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« Le plus sage des sages ne fera jamais qu’un crabe marche droit »

Aristophane

« La liberté commence ou I'ignorance finit »

Victor Hugo
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Mots clés : cancer du sein luminal — hormonorésistance — récepteur aux cestrogénes — PI3K -

évérolimus

Les cancers du sein luminaux, exprimant le récepteur aux cestrogenes (RE), représentent 65-75% des
cancers du sein soit environ 35 000 nouvelles patientes par an en France. Les référentiels
thérapeutiques en vigueur recommandent une prescription systématique d’hormonothérapie au
stade précoce, et quasiment constante au stade avancé. Néanmoins, il est admis que plus de 20% des
patientes au stade précoce, et la quasi-totalité au stade avancé, vont échapper au traitement
endocrinien, justifiant le développement de modeles précliniques permettant d’étudier les
mécanismes d’hormonorésistance. Dans un contexte de modeles de lignées cellulaires anciens et trés
imparfaits (MCF7, T47D), et de quasi absence de modeles murins pertinents, nous avons choisi de
développer des modeles murins dérivés de tumeurs fraiches, dits PDX (patient derived xenografts).
Nous avons montré que ces modeles, difficiles a obtenir, récapitulaient avec une grande fidélité les
caractéristiques morphologiques et biologiques des tumeurs d’origine. Les PDX se distinguent
également par une grande stabilité de leurs caractéristiques lors des passages successifs, les rendant
utilisables au long cours. Nous avons également évalué les modeéles obtenus pour leur profil de
sensibilité a diverses modalités de traitement hormonal. Dans une seconde étape, nous avons
développé des modeles résistants a I’'hormonothérapie a partir des PDX précédemment créées. Quatre
modeles ont pu étre obtenus, nous permettant de rendre compte de situations cliniques variées. Ces
4 modeéles ont fait I'objet d’analyses biologiques extensives visant a identifier les caractéristiques
moléculaires potentiellement associées a telle modalité de résistance : nos données suggerent
fortement qu’il y a autant de mécanismes de résistance que de situations, rendant illusoire une
définition biologique unifiée de I’hormonorésistance. La reprogrammation fonctionnelle du RE semble
étre au centre de ces mécanismes. La voie de transduction du signal PI3K/mTOR est une des plus
fréquemment associée a I’lhormonorésistance. De manieére originale, nous avons mis en évidence que
cette voie était activée aussi bien dans les modeéles sensibles que dans les modeles résistants. La
troisieme étape a consisté a évaluer 'efficacité de I’évérolimus, agent ciblant mTORC1. Nous avons pu
montrer que I'évérolimus était hautement actif dans toutes les situations considérées, sans argument
pour une synergie entre évérolimus et tamoxiféne ou exemestane. En revanche, il existe une nette

tendance a la synergie avec le fulvestrant, inhibiteur hautement spécifique du RE entrainant sa
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dégradation, et faisant suggérer des interactions avec la voie cytoplasmique (extra-génomique) du RE.
Nous testons actuellement des inhibiteurs spécifiques de la PIK3CA et d’autres effecteurs de la voie
grace a diverses collaborations industrielles qui permettront également de mener des analyses

génomiques approfondies. De multiples projets académiques sont aussi en cours.

Summary

Key words: luminal breast cancer — endocrine resistance — estrogen receptor — PI3K - everolimus

Luminal breast cancer (ER+, HER2 negative) accounts for 65-75% of all breast carcinomas. Current
guidelines strongly recommend endocrine treatment at both the early and advanced stages. However,
more than 20% of early stage patients, and all advanced patients, will eventually develop endocrine
resistance. As most preclinical models (MCF7, T47D cell lines) do not recapitulate tumor biology, we
have chosen to develop murine models derived from fresh tumors, hence called patient derived
xenografts (PDX). We have shown that these models, although difficult to generate, faithfully exhibit
the morphological and biological features of their parental counterpart, with high long term stability.
These models have also been evaluated for their sensitivity to various endocrine treatments. In the next
step, we developed from these initially endocrine sensitive models new tumors rendered resistant to
endocrine therapies. We show that there is no unique biological pattern associated with endocrine
resistance, although ER functional reprogramming appears to be critical. We also show that
PI3K/mTOR pathway activation may not be always related to endocrine resistance, and we suggest
that fulvestrant, an ER down regulator, may be highly synergistic with everolimus in specific cases.

Several PIK3CA inhibitors are currently being evaluated in this setting.
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INTRODUCTION

Le cancer du sein (CS)™*! est le cancer le plus fréquent chez la femme occidentale, et le plus
fréguemment la premiére cause de mortalité par cancer chez la femme. L’incidence a cru de maniere
rapide et réguliére depuis plus de 20 ans, pour arriver actuellement a un plateau d’environ 50 000
nouveaux cas chague année en France pour une mortalité d’environ 10-11 000 cas par an (source :
INCa 2015). Ces données sont proportionnellement tout a fait similaires a ce qui peut étre observé par
exemple aux Etats-Unis?. La survenue d’un CS est étroitement liée a I’dge, qui représente le facteur de

risque majeur (figure 1).
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Au-deld de I'dge, les facteurs de risque de CS peuvent se considérer sous trois angles’ non
mutuellement exclusifs, associant : I'exposition oestrogénique endogéne et exogene ; les facteurs
héréditaires : mutation germinale des genes BRCA1, BRCA2, TP53, etc ; et les facteurs liés au mode de
vie: surpoids, sédentarité, alcoolisme, alimentation, etc. Parallelement a cette identification
progressive des facteurs de risque de CS, un effort majeur a été fait depuis des dizaines d’années pour

en définir le cadre nosologique. L’attention a été portée sur un certain nombre de parametres

! Nous n’envisagerons dans ce travail que les adénocarcinomes mammaires — et non les formes rares
de cancer du sein (angiosarcome, tumeur neuroendocrine, mélanome, lymphome, etc).
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biologiques clés, qui ont été isolés puis utilisés en pratique quotidienne dans la description
diagnostique initiale, devenant ainsi de véritables biomarqueurs : la variété histologique, la
prolifération cellulaire (index mitotique, expression du Ki67) et le grade histologique, I'expression des
récepteurs aux hormones sexuelles cestrogénes (RE) et progestérone (RP), I’amplification de
I'oncogéne HER2/neu/c-erbB2 (HER2). D’autres parametres d’utilisation moins constante ont
également été décrits: présence/absence d’emboles tumoraux vasculo-lymphatiques, infiltrat
inflammatoire/lymphocytaire, ratio UPA/PAI1, expression de la cathepsine D, etc. La reconnaissance
de ces facteurs anatomo-biologiques a permis des avancées majeures dans la compréhension des CS
tant sur le plan étiopathogénique (ex : lien entre exposition aux cestrogenes et RE) que thérapeutique :
les référentiels thérapeutiques actuellement en vigueur considerent ces parameétres diagnostiques et
pronostiques, au c6té des considérations anatomiques rendant compte de I'extension tumorale, en
particulier la taille tumorale et I’extension ganglionnaire (classification TNM, voir annexe 1), pour

construire les arbres de décision thérapeutique (figure 2).

Tumeurs
RE+ / HER2- / pT>1 cm

N+ N-
| . : .

Chimiothérapie sauf Grade lll Grades | etll
cas rares *

Hormonothérapie |

Chimiothérapie Prolifération non

Hormonothérapie faible** Prolifération faible

Chimiothérapie pT1 pT2 pT3

Hormonothérapie '

Chimiothérapie
Hormonothérapie Chimiothérapie (a
discuter au cas par

cas**¥)

Hormonothérapie

Hormonothérapie

Figure 2. Exemple de proposition thérapeutique dans le référentiel commun Institut Curie — Gustave
Roussy (2014) pour les tumeurs RE+/HER2- au stade précoce.

Ces propositions thérapeutiques sont élaborées lors de réunions de consensus, menées aux échelons
régional (exemples des réseaux de cancérologie d'Alsace (CAROL), de Bourgogne (ONCOBOURGOGNE),
de Champagne-Ardenne (ONCOCHA), de Franche-Comté (ONCOLIE) et de Lorraine (ONCOLOR):

http://www.oncologik.fr/index.php/Interregion:Sein %28 principes de prise en charge%29;

Réseau Oncora de la région Rhoéne-Alpes: http://espacecancer.sante-ra.fr/Pages/referentiel-
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sein.aspx), national (Revue Oncologie, Numéro Spécial de décembre 2013) et international® *. Elles
résultent de I'appréciation faite par les membres de ces réunions de consensus de la qualité des
biomarqueurs utilisés en routine, et des résultats des principaux essais thérapeutiques. Il existe

également depuis peu des recommandations thérapeutiques pour les cancers a la phase avancée®.

Malheureusement, ces recommandations de permettent pas de garantir des taux de guérison
totalement satisfaisants, y compris a la phase précoce, non métastatique, du CS. Indépendamment du
statut ganglionnaire qui reste un facteur pronostique puissant, il est admis actuellement qu’un taux
de survie sans rechute de 80% est atteint a 8-10 ans pour les CS exprimant le RE (RE+, HER2-) et sans

gu’un plateau puisse étre obtenu (figure 3).
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Figure 3. Survie sans rechute a 10 ans apres traitement hormonal (tamoxiféne : courbe rouge;
inhibiteur de I'aromatase : courbe bleue). Figure issue de la méta-analyse 2015 de I’'EBCTCG®.

La table 1 indique les taux de survie sans rechute et de survie globale a 5 ans selon les caractéristiques

histo-pronostiques initiales, dans les essais ou méta-analyses les plus récents®%.
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RE+ HER2- HER2+ RE- RP- HER2- ‘

Survie sans progression a 5

= 90% =81% = 70%*
ans
Survie globale a 5 ans =~ 95% = 92% = 80%*

Table 1 : taux de survie sans progression et de survie globale dans les différents sous-types de cancer
du sein au stade précoce. A. Cancers du sein RE+ ; métaanalyse de '/EBCTCG 2015°. B. Cancers du sein
HER2+; essai HERA®. C. Cancers du sein triple négatifs ; essai BEATRICE’. *chiffres extrapolés des
courbes a 3 ans.

Les raisons de cet échec relatif peuvent trés schématiquement s’envisager selon deux aspects :

- La classification pronostique et donc les décisions thérapeutiques sont inadaptées, ou au
moins imprécises.

- Les traitements sont adaptés mais des résistances se développent au fil du temps.

Ces limites peuvent naturellement se combiner, et trouvent leur pleine expression a la phase avancée
du CS, ou I'espoir d’une curabilité est quasi inexistant, et ou les médianes de survie sans progression
des la premiere évolution métastatique n’excédent pas 1 an, quelle que soit |"approche

thérapeutique®™? (figure 4).
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Figure 4. Survie sans progression du cancer en premiére rechute métastatique. Hormonothérapies :
tamoxiféne, anastrozole et fulvestrant. L'ordonnée indique la médiane de survie sans progression.
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La résistance aux traitements, quotidiennement constatée en clinique dans toutes les situations de CS,
est ainsi une des principales sources d’échec en oncologie, avec des conséquences majeures en termes
de colt physique, psychique et social. La description et la compréhension des mécanismes de
résistance sont devenues un des enjeux majeurs de la prise en charge des cancers. Compte tenu de la
fréquence des cancers du sein RE+, et de 'absence de solution thérapeutique réellement satisfaisante
apreés échec des traitements hormonaux, nous avons choisi de nous intéresser a cette forme de CS,
et ala résistance aux hormonothérapies couramment utilisées. Les parties | et Il du présent manuscrit
rendent compte de I'état de la question : cancers du sein luminaux, résistance aux hormonothérapies,
la voie PI3K/mTOR comme exemple de voie de résistance. Les parties IV a VIl rapportent le travail
expérimental effectué ainsi que les publications qui en ont résulté. La partie VIl définit les perspectives

actuelles.
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I. LES CANCERS DU SEIN LUMINAUX

1. DEFINITION ET EPIDEMIOLOGIE

La classification nosologique conventionnelle basée sur I'anatomie pathologique complétée par
I'immunohistochimie (IHC) a délimité trois grandes catégories biologiques de CS, définies par le niveau
d’expression des récepteurs RE et RP, et par la surexpression éventuelle de I'oncogene HER2. On

distingue ainsi classiquement :

- Les CS RE+, C'est-a-dire présentant une expression du RE (et éventuellement du RP)
suffisamment élevée pour justifier la prescription d’une hormonothérapie (voir infra).

- Les CS HER2+ selon les définitions en vigueur!®. Ces formes justifient un blocage de la voie
HER2, en général associé a une chimiothérapie cytotoxique conventionnelle.

- Les CS «triple négatifs », qui n’expriment aucun des 3 récepteurs considérés. La

chimiothérapie est le traitement médical de référence.

Cette classification historique et prescriptrice a été bouleversée et considérablement étoffée au début
des années 2000 avec l'apparition des techniques d’analyse génomique a haut débit, permettant
d’évaluer simultanément le niveau d’expression de plusieurs milliers de genes. Le groupe de Charles
PEROU a ainsi réévalué I'histoire naturelle des cancers du sein au stade précoce a partir d’une série de
42 tumeurs annotées, la plupart n’ayant pas recu de traitement systémique ce qui a permis de définir
une histoire naturelle fonction de la seule génomique®®. Briévement, plusieurs sous-groupes
différenciés par leur pronostic a long terme et leur profil d’expression, qualifiés de « sous-types
moléculaires » ont été mis en évidence. On distingue ainsi quatre grandes catégories de sous-type de
CS infiltrant, dites « normal », « luminal/ER+ », « enrichi en expression de HER2 » et « basal ». Ces
dénominations ont été proposées en raison de la proximité du profil d’expression de ces sous-types
avec les catégories cellulaires normales et identifiées du tissu mammaire (figure 5). A titre d’exemple,
le profil « normal » est caractérisé par I’expression élevée de genes des cellules épithéliales basales et
adipeuses, et une faible expression des genes associés aux cellules luminales. Le groupe dit basal est
ainsi associé a I'expression de génes exprimés dans les cellules basales, et les tumeurs du groupe RE+

sont caractérisées par I'expression élevée de nombreux génes exprimés dans les cellules luminales.
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Figure 5. Glande mammaire normale. Unité ductulo-lobulaire terminale. (© Dr Anne Vincent-Salomon,

Institut Curie, Paris)

Ces données préliminaires ont été confirmées a plusieurs reprises, et des précisions ont pu étre
apportées, permettant notamment de distinguer 3 sous classes dans le type luminal dites A, B et C de
pronostic différent'® (figure 6). La sous classe luminale C a été ensuite progressivement abandonnée,

se rapprochant plus des sous types HER2 ou basal selon les tumeurs.

NEW YORK 3

STANFORD 17
NORWAY 29-8E

" Normal Luminal  Luminal Luminal
Sunl-tn e Breast-like Subtype C Subtype B Subtype A

B 1

]

E 08

° p<0.01

o0

o

3 06

5 ®

2 l—u—u——-—u

S 04

2

' 02

[

a

0
0 24 48 72 96

mois

Figure 6. D’aprées Réf 16. A. Clustering hiérarchique permettant de mettre en évidence les différents
sous-types moléculaires de carcinome mammaire. B. Survie globale des différents sous-types.

Les travaux ultérieurs ont mené la réconciliation des approches immunohistochimiques
conventionnelles et par signatures d’expression génique de maniére a proposer une vision aussi
réunifiée que possible. L’expression de RE, RP et HER2 permet de classer grossiérement les tumeurs

en type luminal (RE+), HER2 (HER2+) et basal (absence d’expression de RE, RP et HER2). On entend par
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« RE+ » ou « RP+ » un minimum de 1% de cellules avec un marquage nucléaire positif, en reconnaissant
qu’un marquage < 10% reste de signification équivoque®. Ces trois marqueurs IHC sont cependant
insuffisants et doivent étre complétés par plusieurs autres marqueurs qui peuvent étre utilisés en
routine!’. L’antigéne Ki67 est un marqueur nucléaire de prolifération cellulaire, aidant a la distinction

418,19 |’expression des cytokératines basales

luminal A et luminal B, le seuil étant fixé a environ 14%
(CK 5/6/14) ou luminales (CK 8/18) contribue aussi a une meilleure orientation vers un sous-type
moléculaire, ainsi que certains marqueurs membranaires (EGFR, ckit)!®. La correspondance entre sous-

type moléculaire et caractérisation immunohistochimique peut étre résumée dans la Table 2.

Sous-type moléculaire Marqueurs immunohistochimiques ‘
Luminal A RE+, RP+, Ki67<14%, expression de CK 8/18
Luminal B RE+, RP + ou -, Ki67>14%, expression de CK 8/18
HER2 enrichi RE et RP + ou -, expression/amplification de HER2

RE-/faible, RP-/faible, HER2-, expression de CK 5/6/14, EGFR, ckit,
Basal
p53

Table 2. Correspondance entre sous-type moléculaire et caractérisation immunohistochimique

Méme s’il est communément admis que cette correspondance est imparfaite!’ et que les signatures
d’expression rendent mieux compte des sous-types?’, les outils immunohistochimiques complétés par
I’analyse morphologique conventionnelle sont ceux utilisés quotidiennement pour I'attribution
diagnostique et la décision thérapeutique®>™ 2! (voir figure 2). Pour la facilité de lecture, nous
nommerons ultérieurement cancers « luminaux » les cancers exprimant au moins le RE, et n’exprimant
pas HER2. Nous ne discuterons pas le cas particulier des CS HER2+ qui co-expriment le RE et/ou le RP,
gue certains dénomment « luminal HER2 » compte tenu de leur histoire naturelle un peu différente

de celle des CS HER2+ RE/RP négatifs?2.

Les cancers luminaux représentent plus des deux tiers des carcinomes mammaires infiltrants. Nous
avons pu récemment établir lors d’une enquéte nationale portant sur 1433 patientes dont 1284 avec
une information anatomopathologique compléte que 76.2% présentaient un cancer luminal selon la
définition retenue pour le présent travail, soit RE+ HER2- 23, Extrapolés a la population francaise, ces
chiffres permettent d’évaluer a 35-40 000 le nombre de nouveaux cas de CS luminal chaque année en
France. La revue de 38 études évaluant les facteurs de risque spécifiques de chaque sous-type a permis
de mettre en évidence que la plupart des facteurs de risque connus de CS étaient en fait des facteurs
de risque de CS luminal A, c’est-a-dire typiquement RE+ RP+ et faiblement proliférant, et a un moindre

degré de CS triple négatif?*. Plus spécifiquement, les facteurs conduisant & une exposition
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oestrogénique endogene prolongée semblent associés au risque de cancer luminal A : ménarche
précoce, parité nulle ou tardive, ménopause tardive. L'approche épidémiologique, combinée a la
description moléculaire et anatomopathologique précédemment exposée, permet de rendre compte
du comportement différent des cancers luminaux A et B. Il est admis que les tumeurs luminales B ont

une moins bonne sensibilité aux traitements hormonaux, et une plus grande chimiosensibilité?>.

La description moléculaire des cancers du sein RE+ a été récemment complétée. La comparaison des
profils CGH a permis de montrer que les cancers RE+ RP+ et RE+ RP- présentaient des profils différents
pouvant contribuer 3 expliquer la différence d’hormonosensibilité?®. Les analyses par séquencage haut
débit et I’établissement de profils génomiques haute densité ont précisé le profil moléculaire des CS
luminaux A et B. Selon les données de I'International Cancer Genome Consortium, les CS présentent
en moyenne une mutation somatique par mégabase, ce qui est dix fois moins fréquent que ce qui est
observé par exemple dans les mélanomes, les cancers de vessie ou du poumon?’. Le profil de mutation
observé dans les CS permet d’identifier au moins trois grandes catégories : profil lié a I’age (donc
préférentiellement les CS luminaux), profil lié a une suractivité des cytidine désaminases de la famille
APOBEC, et profil BRCA. Ces profils sont préférentiellement associés a certains sous-types
intrinséques?. Ces données ont été confirmées par les analyses du TCGA (The Cancer Genome Atlas)
qui retrouvent également une fréquence de mutation a une mutation somatique par mégabase?. Les
CS ont pu étre arrangés en 5 « clusters » majeurs selon le gene majeur du profil mutationnel : CDH1,
GATA3, MAP3K1, PIK3CA, TP53, soient les génes classiquement associés aux cancers luminaux (voir
infra) ou de type basal (TP53). Les analyses du TCGA ont permis également d’ordonner les cancers en
deux grandes classes, dites M (mutation) ou C (copie)®. Les CS luminaux méme s’ils présentent des
altérations du nombre de copie des génes, appartiennent plus frégquemment que les cancers HER2+
ou de type basal a la classe M, avec des altérations plus fréquentes des voies FGFR, PIK3CA, CCND1.
Ainsi, les CS luminaux semblent présenter un profil de mutations plus fréquentes et plus spécifiques

que les autres formes de CS, avec un impact thérapeutique potentiel.

2. TRAITEMENTS ENDOCRINIENS : MODALITES

En 1896 puis en 1899, Sir George Beatson, chirurgien écossais de I’Armée Britannique, publie les
premiers cas de CS traités par |’ablation des ovaires (figure 7). Son intuition du role des ovaires dans la

carcinogenese mammaire sera confirmée par la découverte du RE alpha en 1958 par Jensen, puis par
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les données épidémiologiques résumées plus haut. L'influence des hormones sexuelles sur la

progression tumorale a été depuis amplement documentée3?.

FEs. 18, 1809.] THE ETIOLOGY OF CANCER, e Joouae 399

ON THE ETIOLOGY OF CANCER, WITH A NOTE

OF SOME EXPERIMENTS.

By GEORGE THOMAS BEATSON, B.A.CaNTAB., M.D.EDIN,

Surgeon to the Glasgow Cancer Hospital ; and Senior Assistant Surgeon,
Glasgow Western Infirmary.

IN May of 18%6 I brought before the Medico-Chirurgical
Society of Edinburgh some cases of inoperable carcinoma of
the mamma, which, for reasons fully given at the time, I had
treated by removal of the uterine appendages combined with
the administration of thyroid extract. Those who saw the
cases were satisfied that the progress of the carcinoma had
been affected in a way that was contrary to the general
experience of that disease. Since then the procedure I
advocated has been put to the test by others, and their
published cases go to confirm that the course of carcinoma in
the mamma is materially affected by odphorectomy and the
administration of thyroid extract. Such a condition of
matters is important from a therapeutic point of view, but it
is equally clear that such cases have a special interest,
as bearing on the etiology of carcinoma.

Sir George Beatson
1848 - 1933

Figure 7. Extrait de la publication de 1899 de George Beatson (The British Medical Journal).

Le réle fondamental du RE sous son isoforme a dans la carcinogenése mammaire est démontré, et
sera redétaillé plus bas. Son action principale est de stimuler la prolifération par I'induction de MYC et
de la cycline D1 (action canonique), et par 'activation de la voie MAPK-ERK (voie extra-génomique)3?
3, Le principe fondamental des traitements endocriniens, encore dénommés hormonothérapie (HT)
est de bloquer le fonctionnement du REa.. Cette action peut schématiquement s’envisager selon deux
voies : soit blocage direct du récepteur lui-méme grace a des agents ayant des propriétés antagonistes,

soit blocage de la synthése des cestrogenes (figure 8).
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Figure 8. Voie de synthese des cestrogenes. Les diverses modalités de traitement endocrinien sont
indiquées. D’apreés la Réf 25.

Dans les années 1970, le tamoxiféne, initialement molécule a visée contraceptive post-coitale, a été
introduit chez les patientes présentant un CS RE+ sur la base de données précliniques. L’efficacité de
son métabolite le 4-OH tamoxiféne, a été démontrée, et le tamoxifeéne a bouleversé la prise en charge
de ces patientes et a posteriori représenté le premier exemple de succes majeur d’une thérapie
ciblée®*, La structuration concomitante des groupes de recherche et des essais cliniques prospectifs a
permis dans les décennies suivantes de formaliser les recommandations thérapeutiques actuellement

en vigueur et synthétisées ci-dessous.

FEMME NON MENOPAUSEE

Le niveau d’activité des ovaires avant la ménopause rend illusoire I'utilisation des inhibiteurs de

|’aromatase en monothérapie. Deux modalités peuvent étre utilisées :

- le sevrage oestrogénique (suppression de la fonction ovarienne, SFO)
o par suppression des ovaires, de maniére chirurgicale ou radique

o parinhibition centrale de la stimulation ovarienne par des agonistes de la LH-RH
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- le blocage du RE
o la seule molécule validée dans cette indication est le tamoxiféne, antagoniste partiel

du RE

Ces modalités peuvent se combiner selon les indications.

FEMME MENOPAUSEE

Les principes pharmacodynamiques sont identiques a ceux utilisés chez la patiente non ménopausée,

mais les modalités varient :

- le sevrage oestrogénique
o se fait grace aux inhibiteurs de I'aromatase (IA), qui permettent d’effondrer le taux
d’cestradiol (E2) circulant.
- Leblocage du RE
o Letamoxifene reste une option thérapeutique valide
o Le fulvestrant est un composé stéroidien qui possede des propriétés antagonistes

pures, notamment en entrainant la dégradation du REa apreés s’y étre lié.
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3. TRAITEMENTS ENDOCRINIENS : RESULTATS ET INFERENCE BIOLOGIQUE

Les traitements endocriniens peuvent étre indiqués a toutes les phases du CS. On distingue
schématiquement les indications a la phase précoce des indications a la phase avancée. Ces indications
sont en partie précisées au sein des référentiels thérapeutiques et des recommandations

internationales.

PHASE PRECOCE

On considere deux indications cliniques distinctes.

EN SITUATION ADJUVANTE, APRES LES TRAITEMENTS LOCOREGIONAUX

La situation adjuvante a été étudiée depuis plus de 40 ans sur des dizaines de milliers de patientes, et

3,4,21

des recommandations solides ont pu étre établies qui peuvent se résumer comme suit, pour les

tumeurs RE+ et de taille>1 cm :

- Patiente non ménopausée : tamoxiféene pendant 5 ans. Se discute au cas par cas en fonction
de I'age, de la gravité et de la tolérance I'ajout d’'une SFO.

- Patiente ménopausée : IA pendant 5 ans. Une permutation vers le tamoxiféne est possible au-
dela de 2-3 ans en fonction de la tolérance.

- Laprolongation au-dela de 5 ans est admise voire recommandée selon des modalités a discuter

au cas par cas.
Le long recul des études d’HT adjuvante a généré deux enseignements majeurs :

- Il n’y a pas de plateau de survie spécifique (mortalité par CS) a long terme, que ce soit avant
ou apres la ménopause (figure 9).

