et al.,
2007; Hild et al., 2000; Richardson and Maltz, 2012; Xu et al., 2006; Xu et al., 2005; Yun et al.,

2015). Au niveau de la prolifération cellulaire, UPA, comme la mifépristone (Khan et al., 2012),
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inhibe la prolifération de la MDA-IPRA. Il agit ainsi comme un anti-progestatif a activité
antiproliférative. Sur le plan de la régulation de ’expression du géne BCL,-L;, UPA inhibe son
expression (transcrit et protéine) dans la lignée MDA-iPRA. Nous avons conclu que I’'UPA
s’oppose a I’effet de la progestérone sur la prolifération cellulaire et sur I’expression de BCL,-L;.
Cette molécule peut induire une activité apoptotique. Dans ce chapitre, nous avons utilisé un
modele de lignée cellulaire mammaire basale humaine hormono-indépendante. Une fois que
I’expression de PR est induite, ce modéle demeure hormono-isoforme-dépendant tout en
maintenant son indépendance des cestrogenes. Nous avons mis en évidence d’une part plusieurs
fonctions de I'isoforme PRA impliquées dans la proliferation cellulaire et la régulation de
’expression de génes et la machinerie transcriptionnelle, et d’autre part, nous avons apporté de
nouvelles données sur I’antagoniste UPA dans un modele de lignée cellulaire humaine

mammaire basale (activité antiproliférative et pro-apoptotique).

Effets des antiprogestatifs UPA et APR19 dans un modeéle de xénogreffe de
tumeur humaine mammaire chez des souris nude

Dans la deuxieme partie de cette thése, nous avons évalué outre I'UPA, les effets d’une nouvelle
classe d’antagonistes de PR, « les APRNS » et plus particulierement I’APR19 (Khan et al., 2013).
L’APR19 différe des antagonistes actuels par I’absence de groupement encombrant le 113-aryl
en position C11. C’est un antagoniste sélectif pur de PR sans activité mixte (antagoniste/agoniste)
(Khan et al., 2013). A I’opposé des antagonistes actuels de PR comme la mifépristone (RU486)
ou I’asoprisnil ... (Madauss et al., 2007a; Madauss et al., 2007b), APR19 est qualifié
d’antagoniste passif dii a son incapacité a recruter des corégulateurs (Khan et al., 2013). Nous
avons voulu testé les propriétés anti-tumorales de I'UPA et I’APR19 dans un modéle d’étude in

vivo. Dans ce but, nous avons envisagé une nouvelle approche qui consiste a xénogreffer de tissus
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tumoraux mammaires obtenus directement de la patiente chez des souris nude. Les modeles
d’études précliniques actuels de xénogreffes de lignées cellulaires humaines cancéreuses et les
souris génétiquement modifiées ne sont pas forcément adaptés pour développer un nouveau
traitement et évaluer son efficacité (les manipulations génétiques in vitro, la perte d’hétérogénéité
de la tumeur d’origine..). En revanche, les xénogreffes de tumeurs dérivées des patientes
constituent un modéle pertinent malgré ses inconvenients (la lourdeur de la méthodologie
appliquée, la disponibilité des tumeurs, le temps de la prise tumorale, etc...... ). Ils préservent
’identit¢ de la tumeur d’origine, son hétérogéneité, ses profils d’expression génique et ses
mutations ainsi que les altérations au niveau des génes et des chromosomes. Les processus
d’angiogenese et de prolifération tumorale d’origine humaine sont maintenus chez la souris hote,
par contre les protéines du stroma et de la matrice extracellulaire humaine sont réprimées et
substituées par celles de la souris nude héte (Marangoni and Poupon, 2014; Marangoni et al.,
2007; Whittle et al., 2015).

En partenariat avec Xentech, nous avons effectué plusieurs séries d’études de xénogreffes de la
tumeur humaine mammaire HBCx-34 dans des souris immuno-déficientes dans le but de tester
par la suite par les antagonistes. La tumeur HBCx-34 est d’origine carcinome canalaire invasif, le
gene suppresseur de tumeur P53 n’est pas muté et Her2 n’est pas surexprimé. Dans un premier
temps, nous avons confirmé I’expression de PR dans la tumeur HBCx-34 en transcrit et protéine.
Lors des deux premiéres séries, nous avons constaté une perte d’expression de la cible PR a la fin
du traitement ce qui ce qui excluait 1’étude de ’activité d’"UPA et APR19. La disparition de PR
était due a I’arrét de I’apport quotidien en cestrogenes (E2- B-cestradiol), vu que I’expression de
PR nécessite ER et les cestrogénes. Une troisiéme série a été effectuée par la suite tout en
maintenant cette fois I’apport quotidien en B-cestradiol (8.5 mg/L), mais sans introduire les