- Le bénéfice apporté par les IA reste mineur a long terme® (figure 10)

- La combinaison blocage oestrogénique (tamoxiféne) et déprivation oestrogénique

(anastrozole) n’apporte pas de bénéfice®
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Figure 9. Mortalité par cancer du sein a long terme, en fonction de I’age au diagnostic et de la prise de
tamoxiféne3.
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Figure 10. Mortalité comparée par cancer du sein : tamoxiféne vs IA pendant 5 ans. A: a8 ans®’. B : a
10 ans®.

Ces observations cliniques, confirmées a de multiples reprises3*!

et renforcées par les observations
de la phase pré-opératoire/néoadjuvante (voir infra), ont permis de conceptualiser I'idée de dormance
métastatique®> ** (qui ne sera pas discutée ici), ainsi que la notion de résistance aux traitements
endocriniens et de s’interroger sur I’existence de mécanismes de résistance potentiellement globaux**

dont I’étude est le sujet du présent travail. Les études translationnelles menées a partir des grands
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essais d'HT adjuvante ont tenté d’isoler les caractéristiques biologiques associées au bénéfice du

traitement, et ont permis de mettre en évidence quatre grandes tendances :

- Le niveau d’expression du RE est le facteur prédictif clé. Le dosage quantitatif du RE obtenu
dans les essais historiques ayant permis les méta-analyses de 'EBCTCG ont clairement défini un seuil
a 10 fmol/mg de protéines, traduit en un score immunohistochimique d’Allred a 2 (table 3), comme
nécessaire a un bénéfice de I’HT adjuvante®. Il n’a pas été possible de différencier le bénéfice du
tamoxiféne ou des IA selon le niveau d’expression du RE*®. Il persiste néanmoins une incertitude pour
les patientes avec expression du RE entre 1 et 10% des cellules. Ces tumeurs ont un comportement
clinique de tumeurs RE négatives®, et le profil d’expression se rapproche pour la plupart d’un profil RE
négatif voire de type basal*®. De maniére intéressante, il a été montré a la phase avancée que le niveau
d’expression du RE (sur la tumeur primitive) était corrélée a I'efficacité du létrozole®.

- L’expression du RP n’a pas de valeur prédictive mais uniquement pronostique3®.

- LeKi67 est un facteur pronostique fort, mais non prédictif*°.

- Les signatures génomiques apportent une précision pronostique mais non prédictive®?.

Proportion de Intensité
cellules Score de marquage moyenne du Score d’intensité
marquées marquage
Aucune 0 Absence 0
<1/100 1 Faible 1
1/100-1/10 2 Intermédiaire 2
1/10-1/3 3 Forte 3
1/3-2/3 4
>2/3 5

Table 3. Score d’Allred. Le score additionne un score de marquage (proportion de cellules marquées)
et un score d’intensité d’'immunofixation.

La mise en évidence du risque de rechute tardive a entrainé la réalisation d’essais cliniques évaluant
I’adjonction de 5 années supplémentaires de traitement a 5 années de tamoxiféne. Ces essais sont
unanimement positifs avec un gain en survie globale modeste et tardif mais réel®* >3, Aucun facteur

prédictif de bénéfice a long terme n’a pu étre mis en évidence. Les signatures génomiques de deuxiéme

These Paul-Henri COTTU - 16 décembre 2015 Page 29



génération apportent la aussi uniguement une information supplémentaire sur le risque de rechute a

long terme®L. Il est frappant d’observer que malgré ce bénéfice, aucun plateau n’est obtenu.

EN SITUATION NEOADJUVANTE, TUMEUR EN PLACE.

Cette indication a été correctement évaluée uniquement chez la patiente ménopausée, et les
molécules utilisables sont soit le tamoxiféne, soit maintenant et de maniére consensuelle les
inhibiteurs de I'aromatase. La littérature reste assez modeste néanmoins, et on peut retenir les points

clés suivants®:

- Durée de 4 mois au moins, dans un but d’améliorer la conservation mammaire.

- Efficacité clinique modérément supérieure des IA sur le tamoxifene.

- Efficacité biologique des IA mesurée par la baisse de la prolifération (Ki67) supérieure a celle
du tamoxiféne.

- Réponse histologique identique a celle de la chimiothérapie cytotoxique conventionnelle, mais

avec un taux de réponse histologique compléte toujours inférieur a 10%.

Outre le faible gain en taux de conservation mammaire, I'intérét principal de I’approche néoadjuvante
est d'utiliser cette opportunité clinique, tumeur en place et non prétraitée, pour évaluer |'action
pharmacodynamique des agents anticancéreux, en utilisant des marqueurs intermédiaires biologiques
tels le Ki67>°. Compte tenu du faible taux de réponse histologique conventionnelle, plusieurs groupes
ont tenté de déterminer les biomarqueurs d’hormonosensibilité>® >, Le niveau d’expression du RE, la
co-expression du RP, la prolifération évaluée par le Ki67 et surtout leurs variations sous traitement
semblent étre les facteurs conventionnels les plus pertinents®® °% 5% || a ainsi été défini un score dit
« PEPI », post endocrine treatment preoperative index, fortement associé a la survie sous traitement

hormonal®’

. Ce modele a secondairement été utilisé pour évaluer les profils d’expression variant sous
traitement néoadjuvant par létrozole, et la corrélation de ces variations avec la réponse au

traitement® (figure 11).
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Figure 11. Schéma d’utilisation du modéle néoadjuvant (d’apres Réf 60).

Les données issues de ces études soulignent la complexité des mécanismes mis en ceuvre dans la
réponse au traitement endocrinien avec plus de 200 genes présentant des variations d’expression trés
significatives entre répondeurs et non répondeurs. L’analyse ontologique (GO) de ces génes renforce
cette impression de complexité en montrant la diversité des processus biologiques impliqués :
biosynthése ; communication cellulaire ; transduction du signal ; traduction; etc, ainsi que des
fonctions moléculaires : liaison aux acides nucléiques ; transduction ; constituants des ribosomes,
etc®. Ce concept de fenétre néoadjuvante, étendue a la période pré-chirurgicale, a été utilisé
notamment par les groupes britanniques pour compléter la description des profils d’expression
associés a la réponse ou I'absence de réponse a un traitement premier par IA. Il est ainsi fortement
suggéré que I'expression initiale, avant traitement, de modules immuns, confirmée par I'observation
de l'infiltration tumorale lymphocytaire, est prédictive d’une mauvaise réponse aux IA®L. Ces données
ont été confirmées et étendues, montrant que la dérégulation initiale de la réponse immune et de
I'apoptose, ainsi que I'absence de réduction de la prolifération cellulaire aprés 2 semaines de

traitement, étaient fortement associées a une mauvaise réponse aux I1A®2,

PHASE AVANCEE

La survie des cancers du sein avancés reste limitée, quel que soit le sous-type considéré, avec une
médiane entre 2 et 3 ans n’ayant pratiquement pas évolué depuis plus de 20 ans®% ®, Ces résultats

décevants démontrent avec force la capacité d’'un CS avancé a résister aux traitements médicaux

These Paul-Henri COTTU - 16 décembre 2015 Page 31



proposés, et ceci s’applique parfaitement aux cancers du sein de type luminal. Un grand nombre
d’essais thérapeutiques a été mené dans les cancers du sein luminaux avancés, mais nous focaliserons
I’analyse sur deux études récentes qui finiront de poser le cadre clinique dans lequel s’inscrit le présent

travail.

L’étude FACT a comparé chez plus de 500 patientes initialement sensibles aux IA la réintroduction d’un
IA, I’anastrozole, a la combinaison anastrozole-fulvestrant!?. On n’observe aucune différence en survie
sans progression avec une médiane de 10 mois, ni en survie globale avec une médiane de 37-38 mois

(figure 12). Ces données viennent conforter les résultats précédemment obtenus dans ce type de

population® 13,
Survie sans progression Survie Globale
104, 1.04e
= Anastrozole - — Anastrozole
094§ Anastrozole + fulvestrant 0.9 “--,* 2.135;&0}“mwgs(mm
0.8 \ 08 g,
0.74 0.7 \
0.6 ™, 0.64 - X .
05 \‘\ 05 a Figure 12.  Survie sans
0.4 ‘ 0.4 = . .
03] % 0.3 L—| progression et survie globale
0.24 0.2 . TTIe
01 “\_‘\.___., 011 (mois / probabilité) dans
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 0 T 1z 18 24 30 a3 4 4 sa| |"étude FACT®2,

Dans la population de patientes ayant développé une résistance a I’HT a |la phase avancée, I'ensemble
des études menées a mis en évidence une survie sans progression médiane de 3-4 mois, quelle que
soit la modalité d’HT utilisée. L'étude EFECT a comparé fulvestrant et exemestane (A stéroidien) chez
plus de 600 patientes ayant développé une résistance aux IA non stéroidiens. La survie sans
progression est de 3,7 mois, sans aucune différence entre les deux molécules, soulignant ainsi la gravité

et la fréquence du caractére résistant a I’'HT*?,

1.0 4=
0.94 Fulvestrant
0.8 == == Exemestane
0.7
0.6 1
0.5 --eeeemmmmnnnn A !
0.4- :
0.3 :
0.2 L
0.14 T

= : : ’ . . " r Figure 13. Survie sans progression (jours /
0 100 200 300 400 500 600 700 80| ,popabilité) dans I'étude EFECT?.
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Partie | : résumé

e Les cancers du sein luminaux sont les plus fréquents et leur épidémiologie évoque le rdle de
I’exposition oestrogénique

e Les traitements endocriniens induisent un bénéfice clinique majeur a tous les stades mais les
rechutes sont fréquentes a la phase précoce et les progressions sous traitement sont constantes
a la phase avancée

e L’expression du REa est |le seul parametre biologique conventionnel prédictif validé

e Laprolifération et les signatures génomiques n’ont qu’une valeur pronostique

e |l n'est pas possible de mettre en évidence des profils différents de résistance en fonction des
classes médicamenteuses

e Le modéle néoadjuvant/préopératoire est potentiellement source d’informations sur

I’lhormonosensibilité
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Il. RESISTANCE A L'HORMONOTHERAPIE

L’expérience clinique acquise avec les traitements endocriniens a la phase précoce comme a la phase
avancée du CS luminal a mis en évidence le caractére trés fréquent de la résistance a ces traitements.
Il n"existe aucune définition précise de la « résistance » a I’hormonothérapie. La table 4 illustre les

concepts de résistance « primaire » (ou de novo) et de résistance « secondaire » (ou acquise).

Résistance primaire (de novo) Résistance secondaire (acquise)

1% ligne | Rechute dans les 2 premiéres années | Rechute

du traitement adjuvant - aprés au moins 2 ans de traitement
adjuvant

- ouamoins de 12 mois apreés la fin de

I’hormonothérapie adjuvante

2®me ligne | Progression sous HT et dans les 6 | Progression sous HT et aprés les 6 premiers
premiers mois de traitement de 1°®  mois de traitement de 1% ligne pour maladie

ligne pour maladie avancée avancée

Table 4. Définition clinique de la résistance a ’lhormonothérapie.

Ces définitions font I'objet d’accord d’experts® et n’ont pas réellement été étayées par des études
prospectives. Il convient néanmoins d’observer qu’elles ont une valeur opérationnelle et que les

résultats des essais cliniques récents d’HT a la phase avancée sont en ligne avec ces définitions!% 12,

Nous avons vu en partie | la pauvreté des données biologiques associées a I’lhormonorésistance issues
des principales études cliniques. La place du RE apparait néanmoins centrale. De multiples travaux
précliniques in vivo et in vitro ont exploré I'hormonorésistance. Nous avons synthétisé I'état des
connaissances a l'initiation de ce travail dans un article de revue paru dans le Bulletin du Cancer (article

1), et dont nous complétons et résumons ici les grandes lignes.
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1. LE RECEPTEUR AUX (ESTROGENES

BIOLOGIE DU RECEPTEUR AUX OESTROGENES

Au-dela du niveau d’expression du RE qui a été discuté plus haut, sa fonctionnalité est un élément

critique de la sensibilité a I’action des HT.

Le RE existe sous deux isoformes, REa. et REP. Le REa est la forme majoritairement exprimée dans les
cellules mammaires et couramment analysée en routine. Le RE a été mis en évidence plus
récemment3?, |l s’agit de deux protéines distinctes correspondant a la traduction de deux génes
distincts portés respectivement par les chromosomes 6 et 14. Les deux formes possédent 6 régions

structurelles et contiennent des domaines fonctionnels trés homologues®? (figure 14).

AF1 DBD LBD and AF2
[ A/B C | D | E/F ‘ REw-66 (sauvage)
184 263 302 595
20% 96% 30% 53%
— - | rept e
149 214 248 530

Figure 14. Domaines structurels et fonctionnels de REa et REB. Les régions A/B contiennent un
domaine de transactivation AF1 indépendant du ligand, et un domaine de liaison des co-régulateurs
(voir infra). La région C contient le domaine de liaison a I’ADN (DNA binding domain, DBD), requis pour
la liaison aux sites spécifiques du RE sur I’ADN (estrogen responsive elements, ERE). La région D contient
le domaine charniére (hinge), le signal de localisation nucléaire et une partie du domaine d’activation
dépendant du ligand. Les régions E/F contiennent le domaine de liaison du ligand (ligand binding
domain, LBD) et un domaine de transactivation AF2 dépendant du ligand. Les pourcentages
d’homologie entre REa et REP sont indiqués.

Deux types de mécanismes d’action sont actuellement reconnus pour les RE (figure 15).

1. Le mécanisme classique implique la ligation des ocestrogénes, entrainant changement
conformationnel spécifique du ligand, homo-dimérisation et liaison aux ERE (estrogen
responsive elements, sites de liaison du RE a I’ADN). Cette liaison s’accompagne du
recrutement de corégulateurs positifs ou négatifs permettant le remodelage de la chromatine
et la transcription. Le RE peut également interagir avec d’autres facteurs de transcription tels

AP1, RUNX1, NFkB, etc, et se lier a des ERE incomplets.

These Paul-Henri COTTU - 16 décembre 2015 Page 35



2. En/labsence de ligand, le RE peut interagir avec plusieurs voies de transduction du signal, par

le biais soit de sous-types du récepteur, soit de modifications post traductionnelles (voir infra).

L’analyse des variations du profil d’expression génique observées sous influence de I'exposition a I'E2
dans la lignée MCF-7 souligne I'effet positif sur la prolifération et la progression du cycle cellulaire, et
I’effet régulateur négatif sur les répresseurs transcriptionnels et les génes anti-prolifératifs et pro-
apoptotiques®. Il est admis que ces différents mécanismes, ainsi que les différentes formes de REa. et
REP entrainent des réponses transcriptomiques différentes. Certains genes représentent des cibles
canoniques. La synthése du RP est sous le controle des estrogénes, et son expression est
habituellement considérée comme un indicateur de la fonctionnalité du récepteur des estrogenes. Les
résultats cliniques obtenus en situation métastatique montrent que les patientes avec une tumeur
RE+/RP- répondent moins bien a un traitement hormonal que les patientes dont la tumeur est
RE+/RP+%%%7, Ces résultats ont été confirmés a la phase adjuvante®. Il a de plus été récemment suggéré
gue le RP agirait comme une véritable « rhéostat » de la fonctionnalité du REa., en contrélant sa liaison
a la chromatine et son activité transcriptionnelle®®. Cette notion sera développée plus bas. L’absence
ou la faible expression du RP contribuerait a une moins bonne efficacité des HT en rendant le RE moins

fonctionnel.

La surexpression de pS2/TFF1 (« Trefoil factor 1») dans les cancers du sein a été mise en évidence de
longue date®®. Cette expression est trés corrélée a I'expression des RE, et est un facteur de bon
pronostic et de bonne réponse au traitement hormonal dans les cancers mammaires primitifs et les
métastases’®. Il avait été montré que la transfection de TFF1 dans des modéles de xénogreffes de
cellules mammaires humaines augmentait la prolifération cellulaire et qu’a I'inverse son blocage par
des siRNA bloquait la prolifération cellulaire’. Le niveau d’expression de pS2/TFF1 peut ainsi étre

utilisé comme marqueur de la fonctionnalité du REa.
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Figure 15. Voies génomique et non-génomique de l'action du RE. CoA: coactivateur. CoR:
corépresseur. HAT : histone acétyl transférase. UL : ubiquitine ligase. TF : facteur de transcription

Le REa est la forme trés majoritairement exprimée dans les cancers du sein, dans les cellules canalaires,
lobulaires et stromales®2. Le REa. promeut la tumorigenése et la croissance tumorale. Sa forme variante
REa36 fréguemment exprimée est associée a la carcinogeneése et I'agressivité tumorale (voir infra).
L'expression de REJ est faible voire nulle dans les cancers du sein. L'expression de la protéine par
immunohistochimie et quantification des ARN messagers du RE(} a été largement étudiée ; cependant,
aucune corrélation claire n’a été observée entre I'expression de la protéine et des ARNs’? et aucun
consensus n'a été prospectivement établi permettant de proposer en routine la détermination du

statut du REP dans la prédiction de la réponse a I’lhormonothérapie’.

FORMES VARIANTES DU REa

Il existe plusieurs types de formes variantes du REc.. Des mutations d’ESR1 (géne codant pour le REa),

des variants d’épissage, ainsi que de multiples modifications post traductionnelles, ont été décrites.

Les mutations du REa peuvent conduire a la synthése d’un récepteur non fonctionnel qui pourrait
rendre la tumeur résistante aux manipulations hormonales. De maniére synthétique, les points chauds

de mutations se concentrent principalement dans deux domaines clés de la protéine, le domaine hinge
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(charniere) qui est responsable de la modification conformationnelle du RE aprés ligation des agents
agonistes’, et le domaine de liaison des ligands (LBD, ligand binding domain)’. Ces mutations sont
extrémement rares au sein des tumeurs primitives touchant moins de 1 % des cas’® ”’. Elles ont
récemment été réévaluées dans les mécanismes de résistance possible aux HT : il a été montré que la
fréquence de mutations activatrices de ESR1 augmentait jusqu’a 15-20% dans les maladies avancées’®,
ce qui en fait un mécanisme de résistance potentielle et pourrait justifier des biopsies systématiques
de la maladie RE+ avancée. Des translocations impliquant ESR1 ont également été récemment

identifiées’s.

Un variant d’épissage conduisant a une forme tronquée, dite REa36, a été décrit’®. Ce transcrit est
initié par un promoteur contenu dans le premier intron, ce qui entraine la perte des domaines
d’activation de la transcription (AF1 et AF2), et surtout une localisation préférentielle sous la
membrane plasmique et dans le cytoplasme avec comme conséquence |'activation de voies de
signalisation a initiation sous-membranaire comme la voie MAPK/ERK, ce qui stimule la croissance
tumorale. D’'une maniére plus générale, il a été montré que I’activation oestrogénique peut se faire
directement par interaction avec le REa en position membranaire, en activant la voie des MAPKinases
et sans interaction avec les domaines spécifiques de reconnaissance des ERE. On évoque le réle de ces
récepteurs membranaires, appelés aussi MISS « membrane-initiated estradiol signalling », dans la

résistance au tamoxiféne®°.

Enfin, de multiples modifications post-traductionnelles du REa peuvent aussi influer sur sa
fonctionnalité. Ces modifications peuvent combiner phosphorylation, sumoylation, méthylation,
acétylation, palmitoylation, et ubiquitination’” 8, Ces événements modifient I’expression et la stabilité

du RE, ainsi que sa stabilité, sa localisation subcellulaire, et sa sensibilité aux traitements hormonaux.

La figure 16 résume ces principales modifications. Il est a noter que nombre de sites de mutations
concernent également des sites de modifications post-traductionnelles ou d’interaction avec les voies

de transduction du signal.
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Figure 16. Principaux points chauds de mutation et de modification post-traductionnelles d’ESR1
(d’aprés Réf 81). AF : activation function ; DBD : DNA binding domain ; LBD : ligand binding domain.

CO-REGULATEURS DES RECEPTEURS AUX (ESTROGENES.

Le REa remplit sa fonction de facteur de transcription en se dimérisant et en interagissant avec un
ensemble de protéines corégulatrices et d’autres facteurs de transcription. Ces interactions protéine-
protéine sont influencées par les modifications post-traductionnelles évoquées supra, aussi bien celles
du RE que celles des protéines partenaires. Plusieurs études ont montré que ces interactions pouvaient
étre associées a I'hormonorésistance®?. Le coactivateur le plus étudié est certainement AIB1 (aussi
dénommé NCOA3 ou SCR3). Sa surexpression et son hyperphosphorylation conduisent a une
transcription REa. dépendante constitutionnelle, qui confere une hormonorésistance in vitro et dans
des modéles de xénogreffes®3. Plusieurs revues cliniques rétrospectives sont venues confirmer cette
vraisemblable hormonorésistance attribuée a la surexpression d’AIB182. Ces corégulateurs sont
nombreux et ont une expression ubiquitaire ; ils régulent des récepteurs et facteurs de transcription
autres que le RE ou le RP, ce qui rend leur analyse en clinique difficile du fait de cette absence de

spécificité.

Cette notion de corégulateurs s’est récemment enrichie de celle, plus large, de « facteurs pionniers »
(pioneer factors). Ces facteurs sont des protéines ayant des fonctions transcriptionnelles majeures
dans le développement, et en biologie tumorale. Leur role principal est de s’associer a la chromatine

condensée et de moduler directement son accessibilité®*. Dans le CS, trois facteurs sont principalement
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impliqués dans la fonctionnalité transcriptionnelle normale du REa en garantissant son accés a la
chromatine : FOXA1, AP2y et PBX1. FOXA1 est requis pour pratiquement tous les événements de
liaison du RE a la chromatine au niveau des ERE et pour |'expression des genes sous contrble du RE.
Les facteurs AP2y et PBX1 sont requis pour 50-60% des sites ERE. D’autres familles comme les facteurs
TLE ou GATA semblent également jouer un rdle. En particulier GATA3 est impliqué dans la
différenciation dans des modéles de CS luminal®. L’expression de FOXA1 ou de GATA3 est associée a

un meilleur pronostic et une meilleure sensibilité a I’'HT® &7,

2. PHARMACOGENETIQUE

La notion que I'h6te peut influencer la réponse a I’hormonothérapie a été particulierement étudiée
ces dernieres années grace a l'identification des polymorphismes du cytochrome 2D6, qui peuvent
interférer avec I'efficacité et la tolérance du tamoxifeéne. Pendant longtemps, le 4-OH-tamoxifene a
été considéré comme le principal métabolite actif du tamoxiféne, ayant une affinité pour le RE plus de
100 fois supérieure a celle du tamoxiféne et inhibant la prolifération de cellules estrogéno-sensibles
(MCF-7) 30 a 100 fois plus que le tamoxiféne®. Cela a été changé par la description récente de
I’endoxifene (N-desmethyl 4-OH tamoxifene) dont I’affinité pour le RE est similaire a celle du 4-OH
tamoxiféne, mais dont la concentration plasmatique est supérieure a celle du tamoxiféene (en moyenne
10 fois). Cette concentration est particulierement variable d’une patiente a I'autre en fonction de
polymorphismes du géne codant pour I’enzyme qui métabolise le tamoxiféne en endoxiféne (CYP2D6)
et peut aller jusqu’a des concentrations 100 fois supérieures chez les patientes dites « métaboliseurs
ultrarapides» ayant plusieurs copies du géne CYP2D6%. A l'inverse, les patientes ayant le génotype
CYP2D6*4 et CYP2D6*5 sont des « métaboliseurs lents» ayant des niveaux d’endoxiféne circulants trés
bas, I'activité enzymatique étant nulle. Une grande variation est observée en fonction de l'origine
ethnique des patientes®. A ce jour, 71 variants du géne ont été décrits correspondant a des activités
fonctionnelles différentes de I'’enzyme. De nombreuses études rétrospectives ont confirmé

91-% alors que 2 études ne confirment

I'importance du génotype CYP2D6 dans la réponse au tamoxiféne
pas ces résultats® %7, || faut noter dans les études positives une plus large analyse des différents
variants du gene CYP2D6, incluant en particulier ceux entrainant une diminution de la fonction de

91,9395 Aux USA, la FDA en 2006 a ajouté une recommandation optionnelle pour la

I’'enzyme
prescription du tamoxifene (génotypage CYP2D6). En France, cela n’est pas encore utilisé en pratique

clinique et des études prospectives sont en cours évaluant la procédure la plus adaptée pour une
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meilleure identification des patientes susceptibles de bénéficier du tamoxifene (NCT01220076). Ainsi
il faut tenir compte des interactions médicamenteuses (par exemple, la paroxétine, antidépresseur
fréquemment prescrit pour diminuer les bouffées de chaleur et inhibiteur puissant du CYP2D6). Il
convient toutefois de noter que les polymorphismes du CYP2D6 n’ont en général pas été associés a
une perte de bénéfice du tamoxifene dans les principales études randomisées. Ces analyses sont
limitées par leur réalisation sur de petits sous-ensembles des patientes incluses®® %°. De plus il existe
des données contradictoires sur I'impact des polymorphismes du CYP2D6 sur la survie a long terme
sous hormonothérapie a la phase précocel®. L’ensemble de ces données ne permet pas actuellement
de délivrer une recommandation de routine quant a la caractérisation systématique des

polymorphismes.

Une analyse exploratoire rétrospective réalisée dans I'étude ATAC suggere également une interaction
pharmacogénétique dans I'activité des inhibiteurs de I'aromatase. Comme pour le tamoxifene, la
survenue de bouffées de chaleur ou d’'une symptomatologie articulaire est associée a une réduction
du risque de rechute de 15 et 35% respectivement, tandis que les patientes présentant des deux types
de symptomes ont une réduction du risque de 44% (p = 0.01) par apport aux patientes n’ayant pas de
retentissement systémique du traitement!?. Des polymorphismes génétiques du géne CYP19 codant

pour I'aromatase pourraient expliquer ces résultats'®?,

3. INTERVENANTS MOLECULAIRES INDIRECTS

INTERACTION AVEC LES RESEAUX DE SIGNALISATION (« CROSS TALK »)

Le dialogue entre RE et voies de signalisation des facteurs de croissance (cross talk) a été établi comme

mode de résistance possible aux traitements endocriniens, a partir de données cliniques suggérant
. . . . 7 . e \ s . 103 104 .

que la surexpression en particulier de la famille HER2/EGFR était associée a la résistance®,'%4, Il avait

105 et que I'expression

été montré que I'expression d’"HER2 est régulée négativement par les estrogénes
d’HER2 induit la phosphorylation des RE entrainant une prolifération cellulaire indépendante des
estrogénes!®, En effet, la signalisation par différents récepteurs de facteurs de croissance dont HER2,
induit une phosphorylation (donc une activation) de différents facteurs de la voie de signalisation de
RE dont le RE lui-méme. A titre d’exemple, la phosphorylation de la serine 305 du RE nucléaire

augmente la transcription de la cycline D1 dans les cancers du sein, et augmente la prolifération
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cellulaire!?’. Ce lien entre RE, HER2 et hormonosensibilité a également été validé au niveau
transcriptionnel et I’expression des corégulateurs PAX2 et AIB1 joue un réle clé : PAX2 stabilise le RE
en présence de tamoxiféne, ce qui permet de garder une hormonosensibilité ; en présence de AIB1
(voir supra), I'effet régulateur négatif du RE sur HER2 disparait et libére I’expression de HER2, alors
associée a I’lhormonorésistancel®. Ces données ont aussi été confirmées par des résultats cliniques
prospectifs. Le blocage combiné de la voie HER2 et voie des estrogénes a été testé dans deux études
randomisées. L'étude TANDEM a comparé chez 207 patientes HER2+/ER+ anastrozole et anastrozole-
trastuzumab'®. Méme si cette étude est dite « positive », au sens ou la survie sans progression (SSP)
est significativement allongée, elle est surtout spectaculaire par le trés médiocre résultat obtenu sous
anastrozole seul, avec une SSP limitée a 2,4 mois. Ces données ont été confirmées de maniere quasi
jumelle par I’étude EGF 30008 testant le |étrozole contre I'association létrozole et lapatinib, ciblant les
voies EGFR et HER2'%, et par I'étude CALGB 40302 ayant évalué |'association fulvestrant-lapatinib®!?.
De maniere plus générale, il a maintenant été amplement montré que I’'E2 pouvait exercer des effets
rapides via la signalisation cytoplasmique. Ce dialogue est bidirectionnel, les facteurs de croissance
pouvant aussi activer le RE par phosphorylation et entrainer une transcription RE dépendante mais

anormale et associée a la résistance®” 112,

Les principales voies de signalisation sont ainsi
potentiellement impliquées, telles la voie Ras/Raf/MAPK, la voie PIK3CA/AKT/mTOR (voir infra) et la

machinerie du cycle cellulaire (figure 17).

J_ EGFR/HER2
IGF1R
MISS MISS
Membrane j[
——==> ————
-E2 — e +===% (R
Fulvestrant Edy P , PIBK T Ras \
75 TKI
' - - Raf &
ER ¢ SRC Y it
AKT 4~ STI
S ) _ MAPK
N 7’ P
A ’ e
Sugt T
e }—sm
TAM mTOR
 — L =
Fulvestrant >
ER
Protein
-Cell growth
-Metastasis |
NISS l —MBENA_,  _Angiogenesis  /
YOROIRIOK. f
. i
Nucleus = =
CCR Molecular Pathways AC

Figure 17. « Crosstalks » entre voie du RE et voies des facteurs de croissance dans le CS luminal (d’aprés
Réf 80)
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Le ERRa (estrogen-related receptor o) est un récepteur nucléaire orphelin, et un marqueur de mauvais
pronostic'®3, Il transactive les génes hormono-dépendants indépendamment de REa.. Cependant, REa.
et ERRa. ont en commun certains genes cibles dont des genes dont le role dans la biologie des cancers
du sein estimportant tels que des génes localisés sur I’'amplicon HER2 ou GATA3!!3, AIB1, co-activateur
du REq, stimule directement I'activité transcriptionnelle d’ERRa dans les tumeurs RE négatives. Les
complexes ERRa/AIB1 peuvent contrbler les génes cestradiol-dépendants, indépendamment de
I’exposition hormonale!®. Dans des modeéles in vitro, il a pu étre montré que le blocage
pharmacologique d’EERa pouvait restaurer une sensibilité partielle au tamoxiféne, et EERa apparait

ainsi comme une cible potentielle pour traiter les maladies devenues résistantes!®,

La figure 18 et la table 5 issues de I'article 1 résument les principales voies de résistance a

I’'hormonothérapie.

Aromatase e

0 <1| Facteurs de croissance ‘

1 7y
CYP2D6 I

A\

Transeription

AF2 \

AF1
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HSP90

CYTOPLASME

Figure 18 : Mécanismes associés a I’hormonorésistance
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Mécanismes et voies moléculaires
Référence figure 18 Catégorie

impliqués

Faible expression

Variants mutés et/ou tronqués
translocation

1 RE alpha Méthylation, acétylation,

phosphorylation, sumoylation,
ubiquitination

Localisation sous membranaire

5 Co-régulateurs et facteurs AIBL, NCOAL, etc

pionniers FOXA1, PBX1, GATAS3, etc

HER2 (PAX2), EGFR

Récepteurs des Facteurs de

3 : IGF1R
croilssance
FGFR
MAPK/MEK/ERK
4 Signalisation cytoplasmique PI3K/ PTEN/ Akt / mTOR

SRC, BCAR1, BCAR3

5 Facteurs de transcription NFkB, AP1, myc
. CycD1, CycEl
6 Cycle cellulaire
P21, p27, RB
) Bcl2, BIK, BAD
7 Apoptose et survie
XBP1
8 Pharmacogénétique CYP2D6. CYP19

Table 5. Mécanismes associés a I’hormonorésistance. Les chiffres font référence a la figure 18.
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Résumé. La classification des cancers du sein s'est
considérablement précisée ces derniéres années grace,
en particulier, aux travaux réalisés a I'aide des outils
moléculaires de haut débit. Cela a permis en particulier
de mieux affiner des groupes de patients et tumeurs
présentant des pronostics distincts. Cependant, la
prise en charge des patientes devrait étre réellement
améliorée en développant nos capacités de prédiction
a I"échelon individuel de la réponse ou non-réponse
aux thérapeutiques. C'est particulierement vrai pour
la prédiction de la réponse a I’hormonothérapie pour
laquelle, pendant des décennies, la quantification des
récepteurs hormonaux a été le seul critere de prédic-
tion de la réponse au traitement. Actuellement, il est
admis que leur présence est nécessaire, mais non suf-
fisante pour prédire la réponse a un traitement hor-
monal. De nombreuses voies de résistance potentielle
sont actuellement décryptées, ce qui permet de mieux
mesurer I’hétérogénéité et la complexité des voies qui
vont étre activées en réponse a une pression de sélec-
tion induite par un traitement continu. Il reste a identi-
fier a I’échelon individuel quelles voies de résistance
vont étre, en priorité, activées en réponse au traitement
donné chez une patiente. A

Unstitut Curie, Département d'oncologie médicale, 26, rue d’Ulm, 75005 Paris, France

2Centre Bergonié, Département d'oncologie médicale, Bordeaux, France

Abstract. During the past decade, molecular
signatures allowed a better classification of breast
carcinoma and a better evaluation of their prog-
nosis. However, we still need predictive factors of
treatment and /or prognosis factors specific of
each patient. Regarding hormonal therapy, expres-
sion of hormone receptors is essential, but not suf-
ficient to accurately predict response to treatment
for all patients. To date, numerous data have iden-
tified different pathways of resistance to hormonal
treatment, associated with heterogeneity in res-
ponse to long term treatment. The challenge
remains to identify and to anticipate these changes
for each patient. A

Mots clés : cancers du sein, récepteur hormonal, RE, RP,
HER2, prolifération, signature moléculaire

Key words: breast cancer, hormone receptor, ER, PR, HER2,
proliferation, molecular signature

Introduction

La progression des cancers du sein est trés influencée
par l'activation de la signalisation intracellulaire
dépendant des récepteurs hormonaux, ainsi que des
récepteurs de facteurs de croissance. Les traitements
hormonaux ont été les premieres thérapeutiques
ciblées des cancers du sein, ciblant essentiellement le
récepteur aux cestrogenes (RE).

Bull Cancer vol. 97 ® N° 8 e aolit 2010
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Plus de deux tiers des cancers du sein sont dits hormono-
dépendants, ce qui signifie qu’ils présentent une
expression nucléaire significative des RE et/ou des
récepteurs a la progestérone (RP), associée a une pro-
babilité plus ou moins élevée de répondre a un traite-
ment hormonal bloquant la signalisation estrogénique.
Ces traitements ont pour objectif soit de bloquer de
fagon compétitive la fonction des RE (SERMs, selective
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Figure 1. Mécanismes associés a 'hormonorésistance (cf. tableau 2).

estrogen receptor modulators tels que le tamoxifene
ou SERDs, selective estrogen receptor downregulators
tel que le fulvestrant), soit de réduire le niveau des
cestrogenes circulants (inhibiteurs d’aromatase (IA)
ou suppression de la fonction ovarienne (SFO) chez
la femme non ménopausée).

Ces traitements ont, de longue date, montré leur effica-
cité a la fois en termes de survie sans rechute et de
survie globale. Jusque trés récemment, toutes les théra-
peutiques a visée endocrine étaient considérées
comme d'efficacité équivalente et le choix des traite-
ments étaient basés sur des criteres de tolérance. Cette
situation s’est trouvée modifiée dans les années 1990,
avec l'arrivée des IA qui se seront révélés chez les
patientes ménopausées légerement plus efficaces que
les traitements antérieurs, en situation métastatique
d’abord, puis depuis les années 2000, en phase adju-
vante [1-4]. Il apparait clairement dans la pratique
clinique qu’un traitement hormonal « de rattrapage »
peut étre actif en cas d’échec a une hormonothérapie
précédente, montrant une absence, au moins relative,
de résistance croisée entre ces différents traitements de
mécanisme d’action bien différent au niveau molécu-
laire. Une question essentielle reste la définition de la
stratégie de traitement a un échelon individuel en
tenant compte a la fois de I'efficacité probable, mais
aussi des effets secondaires indésirables des médica-

952

ments, qui seront différents d’une patiente a I'autre.
Les parametres biologiques associés a la sensibilité ou
a la résistance aux traitements hormonaux commen-
cent a étre bien décryptés, et les études cliniques pros-
pectives tentant de valider ces parametres en vue d’une
utilisation clinique se mettent en place (figure 1 et
tableau 2).

Un marqueur prédictif de réponse est un facteur qui est
associé a la réponse au traitement. Ces marqueurs sont
en régle analysés sur la tumeur primitive, avant tout
traitement. lls le sont rarement sur la maladie avancée,
alors qu’une discordance avec la tumeur primitive peut
parfois étre observée [5-8]. Nous passons ici en revue
ces différents éléments.

RE

A ce jour, les seuls facteurs prédictifs de réponse a
I’hormonothérapie ayant fait la preuve de niveau 1'
dans les cancers du sein sont les récepteurs hormo-
naux, RE et/ou RP. Plusieurs paramétres directement
liés aux récepteurs vont moduler cette réponse.

' Une preuve de niveau 1 est une validation non seulement dans
des études rétrospectives mais dans de méta-analyses et/ou des
études prospectives.
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Expression

L’expression du REa (classiquement dosé lors du diag-
nostic) et du RP est prédictive d’une probable réponse
a une hormonothérapie, quelle que soit la méthode
d’analyse utilisée. Cette expression a été le premier
parametre prédictif recommandé dans un cadre diag-
nostique et thérapeutique [9]. La méthode de référence
pour l'analyse de cette expression est, depuis les
années 2000, l'analyse par immunohistochimie [10].
Il a par ailleurs été montré une trés bonne corrélation
entre I'expression des ARNs messagers par QRT-PCR et
celle de la protéine a partir de tissu congelé [11]. Selon
les conclusions de la conférence de consensus du NCI
[12], la positivité des récepteurs hormonaux (RE et RP)
est définie par une expression nucléaire dans au moins
10 % du contingent invasif des cellules tumorales.
La tumeur est alors définie comme hormonodépen-
dante. Les patientes, dont les tumeurs du sein expri-
ment REa et/ou RP, ont une probabilité d’environ
70 % de répondre a une hormonothérapie alors que
les patientes dont la tumeur n’exprime ni RE ni RP
ont une probabilité de moins de 10 %. La probabilité
de réponse est plus élevée quand le profil phénotypique
de la tumeur est RE+/RP+ puis RE+/RP- [13, 14].
L’expression d'un ou des récepteurs est nécessaire,
mais non suffisante pour prédire une réponse a
I’'hormonothérapie, car environ 30 % des tumeurs RE+
sont hormonorésistantes d’emblée. Par rapport a la
publication initiale, le seuil optimal de positivité des
RE continue a étre discuté au niveau international par
rapport a la prédiction de la réponse a I"hormono-
thérapie [15, 16]. L’évaluation des récepteurs hormo-
naux par immunohistochimie est actuellement souvent
quantifiée en utilisant le score d’Allred qui combine le
pourcentage de cellules marquées ainsi que I'intensité
du marquage [10] (tableau 1).

Fonctionnalité

La synthése du RP est sous le contréle des cestrogenes,
et son expression est habituellement considérée
comme un indicateur de la fonctionnalité du récepteur
RE, méme si elle reste discutée par certains auteurs.
Les résultats cliniques montrent que les patientes avec
une tumeur RE+/RP- répondent moins bien a un traite-
ment hormonal que les patientes dont la tumeur est RE
+/RP+ [17-19]. Cette vision évolue actuellement.
Les mécanismes d’activation du RP sont similaires a
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Tableau 1. Score d’Allred : somme des deux scores (marquage +
intensité).

Proportion ~ Score Intensité Score
de cellules de marquage moyenne d'intensité
marquées du marquage
Aucune 0 Absence 0
< 1/100 1 Faible 1
1/100-1/10 2 Intermédiaire 2
1/10-1/3 3 Forte 3
1/3-2/3 4
>2/3 5
Tableau 2. Mécanismes associés a 'hormonorésistance.
Référence  Catégorie Mécanismes/voies
figure moléculaires
1 RE alpha Faible expression
Variants mutés
et/ou tronqués
Méthylation,
phosphorylation,
sumoylation
Localisation
sous-membranaire
2 Corégulateurs AIB1, NCOA1, PELP1,
CBP
3 Récepteurs des HER2 (PAX2), EGFR
facteurs de IGF1R
croissance FGFR
4 Signalisation MEK/ERK
cytoplasmique Akt / PTEN
SRC, BCAR1, BCAR3
5 Facteurs de NFkB, AP1, myc
transcription
6 Cycle cellulaire CycD1, CycEl
P21, p27, RB
7 Apoptose et survie  Bcl2, BIK, BAD
XBP1
8 Pharmacogénétique CYP2D6, CYP19

ceux du RE [20]. Comme le RE, il est un facteur de
transcription nucléaire, et peut réguler I'expression de
différents genes impliqués dans la prolifération, la sur-
vie cellulaire et la progression tumorale tels que la
cycline D1, Bcl2, le VEGF. De fagon intéressante, cer-
taines études ont suggéré que la négativité du RP dans
les tumeurs RE+ pourrait étre un marqueur d’hyper-
activité de la voie de signalisation des récepteurs de
facteurs de croissance, et non un marqueur de non-
fonctionnalité des REs [21, 22]. Cet aspect est déve-
loppé plus loin.
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La surexpression de pS2/TFF1 (trefoil factor 1) dans les
cancers du sein a été mise en évidence de longue date
[23]. Il est trés corrélé a I'expression des RE ainsi qu’un
facteur de bon pronostic et de bonne réponse au traite-
ment hormonal dans les cancers mammaires primitifs
et les métastases [24]. Plus récemment, il a été montré
que la transfection de TFF1 dans des modeles de xéno-
greffes de cellules mammaires humaines augmentait la
prolifération cellulaire et qu’a Iinverse son blocage par
des siRNA bloquait la prolifération cellulaire [25].
Cependant, son application en clinique est limitée
par sa spécificité non limitée aux cancers mammaires
mais aussi gastriques, coliques, prostatiques, bronchi-
ques et cancers médullaires de la thyroide.

Plusieurs auteurs ont mis en évidence des génes préfé-
rentiellement régulés par le tamoxiféne ou les cestro-
genes dans des modéles de lignées humaines de cellules
mammaires tumorales RE+ (GEMs pour gene expression
metasignatures) [26, 27]. lls trouvent une corrélation
entre |'élévation de I'expression de certains de ces
genes et la rechute de la maladie suggérant un intérét
dans la prédiction de la rechute ainsi que la résistance
au tamoxiféne, ce qui reste a démontrer en clinique.

RE : REax et REP

Le RE existe sous deux formes : le REa qui est couram-
ment analysé en routine et le REB plus récemment mis
en évidence [28]. Il s'agit de deux protéines distinctes
correspondant a la traduction de deux genes distincts
portés par les chromosomes 6 et 14. L’expression de la
protéine par immunohistochimie et quantification des
ARN messagers du REB a été largement étudiée ;
cependant, aucune corrélation claire n’a été observée
entre |'expression de la protéine et des ARNs [29] et
aucun consensus n'a été prospectivement établi per-
mettant de proposer en routine la détermination du sta-
tut du REB dans la prédiction de la réponse a I’hormo-
nothérapie [30]. L’analyse de I'expression du REp est
difficile en raison de sa faible expression dans le tissu
mammaire tumoral alors que son expression est plus
élevée dans le tissu normal. Il existe cing différentes
isoformes du REB et de nombreux anticorps différents
ont été rapportés dans la littérature, mais les résultats
des analyses comparatives ne sont pas superposables
[31-36]. Dans une série de 440 patientes, le role de
REB1, analysé en immunohistochimie, dans la prédic-
tion de réponse au tamoxiféne a été montré [30] alors
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qu’utilisant le méme anticorps, une autre équipe a
montré sur une série de 880 patientes I'absence de
capacité prédictive de REB1 [34]. Il faut noter que
I'analyse des ARNs du REB est plus reproductible
comme cela a été démontré, mais cette analyse néces-
site du matériel tumoral congelé [37, 38]. Ce marqueur
a une utilité potentielle dans les cancers du sein, mais
sa place reste encore a confirmer.

Récemment, dans une étude clinique incluant
239 patientes préménopausées ayant un cancer du
sein hormonodépendant, a été suggéré le role de la
phosphorylation de la serine 118 du domaine A/B
du REa dans la résistance au tamoxiféene [39].

Formes variantes du REa

Des mutations du REa ont été décrites ces dernieres
années, pouvant conduire a la synthése d’un récepteur
non fonctionnel qui pourrait rendre la tumeur résis-
tante aux manipulations hormonales. A titre d’exem-
ple, une substitution lysine-arginine en 303 (K303R)
du REa est reconnue comme associée a la résistance
au tamoxifene et a une hypersensibilité aux cestro-
genes [40]. La méme équipe a montré, dans un modele
de lignée humaine de cancer du sein hormonodépen-
dante (MCF-7), que cette mutation était également
associée a une résistance aux inhibiteurs de I’aroma-
tase [41]. De plus, dans ce modele, il est possible d’éta-
blir un lien direct entre cette résistance et |'activation
de la voie PI3K/Akt, puis d’inhiber cette voie, ce qui
restaure la sensibilité aux IA. Ces mutations sont
cependant considérées comme trés rares dans les
tumeurs RE+, touchant moins de 1 % des cas [42].
Plus récemment, le role pronostique (prédictif ?2) de
polymorphismes de ESRT (geéne codant pour le REa) a
été étudié dans une cohorte de 1 001 patientes faisant
partie de I'étude POSH [43], ainsi que 29 autres genes
d'intérét [44]. En analyse univariée, deux polymor-
phismes de ESR1 (rs3020410 et rs889312) sont signifi-
cativement associés a un moins bon pronostic chez les
patientes traitées par hormonothérapie adjuvante. Cet
impact pronostique n’est cependant pas retrouvé en
analyse multivariée.

Un variant d’épissage conduisant a une forme tron-
quée dite REa36 a été décrit [45]. Ce transcrit est initié
par un promoteur contenu dans le premier intron, et
differe de la forme compléte du RE (REa66) par la
perte des domaines d’activation de la transcription
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(AF1 et AF2), tout en gardant les domaines de liaison a
I’ADN et de dimérisation des récepteurs. Surtout,
REa36 se localise préférentiellement sous la membrane
plasmique et dans le cytoplasme, et entraine I'activa-
tion de voies de signalisation a départ membranaire
comme la voie MAPK/ERK ce qui stimule la croissance
tumorale. Dans deux cohortes de patientes traitées par
tamoxifene avec ou sans chimiothérapie, I'expression
de REa36 est significativement, et de maniére indépen-
dante en analyse multivariée, corrélée a une réduction
de la survie sans rechute et de la survie spécifique [46].
D’une manieére plus générale, il a été montré que I'acti-
vation estrogénique peut se faire directement par inter-
action avec le REa en position membranaire, en acti-
vant la voie des MAP-kinases et sans interaction avec
les domaines spécifiques de reconnaissance des élé-
ments de réponses des cestrogenes (ERE). On évoque
le role de ces récepteurs membranaires, appelés aussi
MISS membrane-initiated estradiol signalling, dans la
résistance au tamoxiféne.

Enfin, les modifications posttraductionnelles du REx
peuvent aussi influer sur la fonctionnalité du RE.
Ces modifications peuvent combiner phosphorylation,
sumoylation, méthylation [42]. La méthylation en
ARG260 par la PRMT1 (protein arginine methyltrans-
ferase 1) [47] est aussi associée a la fonction extranu-
cléaire du RE, en induisant son interaction avec la
PI3KCA et SRC et activant la voie Akt. Une hyper-
méthylation du RE a été décrite dans certains cancers du
sein, sans que sa signification pronostique/prédictive
soit encore établie [48].

Corégulateurs des RE. AIB1

Le REa remplit sa fonction de facteur de transcription
en se dimérisant et en interagissant avec un ensemble
de protéines corégulatrices et d’autres facteurs de
transcription. Ces interactions protéine-protéine sont
influencées par les modifications posttraductionnelles
évoquées supra, aussi bien celles du RE que celles des
protéines qui interagissent. Plusieurs études ont montré
que ces interactions pouvaient étre associées a I’hor-
monorésistance [49]. Le coactivateur le plus étudié
est certainement AIB1 (aussi dénommé NCOA3 ou
SCR3). Sa surexpression et son hyperphosphorylation
conduisent a une transcription REa dépendante consti-
tutionnelle, qui confére une hormonorésistance in vitro
et dans des modeles de xénogreffes [50]. Les méca-
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nismes par lesquels AIB1 confére cette hormonorésis-
tance sont cependant multiples et complexes, pouvant
associer majoration de I'effet agoniste du tamoxiféne,
induction des voies de signalisation des facteurs de
croissance notamment HER2 (voir infra) avec déséqui-
libre AIB1/PAX2 [51]. Plusieurs revues cliniques rétro-
spectives sont venues confirmer cette vraisemblable
hormonorésistance attribuée a la surexpression de
AIB1 [52], avec cependant une interrogation persis-
tante chez la femme non ménopausée [53]. De plus,
AIB1 aurait la faculté de recruter le récepteur relié a
REo (ERRa, voir infra) en stimulant son activité trans-
criptionnelle qui est trés proche de celle du REa, for-
mant ainsi un complexe AIB1/ERRa controlant les
genes régulés par l'estradiol de maniére hormono-
indépendante (Heck, CCR09). Ces données restent a
valider en clinique.

Ces corégulateurs sont nombreux et ont une expression
ubiquitaire ; ils régulent des récepteurs et facteurs de
transcription autres que le RE ou le RP, ce qui rend
leur analyse en clinique difficile du fait de cette
absence de spécificité.

Variations au cours de l'évolution tumorale
et sous-traitement

Une des voies d’analyse les plus importantes récem-
ment mise en évidence est la variation du niveau
d’expression de ERa au cours de I'évolution tumorale
et en fonction de la pression thérapeutique. Plusieurs
mécanismes ont été invoqués pour expliquer notam-
ment la perte d’expression du REa: perte d’hétéro-
zygotie du locus de ESR1, mutations de ESR1, méthyla-
tion du promoteur, modification du niveau d’activité
des facteurs de transcription régulant le promoteur de
ESR1, dégradation des mRNA, miRNA, épissage alter-
natif, dégradation du récepteur via le protéasome, et
down-regulation par les voies des facteurs de crois-
sance et des MAPK [54].

Il a notamment été possible, in vitro, en inhibant la voie
des MAPK, de restaurer une expression significative
d’un ERa fonctionnel [55]. De méme, il a été montré
in vitro que le trastuzumab, en inhibant la voie HER2,
pouvait restaurer une expression significative de ERa,
rendant les cellules alors sensibles a I"action du létro-
zole [56].

Des études cliniques sont venues confirmer I'impor-
tance de la variation de I'expression du REa. L'étude
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P024 a comparé I'effet du tamoxiféne et du létrozole
en situation néoadjuvante [57]. Un indice postopé-
ratoire (score PEPI), combinant taille tumorale, statut
ganglionnaire, Ki67 et expression de ERa est calculé
en fonction du score de chaque variable. Trois groupes
sont ainsi définis montrant une étroite corrélation de ce
score avec le pronostic a cing ans [58]. Cet indice a de
surcroit été validé grace a I'étude IMPACT comparant
anastrozole et tamoxiféne en situation préopératoire
[58]. Parallelement, il a pu étre montré que méme s'il
est globalement conservé, le statut du REa peut étre
différent entre tumeur primitive et métastase [8].

Intervenants moléculaires indirects
au niveau tumoral

Interaction avec les réseaux de signalisation :
les facteurs de croissance et leurs récepteurs
(cross talks)

HER2 est un récepteur de membranaire a activité
tyrosine-kinase intrinseque (c-erbB2/HER2/neu). Il est
anormalement amplifié dans environ 15-20 % des can-
cers du sein [59, 60]. Tenant compte de la relation
inverse existant entre |'expression des récepteurs hor-
monaux et de I'expression de HER2, il est admis que la
surexpression de HER2 est un marqueur de résistance a
I’hormonothérapie [61, 62]. La surexpression et
I’amplification d’"HER2 est associée a un grade élevé,
une expression moins fréquente (30-50 %) et plus
faible de RE et RP [63, 64]. Les liens entre les récep-
teurs hormonaux et HER2 sont actuellement bien
décrits : I'expression d’HER2 est régulée négativement
par les cestrogenes [65] et I'expression d’HER2 induit la
phosphorylation des RE entrainant une prolifération
cellulaire indépendante des cestrogénes [66]. En effet,
la signalisation par différents récepteurs de facteurs de
croissance, dont HER2, induit une phosphorylation
(donc une activation) de différents facteurs de la voie
de signalisation de RE, dont le RE lui-méme. A titre
d’exemple, la phosphorylation de la sérine 305 du RE
nucléaire augmente la transcription de la cycline D1
dans les cancers du sein, et augmente la prolifération
cellulaire [67]. De méme, la phosphorylation de la
serine 118 et de la sérine 167 du RE augmente son
activité transcriptionnelle [68, 69]. La phosphorylation
des RE et de ses protéines corégulatrices par la voie de
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signalisation des récepteurs de facteurs de croissance
(HER2, mais aussi EGFR et IGFR1) est aussi un élément
important dans la régulation de I'activité des REs [70].
En présence d’une augmentation de la signalisation de
ces voies de récepteurs de facteurs de croissance, ce
qui est relativement fréquent dans les cancers du sein,
cela peut contribuer a entrainer une résistance au trai-
tement hormonal.