antagonistes. Dans cette série, nous avons mis en évidence d’une part la prolifération et la
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croissance cestrogéno-dépendante de la tumeur HBCx-34, et confirmé, d’autre part, le maintien
de I’expression de PR. Apres avoir mis au point le modéle de xénogreffe et determiner les
caractéristiques de la tumeur HBCx-34, nous avons effectué une quatriéme série dans laquelle
nous avons etudié les antagonistes UPA et APR19. Apres les différentes procédures de
xénogreffes, toujours en maintenant 1’apport quotidien en E2, les souris ont été divisées en quatre
groupes : Controle, progestérone (P4) (50 mg/kg), UPA et APPR19. L’UPA a été utilisé a une
dose de 130 mg/kg pour une période de 42 jours (5 jours par semaine). Nous avons testé
également une faible dose de 45 mg/kg mais les résultats n’étaient pas concluants. Cette dose de
130 mg/kg dépasse largement la dose administrée chez la femme qui peut atteindre 50 mg/jour
sans avoir un effet toxique. En paralléle, I’APR19 a été administré a une dose de 20 mg/kg pour
42 jours (1 jour sur 2). L’APR19 est un antagoniste non commercialisé et synthétisé récemment
en collaboration avec un groupe de chimistes de la Faculté de Pharmacie de Chétenay-Malabry.
Nous ne disposons pas de grande quantité de cette molécule, et nous n’avons pas des données sur
sa pharmacologie, ni sur sa demi-vie, ni encore sur son métabolisme chez la souris. Nos résultats
préliminaires sont encourageants. Nous avons pu démontrer suite aux analyses de la masse et des
volumes tumoraux que 1I"UPA réduit significativement la masse tumorale et induit une régression
tumorale. Cette régression a été déterminée par le calcul du rapport T/C (%) qui montre une
diminution du volume tumoral par rapport au groupe controle jusqu’au jour 28 de traitement
(lorsque la totalité des groupes de souris est conservée). Une hétérogénéité tumorale a été bien
détectée macroscopiquement entre les différents groupes de traitement et au sein du méme
groupe. L’analyse de 1’expression de PR a ét¢ une de nos priorités. Nous avons bien confirmé
I’expression de PR a la fin du traitement dans le groupe controle. Dans les deux groupes UPA et
APR19, nous avons démontré que UPA stimule fortement 1’expression de PR, probablement

avec les fortes doses utilisées. Alors que I’APR19 se comporte comme le RU486 (Liang et al.,
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2010; Liang and Hyder, 2005; Liang et al., 2005) et inhibe 1’expression de PR. L’augmentation
de la nécrose et de I’apoptose caractérisent 1’efficacité anti-tumorale des antiprogestatifs (Lanari et
al., 2012). Dans ce cadre-la, nous avons mesuré les surfaces nécrotiques qui ont une tendance a
augmenter dans le groupe de traitement par I’APR19. En ce qui concerne I’apoptose, les études
sur les antiprogestatifs (RU486....) montrent qu’ils induisent une augmentation précoce de
’expression des génes P21, P27 et P53, suivie par une diminution tardive de I’expression des
récepteurs hormonaux (Vanzulli et al., 2002; Vanzulli et al., 2005). Dans notre étude, nous nous
sommes intéressés dans un premier temps, au marqueur anti-apoptotique BCL,-L;, nous avons
montré que APR19 stimule son expression de son transcrit alors que UPA inhibe son expression
protéique. Pour mieux évaluer les effets d’UPA et APR19 au niveau du processus apoptotique, le
marqueur BCL,-L; ne suffit pas. Actuellement, nous sommes en train d’étudier I’expression
d’autres marqueurs clés de I’apoptose comme la caspase-3 clivée, PARP clivé, le complexe
Bax/Bad. L’analyse de la prolifération cellulaire tumorale est un des paramétres clés pour évaluer
Iefficacité anti-tumorale des antagonistes. Dans ce but, nous avons analysé I’expression de deux
marqueurs connus le Ki67 et la Cycline D1. Nous avons démontré que seul I"'UPA diminue leurs
expressions. D’autres marqueurs de la prolifération cellulaire comme le PCNA sont en cours
d’étude pour mieux établir le role de ces antagonistes sur la prolifération cellulaire. Le modeéle
d’étude de lignée cellulaire cancéreuse mammaire bi-inductible et le modéle de xénogreffe de la
tumeur mammaire humaine cestrogéno-dépendante possedent des limites et ne suffisent pas a
évaluer les effets anti-tumoraux des antagonistes. Néanmoins, nous avons pu apporter de
nouvelles données intéressantes et originales sur "'UPA.

L’ensemble de ces résultats obtenus jusqu'a présent nous ameéne a conclure qu’il peut étre utilisé
comme anti-progestatif de PR a activité antiproliférative et pro-apoptotique au niveau du tissu

mammaire tumoral. Ces résultats suggérent qu’il pourrait aussi étre proposé CcOmme un
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traitement potentiel de cancer de sein hormono-dépendant. Les analyses ne sont pas encore
achevees, et plusieurs marqueurs sont en cours d’étude pour élargir le plus possible les pistes

d’investigation de I’activité de ces deux antagonistes.
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