En aval des récepteurs de facteurs de croissance, I'acti-
vation aberrante de la voie PI3K/Akt/mTor est fréquente
dans le cancer du sein, incluant les cancers du sein RE
positifs. In vitro, la privation estrogénique combinée a
Iinhibition de la sous-unité catalytique de PI3K a un
effet de type synergie létale [71].

ERRa

Il a été récemment montré que le ERRa (estrogen-
related receptor a) qui est un récepteur nucléaire
orphelin [72, 73] est un marqueur pronostique dans
les cancers du sein de mauvais pronostic clinicopatho-
logique. I transactive les genes hormonodépendants
indépendamment de REa. Cependant, ils ont en com-
mun certains génes cibles dont des genes dont le role
dans la biologie des cancers du sein est important tels
que des genes localisés sur I'amplicon HER2 ou
GATA3. AIB1, coactivateur du REa stimule directement
I"activité transcriptionnelle de ERRa dans les tumeurs REa
négatives. Les complexes ERRw/AIB1 peuvent controler
les genes estradiol-dépendants indépendamment.

MicroRNA

Les microRNA (miRNA) sont des RNA de petite taille
qui régulent physiologiquement I’expression des
genes, mais aussi dans un contexte pathologique tel
que le cancer. Un panel de miRNA a été mis en évi-
dence dans les cancers du sein n’exprimant pas des RE,
et différentiellement exprimés dans les cancers du sein
REa positifs et REa négatifs. Dans des modeles précli-
niques, il a été montré que miR-221 et miR-222 dimi-
nuaient 'expression des protéines REa et que les
modeles KO pour miR-221/222 restauraient partielle-
ment 'expression du REo. Les cellules deviennent
alors sensibles au tamoxiféne [74]. Une étude clinique
récente montre que miR-195 et let-7a sont détectables
a la fois dans la tumeur et dans le sang périphérique
des patientes présentant un cancer du sein, ce qui
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Tableau 3. Essais thérapeutiques de phase III randomisée en cours. Données extraites du site PDQ” du National Cancer Institute.

Les données européennes Eudract sont confidentielles.

laisse augurer des perspectives intéressantes non inva-
sives pour l’exploration clinique de ces marqueurs
dans un futur proche [75].

Données cliniques

Au-dela du modele expérimental cité plus haut
(cf. chapitre variant du RE) [56], plusieurs études clini-
ques ont maintenant évalué Iapport potentiel du blocage
des voies des facteurs de croissance. En monothérapie
apres échec des traitements hormonaux conventionnels,
le géfitinib (inhibiteur de la tyrosine-kinase de I'EGFR/
HERT1) est inefficace [76]. Le géfitinib a été associé a
I'anastrozole en situation néoadjuvante [77]. Aucun
effet biologique ni clinique n'a été observé.

Le blocage combiné de la voie HER2 et voie des cestro-
genes a été testé dans deux études randomisées.
L’étude TANDEM a comparé chez 207 patientes
HER2+/ER+ anastrozole et anastrozole-trastuzumab
[78]. Méme si cette étude est dite « positive », au sens
ou la PFS est significativement allongée, elle est surtout
spectaculaire par le trés médiocre résultat obtenu sous
anastrozole seul : PFS limitée a 2,4 mois ! Ces données
ont été confirmées de maniere quasi jumelle par
I’étude EGF 30008 testant létrozole versus létro-
zole + lapatinib, ciblant ainsi les voies HERT et HER2
[79]. Dans cette étude, il est confirmé que le ciblage de
HER2 reste la « pierre angulaire » du traitement de ce
sous-type de cancers du sein. L'analyse rétrospective
en sous-groupes de patientes HER2 négatives, en évo-
lution précoce, suggere dans cette situation un effet du
lapatinib. Au total, ces études prospectives, randomi-
sées, multicentriques, démontrent que les traitements
hormonaux sont intrinsequement peu efficaces chez
les patientes HER2+. Cela souligne avant tout le besoin
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Nom essai Type d’essai  N° PDQ Question posée/substance indication

BOLERO-2 Phase III NCT00863655 Exemestane + everolimus Echappement a anastrozole ou létrozole

LEANEX Phase III NCT00902954 Exemestane Echappement a anastrozole ou létrozole

STRIDE Phase III NCT00925548 BLP25 vaccin liposomal + Maladie avancée, premiére ligne
hormonothérapie

Tamoxiféne Phase III NCT00963209 Dose de tamoxiféne et génotype  Indication de tamoxiféne

citrate CYP2D6

Sans nom Phase III NCT00944918 Fulvestrant + placebo versus Echappement aux IA non stéroidiens
fulvestrant + anastrozole
versus exemestane

de documenter biologiquement la maladie métasta-
tique avant toute décision thérapeutique (tableau 3).
Un blocage en aval de la voie de signalisation des
récepteurs de facteurs de croissance par un inhibiteur
de mTor-everolimus [80] en situation néoadjuvante
semble majorer I'efficacité du létrozole au plan biolo-
gique (diminution du K167, diminution de phospho S6)
et clinique.

Prolifération

Son réle dans la réponse a I’hormonothérapie est plus
implicite que démontré. Si une prolifération élevée est
un facteur prédictif de réponse pathologique a une chi-
miothérapie néoadjuvante [81-83], la démonstration
d’une mauvaise réponse a I’'hormonothérapie dans le
cas d’une tumeur hautement proliférante ou d’une effi-
cacité différente du tamoxiféne versus les IA n’est pas
claire ou insuffisamment documentée. Cela est en par-
tie di aux différentes modalités d’analyse de la prolifé-
ration (analyse de la phase S, K167, index mitotique,
cyclines E et D1, thymidine-kinase et des difficultés
de seuillage en fonction du type d’anticorps utilisé),
et de I'absence actuelle de standardisation interna-
tionale des méthodes d’analyse.

En situation adjuvante un niveau élevé de I'expression
de KI67 est associé a un pronostic défavorable que cela
soit sous tamoxiféne, goséréline ou létrozole [84, 85].
L’analyse de I'étude ATAC utilisant le test Oncotype
Dx® et le Recurrent Score (RS) confirme la valeur pro-
nostique défavorable d’un RS élevé [86].

Dans un cadre néoadjuvant, plusieurs études concor-
dantes montrent que la diminution de la prolifération
(KI67) est un marqueur précoce de la réponse a
I’hormonothérapie [87-89].
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Signatures moléculaires

De maniére confirmatoire, au moins neuf signatures
génomiques ont confirmé la valeur pronostique péjo-
rative d’une prolifération [90]. Cette information est
surtout pertinente dans les tumeurs RE+ HER2— témoi-
gnant d’une vraisemblable résistance au moins relative
de ces tumeurs aux manipulations hormonales.

Les analyses génomiques de haut débit (transcriptome)
ont permis ces derniéres années une meilleure classifi-
cation des cancers du sein et en particulier des cancers
du sein dits « hormonodépendants » (RE+) en deux sous-
groupes, luminaux A et luminaux B. Ces deux sous-
groupes ont cependant des caractéristiques phénotypi-
ques différentes, ainsi que des pronostics et des réponses
au traitement différents : les cancers du sein luminaux
A ontles plus hauts niveaux d’expression des récepteurs
hormonaux ainsi que les proliférations les plus faibles.
Ills ont un meilleur pronostic et une bonne réponse aux
traitements hormonaux [91-93]. Les cancers du sein
luminaux B ont des taux de récepteurs hormonaux
plus faibles, ainsi que d’autres altérations moléculaires
telles que des mutations de la protéine p53, parfois
une surexpression de HER2, et en général un moins
bon pronostic et une moins bonne réponse au traitement
hormonal que les luminaux A [94].

Ces analyses ont aussi permis de mettre en évidence
des genes fortement liés au REo. Une premiere analyse
amis en évidence une série de 18 genes régulés par les
cestrogenes (entre autres RP, IGF-1R, BCI2) [95].

La signature « 21 genes » a été initialement développée
et décrite par Paik et al. [96] (Oncotype Dx, Genomic
Health, Redwood City, CA) comme une signature per-
mettant de prédire la rechute a dix ans chez des
patientes présentant un cancer du sein sans envahisse-
ment ganglionnaire, ayant des RE et traitées pendant
cinq ans par tamoxiféene. Cette signature comprend
16 genes cibles et cing genes de référence. Les génes
cibles sont classés en cinq groupes en fonction de leur
fonctionnalité : REa (REa, RP, BCI2, Scube2) HER2
(HER2, GRB?), prolifération (KI67, STK 15, survivine,
cycline B1 et MYBL2), invasion (stromélysine 3, cathe-
psine L2), autres (GSTM1, Bag1, CD68). Elle a initiale-
ment été évaluée rétrospectivement chez des patientes
incluses dans I’essai NSABP B-14 qui comparait tamo-
xiféne et surveillance.

Un algorithme a été défini par les auteurs a partir des
valeurs d’expression de ces différents genes auxquels
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un coefficient différent est attribué. Il leur permet de
définir un risque de rechute (RS, Recurrence Score)
bas (RS < 18), intermédiaire (RS entre 18-30) et un
risque de rechute élevé (RS > 30) [97]. La validation
externe de cette étude a ensuite été réalisée et publiée
par Habel et al. sur une étude rétrospective indépen-
dante [98]. Il s’agit d’une étude cas-témoins chez des
patientes dont la tumeur est sans envahissement gan-
glionnaire et ne recevant pas de chimiothérapie,
incluant 220 patientes décédées de leur cancer du
sein et 570 témoins appariés. La trés forte corrélation
entre le RS et le risque de déces a conforté le score de
risque et le test a été validé par le CLIA (under provi-
sion of the Clinical Laboratory Improvement Act of
1988-CLIA). A linverse, I'étude d’Esteva du MD
Anderson, sur 149 patientes ayant un cancer du sein
de stades | et lla sans envahissement ganglionnaire,
RH+ (69 %), HER2 (17 %) ne confirme pas la valeur
prédictive du test [99].

Le seul essai prospectif intitulé trial assigning individua-
lized options for treatment (RX) ou TAILORX, en cours
d’inclusions, a pour objectif principal de valider cette
signature dans la prédiction individuelle de la réponse
a la chimiothérapie, et non I’hormonothérapie [100].
Il n’y a pas effectivement de validation prospective de
la prédiction de I’'hormonothérapie réalisée ou prévue.
Une signature de 36 genes prédisant la rechute chez
les patientes traitées par tamoxifene a été récemment
publiée. Elle a été définie a partir d'une série de
138 patientes ayant eu un traitement adjuvant par
tamoxiféne. Elle permet de prédire 78 % des patientes
qui ont rechuté et 80 % des patientes sans rechute [101].
Le test développé par Ma et al., analyse le rapport
d’expression d’ARN de deux genes HOXB13/IL17BR.
Ces deux genes dérivent d’une analyse rétrospective
de microarrays réalisée sur des fragments congelés de
tumeur du sein de patientes traitées par tamoxiféne et
radiothérapie en situation adjuvante [102]. Cette signa-
ture a été récemment complétée avec des genes liés a
la prolifération [103].

Pharmacogénétique

La notion que I’hdte pouvait interférer dans la réponse
a I’hormonothérapie a été particulierement étudiée ces
derniéres années grace a l'identification des polymor-
phismes du cytochrome 2D6, qui peuvent interférer
avec |'efficacité et la tolérance du tamoxiféne. Pendant
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longtemps, le 4-OH-tamoxifene a été considéré
comme le principal métabolite actif du tamoxifene,
ayant une affinité pour le RE plus de 100 fois supéri-
eures a celle du tamoxiféne et inhibant la prolifération de
cellules estrogénosensibles (MCF-7) 30 a 100 fois plus
que le tamoxifene [104], jusqu’a la description récente
de I'endoxifene (N-desmethyl 4-OH tamoxifene) dont
I"affinité pour le RE est similaire a celle du 4-OH tamo-
xifene, mais dont la concentration plasmatique est
supérieure a celle du tamoxiféne (en moyenne dix
fois) mais particulierement variable d’une patiente a
I"autre en fonction de polymorphismes du gene codant
pour I'enzyme qui métabolise le tamoxifene en endo-
xifene (CYP2D6) et pouvant aller a des concentrations
100 fois supérieures chez les patientes dites « métabo-
liseurs ultrarapides » ayant plusieurs copies du gene
CYP2D6 [105, 106]. A l'inverse, les patientes ayant le
génotype CYP2D6*4 et CYP2D6*5 sont des « métabo-
liseurs lents » ayant des niveaux d’endoxiféne circu-
lants trés bas, I'activité enzymatique étant nulle. Une
grande variation est observée en fonction de |'origine
ethnique de la patiente [107]. A ce jour, environ
71 variants du gene ont été décrits correspondant a
des activités fonctionnelles différentes de I'enzyme.
De nombreuses études rétrospectives ont confirmé
I'importance du génotype CYP2D6 dans la réponse
au tamoxifene [108-112] alors que deux études ne
confirment pas ces résultats [113, 114]. Il faut noter
dans les études positives une plus large analyse des
différents variants du gene CYP2D6, incluant en parti-
culier ceux entrainant une diminution de la fonction de
I’enzyme [108-111]. Aux Etats-Unis, la FDA en 2006 a
ajouté une option pour la prescription du tamoxiféene
(génotypage CYP2D6). En France, cela n’est pas
encore utilisé en pratique clinique et des études pros-
pectives sont en cours pour évaluer la procédure la
plus adaptée pour une meilleure identification des
patientes susceptibles de bénéficier du tamoxifene en
particulier en tenant compte des interactions médica-
menteuses (par exemple, la paroxétine, antidépresseur
fréquemment prescrit pour diminuer les bouffées de
chaleur et inhibiteur trés puissant du CYP2D6).

Une analyse exploratoire rétrospective réalisée dans
I’étude ATAC suggere également une interaction phar-
macogénétique dans |'activité des inhibiteurs de I'aro-
matase. Comme pour le tamoxiféne, la survenue de
bouffées de chaleur ou d’une symptomatologie articu-
laire est associée a une réduction du risque de rechute
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de 15 et de 35 % respectivement, tandis que les
patientes présentant les deux types de symptomes ont
une réduction du risque de 44 % (p = 0,01) par apport
aux patientes n’ayant pas de retentissement systémique
du traitement [115]. Des polymorphismes génétiques
du gene CYP19 codant pour |'aromatase pourraient
expliquer ces résultats [116].

Méme si I'on connait le métabolisme des IA, il y a
encore tres peu de données concernant des altérations
pharmacogénétiques qui entraineraient des variations
dans lefficacité de ces médicaments [117]. Des études
prospectives et rétrospectives sont en cours notamment
en France.

Conclusions et perspectives

Récemment, M. Dowsett et son équipe ont proposé
une nouvelle évaluation de la résistance aux cestro-
genes des tumeurs du sein : le GIDE (global index of
dependence on estrogens). Cet index de signatures
moléculaires inclut des genes de prolifération, apoptose/
autophagie, quiescence cellulaire, angiogenese,
invasion, métastase, etc.) [118]. Cet index devrait étre
validé dans I’étude prospective préopératoire POETIC.
Les données pharmacogénétiques du tamoxifene sont
en cours d’évaluation dans le cadre d’un protocole
prospectif préopératoire frangais qui analyse en paral-
lele la pharmacocinétique du tamoxiféne et de ses
métabolites ainsi que les variants du CYP2D6 chez
les patientes traitées pendant cinq semaines par tamo-
xifene (PHRC AO 2008 FNCLCC). De nouvelles voies
de développement de molécules sonten cours avec des
NRAMs, molécules bloquant I'hélice 12 du RE,
bloquant les coactivateurs du RE [119] (tableau 3).

Ainsi, depuis des années, la connaissance des méca-
nismes de sensibilité et de résistance a I’hormono-
thérapie s'est élargie, et les outils d’analyses se sont
considérablement perfectionnés. Cependant, les seuls
marqueurs, utilisables en routine clinique, prédictifs
de réponse a I’hormonothérapie restent au niveau
international les RE et RP, et nous ne disposons en pra-
tique clinique d’aucun critére clinique, anatomopatho-
logique ou biologique qui permette de choisir entre
différents traitements endocrines qui ont pourtant des
mécanismes d’action tres différents. Cependant, lors
d’une résistance a I’hormonothérapie, dans la majorité
des tumeurs, I'expression des récepteurs persiste,
témoignant de la complexité du réseau de signalisation
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interagissant avec les récepteurs hormonaux. De multi-
ples essais tentent actuellement de mettre en pratique
ces données pour approcher d’une application plus
individualisée des traitements hormonaux des cancers
du sein tenant compte non seulement de la tumeur,
mais aussi de I'hote, en particulier dans sa capacité a
métaboliser ou non le médicament administré. ¥
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4. VOIE PI3K/AKT/MTOR DANS LES CANCERS DU SEIN LUMINAUX

LA VOIE PI3K / AKT / MTOR

La voie PI3K/Akt/mTOR est une voie de signalisation intracellulaire critique et impliquée dans de
multiples processus physiologiques tels la prolifération, la croissance et la survie cellulaires, et le

métabolisme notamment glucidique et énergétique!®® (figure 19).
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Figure 19. La voie PI3K/Akt/mTOR (D’aprés Réf 116)

Des altérations de cette voie sont impliquées dans de multiples processus pathologiques, dont des
maladies héréditaires comprenant certains cancers'?’ (figure 20). La mise en évidence du rdle
potentiellement clé de la voie PI3K/mTOR dans le cancer est venu de I'observation de syndromes
familiaux liés a des mutations de génes suppresseurs codant pour des protéines régulatrices négatives
(PTEN : syndrome de Cowden comportant des cancers du sein et de la thyroide ; LKB1/STK11 :
syndrome de Peutz Jeghers comportant des cancers colorectaux) (figure 20). Il a ensuite été montré
que des mutations activatrices d’oncogénes de la voie (PIK3CA, Akt) se trouvaient parmi les mutations
les plus fréquemment observées dans les cancers humains'618 Le lien entre altération de la voie
PI3K/mTOR et cancers du sein luminaux a été établi a partir de deux constats : la voie semble activée
en situation d’hormonorésistance, et les mutations de PIK3CA sont les mutations les plus

fréquemment retrouvés dans les cancers du sein luminaux’®
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Figure 20. Voie PI3K/mTOR et maladies associées aux anomalies de la voie (D’aprés Réf 117)

L'activation pathologique de la voie peut étre secondaire soit a la perte de fonction (mutation, perte
allélique) des protéines inhibitrices (PTEN ; INPP4B ; TSC1/2 ; LKB1), soit a I'activation spontanée en
général par mutations de protéines activatrices (PI3K ; Akt). L’activation de la sous unité catalytique de
la PI3K (PIK3CA) soit par mutation!!® 120, soit physiologique sous I'action de facteurs de croissance
éventuellement via des protéines adaptatrices telles IRS-1 ou directement par Ras, libére la sous-unité
régulatrice PI3KR1 et convertit le PIP2 (phosphatydil-inositol-3,5-biphosphate) en forme triphosphate
PIP3 qui induit la phosphorylation d’Akt sur la Thr308 via PDK1%°, Akt est le senseur central de la voie
qui oriente son effet selon le stimulus initial. Un des effets majeurs d’Akt est de bloquer la suppression
de mTOR par le complexe de la protéine de la sclérose tubéreuse (TSC1/2). La protéine mTOR
(mammalian target of rapamycin) appartient a une famille de sérine/thréonine kinases identifiées par
screening génétique de mutations de résistance a la rapamycine, antibiotique macrolide naturel, et est
la sous-unité catalytique de deux complexes dénommés mTOR complex 1 (mTORC1) et mTORC28, Les
protéines accessoires clés sont respectivement RAPTOR (regulatory associated protein) et RICTOR
(rapamycin insensitive companion) qui servent a stabiliser le complexe et permettent I’association aux
autres protéines!’. La rapamycine inhibe mTORC1, mais pas mTORC2, en se liant 8 FKBP12 qui dissocie
spécifiqguement RAPTOR de mTOR et S6, et bloque I'acces a ses substrats. Le complexe mTORC1 a deux
substrats majeurs impliqués dans la traduction, 4E-BP1 (factor 4E-binding protein 1) et la kinase p70S6.
La phosphorylation de 4E-BP1 le dissocie du complexe formé avec le facteur d’initiation de la
traduction elFAE (eukaryotic translation initiation factor 4E) et libére la traduction. La kinase p70S6 a
pour action principale de phosphoryler la riboprotéine S6 (RPS6) et de multiples facteurs eux aussi

impliqués dans la traduction et I’élongation (figure 21). Le complexe mTORC2 agit en amont de la voie
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(figure 19) et semble impliqué dans des processus tels le cycle cellulaire, 'anabolisme et la survie

cellulaire?’.
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Figure 21. Actions de mTORC1 sur la traduction (d’aprés Biocarta®)

ACTIVATION DE LA VOIE PI3K / MTOR DANS LES CANCERS DU SEIN LUMINAUX

La transformation maligne est classiquement vue depuis Hanahan et Weinberg?! comme la résultante
d’altérations de la physiologie cellulaire (autosuffisance en facteurs de croissance, résistance a
I'apoptose, potentiel réplicatif illimité, capacité d’invasion, métabolisme) et de I'environnement
tumoral (réponse immune, inflammation, angiogenése, métabolisme). L’activation aberrante de la
voie PI3K/mTOR et en particulier de mTORC1 peut contribuer de maniére majeure a la plupart de ces
mécanismes. Son réle dans la survie cellulaire y compris en cas d’exposition a une HT en fait un acteur
potentiellement majeur de la résistance aux traitements. Le RE peut étre impliqué dans les cross talks

avec la voie PI3K de maniere génomique et non génomique (figures 17-18).

De nombreux travaux menés essentiellement in vitro ont contribué a éclairer le lien entre voie PI3K et
résistance aux traitements endocriniens du CS. Le principal modéle utilisé a été celui de lignées

cellulaires et en particulier MCF-7 (lignée issue d’une pleurésie tumorale RE+), rendue résistante par
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déprivation oestrogénique prolongée, soit un modeéle assimilé a celui des inhibiteurs de I'aromatase
chez la femme ménopausée!??. Ces modeéles ont permis de montrer que les voies MAPK et PI3K/Akt
avaient la capacité de phosphoryler le RE de maniere indépendante de I'cestradiol, induisant une
transactivation ligand-indépendante!®® 123, De plus, les cellules résistantes au tamoxiféne expriment
des niveaux élevés d’Akt sous sa forme phosphorylée évoquant une activation de la voie, ainsi qu’une
relocalisation extranucléaire du RE. Ces modeles permettent aussi de montrer une association de ces
caractéristiques a I’'expression de HER2, dont I'inhibition permet de restaurer une localisation nucléaire
avec baisse du niveau de phosphorylation d’Akt?* 2% || a aussi été mis en évidence que des cellules
MCF7 exprimant Akt de maniéere constitutive avaient la capacité in vitro et in vivo de proliférer en

125,126 Dans tous ces modeles, I'inhibition

I'absence d’cestrogénes et résistaient au tamoxiféne
pharmacologique de la voie entraine un effet antitumoral, cependant par des mécanismes non

totalement élucidés.

MUTATIONS DE PIK3CA DANS LES CANCERS DU SEIN LUMINAUX

Les mutations de PIK3CA en particulier de I'exon 9 (E542 et E545 le plus souvent, domaine hélice) et
de I’exon 20 (H1047, domaine catalytique) ont été rapportées il y a plus de 10 ans!'* 1?7, Ces mutations
sont considérées comme activatrices de I'activité catalytique et donc de la voie PI3K/Akt/mTOR. Les
séries cliniques initiales ont confirmé I'existence de ces mutations de maniere nettement plus
fréquentes dans les tumeurs luminales (32-46%) que dans les autres sous-types de cancers du sein
(HER2 : 22% ; basal : 8%)'%. l’analyse en paralléle d’Akt1 (isoforme la plus fréquente) et de PTEN a
montré des fréquences de mutation dans les cancers luminaux bien plus faibles, respectivement de 0-

3% et 2-12%'%%. Les données les plus solides sont venues de I'analyse du TCGA’® qui a généré les

fréquences suivantes pour les génes de la voie PI3K (table 6) :

Luminal A Luminal B
N=225 N=126
PIK3CA 45% 29% 39% 9%
PIK3R1 0,4% 2% 4% 0
AKT1 4% 2% 2% 0
PTEN 4% 4% 2% 1%

Table 6 : Fréquence des mutations non silencieuses dans les cancers du sein primitifs, par sous-type.
Données du TCGA 2012.
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Ces résultats ont encore été confirmés par I'analyse issue d’études prospectives. Dans I'étude TEAM

129 une mutation PIK3CA est

ayant évalué I'apport de I'exemestane (lA stéroidien) a la phase adjuvante
retrouvée chez 40.4% des patientes, et AKT1 chez 3.2%. La valeur relative des mutations du domaine
hélice (liaison de la sous-unité régulatrice PIK3R1) et du domaine catalytique (domaine kinase) ont été
étudiées. De maniere intéressante, les deux principales lignées luminales utilisées contiennent
chacune une mutation de PIK3CA (MCF7 dans le domaine hélice, et T47D dans le domaine kinase) tout
en présentant chacune un phénotype luminal A, La différence fonctionnelle entre ces mutations
n’est pas totalement établie. Le caractére oncogénique de la mutation H1047R a été récemment
confirmé en montrant sa capacité a activer un programme génétique précoce de multipotentialité

vraisemblablement a 'origine de la future hétérogénéité intra tumorale3 132,

Sur le plan clinique, il semble que les mutations du domaine hélice sont plutot présentes chez les
patientes agées et/ou dans les tumeurs de moins bon pronostic, alors que celles du domaine
catalytique sont associées aux tumeurs sans envahissement ganglionnaire, et plus fréqguemment de
type lobulaire3® 133134 | es données issues de I’étude TEAM ont confirmé cette valeur pronostique
favorable d’une mutation PIK3CA, mais avec une valeur inverse quant au type de mutation, les
mutations du domaine hélice étant plus favorables'?. Retenons que cette valeur pronostique s’effacait

en analyse multivariée, et qu’aucune valeur prédictive n’a pu étre mise en évidence.

Partie Il : résumé

. La résistance a I’hormonothérapie se définit selon des criteres cliniques

. Les mécanismes de résistance a I’hormonothérapie sont complexes et non univoques

. Le RE joue un réle central

) Les « cross talks » entre voies du RE et autres voies de signalisation dont la voie PI3K/mTOR

sont impliqués dans la résistance
. Les mutations de PIK3CA ont une valeur pronostique favorable

. Les modeles précliniques reposent essentiellement sur la lignée MCF7
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I1l. OBJECTIFS DU TRAVAIL DE DOCTORAT

Nous avons exposé dans les Parties | et Il I'enjeu que représente I’étude des mécanismes de résistance
al’hormonothérapie dans les cancers du sein luminaux. Ces sont les cancers du sein les plus fréquents,
et méme si les traitements endocriniens induisent un bénéfice clinique majeur a tous les stades, les
rechutes et progressions sous traitement sont fréquentes, voire quasi constantes a la phase avancée.
Sur la base des données cliniques et anatomopathologiques conventionnelles, le seul critere
solidement associé alaréponse aI’'HT est I’expression du REq, les autres parameétres étant uniquement
pronostiques. Nous avons vu aussi que le modéle néoadjuvant/préopératoire pouvait et devait servir

d’outil d’évaluation prospective et rapide de nouveaux criteres biologiques.

Parallelement, et méme s’ils ont permis des avancées théoriques majeures telles la description des
cross talks et de la voie PI3K/mTOR, les modeles précliniques restent limités. La plupart sont des
modeles cellulaires, éventuellement utilisés sous formes de xénogreffes murines, dérivées des lignées
luminales de référence MCF7 et T47D*%. Il nous est apparu important de pouvoir mettre en place des
modeles tumoraux qui soient les plus récents et les plus proches possibles des tumeurs étudiées. Le
Laboratoire d’Investigation Préclinique (LIP) du Département de Recherche Translationnelle a
développé une technique originale de xénogreffes sur souris nude de tumeurs fraiches, dites PDX
(patient derived xenograft), utilisée et validée dans de multiples modéles tumoraux, mais trés rares

dans les cancers du sein luminaux.

Les objectifs poursuivis étaient les suivants :

- Développer et valider des modeles de PDX de cancers du sein luminaux

- Développer et valider des modéles de PDX hormonorésistants

- Utiliser ces modeles pour contribuer a la description biologique de I’'hormonorésistance

- Utiliser ces modeles pour évaluer la réponse in vivo et biologique a des inhibiteurs de la voie
PI3K

- ldentifier les futures voies de recherche

L'ensemble des travaux présentés ont été menés en étroite collaboration avec I'équipe du LIP et

I’encadrement d’Elisabetta Marangoni (PhD).
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IV. DEVELOPPEMENT ET VALIDATION DES PDX LUMINALES

1. LE LABORATOIRE D’ACCUEIL ET LES PDX

Le Laboratoire d’Investigation Préclinique du Département de Recherche Translationnelle de I'Institut
Curie, fondé il y a plus de 15 ans par le Dr Marie-France Poupon et actuellement dirigé par le Dr Didier
Decaudin, a été pionnier dans le développement et la diffusion de la technique des patient-derived
xenografts (PDX). Cette technique s’est rapidement répandue dans les principaux laboratoires de
recherche, en particulier depuis quelques années avec plus de 1000 articles publiés depuis 3 ans. Ces
modeles sont utilisés de maniére croissante dans I'évaluation préclinique des agents anti-cancéreux,

et comme outils de modélisation biologique de la réponse et de la résistance aux traitements.

En complément des modéles tres utilisés de xénogreffes développés a partir de lignées cellulaires et
permettant d’explorer la résistance acquise a ’lhormonothérapie®3®, plusieurs groupes ont en effet
contribué au développement des PDX depuis la publication princeps du LIP'¥. || est immédiatement
apparu que les cancers du sein luminaux étaient sous représentés avec un taux de prise de 4%, versus
37% pour les cancers RE négatifs. Des difficultés similaires ont été rencontrées par d’autres groupes
pour la greffe de tumeurs primitives luminales, quelle que soit la souche de souris utilisée31%, Leg
diverses approches développées par le laboratoire pour tenter d’améliorer ce taux de prise se sont
révélées infructueuses (données non publiées). La prise de greffe semble plus facile a partir de
fragments tumoraux métastatiques®® *1, mais cette approche ne correspondait pas a notre objectif
qui était de disposer de modeles les plus proches possible des tumeurs primitives, et non modifiés par
des traitements préalables ni par d’éventuelles manipulations initiales (dissociation, humanisation
stromale, matrigel, etc). Cette approche permet aussi de modéliser I'approche clinique néoadjuvante
dont on a vu qu’elle était porteuse d’enseignements. Il est reconnu que ces modeles permettent de
maintenir les caractéristiques biologiques des tumeurs d’origine, notamment I'architecture tumorale
y compris I'organisation stromale, le profil génétique y compris mutationnel, ainsi que le profil

d’expression, le potentiel métastatique et la réponse aux traitements!39 140, 142-146

Dans ce contexte, et compte tenu de la nécessité de développer de nouveaux modeles de CS luminal
pour mieux explorer la résistance a I’hormonothérapie, nous avons poursuivi et amplifié le

développement et la validation des modeles PDX de CS luminal.
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2. MATERIELS ET METHODES

ETABLISSEMENT DES XENOGREFFES* NOTE2

Les fragments de tumeur fraiche ont été prélevés au décours immédiat de la procédure opératoire.
Seules ont été greffées des tumeurs initiales, opérables, et n’ayant jamais été exposées a un traitement
préalable. Des sections de 2 x 2 a 3 x 3 mm ont été greffées sous anesthésie générale (ketamine, 80
mg/kg and xylazine 10 mg/kg, par voie intrapéritonéale) et contrdle vétérinaire selon les
recommandations ARRIVE (ANIMAL RESEARCH: REPORTING IN VIVO EXPERIMENTS). Les fragments
tumoraux étaient glissés délicatement dans le coussinet graisseux interscapulaire de souris Swiss nude
femelles (Charles River Laboratories, 69592, L’Arbresle Cedex, France; souche Crl:NU(lco)-Foxnlnu)
agées de 8 a 12 semaines (environ 25 g). La peau était fermée par des agrafes. Les souris ont été
élevées par cages (cage polycarbonate autoclavées, Tecniplast, Buguggiate, Italie) de 5-6 souris dans
un environnement EOPS (exempt d'organisme pathogene spécifique, Directive Européenne
86/609/EEC) contrblé pour la température (20-22°C) et la lumiére (rythme jour/nuit de 12h). Elles
étaient nourries de croquettes référencées (4RF25, Mucedola, Milan, Italy), et exposées a |'cestradiol
dans I'eau de boisson (E2, Sigma-Aldrich®, Saint-Quentin Fallavier, France) a la concentration de 8

pg/mL jusqu’a confirmation de la prise de greffe, définie par la réalisation de 3 passages in vivo

successifs (figure 22). Le suivi tumoral était réalisé une fois par semaine.

15 min Jusqu’a 1an

Tumeur
primitive

3
qu

Premiére greffe
Coussinet interscapulaire

o 9

Passages
successifs

Sous E,

Figure 22. Etablissement des PDX

2 Seront indiquées par un astérisque dans le titre des chapitres des différentes parties les expériences
gue j'ai menées ou supervisées personnellement. Par défaut, les travaux ont été menés en
collaboration.
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Le premier passage se faisait apres une période dite de latence, pouvant durer 6 a 12 mois pour les
tumeurs luminales. Une fois atteinte une taille d’environ 2 500 mm?(12-15 mm de grand axe), ou plus
tot selon des considérations éthiques (altération de I'état général, infection, ulcération tumorale), la
souris était sacrifiée par dislocation cervicale, la tumeur retirée et fragmentée en sections de 2-3 mm
(figure 23). Les sections étaient soit regreffées pour un passage n+1 (mémes conditions de greffe que
précédemment), soit fixées en formaline pour analyse anatomopathologique ultérieure, soit congelées
immédiatement dans de I'azote liquide puis conservées a -80°C. Les modeéles obtenus ont été

dénommeées HBCx- (Human Breast Cancer xenograft) et numérotés de maniére incrémentale.

Figure 23. Tumeur au moment du sacrifice et fragments tumoraux avant réimplantation

VALIDATION ANATOMOPATHOLOGIQUE

La validation anatomopathologique était réalisée par analyse comparative et centralisée de la tumeur
primitive donneuse et de la xénogreffe obtenue au passage 3. Une analyse conventionnelle était

menée, associant :

- Description morphologique et architecturale par coloration a I’hématoxyline-éosine
- Evaluation de la prolifération (compte mitotique) et du stroma tumoral
- Etude immunohistochimique : RE, RP, HER2 (références et dilutions respectives : 6F11,

Novocastra®, 1/50; 1A6, Novocastra®, 1/200; CB11, Novocastra®, 1/800).

VALIDATION BIOLOGIQUE

Ces premiéres séries d’analyses avaient pour objectif de vérifier la stabilité du profil génétique
apprécié par CGHarray et de |'expression de genes clés entre tumeur donneuse et PDX au passage 3.

Les méthodes utilisées étaient identiques pour la tumeur initiale et les PDX.
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Détection de REq, RES, HER2 et Ki67 par transcription reverse et PCR quantitative (QRT-PCR).

La synthese de I’ADNc était menée a partir de 1 ug d’ARN total avec la reverse transcriptase Superscript
Il dans un volume final de 20 uL L’analyse PCR quantitative était menée a partir de 6,25 ng d’ADN en
duplicats indépendants pour les transcrits REc, RE3, HER2 et Ki67 (genes cibles) de méme que pour
les transcrits human acidic ribosomal phosphoprotein PO (RPLPO) and TATA box-binding protein (TBP)
comme genes de référence pour la normalisation. Les séquences nucléotidiques et des sondes étaient
celles utilisées dans les travaux initiaux'*®, avec vérification du caractére spécifiquement humain
(BLAST) et contréle de I'absence de détection chez la souris. Le cycle thermique comprenait une
dénaturation initiale a 95°C pendant 1 min, suivie de 45 cycles a 95°C x 15 sec et 65°C x 1 min. Les
lignées humaines T47D (luminale) et MDA-MB231 (basale) avaient été utilisées pour générer 7 points
standards pour chaque courbe (calibrator). La quantification des génes cibles pour chaque tumeur
(sample) était normalisée contre chacun des génes de référence et calibrée avec le 2" point de chaque
courbe standard. Le résultat final était exprimé en ratio de différence d’expression du gene cible et

des génes de référence et de calibration, exprimé comme suit :

E cible (Ct calibrator — Ct sample) /E (Ct calibrator — Ct sample)

reference gene

Ou E dénote I'efficacité de la RT-PCR mesurée avec la pente de la courbe de calibration, et Ct le seuil
du cycle (cycle threshold). Un seuil d’expression positive avait été défini préalablement par

quantification protéique*.

CGH par BAC array

137, 10 |’ADN génomique tumoral des tumeurs

La méthode a été rapportée par le laboratoire
donneuses et des xénogreffes a différents passages était hybridé sur des lames de verre portant des
séquences de BAC clonées et cartographiées, a une résolution de 0,5 Mb sur tout le génome. Chaque
clone était déposé sur lame en quadruplicate et étiqueté de maniere aléatoire par coloration a la
cyanine 3 ou 5. L'analyse d’image et I'assignation a un statut donné (perte, gain ou amplification,

normal) ont été faites par des systémes référencés?®% 152,
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VALIDATION THERAPEUTIQUE*

Les xénogreffes considérées comme établies (au moins 3 passages successifs) et validées ont été
soumises a divers tests thérapeutiques. L'objectif était d’évaluer un panel thérapeutique reproduisant
les approches utilisées en clinique, de maniére a caractériser ces tumeurs non préalablement exposées

a une manipulation hormonale. Nous avons utilisé les traitements suivants :

- Anti estrogénes :

o Tamoxiféne, auquel nous avons ajouté le 4-OH tamoxiféne de maniére a court-

153. Le

circuiter le métabolisme hépatique supposé moins efficace chez la souris
tamoxiféne et le 4-OH tamoxiféne étaient administrés par gavage a la dose respective
de 4 et 5 mg/kg par semaine dans une solution glucosée.

o Fulvestrant, par administration intramusculaire hebdomadaire a la dose de 50 mg/kg.

(figure 24)

- Suppression de la synthése des cestrogenes :

o Castration chirurgicale, réalisée dans les conditions d’anesthésie exposées plus haut
o Létrozole. Administration orale 5 jours /7, a la dose de 5 mg/kg/j.
o Combinaison des deux méthodes

Figure 24. Point d’injection du fulvestrant dans la cuisse (fleche).

Des groupes de 8-12 souris étaient constitués par tirage au sort, et a chaque expérience était ajouté
un groupe contrdle sans traitement. Dans certaines expériences était ajouté un groupe contréle positif
par poursuite de la supplémentation en E2 dans I’eau de boisson, alors qu’en regle générale I'cestradiol
était supprimé, de maniére similaire a ce qui est réalisé en situation clinique humaine ol tout apport

oestrogénique exogeéne est supprimé des le diagnostic.

Le suivi de la croissance tumorale sous traitement était réalisé par évaluation hebdomadaire de la taille

tumorale par mesure bidimensionnelle a I'aide d’un pied a coulisse (figure 25).
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Figure 25 : Tumeur dans le coussinet interscapulaire (fleche) et mesure au pied a coulisse.

Les mesures étaient consignées manuellement puis reportées dans une table automatisant les calculs
de volume tumoral, volume tumoral relatif et inhibition de la croissance tumorale. Le volume tumoral

relatif (RTV, relative tumor volume) était obtenu par les formules suivantes :
Vo (volume tumoral initial) = a x b%/2
Ou a = grand diametre ; b = petit diametre, au moment du début des traitements.
RTV:=V:/Vo
Ou V: indique le volume au temps t.

Une fois atteinte une taille tumorale d’environ 2 500 mm? (12-15 mm de grand axe) ou plus t6t selon
des considérations éthiques, la souris était sacrifiée, la tumeur retirée et fragmentée, puis soit

regreffée, soit conservée pour analyses anatomopathologiques et biologiques.

STATISTIQUES*

Les variables catégorielles ont été traitées par le test du Chi-deux, ou le test exact de Fisher pour les
petits effectifs. Une corrélation de Pearson a été calculée pour chaque comparaison appariée des
profils CGH. Pour les expériences thérapeutiques, la significativité statistique des variations du RTV a
été évaluée par le test de Student, en comparant les RTV des groupes traités a ceux du (des) groupes(s)
controéle(s). Le calcul du nombre de souris nécessaires par groupe de traitement a été effectué en
faisant I’'hypothése d’un taux de mortalité de 10% et en fonction de I'expérience du laboratoire3” 1%,

Une analyse multivariée par régression logistique a été menée pour la modélisation des variables

binomiales. L’'ensemble des calculs a été mené sur le logiciel XLSTAT®.
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3. RESULTATS

Nous résumons ici les points clés de I'article 2.

PRISE DE GREFFE

Nous avons rapporté nos résultats initiaux sur 423 prélévements frais, dont 352 tumeurs primitives
non prétraitées, et parmi lesquelles 254 tumeurs luminales RE+ (voir article 2). Ces résultats viennent

137

compléter et enrichir les résultats préliminaires qui avaient été rapportés>’/, et les analyses ont mis

|’accent sur les cancers luminaux.

Le premier niveau d’analyse mené sur I'ensemble de la population considérée (greffes anciennes +
greffes récentes depuis mon arrivée au laboratoire en 2009) a évalué les facteurs associés au succes
de la prise de greffe. Seuls deux facteurs considérés comme indépendants ont été retenus : un haut
grade histopronostique de la tumeur donneuse, et I’'absence d’expression du RE, avec des odds ratio
respectifs de 10,04 (p=0,052), et 7,14 (p=0,001). Dans cette série, le taux de prise des tumeurs

luminales est de 2,5%, soit 8 xénogreffes obtenues au moment de la publication de I'article. Les

caractéristiques des 8 tumeurs initiales ayant conduit a une PDX sont indiquées dans la table 7.

Patiente Age Type T pN RE* RP | HER2 Grade
Histologique | (mm) I
1 59 CCl 25 4/13 | 15 | O 0 3 Tamoxiféne | Rechute
locale
(7 m)
M+ os
(9 ans)
2 45 CCIS + 28 NA 15 | 15 0 NA - RC
carcinome (48 m)
mucineux
3 46 ccl 25 5/9 | 80 | 80 0 3 Tamoxiféne RC
(45 m)
4 70 ccl 23 | 1/18 | 90 | 80 0 2 Létrozole RC
(47 m)
5 50 ccl 17 | 6/14 | 98 |50 | 95°% 2 Létrozole RC
(50 m)
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Patiente | Age Type T pN  RE* | RP HER2 | Grade HT Y
Histologique | (mm)

6 37 ccl 14 0/3 | 30 | 10 0 3 Goséréline RC
(42 m)

7 53 ccl 28 3/8 | 100 | 15 100° 3 Létrozole RC
(44 m)

8 61 | Micropapillaire 7 7/13 | 20 | 25 0 3 Létrozole M+ os,
poumon

(14 m)

Table 7. Caractéristiques des tumeurs ayant permis de générer les 8 premieres xénogreffes RE+. CCl :
carcinome canalaire infiltrant. m : mois. CCIS : carcinome canalaire in situ. *RE en pourcentage de
cellules infiltrantes marquées. § 2 tumeurs RE+ mais aussi HER2+ (non maintenues). pN : statut
ganglionnaire initial. M+ : métastase. RC : rémission complete.

Depuis la publication de ces résultats, I'équipe du LIP a au total greffé plus de 1000 tumeurs primitives,
et I'analyse des facteurs associés a la prise de greffe est en cours d’actualisation par une doctorante

de I'Institut (Anne-Sophie Hamy-Petit, direction F. Reyal et E. Marangoni).

STABILITE TUMORALE
Anatomie pathologique

Le phénotype architectural et immunohistochimique a été analysé par paire tumeur donneuse/PDX.
La stabilité phénotypique entre tumeur donneuse et PDX a été observée sur les deux plans. La figure
26 montre trois exemples soulignant cette stabilité, a partir de tumeurs d’architecture tres différente.
La PDX HBCx-3 se caractérise par une importante composante stromale qui est parfaitement
reproduite, de méme que la composante mucineuse de HBCx-21 ou I'aspect trabéculaire de HBCx-34

(fleches).

Tumeur donneuse PDX

Figure 26. Stabilité architecturale des PDX
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Cette stabilité a également été observée dans les PDX non luminales. L’étude immunohistochimique
est venue conforter ces résultats en montrant la conservation de I'expression des récepteurs
hormonaux entre tumeur donneuse et PDX (figure 27). L'impression visuelle d’une augmentation du
pourcentage de I'expression du RP, en général plus faiblement exprimé, s’explique avant tout par une
augmentation de la cellularité tumorale dans les xénogreffes. On observera a nouveau dans cet
exemple la conservation de I'architecture tumorale tissulaire. La stabilité de |’expression des
biomarqueurs a été confirmée en RT-PCR dans I'’ensemble des PDX analysées. La figure 27 montre un

exemple de conservation de RE et RP en immunohistochimie et qRT-PCR a différents passages.

Tumeur PDX Tumeur PDX PDX
donneuse donneuse p2 p5
RE 2779 2902 5004
++ ++ +++
75 743 853
RP
++ +++ +++

Figure 27. Maintien de I'expression de RE et RP en IHC et en qRT-PCR a différents passages.

Profilage génomique

Les analyses génomiques menées sur les premieres PDX ont permis de comparer les profils obtenus
en CGH sur BAC array, et ont secondairement été complétées par une analyse transcriptomique
comparative sur puces Affymetrix HGU133 Plus 2.0, Les profils présentés dans la figure 28 3 titre
d’exemple correspondent a ceux de la PDX de la figure 27 (HBCx-22). Brievement, il est observé a partir
de I'analyse de 18 paires dont 5 tumeurs luminales que le profil génétique d’origine est généralement
maintenu dans les PDX, quel que soit le sous type moléculaire. Par ailleurs et a titre d’exemple, le profil
génomique de HBCx-3 a confirmé son type luminal B>, ’appartenance au sous-type luminal B a été
confirmée pour I'ensemble des PDX luminales obtenues par le test PAMS50. Bien que les corrélations
soient peu aisées compte tenu de I’hétérogénéité des cancers du sein, les coefficients calculés étaient
au-dessus de 0.5 pour 16 paires sur les 18 analysées. La majorité des tumeurs présentaient une

distribution concordante des pertes et gains chromosomiques, ainsi que des régions amplifiées. Il
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existe toutefois une tendance a I'enrichissement de réarrangements génomiques dans les PDX par
rapport aux tumeurs donneuses. Le clustering hiérarchique confirme cette tendance en montrant une
plus grande proximité entre passages successifs des PDX qu’entre PDX et tumeur primitive. Ceci est
encore confirmé par la comparaison des profils d’expression génique ou les variations d’expression

sont essentiellement observées entre tumeur primitive et PDX, plus qu’entre les passages des PDX.

A Tumeur primitive

ERL Y PR X7 RS A4 b

PDX a pl

3 : b ) Figure 28. Analyse comparée des profils

15 . ; SR | . |4 i . . ’

» # i ,._?3‘3!: L1k | g ﬁ‘%b by ﬁnf k_#lé's_‘,&‘ : génomiques d’une tume.ur donneuse et de

- s i AT la PDX HBCx-22. A. profil CGH obtenu par

Gl S T ;T e ssa | BAC array. Rouge : gain; jaune: normal ;

B @ vert: perte (Pearson: r=0.74). B. profil

Zg o ° d’expression obtenu par Affymetrix
s o HGU133 plus 2.0. Les probes sets en noir ne
— x Y . . ;
2 8 - sont pas différentiellement exprimés et
5 suivent un modele linéaire. Les points

rouges représentent les valeurs résiduelles
extrémes (sur- ou sous-exprimées).

PROFILAGE THERAPEUTIQUE

L'objectif du profilage thérapeutique, une fois la validation biologique acquise par la démonstration de
la stabilité morphologique, architecturale, immunophénotypique et génomique, était d’évaluer le
maintien de la dépendance oestrogénique pour la croissance tumorale des PDX, ainsi que leur profil
de sensibilité aux diverses modalités de traitement endocrinien. Une fois la prise tumorale assurée,
I’cestradiol était retiré de I'eau de boisson de maniere a (i) se rapprocher de la situation clinique ou
tout apport d’cestrogenes exogénes est supprimé des le diagnostic de cancer fait (« prise de greffe »)
et (ii) controler I'apport d’E2 dans les groupes de contrdle positif. Nous avons initialement défini 4
modalités thérapeutiques correspondant aux situations cliniques : deux par antagonistes du RE :
tamoxiféne et fulvestrant, deux par déprivation oestrogénique : castration et association castration-
|étrozole. Les expériences initiales ont été menées sur les 4 PDX luminales les plus stables (HBCx-3, 21,

22, 34). Ces modalités ont ensuite été étendues a diverses combinaisons.

These Paul-Henri COTTU - 16 décembre 2015 Page 74



De maniere synthétique, les conclusions de I'ensemble de ces expériences sont les suivantes :

1. Toutes ces PDX restent dépendantes de I’cestradiol pour assurer une croissance rapide (figure

29).

40
35
30
25
20 W RTV ctrl
15 WRTV E2
10

' L

HBCx-3 HBCx-22 HBCx-34

Figure 29. RTV comparés dans le bras contrdle (sans E2 dans I’eau de boisson) et le bras contréle positif
(apport controlé d’E2 oral). Exemple des PDX HBCx-3, HBCx-22 et HBCx-34.

2. Leprofild’hormonosensibilité est variable d’une PDX a I’autre et selon les traitements évalués.

A titre d’exemple, la PDX HBCx-3 apparait trés peu sensible au tamoxiféne avec méme un probable
effet agoniste, la courbe « tamoxiféne » montrant une croissance tumorale plus rapide que le controle
négatif dans plusieurs expériences, et une faible sensibilité aux autres modalités d’hormonothérapie
(figure 30 A). Il convient de noter que cette PDX correspond a la seule situation clinique de rechute
précoce sous HT, tout en gardant un profil clinique lentement évolutif. A 'opposé, la PDX HBCx-34
présente un profil globalement hormonosensible, et une sensibilité majeure au fulvestrant (figure 30
D). Les résultats les plus significatifs sont montrés. Les courbes obtenues avec le 4-OH tamoxifene sont
superposables a celles du tamoxifene et ne sont pas montrées. Les courbes du bras E2 (controle positif)

ne sont pas toutes montrées pour des raisons d’échelle.

—+—E2

—#-Contréle

~#~Tamoxifene

6
£
——0Qvariectomie
4
——Qvariectomy + letrozole
2 —~o—Letrozole 1mg/kg 5x/w.
o Fulvestrant 50mg/kg 1x/w.

A. HBCx-3
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—+—Contréle
12 —#-Tamoxifene 4 mg/kg PerOs 1x/w
Ovariectomie

6 ——Fulvestrant 50mg/kg IM 1x/w

jours

B. HBCx-21

—+—Controle

—m-Tamoxiféene (4 mg/kg 1x/w)
—+—Qvariectomie
——Ovariectomie + Letrozole
——Letrozole (1 mg/kg - 5x/w)
~e~Fulvestrant (50mg/kg-1x/w)

C. HBCx-22

—+—Controle

-m-Tamoxiféne 4mg/kg 1x/week

——Ovariectomie

——Ovariectomie + Letrozole
1mg/kg 5x/week

—o— Letrozole 1mg/kg 5x/week

~Fulvestrant

D. HBCx-34

Figure 30. Profil d’hormonosensibilité de 4 PDX luminales. Il est mis en évidence un profil individuel
et spécifique de chaque PDX.

Les courbes de croissance montrées sont obtenues en calculant a chaque point les moyennes des RTV
de chaque groupe de souris (8 a 10 souris par groupe). Les intervalles de confiance ne sont pas montrés
pour des raisons de lisibilité. A titre d’exemple, les différences de croissance des courbes
thérapeutiques de la figure HBCx-34 sont toutes statistiquement significatives par rapport au controle
(Student), avec des valeurs de respectives de 0,01 ; <0,001 ; < 0,001 ; 0,01 et < 0,001 pour les différents
traitements (dans l'ordre de la figure). De maniére a explorer I'hétérogénéité intratumorale,

potentiellement représentée par la fragmentation tumorale réalisée a chaque passage (figure 23),
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nous avons analysé les courbes de croissance individuelles au sein de chaque groupe, et trois situations

ont pu étre observées (figure 30bis) :

- Absence de réponse au traitement et croissance rapide : « sous-clone » réfractaire

- Echappement lent et progressif, faisant évoquer une résistance acquise ou secondaire

- Poursuite de la réponse a long terme
La tres faible voire la quasi absence de volume tumoral résiduel dans les situations de réponse de long
terme n’a malheureusement pas permis de réaliser des analyses comparatives de ces tumeurs

dérivées.

PP~ = ==

T

HBCx-22, bras tamoxiféne HBCx-34, bras letrozole

Figure 30bis. Exemples de courbes individuelles. Les courbes 4 indiquent les valeurs moyennes. Fleche
rouge : tumeur réfractaire ; fleche verte : résistance secondaire ; fleche bleue : réponse soutenue.

Partie IV : résumé

e |l est possible mais difficile de développer des PDX de cancer du sein luminal a partir des

tumeurs primitives.

e Les PDX présentent une grande stabilité phénotypique et génomique, par rapport a la tumeur
initiale et lors des passages successifs.

e Les PDX obtenues présentent divers profils de sensibilité aux traitements endocriniens.

e || existe de probable sous-clones capables de développer une résistance plus ou moins

précoce.
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Abstract Resistance to endocrine therapy is a major
complication of luminal breast cancer and studies of the
biological features of hormonal resistance are limited by
the lack of adequate preclinical models. The aim of this
study is to establish and characterize a panel of primary
human luminal breast carcinoma xenografts, and to eval-
uate their response to endocrine therapies. Four hundred
and twenty-three tumor fragments obtained directly from
patients have been grafted in the interscapular fatpad of
Swiss nude mice. After stable engraftment with estradiol
supplementation, xenografted tumors have been validated
by conventional pathology and immunohistochemistry
examination, and additional molecular studies. In vivo
tumor growth and response to different endocrine treat-
ments were evaluated. We have engrafted 423 tumors
including 314 ER+ tumors, and 8 new luminal breast
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cancer xenografts have been obtained (2.5%). Tumor take
was much lower for luminal tumors than for non-luminal
tumors (2.5 vs. 24.7%, P < 0.0001), and was associated
with two independent criteria, i.e., ER status (P < 0.0001)
and a high grade tumor (P = 0.05). Histological and
immunohistochemical analyses performed on patient’s
tumors and xenografts showed striking similarities in the
tumor morphology as well as in the expression level of ER,
PR, and HER2. Response to hormone therapy, evaluated in
6 luminal models, showed different sensitivities, thus
exhibiting heterogeneity similar to what is observed in the
clinic. We have established a panel of primary human
luminal breast cancer xenografts, recapitulating the bio-
logical and clinical behaviors of patient tumors, and
therefore suitable for further preclinical experiments.
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J. J. Fontaine - S. Chateau-Joubert
Pathology Department, Ecole Nationale Vétérinaire d”Alfort, 7,
Ave du General de Gaulle, 94704 Maisons Alfort, France

S. Alran
Department of Surgical Oncology, Institut Curie, 26 Rue d"Ulm,
75005 Paris, France

D. Gentien

Molecular Biology Facilities, Institut Curie Translational
Research Department, Hopital St Louis, 1, Ave Claude
Vellefaux, 75010 Paris, France

@ Springer

These Paul-Henri COTTU - 16 décembre 2015

Page 79



596

Breast Cancer Res Treat (2012) 133:595-606

Introduction

Breast cancer (BC) is the most frequent cancer in women,
and the first or second cause of cancer-related death in
women in developed countries [1]. About 70% breast
carcinomas express significant levels of the estrogen
receptor (ER), which is closely associated with the clinical
benefit of hormonal therapies (HT) [2]. However, many
women, if not all, develop resistance to HT (called later on
hormonal resistance or HR), as evidenced in long-term
survival data from tamoxifen meta-analyses [3] or for
example from the ATAC trial [4]. A huge research effort
has over the years deciphered key biological mechanisms
of HR [5]. Unfortunately, results obtained in biology-based
clinical studies showed only very small and short-term
clinical benefits [6-8], underlining the need for more in-
depth molecular understanding of HR and adequately
predictive preclinical investigations [9, 10].

Preclinical models of cancer have become an essential
tool to enhance our understanding of cancer biology, and to
develop and test the efficacy of new antineoplastic agents
and combinations. These models however encounter limi-
tations which might explain the poor clinical predictability.
Indeed, most xenografts are obtained from a very limited
number of tumor cell lines that may have been previously
maintained in vitro for a long time before experimental use,
some of them being genetically modified [11]. The
molecular features of these engrafted cells may therefore
widely differ from the original tumor, as well as the micro-
and macroenvironment of such tumors, thus compromising
the clinical relevance of preclinical conclusions. The
molecular differences between cell lines and primary
tumors have been widely described, cell lines harboring
more frequent genome copy number abnormalities [12]. It
has also been argued that cell lines as systems in three-
dimensional and heterotypic cultures more precisely mimic
the in vivo environment, stressing the need for such global
approaches. Therefore, xenografts of cell lines and breast
cancer fresh tumors have been developed, aiming at
allowing for the examination of human breast cancer cells
in the context of the in vivo environment [11].

In order to reconcile the need for relevant preclinical
tools and their potential discrepancies with original human
tumors, our group has implemented a panel of xenografts
derived from fresh patient tumors, including breast, pros-
tate, lung and colon cancer, uveal melanoma, and others.
We have previously reported our preliminary data in breast
cancer, showing that they maintained the biological char-
acteristics of their respective patient’s counterpart and that
all known subtypes of human BC could be obtained [13,
14]. However, as previously shown, the in vivo tumor take
of human BC samples was low and the majority of models

@ Springer
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that have been obtained were of basal-like subtype. In this
report, we focus on xenografts derived from luminal breast
carcinomas (i.e., breast carcinoma expressing the estrogen
receptor, deemed ER+). We have established a panel of
human luminal BC xenografts, representing with a striking
architectural and biological stability the variety of human
luminal breast carcinomas. These xenografts have also
been characterized for their sensitivity to hormonal thera-
pies commonly used in the clinic: estrogen receptor mod-
ulators such as tamoxifen and fulvestrant, as well as
suppression of estrogen synthesis by either letrozole or
ovariectomy. We have also used combined therapies and
4-OH tamoxifen, a more potent metabolite of tamoxifen.
We show here that these models reproduce the heteroge-
neity of response commonly observed in the clinical set-
ting. We therefore postulate that these primary human BC
xenografted models offer one of the most faithful in vivo
modelling of luminal breast carcinomas, and that these
models constitute relevant and useful tools for preclinical
assessment.

Materials and methods

In vivo establishment of the primary human luminal
breast cancer xenografts (Fig. 1)

The vast majority of tumor specimens were obtained from
patients with early stage, operable breast cancer at the time
of surgery, as previously described [14]. All patients had
given their informed consent, and procedures were
approved by our internal review board. Briefly, fresh tumor
fragments measuring 2 x 2 to 3 x 3 mm were grafted
immediately after removal in the interscapular fatpad of
8-12-week-old female Swiss nude mice under general
anesthesia and veterinary control (refer to Supplementary
material 1 for detailed protocols). Mice were maintained in
a specific pathogen-free animal housing (Institut Curie) and
received estradiol (E2, Sigma-Aldﬁch®, Saint-Quentin
Fallavier, France) diluted in drinking water (8 pg/ml) until
engraftment was confirmed. After a latency period lasting
from several weeks to several months, tumors appeared at
the engraftment site. Once the tumor had reached a critical
size of about 2,500 mm>, mice were killed, and then the
tumor was removed and cut into 2-3-mm pieces. Frag-
ments were snap-frozen in liquid nitrogen for further bio-
logical analyses, fixed for histopathological analyses, and
re-engrafted in nude mice fed with E2-containing water for
sequential passages. Similar material was banked at each
passage. A xenograft was deemed as established when it
has been passed through three consecutive in vivo
passages.

Page 80



Breast Cancer Res Treat (2012) 133:595-606

597

15 min

Upto 1 year

donol

Serial histopathological and molecular analyses

Female Nude mice
E2 in drinking water

p1

W&a P

Tumor first engraftment
Interscapular fatpad

Tumor passages

&

7

Fig. 1 Engraftment protocol. BC breast carcinoma, E2 estradiol, p; passage i

Histopathological validation studies

The pathological examination of the patient tumor and the
third passage of the corresponding xenograft (necessary for
validation) was performed on Hematoxylin and Eosin and
Safran (HES)-stained slides (AVS), as well as for further
passages xenograft samples (SCJ). Elston and Ellis patho-
logic grading was used. The mitotic index was evaluated
per 10 high-power fields (size mm?). Pathologic tumor size,
peritumoral vascular invasion, presence of lobular or ductal
carcinoma in situ (percentage of whole tumor and grading),
perineural involvement, and axillary lymph node involve-
ment were assessed. Immunostainings were performed on
4-um tissue sections prepared from a representative sample
of the tumor as previously reported [15]. After rehydration
and antigenic retrieval in citrate buffer (10 mM, pH 6.1),
tissue sections were stained for estrogen receptor (ER),
progesterone receptor (PR), and HER2. Staining was
revealed with the Vectastain Elite ABC peroxidase mouse
IgG kit (Vector Burlingame, CA, USA) using diamino-
benzidine (Dako A/S, Glostrup, Denmark) as chromogen.
Positive nuclear staining for ER and PR was recorded
according to standardized guidelines [16]. For HER2, only
membranous staining was interpreted, as previously
defined [17]. Clone, source, and dilution of primary anti-
bodies used for immunohistochemical analysis were for
ER, PR, and HER2, respectively, 6F11, Novocastra, 1/50;
1A6, Novocastra, 1/200; CB11, Novocastra, 1/800.

Molecular validation
qPCR analyses and BAC array CGH analyses methods

have been previously reported. Refer to Supplementary
material 2 for details and references.
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In vivo tumor growth and response to endocrine
therapies

A series of tumor xenografts was grafted into nude mice
which received E2 in drinking water. When engrafted
tumors reached a volume of 65-200 mm®, mice were
individually randomized in groups of 8-12 to different
treatment groups. Treatments (tamoxifen, fulvestrant,
letrozole, ovariectomy, and combined therapies) were
chosen according to present standard of care in early and
advanced breast cancer [18]. We added 4-OH tamoxifen,
an active metabolite of tamoxifen, to by-pass the hepatic
transformation of tamoxifen which may be less efficient
with mice cytochromes [19]. The reference treatment
experiment for luminal xenografts comprised at least four
groups: a control group, without E2 in drinking water to
document the spontaneous tumor progression; a tamoxifen-
treated group; a fulvestrant-treated group; and a fourth
group where all mice underwent bilateral ovariectomy
under general anesthesia with the same protocol as for
tumor engraftment (see Supplementary material 1 for
details). Tamoxifen (tamoxifen, Sigma—Aldrich®, Saint-
Quentin Fallavier, France) was diluted at 0.5 mg/ml in a
5% glucose solution and administered orally at a dose of
4 mg/kg once a week. Fulvestrant (Faslodex®, AstraZen-
eca, Macclesfield, UK) was administered by intramuscular
injection with a 27°"* gauge needle at a dose of 50 mg/kg
once a week. In some experiments, four treatment groups
were added: continuation of E2 supplementation at 8 pg/ml
in the drinking water; 4-OH tamoxifen at a dose of 5 mg/kg
per os once a week (same dilution as tamoxifen); letrozole
at an oral dose of 5 mg/kg/day, 5 days per week (dilution
0.05 mg/ml in a 5% glucose solution); and the ovariec-
tomy-letrozole combination.
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Tumor growth was evaluated weekly by measurement of
two perpendicular diameters of tumors with a calliper.
Tumor volume, relative tumor volume, and tumor growth
inhibition were recorded as previously reported [14]. Mice
were ethically killed when the tumor volume reached
2,500 mm? or ulcerated the skin, or according to the mice
welfare under veterinarian supervision.

Statistical analyses

Categorical variables were analyzed by Chi-square test and
Fisher’s exact test when necessary. A Pearson correlation
was computed for each pair-wise comparisons of BAC
array CGH profiles. For therapeutic experiments, statistical
significance of RTV was calculated by the paired Student’s
t test by comparing the individual RTVs in the treated and
control groups. Assuming a non-tumor-related 1/10 death
rate in the treatment groups, and based on our previous
works [13, 14], we chose groups of 8-12 mice for each
treatment arm. Logistic regression analyses were used for
binary outcome variables modelization.

Results

Characteristics of donor patients and tumor take
in immunodeficient nude mice

We obtained 423 human breast cancer samples from 410
patients, which were engrafted immediately after surgery.
Transplanted animals were kept up to 1 year (cut-off date
was chosen to allow at least 1 year of clinical and pre-
clinical follow-up). The clinical characteristics of the
patients and of the tumors are presented in Table I,
according to ER status of the donor tumor, as defined by
IHC. The median age of the whole population was 58 years
(range 27-93). Tumor samples were originated from pri-
mary breast tumors in 369 cases (87.2%), including 4 local
relapses, and from metastatic tissue in 54 cases (12.8%),
including 33 axillary lymph nodes invaded by the primary
tumor, and 21 miscellaneous metastatic deposits (omen-
tum, ovary, skin, liver). Basic characteristics of primary
tumors were representative of current diagnostic features.
As expected for ER+ tumors, there was a significant
overrepresentation of lobular carcinomas, as well as low
grade, low proliferating, and PR+ tumors. Vascular emboli
and lymph node involvement did not differ between ER+
and ER— tumors. Most patients (352 out of 406 with
annotation, 86.7%) did not receive any treatment before
surgery, while 54 (13.3%) were treated with chemotherapy,
endocrine treatment, or radiotherapy.

After 1 year of follow-up of the engrafted tumors, tumor
take was 2.5% in ER+ tumors, i.e., 8 tumors (all derived

@ Springer

These Paul-Henri COTTU - 16 décembre 2015

from primary patient breast tumor, not from metastases),
and 24.7% in ER— tumors (P < 0.0001). Clinical charac-
teristics of these 8 patients are shown in Supplementary
Table 1. More specifically, 22 among the 61 triple negative
tumors presented a stable tumor take (36.1%) in contrast to
non-triple negative tumors (4.1%, P < 0.0001). After uni-
variate analysis (data not shown), a logistic regression
including dichotomized variables (tumor size inferior to or
superior to 2 cm; grade 3 vs. non 3; mitotic activity high
vs. non-high; vascular emboli present vs. none; pre-
engraftment therapy yes vs. no; ER+ vs. ER—; pNO vs.
pN+) retained only a high grade (OR = 10.04 for high
grade tumors, P = 0.052) and ER— status (OR = 0.14 for
ER+ tumors, P = 0.001) as significant factors for tumor
stable engraftment.

Histopathological and molecular characterization
of luminal breast cancer xenografts and comparison
with their corresponding primary patient tumors

To study the tumor morphology of the new established
xenografts, morphological and immunohistochemical
analyses were performed on six of the eight established
luminal BC xenografts and compared to the patients
tumors. In all cases, the morphological and architectural
features of the patient’s tumor were reproduced in the
xenograft, whatever the histopathological type. Three
examples are shown in Fig. 2a. For the first case, the tumor
architecture of an infiltrating ductal carcinoma is main-
tained in the corresponding xenograft. Both massive and
trabecular features are observed in the patient tumor and its
xenograft, as well as the fibrous stromal component. In the
second example, ductal carcinoma in situ features, and
the invasive mucinous components are reproduced in the
xenograft. The third example shows the preservation of the
trabecular architecture between the patient tumor and its
xenograft. Of note, cellular morphology was also highly
conserved in all instances. Maintenance of the luminal type
was assessed by both IHC and RT-qPCR quantification of
specific genes. ER, PR, and HER2 expressions were
reproduced in all xenografts but one (as shown in Fig. 2b).

The maintenance of the luminal type was also confirmed
by RT-qPCR data, as ER, PR, and HER2 gene expressions
were reproduced in all patient’s tumor/xenografts. How-
ever, we have observed higher expression values for all
studied genes in xenografts versus their corresponding
primitive tumor, in line with the higher tumor cellularity
generally observed in xenografts than in patient’s tumors.
Proliferation status was examined in both patient’s tumors
(mitotic count) and xenografts (mitotic index, Ki67 THC
and RT-qPCR quantification), showing that all patient’s
tumors presented either a high Ellis-Elston histological
grade, and/or a high mitotic count (i.e., more than 21
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Table 1 Characteristics of the patient tumors, according to ER status
ER status (n) ER+ (314) ER— (109) P value
Age: median (range) 57 (27-93) 58 (34-90) NS
Engrafted material, n (%)
Patient tumor 284 (90.4) 85 (78) P =0.02
Metastases 30 (9.5) 24 (22)
Tumor size : median (range) 23.5 (5-200) 25 (6-95) NS
Pathological type, n (%)
IDC 225 (71.6) 98 (89.9) P < 0.0001
ILC 59 (18.8) 327
Other 30 (9.5) 8(7.3)
Grade, n (%)
1 60 (21) 4(5) P < 0.0001
2 141 (48) 9 (10)
3 90 (31) 73 (85)
N =377"
Mitotic activity, n (%)
Low 144 (48) 10 (11.3) P < 0.0001
Intermediate 56 (18.7) 16 (18.2)
High 100 (33.3) 62 (70.5)
N = 388"
Vascular emboli, n (%)
N = 338" 119 (47) 42 (494) NS
pN+ (including pN1mi and pNOi+) 170 (54.5) 45 (49.5) NS
PR+
N =291" 169 (84.9) 6 (6.5) P < 0.0001
HER2+
N = 319° 24 (10) 17 (21) P =0.011
Pre-treatment”
N = 406" 35(11.2) 19 (20.4) NS
Tumor take, n (%) 8 (2.5) 27 (24.7) P < 0.0001

IDC infiltrating ductal carcinoma, /LC infiltrating lobular carcinoma, NS not significant

# Actual number of annotated tumors

" Patients who have received any form of medical and/or radiation therapy before tumor removal and engraftment

mitoses per 10 fields at x40 magnification). This high
proliferation pattern was reproduced in all xenografts, with
a non-significant trend toward higher proliferation param-
eters values (Table 2).

Comparative genomic human array (CGH)

To analyze the genomic profiles of the xenograft’s tumors,
we used the CGH array for both patients’ and corre-
sponding xenograft’s tumor. The genomic pattern of the
xenografts was generally similar to the patient’s tumor. In
all cases that have been analyzed, the alterations observed
in the patient tumor were always observed in the xenografts
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as shown in Fig. 3, including specific amplicons. For
instance, tumors HBCx-3 and HBCx-22 exhibit an almost
similar pattern between the xenograft and the patient
tumor, with very high Pearson correlation coefficients
(Fig. 3a, b). It is noteworthy that this stability is observed
on a very long span of time, i.e., more than 1 year and a
half for HBCx-3. Additional data will be reported in a
separate manuscript (Reyal et al., submitted).

In vivo tumor growth and estrogen dependence

E2 supported in vivo tumor growth was assessed for all
luminal BC models. As shown in Table 3, the latency
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Fig. 2 Phenotypical stability of
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ranged between 28 and 77 days (median 47 days) and the
doubling time between 10 and 85 days (median 14 days).
The doubling time in ER+ xenografts was significantly
longer than the doubling time previously observed in non
luminal xenografts [14]. Estrogen dependence was further
evaluated in in vivo experiments using mice bearing
tumors receiving or not estrogen supplementation via
drinking water, once the xenograft had reached the critical
experimental size. As shown in Table 3, Figs. 4, 5, and
Supplementary Fig. 6, estrogen supplementation signifi-
cantly and strongly increased in vivo tumor growth.
Finally, in one specific model, HBCx-29, we have observed
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a complete disappearance of the tumors after estrogen was
removed from drinking water to begin the endocrine ther-
apy experiments, as planned according to our protocol.

Endocrine therapies evaluation

The basic experiment to evaluate the degree of sensitivity
to endocrine therapy of these xenografts was done
including four “canonical” groups: a control group, and
three treatment groups with tamoxifen, fulvestrant, and
ovariectomy. Estradiol was removed from drinking water
at the beginning of the experiments. In each group, all mice
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Table 2 Comparative analysis of patient tumors and their corresponding xenografts for six luminal tumors

Pathological type ~ ER PR HER2 Proliferation
IHC gqPCR* IHC qPCR IHC qPCR Mitotic activity
PT X PT X PT X PT X PT X PT X PT (HES) X (HES and
Ki67 gPCR)
HBCx-3  IDC + 4+ NA 1381 - - NA 17 - - 564 High High
HBCx-21 DCIS + mucinous + + 2779 5004 + + 151 537 — — 1646 1323 Intermediate  High
carcinoma
HBCx-22 IDC + + 1038 5869 + + 72 853 — — 2460 15,159  High High
HBCx-29 IDC + + 3646 1838 + + 526 733 + — 66,575 2601 High High
HBCx-34 IDC + + NA 1657 + + NA 67 - - NA 4425 High High
HBCx-36 ILC + + NA 720 + + NA 172 + + NA 101,609  High High

HBCx human breast cancer xenograft, /DC infiltrating ductal carcinoma, /LC infiltrating lobular carcinoma, DCIS ductal carcinoma in situ, PT

patient tumor, X xenograft, HES conventional hematoxylin eosine safran staining for mitotic count, NA non available (ongoing experiments)

* gPCR values were obtained at several passages: values of the most recent passages are given; Thresholds for qPCR positive values are: ER
expression > 1,400 units; PR: > 35 units; HER 2: > 15,000 units; Ki67 > 1,000 units. Bolded cells denote discordant results between patient

tumor and the corresponding xenograft

" Value at the cutpoint for HER2 overexpression by qPCR. Repeated IHC analyses on this xenograft always showed the lack of HER2

overexpression

were assessed. Overall, 335 mice were used for these
experiments, with a death rate of 5.7%.

Actual values of tumor volumes at baseline, and at the
time of evaluation, are shown in the Supplementary
Table 2. It is evidenced that estradiol exerts a powerful
growth effect in these models. Overall, the profile of
response was different from one model to another, but all
models were responsive to at least one modality of hor-
monal therapy (Table 3). Tamoxifen showed a moderate
but statistically significant anti-tumor effect in HBCx-3 and
HBCx-21 with a 40% TGI and a more pronounced anti-
tumor activity in HBCx-22 and HBCx-34 (70% TGI).
Fulvestrant was the most efficient treatment as it induced
strong tumor growth inhibition or complete tumor regres-
sion (Table 3). Ovariectomy induced tumor regression, or
at least long-term stabilization, in all models.

Another common feature was the very long time to
tumor response and/or progression. For examples, Fig. 4a,
b shows different response patterns to endocrine therapies.
In Fig. 4a, we observe the slow spontaneous tumor growth
(control group, E2-free), while all endocrine therapies
show some degree of efficacy. Respective P values for
ovariectomy, fulvestrant, and tamoxifen were: <0.001,
<0.001, and 0.04. In order to further document the
response profiles of our models, we conducted an expanded
therapeutic experiment with HBCx-34, adding 4 treatment
groups to the three of the four canonical groups: E2 sup-
plemented group, 4-OH-tamoxifen-, letrozole-, and com-
bined ovariectomy-letrozole groups to mimic the
menopausal clinical setting. 4-OH-tamoxifen and letrozole
were chosen to explore in these non-genetically modified in
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vivo systems the activity of a tamoxifen active derivative,
as well as an aromatase inhibitor. Fulvestrant had been
evaluated in a companion experiment (Supplementary
Fig. 6f). As shown in Fig. 4b, the HBCx-34 model was
characterized by long-term sensitivity to either drug, as
well as a sustained dependence to estradiol. When the
letrozole and ovariectomy + letrozole groups were com-
pared to the ovariectomy group, P values were 0.23 and
0.28, respectively, suggesting the lack of synergy between
ovariectomy and letrozole, and a high level of intrinsic
activity of letrozole in this model. In all cases, TGI was not
different between tamoxifen and its more potent derivative
4-OH-tamoxifen, suggesting a significant transformation of
tamoxifen in mice. It therefore suggests that our models of
primary human luminal breast cancer transplanted into
immunodeficient mice are useful to evaluate the efficacy of
tamoxifen.

Extensive results are presented in the Supplementary
Fig. 6. For each extensively studied model, curves of
response to endocrine therapies are presented. It is shown
that different patterns of response may be observed
between different models, thus reproducing the clinical
heterogeneity. However, these models do not account for
the potential heterogeneity of response within a single
tumor. In order to explore more deeply the recapitulation of
the clinical setting by our xenografts, we broke down the
response curves into individual mice data. Response
curves, as shown for instance in Fig. 4, depict the average
response of a group of mice. When looking at the indi-
vidual data of each group, we can observe three different
situations: individual mice may not respond to treatment
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Fig. 3 BAC array CGH examples. a CGH profile from the patient
tumor HBCx-3 (panel A) and its xenografts (panel B). It is shown that
all variations observed in the patient tumor all also present in the
xenografts, with additional alterations, such as higher gains (e.g.,

(primary refractory disease), or may escape but more
slowly, or finally display long-term sensitivity to treat-
ment. Figure 5a and b presents two examples, for
HBCx-22 and tamoxifen, and HBCx-34 and letrozole,
respectively. We postulate that these individual curves
may represent the differential response to treatment of
tumor subclones.
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chromosome 1q), deeper losses (chromosome 2, chromosome 7), or
even new amplicons (blue dots, chromosome 17 and 20). b A very
similar pattern is observed for xenograft HBCx-22. In both the
instances, a very long span of time separates acquisition of CGH data

Discussion

We report here our results on patient’s-derived xenografts
obtained by grafting 314 luminal breast carcinomas with
standard clinical features. Despite the very low in vivo
tumor take we obtained (2.5%), our panel of eight primary
human luminal BC xenografts is to our knowledge the
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Table 3 Tumor growth time-related parameters and tumor growth inhibition data

Latency Doubling time without Doubling time with estrogen %TGI

days estrogen (days supplementation (days

ays) go{ays) P (days) Tamoxifen Fulvestrant ~ Ovariectomy  Letrozole
HBCx-3 28 10 8 41 82 0 23
HBCx-21 77 14 NA 44 87 79 NA
HBCx-22 34 85 14 73 88 54 42
HBCx-29 53 NA NA NA NA NA NA
HBCx-34 42 50 17 68 99 96 34
HBCx-36 53 12 NA NA NA NA NA

Latency: denotes time elapsed between engraftment of the fresh patient tumor and the xenograft take (volume > 65 mm®); Doubling time:
denotes time needed to double the xenograft tumor volume; TG/ tumor growth inhibition, as computed with the following formula: TGI

(%) = 100 — [(RTV treated/RTV control) x 100]
NA not available (ongoing experiments)

largest ever established. Similar reports are very scarce in
the literature. Fiebig et al. have published their early
experience as soon as 1984 [20], which has been recently
updated by Gieseman and coauthors, who report the
establishment of two luminal B xenografts, with experi-
mental conditions similar to ours, and also with molecular
analyses confirming the overall phenotypical stability of
the models [21]. They did not report on the overall tumor
take efficiency for luminal BC, although they underlined
the need for an orthotopic engraftment along with E2
supplementation. Bergamaschi et al. also reported one
human luminal xenograft implanted subcutaneously with
matrigel in a back pocket [22]. They also confirm the
genetic stability of their model and the overall low tumor
take of luminal tumors (1 out of 27). Other groups had also
reported low take rates [23-25].

The ability of human luminal BC to grow in immuno-
deficient mice remains particularly poor. This very low
tumor take may be attributed to several hypothetical fac-
tors. The observation that the tumor take is significantly
lower in ER+ than in ER— tumors suggest that the hor-
mone-dependence of these tumors is the major limiting
factor. When looking at the grade of the tumors, we show
(see Supplementary Table 1) that no grade 1 tumor was
observed among our eight established xenografts. How-
ever, as depicted in Table 2, most ER+ tumors were grade
2 (48%) or 3 (31%), suggesting that these eight tumors may
be representative of the average luminal breast cancer
population. The other plausible factor favoring tumor take
for luminal tumors is a high proliferation status (“luminal
B tumors™), as shown in Table 2 and in the regression
analysis. This has also been suggested by our previous
report [14] and observed by Gieseman et al. [21] and
Bergamaschi et al. [22].

Alternative methodologies should therefore be devel-
oped to increase the in vivo tumor take of luminal breast
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carcinomas, such as cell dissociation, humanized stroma,
matrigel, use of mice with higher immunodeficiency, and
others. However, all these methods will have to be vali-
dated in term of stability and reproducibility of the original
patient tumors characteristics.

Indeed, we confirm in this report our previous findings
[14] and those of others [22, 26] showing that as for other
subtypes of breast cancer the phenotypical and the
molecular profiles of the xenografts derived from luminal
tumors are strikingly close to those of their patient tumor
counterparts. This issue is particularly of importance in the
view of preclinical therapeutic assessment. Extensive
genomic data will be separately reported (Reyal et al.,
submitted); however, we have confirmed that the general
profile was highly conserved, even if additional alterations
could occur during the in vivo transplantation process.
These new alterations may be explained by the higher
content of tumor cells in the xenografts compared to the
patient’s tumors, due to a higher proliferation pattern
commonly observed in the xenografts (see Figs. 2, 3). This
phenomenon was also amplified by the quick disappear-
ance of human cells in the stroma of the xenograft as
evidenced by Alu probe staining (performed as in Ref.
[27], data not shown), leading in the xenograft CGH
experiments to an overrepresentation of human cancer cell
DNA when compared to the human patient tumor. We
postulate that these models are adequate in vivo surrogates
for therapeutic preclinical studies, and to support this
hypothesis, we conducted the first series of endocrine
therapy experiments in this particular in vivo setting.

In addition to molecular and genomic assessments, we
have also demonstrated, in most of our luminal BC xeno-
grafts, their estradiol-dependence. Estradiol has been
shown to enhance tumor growth in our models, while
estrogen removal from feeding in our control groups
induced a slower tumor growth. Furthermore, additional
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Fig. 4 Examples of responses to endocrine therapy. a Response of
HBCx-21 to endocrine therapies. The four canonical group of
endocrine therapy testing are shown: control group (dark gray
diamonds, no estradiol), estrogen deprivation (ovariectomy—/ight
gray squares), ER modulators (tamoxifen—Ilight gray triangles), ER
antagonist (fulvestrant—dark gray triangles). Sustained responses
may be observed with each treatment, albeit with different levels of
efficacy. b Extended therapeutic testing for xenograft HBCx-34. A
different pattern of response is observed when compared to HBCx-21.
Estrogen dependence is confirmed (upper curve). P values for
tamoxifen, 4-OH-tamoxifen, ovariectomy, ovariectomy + letrozole,
and letrozole were 0.01, 0.01, <0.001, <0.001, and 0.01, respectively

therapeutic estrogen deprivation by ovariectomy or
letrozole had a significant inhibiting effect on tumor growth.
Moreover, it is noteworthy that in vivo tumor growth of
these ER+ BC tumors was slower than for various triple
negative BC xenografts that we have also established and
characterized [13, 14]. Such an observation is in complete
concordance with the clinical outcome of both luminal and
TNBC that occurred in women and therefore constitutes a
characteristic that increases the relevance of our models.
Considering the stability of the models in term of
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Fig. 5 Tamoxifen and letrozole individual data. In each case, the
thick curve plots the average response of a group of mice, treated with
tamoxifen (a, model HBCx-22) or with letrozole (b, model HBCx-
34). Thin curves represent data from individual mice in each group.
Three patterns of response are observed in each setting. RTV relative
tumor volume

histopathological, molecular, and genomic characteristics, as
well as the spontaneous in vivo tumor growth, we have
therefore considered that these models are adequate in vivo
surrogates for therapeutic preclinical studies and, to support
this hypothesis, we have then evaluated various endocrine
therapies in in vivo experiments.

We have shown that these models exhibit sensitivity to
endocrine treatments. However, the response profiles var-
ied widely from one model to another, reproducing the
variability observed between patients in the clinical setting.
Indeed, the patient population was representative of the
common clinical setting, as evidenced in Table 1, adding a
strong value to our observations.

The individual variability we observed in some treat-
ment groups may also represent the individual variability
observed at the single patient level. However, we have to
keep in mind that intermouse variability could also be
attributed to outbred status of the nude mice, as well as
other parameters such as the actual tumor volume at the
initiation of therapy (see Supplementary Table 2). Of note,
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we have also shown in some models an equivalent efficacy
of tamoxifen and its more potent derivative 4-OH-tamox-
ifen, thus supporting the existence of an active metabolism
of tamoxifen in mice despite a lower affinity of the cyp2c2
cytochrome, the murine counterpart of the human CYP2D6
[19]. Using fulvestrant, a pure estrogen antagonist with no
active metabolites or agonist effects, we were able to
confirm that our models are strongly hormone-dependent.
We have also demonstrated that the aromatase inhibitor
letrozole can exert a significant antitumor efficacy in our
system. Mice also harbor the murine equivalent of CYP19,
called cyp2cl9 [19]. It has been shown that aromatase
knock-out mice develop a specific estrogen deprived phe-
notype [28, 29], and we have been able to observe that
letrozole treatment induces a severe atrophy of the uterine
bodies (data not shown).

Overall, we have durably established eight luminal BC
models derived from patient luminal B breast cancer, of
which six have been extensively characterized. These
models seem to be able to mimic the clinical setting, and
they present with biological features close to the patient
tumors. They represent an opportunity for non-invasive
biological and translational studies, as well as a powerful
tool for preclinical biological investigations and drug
developments.
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V. DEVELOPPEMENT ET CARACTERISATION DES MODELES HORMONORESISTANTS

1. CONTEXTE

Sur les bases établies dans la littérature, un consensus s’est dégagé pour souligner I'utilité des PDX

144,155,156 ot nous avons poursuivi le

dans I’évaluation préclinique et la recherche translationnelle
développement des PDX de CS luminal dans le but de pouvoir modéliser la résistance a I'HT. La plupart
des situations cliniques dans le CS luminal se déroulent sur un temps long avec apparition progressive
de I'échappement thérapeutique (voir figures 3, 9-11), et compte tenu de la difficulté a obtenir des
échantillons cliniques appariés (tumeur primitive « sensible », métastase « résistante »), il est apparu
particulierement pertinent de mettre a profit les tumeurs ou « sous-clones » devenus résistants a un
traitement donnée (figures 30 et 30bis) pour développer des PDX de deuxieme génération devant
permettre des analyses comparatives entre PDX de référence hormonosensible et PDX rendue
résistante sous pression thérapeutique. Nous avons également analysé dans ces modeles la sensibilité

a I’évérolimus, inhibiteur spécifique de mTORC1 indiqué dans le CS RE+ devenu hormonorésistant,

ainsi que la voie PI3K/mTOR.
2. MATERIELS ET METHODES

Nous résumons ici les principales méthodes utilisées dans ce deuxieme temps du travail.

DEVELOPPEMENT DES MODELES RESISTANTS* ET TRAITEMENTS*

Les techniques de greffe utilisées sont les mémes que celles décrites précédemment. Nous avons
utilisé les PDX HBCx-22 et HBCx-34 et les tumeurs dérivées échappant a un traitement (figure 30bis)
pour développer les modeles hormonorésistants. Nous avons défini une terminologie pour ces

modeles basée sur le nom de la PDX initiale et le traitement [T] sous lequel la résistance (R) s’est
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installée : HBCx-[num] [T]R. Nous avons également défini la méthodologie de création de ces modéles,

selon les étapes suivantes :

1. Al'échappement tumoral, réimplantation sur souris Swiss nude traitées de maniére identique
au bras d’échappement

2. Obtention de 3 passages successifs dans les mémes conditions (prise de greffe)

3. Nouvelle greffe avec tests thérapeutiques multiples. Confirmation de la résistance par
obtention d’une courbe de croissance moyenne sous traitement identique a celle du bras

controle

Les modeles ainsi obtenus étaient considérés comme utilisables pour les expériences et analyses

ultérieures.

Les traitements hormonaux étaient administrés de maniere identique a précédemment. L’ évérolimus
a été fourni gracieusement par Novartis Pharma® et administré par voie orale a la dose de 2,5 mg/kg
3 fois par semaine, selon I’expérience du laboratoire fournisseur. Le suivi des groupes traités et le soin

apporté aux souris ont été réalisés de maniere identique a celle précédemment exposée.

ANALYSES SUPERVISEES*

J'ai choisi de regrouper sous ce terme I’ensemble des analyses anatomopathologiques, protéiques (IHC
et western blot), et moléculaires ciblées (RT-PCR, recherche de mutations) menées de manieére
simultanée et comparative surles PDX et leurs dérivés résistants, a I'initiation et a la fin des traitements
selon le volume tumoral résiduel disponible. Brievement, les séries d’analyses suivantes ont été

réalisées :

1. Evaluation architecturale comparative et réalisation de tissue micro array (TMA).

2. Coloration IHC (3 souris par groupe de traitement) pour les protéines RE, RP, FOXA1, Ki67,
IGF1-R, PTEN, Aktl et P-Aktl (forme phosphorylée en Thr308), mTOR et P-mTOR, P-p70S6K
sur des prélévements effectués avant tout traitement et a H24 aprés la derniére dose de
traitement. Un phospho-score (table 8) a été défini pour P-p70S6K (annoté de maniere

simplifiée P-S6 dans le texte) comme marqueur potentiel d’activation de la voie PI3K/mTOR :
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Pourcentage de cellules marquées ’ score

>50% ++
>10 -50% +
>1-10% t

<1% -

Table 8. Définition du phospho-score pour P-p70S6K

3. Analyse de I'expression par Western Blot (WB) de Akt1l/P-AKT1 et p70S6K/P-p70S6K.
Normalisation versus GADPH.

4. Analyse par RT-PCR selon les conditions décrites précédemment de I'expression de génes des
voies HER 1-3, du cycle cellulaire et de I'apoptose (5 réplicats par analyse).

5. Recherche de points chauds de mutation sur les genes PIK3CA, PIK3R1, ESR1 par amplification

ciblée et séquencage direct avec un seuil de détection de 5% de cellules mutées’® 116 120,157,

158

L'analyse de I'expression des protéines a systématiquement été menée sur 2 ou 3 souris de chaque

groupe de traitement et en duplicate pour chaque échantillon.

GENERATION ET ANALYSE™* DES PROFILS GENOMIQUES

Un profil d’expression pangénomique a été généré pour chaque PDX et ses dérivés résistants, a partir
de puces Affymetrix GeneChip Human 1.1 ST, en 5 réplicats pour chaque tumeur testée. Les données
ont été normalisées puis analysées par la technologie EASANA développée par Genosplice®, en ne
retenant que les génes dont I’expression pouvait étre comparée entre au moins 2 situations différentes
(ex : sensible vs résistant au tamoxiféne) et aprés comparaison de l'intensité entre les réplicats (test
de Student). Les variations de niveau d’expression étaient considérées comme étant significatives au
seuil de 5% avec un ratio (fold-change) = 1,5. L’annotation Gene Ontology (GO) a été analysée sur la
base DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery). Les fonctions
biologiques et les régulations potentielles ont été analysées par IPA (Ingenuity Pathway Analysis -

Ingenuity Systems®). Les données brutes sont accessibles sur GEO sous le numéro GSE55561.

En paralléle un profil génétique tumoral a été généré en duplicata pour HBCx-22, HBCx-34 et leurs

dérivés TamR et OvaR. L'ADN génomique (ADNg) a été extrait par une méthode phénol/chloroforme
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et contrdlé sur un gel d’agarose a 0.5%. La cartographie Affymetrix Human mapping SNP 6.0 a été
réalisée avec 500 ng d’ADNg en suivant les instructions du fabricant au sein de la plateforme
génomique de l'Institut Curie. Brievement, I’ADN était digéré de maniére indépendante par les
enzymes Styl ou Nspl. Des adaptateurs dédiés étaient liés a ’ADN avant la réalisation d’une série de 7
PCRindépendantes avec |la polymérase TitaniumTM Taq DNA (Clonetech®). Les produits de PCR étaient
controlés sur gel d’agarose 2%, rassemblés puis fragmentés avec la DNAse I. La taille des fragments
résultants était contrélée par électrophorése avant marquage terminal et hybridation SNP6.0. Aprés
hybridation, les microarrays étaient colorés, lavés puis analysés grace au systéme Affymetrix GCS3000.
Les données ont été controlées sur la console Affymetrix Genotyping et les profils génétiques obtenus

comparés avec la Suite Chromosome Analysis. Les méthodes détaillées ont été rapportés> 160,

3. RESULTATS

ETABLISSEMENT ET CARACTERISATION DES MODELES HORMONORESISTANTS

Obtention de 4 modéles

Nous avons pu par sélection des clones résistants et greffes successives obtenir 4 modeles résistants,
dénommés HBCx-22 TamR, HBCx-22 OvaR, HBCx-34 TamR et HBCx-34 Ovar. TamR désigne la résistance
au tamoxiféne et OvaR la résistance a la castration chirurgicale, c’est-a-dire la déprivation
oestrogénique. La comparaison aux PDX initiales, sensibles, a montré une parfaite stabilité
architecturale, ainsi que de I’expression de RE, Ki67 et FOXAL1 (figure 31). Cet aspect a été confirmé en

qRT-PCR.
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HBCx-22 HBCx-22 HBCx-22 HBCx-34 HBCx-34 HBCx-34

H&E

Ki67

FOXA1

Figure 31 : Analyse comparée morphologique (H&E) et en IHC des deux PDX de référence et leurs
dérivés résistants.

Confirmation de la résistance

La résistance acquise a I’hormonothérapie a été confirmée dans 3 modeles résistants, HBCx-22 TamR,
HBCx-220vaR et HBCx-34 TamR, le dernier (HBCx-34 OvaR) n’ayant pas encore été évalué. Les courbes
sont reportées dans la partie VI. Pour chaque modéle, la résistance au traitement sous lequel il a été
développé est confirmée, avec une courbe de croissance sous ce traitement superposable a celle du

bras controle. La différence principale réside dans la spécificité de la résistance acquise :

- HBCx-22 TamR apparait résistant a I’'ensemble des modalités évaluées

- HBCx-22 OvaR est résistant a la déprivation oestrogénique méme renforcée par le létrozole,
et garde une sensibilité au tamoxifene (p=0,003) et intermédiaire au fulvestrant (ns).

- HBCx-34 TamR semble spécifiquement résistant au tamoxiféne, garde une sensibilité

significative au fulvestrant et probablement intermédiaire a la déprivation oestrogénique.

La table 9 ci-dessous résume l'inhibition de croissance observée avec les différents modalités d’HT :
antioestrogene (Tamoxiféne), antagoniste pur du RE (fulvestrant) et déprivation oestrogénique

(castration associée a un IA).
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Ovariectomie +

Tamoxiféne Fulvestrant
létrozole
% TGl (p) % TGl (p)
% TGl (p)
HBCx-22 TamR (J 106) 6 (0,82) 5(0,85) 9(0,70)
HBCx-22 OvaR (J 112) 46 (0,003) -26 (0,23)
HBCx-34 TamR (J 114) -68 (0,21) 86 (0,034)

Table 9. Inhibition de croissance (tumor growth inhibition, TGI). Pour un traitement X elle est calculée
par la formule : TGI(%) = (1-RTVx/RTVcontrsle) X 100. Un TGl a 0 indique I'absence de régression tumorale
et un TGI négatif une progression sous traitement. Les valeurs de p indiquent la différence par rapport
au contréle. L'absence de significativité (police rouge et orange) indiquent un TGl et une courbe de
croissance identique au bras contréle et indiquent la résistance au traitement X.

Fonctionnalité du RE

Aucune mutation de ESR1 sur les points chauds récemment mis en évidence (E380Q, V392I, S463P,
P535H, L536R, Y537C/N/S, D538G, R555C) dans le domaine de liaison du ligand’® n’a été identifiée, ni
dans les PDX initiales, ni dans les modeles résistants. Cet aspect couplé a la conservation a I'identique
de I'expression du RE (IHC et qRT-PCR) et de FOXA1 (IHC et gRT-PCR), un de ses principaux facteurs
pionniers, a conduit a évaluer sa fonctionnalité par la mesure de I’expression de ses principaux génes
cibles. L’analyse couplée par IHC et qRT-PCR de I’expression d’IGF1R et de RP montre des modifications
importantes, paralleles en IHC et qRT-PCR, mais différentes selon les 4 situations de résistance
étudiées, suggérant une spécificité de chaque situation considérée (figure 32). Une diminution de
I’expression d’autres genes cibles du RE : MYB1, PS2, BCL2, a également été observée en qRT-PCR dans

les 4 modeéles résistants.

RP IGF1IR RP

MYBTEP
s

PRITEP

HBCx-22 HBCx-22 HBCx-22 HBCx-22 HBCx-22 HBCx-22 HBCx-34 HBCx-34 HBCx-34 HBCx-34 HBCx-34 HBCx-34
Tam-R OvaR Tam-R OvaR Tam-R OvaR Tam OvaR

Figure 32. Expression génique et protéique comparée d’IGF1R et de RP dans les PDX sensibles et les
dérivées résistantes.
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Ces données ont été complétées par I'évaluation du niveau d’expression génique des principaux

facteurs pionniers du RE : FOXA1 (voir supra), GATA3%7161 pBX184 162 ot GREB1®3 (figure 33).
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Figure 33. Expression (qRT-PCR) comparée des facteurs pionniers du RE dans les PDX et les modeles
résistants dérivés. * : p<0,05 ; ** : p< 0,01.

On observe un comportement variable selon les PDX d’origine et les situations de résistance. GATA3
et PBX1 restent a des niveaux élevés pour les modéles TamR mais avec des variations inverses par
rapport a la PDX parentale entre HBCx-22 et HBCx-34. Leur niveau est en général un peu plus bas dans
les tumeurs OvaR mais avec une variation inverse pour HBCx-34 OvaR. Les variations les plus marquées

sont observées pour GREB1 qui est pratiquement toujours effondré sauf pour HBCx-22 OvaR.

Description de la voie PI3K/Akt/mTOR

Il n’y a pas de test validé affirmant I'activation de la voie PI3K/mTOR. Nous avons mis a profit les TMA
réalisés sur les PDX et modeles résistants pour évaluer I'expression des formes phosphorylées, actives,
des principales protéines de la voie. Les résultats ont été confrontés a une analyse par western blot et
sont présentés dans la figure 34 qui synthétise la figure publiée. En se référant a I’état phosphorylé de
la p70S6 kinase, une des kinases terminales majeures de la voie, celle-ci apparait activée pour HBCx-
22 et HBCx-34. Les profils sont strictement superposables a la tumeur parentale pour les 4 modeéles
résistants. Le profil des séries HBCx-22 et HBCx-34 differe cependant. On observe |'absence
d’expression de PTEN par les cellules tumorales dans HBCx-22 (avec confirmation d’une perte
d’hétérozygotie aussi bien dans la tumeur primitive que dans la PDX en CGH array et en SNP6.0,
données non montrées), associée a une expression élevée de P-AKT, P-mTOR et P-S6 aussi bien en IHC
gu’en WB. Le phospho-score de P-S6 est coté ++ aussi bien pour HBCx-22 que pour ses deux dérivés

TamR et OvaR.
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P-AKT

Figure 34. Activation de la voie PI3K dans les PDX parentales.

Cette analyse a été complétée par le séquencgage des points chauds de mutations de PIK3CA et PIK3R1.
Nous avons pu observer dans les tumeurs HBCx-22 une délétion de 24 pb dans I'exon 13 de PIK3R1
(c.1704_1727del), connue pour activer la voiel*®. L’association perte de PTEN + mutation PIK3R1 rend
parfaitement compte de I'activation de la voie, présente dans la PDX initiale hormonosensible. La PDX
HBCx-34 conserve une expression cytoplasmique de PTEN, associée a I'absence d’expression de P-AKT,
alors que P-mTOR et P-S6 sont fortement exprimées. Le phospho-score de P-S6 est aussi coté ++ dans
HBCx-34 et ses formes TamR et OvaR. Le séquencage de PIK3CA, PIK3R1 et AKT1 n’a retrouvé aucune

anomalie.

L'ensemble de ces résultats montrent dans ces modeéles I'apparition d’une résistance aux traitements
hormonaux, partielle ou totale, et de profil différent chaque tumeur et chaque traitement de sélection.
Cette résistance n’est associée ni a une perte de RE ni a une mutation de ESR1, ni a I'apparition d’une
activation de la voie PI3K/mTOR qui est présente dans la tumeur parentale sensible dans les deux

séries. Ces résultats suggerent également des modifications de I’activité transcriptionnelle du RE.

ANALYSES GENOMIQUES

Les xénogreffes ont été au préalable analysées sur le plan génomique par SNP array 6.0. Aucune
différence de profil n’a été observée entre les PDX parentales sensibles et leurs 2 dérivées résistantes

(figure 35).

Theése Paul-Henri COTTU - 16 décembre 2015 Page 98



HBCx-22 HBCx-34

sencile CRL T TR 5; Ll II.LII“W Iy
N N e T
Ovar e i é L I“l 'l!'l’i.l'lllwl‘i' g

Figure 35. Profil SNP6.0 comparé des PDX parentales sensibles et des variants TamR et OvaR pour
HBCx-22 et HBCx34.

On observera par ailleurs la grande stabilité des profils au fil du temps : a titre d’exemple, le profil CGH
initial de HBCx-22 obtenu par BAC array sur la tumeur donneuse (de la patiente) et le passage pl de la
xénogreffe est superposable a ceux présentés dans la figure SNP, obtenus aux passages p10 (HBCx-22)
et p7 (variants TamR et OvaR). Une analyse en composante principale (non montrée) a confirmé cette
grande proximité des PDX entre elles. Cette description initiale a été complétée par la génération d’un

clustering hiérarchique basé sur un profil d’expression pangénomique.

Dans un premier temps, nous avons confirmé I'appartenance au groupe luminal de I’'ensemble des PDX
RE+, tumeurs parentales comme variants résistants (données non montrées). Les variants co-

ségrégent systématiquement avec leur PDX parentale.

Nous avons dans un second temps réalisé un clustering hiérarchique pour chaque groupe tumoral (ex :
HBCx-22 et ses dérivés TamR et OvaR, avec 5 réplicats par tumeur) basé sur les 504 génes les plus
variants (figure 36). De maniere remarquable, chaque xénogreffe présente un profil d’expression qui

lui est propre, et ce de maniere trés reproductible.
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Figure 36. Clustering non supervisé de HBCx-22 et ses deux dérivés TamR et OvaR. Chaque tumeur est
analysée en 5 exemplaires. Jaune : PDX parentale HBCx-22 ; Rouge : HBCx-22 OvaR ; vert : HBCx-22
TamR.

Ces résultats préliminaires et non publiés ont servi de base aux analyses plus détaillées des données
transcriptomiques rapportées dans l'article 3 et dont nous résumons ci-apres les conclusions

principales :

1. Chacune des 4 PDX résistantes présente un profil d’expression différentiel spécifique par

rapport a sa PDX sensible parentale originale. Pour chaque paire (HBCx-22 TamR et OvaR ;

HBCx-34 TamR et OvaR) il existe un faible chevauchement entre les profils.

2. De méme, les signatures TamR et OvaR semblent différentes pour chague tumeur, avec par

exemple seulement 210 et 207 génes dérégulés en commun.

A titre d’exemple et pour souligner la diversité biologique, la liste des 10 génes présentant la variation
d’expression la plus importante (fold change) pour chaque PDX est indiquée en annexe « 2.
transcriptome ». Nous avons construit le diagramme de Venn (figure 37) explorant le lien potentiel

entre les 4 signatures obtenues en considérant les génes avec un fold-change > 1,5 (p < 0,05).

HBCx-22 OvaR HBCx-34 TamR
HBCx-22TamR = = ~ ), HBCx-22 OvaR

261 _

202
457

Figure 37. Diagramme de Venn permettant d’isoler les 20 génes communs aux 4 signatures
d’expression obtenues a partir des 4 PDX résistantes.
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Ce diagramme permet d’obtenir une liste résiduelle de 20 genes dont la liste est indiquée ci-dessous

(Table 10). Il n’a pas été possible de mettre en évidence une unité dans le sens de la variation

d’expression, ni de lien fonctionnel.

GENE H:::‘-:z HBCx-22 OvaR H:::":“ HBCx-340vaR |  processus

QPRT up up down down neurology

TCF4 down down up up neurology

CRABP1 down up down down retinoic pathway

TPD52L1 up up down down :’;ZZ;’;;S

FAMS83B up up up up

NCAMZ2 up up up up neurology
epithelial tumor

TUSC3 up up down down cell lines- del in
Prost Cancer

LRRC20 up up down down

SLC27A2 down up down down

MLLT11 up up down down leukemia

STEAP1 up up up up cell cell junction

TNIK up up down up

UCHL1 up up down down neurology

RBM24 down up down down

PPARG down up down down retinoic pathway

FKBP10 up up down down chaperone

CLU up up up up chaperone

ENDOD1 up up down down

PPP1R3C up up down down

TBC1D9 up up down down tubuline
chaperone

Table 10. Liste des 20 génes communs aux 4 signatures. Surlignés en vert : génes dont I’expression
augmente dans HBCx-22 et baisse dans HBCx-34 ; en rouge : génes dont I'expression augmente dans
les 4 situations ; en blanc : variation complexe. Les processus auxquels sont associés ces genes sont

indiqués quand ils sont connus.

3. L’annotation DAVID (GO) et IPA des genes dérégulés dans les 4 PDX résistantes a permis de

mettre en évidence les processus biologiques (BP) potentiellement impliqués dans les

mécanismes de résistance a I’HT. La table 11 liste les BP les plus fréquemment impliqués pour

chaque PDX et en souligne la diversité.

Thése Paul-Henri COTTU - 16 décembre 2015

Page 101




HBCX-22 TamR HBCx-22 OvaR

response to chemical stimulus nitrogen compound biosynthetic process

response to wounding nucleotide metabolic process

response to endogenous stimulus nucleoside phosphate metabolic process

response to hormone stimulus antigen processing and presentation

response to external stimulus purine nucleotide biosynthetic process
HBCx-34 TamR HBCx-34 OvaR

water-soluble vitamin biosynthetic process homophilic cell adhesion

pyridine nucleotide biosynthetic process cell-cell adhesion

regulation of phosphate metabolic process cell adhesion

regulation of phosphorus metabolic process | biological adhesion

apoptotic mitochondrial changes response to vitamin

Table 11. Liste des principaux processus biologiques associés a I’lhormonorésistance dans les 4 PDX

résistantes.

4. L'importance des modifications transcriptionnelles dans la résistance est soulignée par

I"implication directe de multiples régulateurs transcriptionnels (NFkB, AP1, ETS1, BRCA1,

FOXAL...) dans ces modifications.

Surtout, le point commun principal entre ces 4 modeles de résistance réside dans I'altération partagée
mais avec un niveau variable de fonctions cellulaires majeures comme d’une part prolifération et cycle
cellulaire, et d’autre part mort cellulaire et survie (analyse IPA). Cet aspect a été validé par I'analyse
d’expression par gRT-PCR de génes clés impliqués dans ces fonctions (famille HER ; génes du cycle tels
MKI67, WEE1, CDC25B ; génes de I'apoptose tels BCLxL, BLC2, PUMA) qui a montré des modifications

significatives d’expression, chaque tumeur présentant son profil propre.
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Partie V : résumé

e Nous avons développé et validé des modeles de PDX devenus hormonorésistants. 4 modeles
ont été obtenus.

e Le profil de résistance est tumeur- et traitement-spécifique.

e Le RE est conservé mais son activité transcriptionnelle est modifiée.

e [’activation de la voie PI3K/mTOR n’est pas impliquée dans la résistance dans ces modeéles.

e Le profil génomique (CGHa et SNP6.0) est stable mais il existe de fortes variations du profil
d’expression (Affy) d’'un modéle a I'autre, sans signature commune.

e La prolifération, le cycle cellulaire, la survie et la mort cellulaire sont les fonctions cellulaires

les plus impliquées.
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VI. CIBLAGE DE LA VOIE PI3K/MTOR

L’évérolimus, inhibiteur spécifique de mTORC1, a obtenu son AMM en France en juillet 2012, dans
I'indication CS avancé et en combinaison avec I’'exemestane, sur la base de I'étude d’enregistrement
Bolero-21%41%¢ Une étude de phase Il randomisée avait aussi validé le principe de I'efficacité de
I’association au tamoxiféne!®’. Les analyses menées a partir de ces deux études n’ont pu étre réalisées
qgue sur des sous-populations et n’ont pas permis de mettre en évidence de maniere formelle des
facteurs prédictifs de bénéfice de I’évérolimus. Ces études n’ont de plus pas évalué I'évérolimus en
monothérapie dans cette situation clinique d’hormonorésistance. Dans ce contexte et sur la base de
la description des 4 PDX résistantes obtenues, nous avons évalué I'efficacité préclinique et biologique

de I’évérolimus dans les PDX sensibles et leurs variants résistants.

1. EVALUATION DE L’EVEROLIMUS*

Les PDX HBCx-22, HBCx-34 et leurs dérivés résistants respectifs TamR, OvaR et TamR ont pu étre
évalués. Plusieurs situations sont ainsi identifiées, fonction de chaque tumeur. Pour les PDX HBCx-22
et dérivés, I’évérolimus est universellement actif aussi bien en monothérapie qu’en association, avec
des régressions durables dans les 2 modéles résistants, et des régressions completes et durables pour
la PDX HBCx-22 native hormonosensible (figure 38). Le TGI est indiqué dans la table 12. Les données
sont plus parcellaires avec HBCx-34, malgré la persistance d’une forte E2 dépendance (courbe non
montrée). Seule la PDX TamR a pu étre testée (figure 39). On observe néanmoins un profil tout a fait
différent de HBCx-22 : il existe une efficacité similaire de I’évérolimus et de la combinaison évérolimus-
tamoxiféne, alors que la combinaison au fulvestrant est significativement supérieure au fulvestrant

seul et a I’évérolimus seul suggérant une synergie qui serait a confirmer formellement in vitro.

Ces résultats ont été confirmés par I'’observation d’'une augmentation significative du taux de réponse
avec la combinaison (55,5% sous évérolimus-fulvestrant vs. 0 sous fulvestrant seul, p=0,034 par le test
exact de Fisher), et d’un allongement significatif de la survie sans progression dans le bras combinaison

(p<0,001 par le test du log rank).
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Evérolimus +

Evérolimus +

Evérolimus +
Evérolimus
tamoxiféne fulvestrant létrozole/ovariectomie
% (p)
% (p) % (p) % (p)
HBCx-22 95 (3,9E-8) 97 (7,6E-8) 96 (1,04E-7) 99 (5,9E-8)
HBCx-22 TamR 90 (0,00002) 93 (0,0001) 95 (0,0002) -
HBCx-22 OvaR 91 (2,1E-7) 91 (4,2E-7) 93 (1,3E-7) -
98 (0,0019)
HBCx-34 TamR 70 (0,0186) 69 (0,0488) 93 (0,00022)* -
84 (0.004)**

Table 12. Le taux d’inhibition de croissance est calculé comme indiqué dans la table 9. *indique le TGI
par rapport au bras évérolimus monothérapie, et ** par rapport au bras fulvestrant monothérapie.
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—+—Controle
~#-TAMOXIFENE - 4mg/kg/w-Per Os-
~#~LETROZOLE + Ovariectomie - 1mg/kg-
Sx/w-Per Os
——FULVESTRANT - 50mg/kg/w-IM
4 ——EVEROLIMUS - 2,5mg/kg-3x/w-Per Os
~e~EVEROLIMUS + TAMOXIFENE

~—EVEROLIMUS + FULVESTRANT

~—EVEROLIMUS (RAD) + LETROZOLE +
Ovariectomie
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Figure 38. Evaluation de I'évérolimus seul et en combinaison. A. PDX HBCx-22. Les codes couleurs
indiquent les bras de traitement, de maniére identique pour A, B, C et la figure suivante. B. HBCx22

TamR. C. HBCx-22 OvaR.
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Figure 39. Evaluation de I’évérolimus seul et en combinaison. A: HBCx34: arrét précoce de
I’expérience en raison de la faible croissance du groupe contréle. On observe néanmoins une tendance
alarégression tumorale dans les bras évérolimus (orange, gris, bleu pale), et une tendance al'efficacité
supérieure du fulvestrant (violet). B. HBCx34 TamR : les courbes indiquent une résistance spécifique
au tamoxiféne (rouge), le maintien d’une activité du fulvestrant (violet), et I’effet au minimum additif
de la combinaison évérolimus-fulvestrant (gris).

De maniere a mieux mettre en évidence I'additivité de la combinaison évérolimus-fulvestrant, une
vision détaillée des 3 courbes de traitement de HBCx34 TamR par fulvestrant seul, évérolimus seul et

par I'association est présentée dans la figure 40.
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Figure 40. Vue détaillée des traitements de la PDX HBCx-34 TamR par fulvestrant seul, évérolimus seul
et par la combinaison évérolimus-fulvestrant. Les barres verticales indiquent les intervalles de
confiance de chaque valeur. Les différences sont significatives (voir table TGI supra).

2. ANALYSES PHARMACODYNAMIQUES

De maniere a confirmer sur le plan pharmacodynamique les différences de profil d’efficacité observé
avec I’évérolimus, nous avons analysé la voie PI3K/mTOR a partir de TMA effectués sur les tumeurs
résiduelles aprés traitement. La table 13 résume les données obtenues par analyse IHC, en mettant
I’accent sur le RE, marqueur pharmacodynamique du fulvestrant ; le Ki67, marqueur de prolifération ;

la forme phosphorylée de la p70S6kinase (P-S6), marqueur pharmacodynamique de I'évérolimus.

RE Ki67 P-S6
Ctrl Fulv.  Fu/Ev | Ctrl Fulv.  Fu/Ev | Ctrl Fulv.  Fu/Ev

A ” &?,%i‘ 3 ”
N a0 %) St
8 ThoANTEY -
o % 55 B

HBCx-22
TamR

HBCx-22
OvaR

HBCx34
TamR

Table 13. Analyse pharmacodynamique par IHC de I'effet du fulvestrant (Fulv.) et de la combinaison
évérolimus-fulvestrant (Fu/Ev) sur les PDX résistantes a I’hormonothérapie conventionnelle. Ctrl : bras
controle.

Les données visuelles IHC ont été semi-quantifiées par I'établissement d’'un phosphoscore pour P-S6

(Table 14).
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‘ HBCx-22 TamR HBCx-22 OvaR ‘ HBCx-34 TamR ‘

Controle ++ ++ ++
Fulvestrant ++ ++ +
Evérolimus +/- +/- +/-
Eve. + Tam +/- +/- +/-
Eve. + Fulv. - - -

Table 14. Phospho-score pour P-S6 dans les différents bras de traitement. L'étude IHC a été pratiquée
sur les résidus tumoraux 24h apres la derniere administration. Un score « - » indique un pourcentage
de cellules marquées < 1%, et « +/- » inférieur ou égal a 10%.

Ces données montrent I'absence d’action du fulvestrant sur HBCx-22 TamR qui est considérée comme
ayant développé une hormonorésistance universelle (voir figure 38B) malgré la diminution attendue
de I'expression du RE : on n’observe une diminution ni de la prolifération ni de I'expression de P-S6. En
revanche, I'introduction de I'évérolimus produit un effet majeur. Les constations sont similaires pour
HBCx-22 OvaR. Le profil est différent pour HBCx34 TamR : le fulvestrant seul induit une baisse marquée
de la prolifération et de P-S6, encore renforcée par I'adjonction de I'évérolimus. L'effet sur le Ki67 a
été confirmé en qRT-PCR (voir article 3). Associées a la quasi extinction de I'expression du RE, ces
données suggerent un effet du fulvestrant sur la voie extra-génomique du RE, avec au minimum un

effet additif du blocage de la voie PI3K/mTOR par I'évérolimus.

Au total, ces données pharmacodynamiques confirment les résultats obtenus en termes de régression
ou au minimum de stabilisation tumorale dans les 3 modeéles de PDX étudiés. Elles soulignent
également le caractére original de chaque modele de PDX résistante a I’hormonothérapie. Une

potentielle synergie de I'évérolimus avec le fulvestrant est fortement suggérée dans HBCx-34 TamR.

3. EVALUATION D’INHIBITEURS DE PIK3CA, AKT ET MTOR
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Le développement de ces PDX et la publication des premiers résultats (article 3 et annexes 3-4) ont
permis de mettre en place des collaborations industrielles. Les travaux sont en cours et ne peuvent
étre dévoilés a ce stade. Néanmoins, il est possible de résumer les grandes tendances observées en
fonction des modéles et des molécules utilisées, qui seront présentées par classe et de maniere

cryptée pour des raisons de confidentialité (table 15).

Pan PIK3CA PIK3CAQ AKT1 mTORC1/C2

G1 G2
Effet dose sur PDX | Effet dose surles PDX
sensibles et résistantes sensibles
Composés | Pas de synergie avec le | Peu efficace sur les
«G» fulvestrant sur HBCx-22 | PDX résistantes
Peu efficace sur HBCx22
TamR
NO N9
) Synergie avec Tendance a la synergie
Co:(n:o:,es fulvestrant sur HBCx-22 | avec fulvestrant sur
HBCx-22
A4
A3 .
. . Synergie avec
Composés Synergie avec
fulvestrant
«A» fulvestrant sur sur HBCx22-
HBCx22-OvaR
OvaR

Table 15. Premiers résultats de I"évaluation de I'effet des inhibiteurs de la voie PI3K sur les PDX
sensibles et résistantes a I’hormonothérapie. Les noms des composés testés ont été codés pour des
raisons de confidentialité.

Plusieurs classes médicamenteuses sont en cours d’évaluation, testant les différents étages de la voie
PPI3K/mTOR. Globalement, les inhibiteurs de PIK3CA (spécifiques de PIK3CAa ou non) ont une activité
modeste, y compris sur la PDX HBCx-22 porteuse d’'une mutation de PI3KR1 et d’une perte de PTEN.
La synergie avec le fulvestrant semble plus marquée lorsqu’on utilise des inhibiteurs de la partie basse

de la voie.
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Partie VI : résumé

e Dans les modeéles testés, I'évérolimus est efficace en monothérapie et ne semble pas
synergique avec les autres modalités d’HT. Il induit des régressions tumorales durables
lorsqu’il est associé au fulvestrant (HBCx-34 TamR).

e L’analyse pharmacodynamique confirme le mode d’action du fulvestrant et de I'évérolimus, et
leur synergie possible dans le modele HBCx-34 TamR.

e (Ces modeéles peuvent servir de base d’évaluation préclinique des inhibiteurs de la voie

PI3K/Akt/mTOR.
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Abstract

Purpose: Patients with luminal breast cancer (LBC) often become endocrine resistant over time. We
investigated the molecular changes associated with acquired hormonoresistances in patient-derived
xenografts of LBC.

Experimental Design: Two LBC xenografts (HBCx22 and HBCx34) were treated with different endocrine
treatments (ET) to obtain xenografts with acquired resistances to tamoxifen (TamR) and ovariectomy
(OvaR). PI3K pathway activation was analyzed by Western blot analysis and IHC and responses to ET
combined to everolimus were investigated in vivo. Gene expression analyses were performed by RT-PCR and
Affymetrix arrays.

Results: HBCx22 TamR xenograft was cross-resistant to several hormonotherapies, whereas HBCx22
OvaR and HBCx34 TamR exhibited a treatment-specific resistance profile. PI3K pathway was similarly
activated in parental and resistant xenografts but the addition of everolimus did not restore the response to
tamoxifen in TamR xenografts. In contrast, the combination of fulvestrant and everolimus induced tumor
regression in vivo in HBCx34 TamR, where we found a cross-talk between the estrogen receptor (ER) and
PI3K pathways. Expression of several ER-controlled genes and ER coregulators was significantly changed in
both TamR and OvaR tumors, indicating impaired ER transcriptional activity. Expression changes associated
with hormonoresistance were both tumor and treatment specific and were enriched for genes involved in
cell growth, cell death, and cell survival.

Conclusions: PDX models of LBC with acquired resistance to endocrine therapies show a great diversity
of resistance phenotype, associated with specific deregulations of ER-mediated gene transcription. These
models offer a tool for developing anticancer therapies and to investigate the dynamics of resistance
emerging during pharmacologic interventions. Clin Cancer Res; 20(16); 1-12. ©2014 AACR.

cancers (LBC). Interfering with the ER pathway with anti-
estrogens (e.g., tamoxifen) or estrogen deprivation (e.g.,
aromatase inhibitors or ovariectomy), decreases mortality
from ER" breast cancer. However, endocrine treatments
(ET) efficacy is limited by intrinsic and acquired resistance
(1). The main mechanisms of intrinsic resistance to tamox-

Introduction

At least 70% of breast cancers are classified as estrogen
receptor positive (ER"), commonly called luminal breast
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ifen are lack of expression of ERa and failure to convert
tamoxifen to its active metabolite, while acquired resistance
to ET has been associated with several mechanisms (2).

These include deregulation of ER-associated transcription

factors and coactivators, activation of receptor tyrosine
kinase signaling, aberrant expression of cell-cycle regula-
tors, increased binding with the activating protein-1 (AP-1)
transcription complex, and activation of the stress-activated
protein kinase/JNK pathway (1, 2).

The majority of the information on these potential
mechanisms has been derived from breast cancer cell
lines selected for adaptation to exposure to antiestrogens
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Translational Relevance

Acquired resistance to endocrine therapy occurs with
high frequency in patients with luminal breast cancer
(LBC). We report here the establishment of four new
patient-derived xenografts of LBC with acquired resis-
tance in vivo to tamoxifen and estrogen deprivation.
Gene expression profiling and in vivo drug-response
studies showed a great diversity of endocrine resistance
phenotypes, associated with tumor-specific deregula-
tions of estrogen receptor (ER)-mediated gene transcrip-
tion. One tamoxifen-resistant xenograft showed a
cross-talk between the ER and PI3 kinase pathways and
a high response to the fulvestrant-everolimus combi-
nation. These models offer a clinically relevant tool to
evaluate anticancer therapies in the context of endocrine
resistance and to investigate the dynamics of acquired
resistances.

or long-term estrogen deprivation. However, such models
identify mechanisms that can induce tamoxifen resistance
in vitro rather than those that actually mediate resistance
in patients with breast cancer, and data obtained from
well-controlled experimental conditions may widely dif-
fer from what happens in a real tumor (3). In vivo models
using cell line-derived xenografts have added some value
to the biologic analyses of ET resistance, and have been of
great help in testing and developing new drugs in this
particular setting. It is nonetheless well known that cell
line-derived xenografts do not adequately reflect breast
cancer heterogeneity or morphology in vivo and have poor
predictive value with regard to the clinical setting (4).
Within this context, our group has established patient-
derived xenografts (PDX) models of primary breast can-
cer of all subtypes of and we have shown, as well as other
groups, that breast cancer PDX faithfully recapitulate
the morphologic and biologic features of the parental
tumors (5, 6).

The analysis of dynamic changes associated with tumor
relapse in paired samples before and after resistance would
be of great interest from a therapeutic point of view. How-
ever, paired primary and metastatic samples are not easily
obtained in the current clinical practice, and biopsies from
metastasis often yield poor tumor contents. In this report,
we describe the establishment of four PDX models with
acquired resistance to different ET, derived from two pre-
viously described ER" breast cancer PDXs. We show that
acquired resistance was not associated with ER loss or ESR1
mutations and that the PI3K pathway activation status was
similarly activated in sensitive and resistant models. We
evaluated the everolimus efficacy in hormono resistant
xenografts in combination with various ET modalities and
found that each xenograft displayed a specific pattern of
response to these agents. Gene expression analyses showed
transcriptomic reprogramming which was tumor specific
and treatment specific.

Expression changes associated with hormonoresistance
were both tumor and treatment specific and were enriched
for genes involved in cell growth, cell death, and cell
survival.

Materials and Methods

Establishment of xenografts models resistant to ET
HBCx22 and HBCx34 PDX models have been estab-
lished from untreated early-stage LBC as previously
described (7). Both tumor models responded to ET (7).
Luminal B status has been established on both patients’
tumors and derived xenografts, and assessed on the basis
of low PR/high Ki67 expression (7). To establish hor-
mono-resistant models from these xenografts, tumor-
bearing mice were treated during 6 to 8 months with
different ET, including tamoxifen, fulvestrant, and ovari-
ectomy and letrozole combination. At tumor escape,
resistant tumors were re-engrafted in Swiss nude mice
for three serial passages and treated with the therapy
under which resistance had emerged (Fig. 1A). Resistant
xenografts were established when tumors had successfully
underwent these three passages, and exhibited a resis-
tance phenotype defined by a tumor growth pattern
similar between the control group and the treated group.

In vivo efficacy studies

In vivo efficacy studies with ET were performed in female
Swiss nude mice as previously described (7) in accordance
with the French Ethical Committee. Everolimus was pro-
vided by Novartis Pharma and was administered orally at a
dose of 2.5 mg/kg 3 x week. Optimal tumor growth
inhibition (TGI) of treated tumors versus controls was
calculated as the ratio of the mean relative tumor volume
(RTV) in treated group to the mean RTV in the control group
at the same time. Statistical significance of TGI was calcu-
lated by the paired Student ¢ test by comparing the indi-
vidual RTVs in the treated and control groups. Kaplan-
Meier survival analysis and log-rank tests were used to
determine and compare the progression-free survival prob-
ability between the different treatments arms for the
HBCx34 TamR xenograft.

Morphologic and IHC analyses of tumors

Xenografted tumors were fixed in 10% neutral buf-
fered formalin, paraffin embedded, and hematoxylin-
eosin-saffron (H&E) stained. Outgrowths were analyzed
by IHC for expression of biomarkers: ERo., Progesterone
Receptor (PR), and Ki67 rabbit monoclonal antibodies
were purchased from Clinisciences. Phospho-S6, P-
mTOR, P-AKT, insulin-like growth factor-1 receptor
(IGF-IR), and PTEN rabbit antibodies were purchased
from Cell Signaling Technology (Ozyme). Tissue micro-
arrays (TMA) were built from the in vivo efficacy studies as
previously described (8). Three xenografts from each
treatment group and two tissue cores per tumor were
included in the TMA. Tumor sampling from treated
xenografts was performed 24 hours after the last
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treatment. For Ki67 quantification, 10x pictures were
automatically analyzed with the help of AxioVision
4.6.3 Zeiss software measurement tool (Carl Zeiss S.A.
S.). The percentage of Ki67-positive cells was quantified
by the ratio of Ki67-positive nuclei on total number of
nuclei in one field. The Dunnett’s multiple comparisons
test was used for multiple comparisons. Phosphorylated
S6 IHC scores were defined as follow: ++ more than 50%
of P-S6 + cells, + between 10% and 50% of P-S6 +-cells, &
between 1 and 10%, and — less than 1%.

Western blot analysis

Proteins were extracted as described previously (9).
Lysates were resolved on 4% to 12% TGX gels (Bio-Rad),
transferred into nitrocellulose membranes (Bio-Rad) and
immunoblotted with rabbit antibodies against GAPDH,
AKT, P-AKT, S6, or P-S6 (Cell Signaling Technology). After
washes, membranes were incubated with the appropriate

secondary antibodies horseradish peroxidase-conjugated
affinity-purified goat anti-rabbit (Jackson ImmunoRe-
search Laboratories, Inc., Interchim).

Real-time RT-PCR

RNA extraction and qRT-PCR were performed as previ-
ously described (10, 11). For gene normalization, we used
the human TATA box-binding protein (TBP, Genbank
accession NM_003194). Detailed protocols for cDNA syn-
thesis, PCR amplifications, and normalizations have been
described elsewhere (12).

Mutation screening

Mutations of PIK3CA (exons 9 and 20), PIK3R1 (exons
11-15), AKT1 (exon 4), and ERSI (exons 5, 7, and 8
encoding the recently underlined somatic mutations
E380Q, V392I, S463P, P535H, L536R, Y537C/N/S,
D538G and R555C; refs. 13) were detected by sequencing
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of ¢cDNA fragments obtained by RT-PCR amplification.
Details of the primers and PCR conditions are available
on request. The amplified products were sequenced with
the BigDye Terminator Kit on an ABI Prism 3130 auto-
matic DNA sequencer (Applied Biosystems) with detec-
tion sensitivity of 5% mutated cells, and the sequences
were compared with the corresponding cDNA reference
sequences (PIK3CA NM_006218, PIK3R1 NM_181523,
AKT1 NM_005163, ESR1 NM_000125).

Microarray data analysis

GeneChip Human 1.1 ST arrays were hybridized accord-
ing to Affymetrix recommendations using the Ambion
WT Expression Kit protocol (Life Technologies) and Affy-
metrix labeling and hybridization kits. Arrays were normal-
ized according to the GC-RMA normalization procedure
(14). Analyses of array datasets were made using EASANA
(GenoSplice technology), normalization, background
corrections, and gene annotations were performed as pre-
viously described (15). Only genes expressed in at least one
compared condition were analyzed. We performed an
unpaired Student ¢ test to compare gene intensities in the
different biologic replicates. Genes were considered signif-
icantly regulated when fold-change was >1.5 and P < 0.05.
The DAVID (Database for Annotation, Visualization and
Integrated Discovery) Gene Ontology website was used
to test the significance of enrichment in specific gene onto-
logy annotations. The identification of biologic functions
and the upstream regulator analyses associated with gene
expression datasets were conducted by Ingenuity Pathway
Analysis (Ingenuity Systems) according to their standard
procedures. Raw data files are available from Gene Expres-
sion Omnibus under accession number GSE55561.

Results

ER and PI3K pathway status is conserved between
sensitive and resistant models

To generate in vivo models of endocrine resistance, we
used two previously described PDX models of hormono
sensitive ER" breast cancer, HBCx22 and HBCx34 (7). From
each model, we established a tamoxifen-resistant and
ovariectomy-resistant xenograft (named HBCx22 TamR,
HBCx22 OvaR, HBCx34 TamR, and HBCx34 OvaR), as
described in the Materials and Methods section (two exam-
ples are shown in Fig. 1A). To compare tumor morphology
and ERo expression between sensitive and resistant tumors,
we performed H&E and IHC analyses. Tumor morphology
was conserved between parental and resistant tumors
(Fig. 1B) and IHC analysis showed ER expression was
maintained (Fig. 1B). In addition, we sequenced the ESR1
gene hot spots recently found to be mutated in metastases
from patients with advanced ER" breast cancer (13). ESR1
status was found to be wild-type in resistant and responder
tumors from both HBCx22 and HBCx34 xenografts (data
not shown). As the PI3K/AKT pathway activation has been
described as a mechanism of resistance to ET (16, 17), we
analyzed the phosphorylation of AKT, mTOR, and S6 and

the expression of the tumor suppressor PTEN by IHC and
Western blot analysis. The profile of the three HBCx22
tumors was similar, showing no PTEN expression and a
similar level of expression of P-AKT, P-mTOR, and P-S6
in the sensitive and in OvaR and TamR tumors (Fig. 1C
and D). We also assessed the mutational profile of
PI3KCA, PI3KR1 and AKT1 genes by sequencing analysis.
The HBCx22 tumors presented a 24-pb in-frame deletion
in the exon 13 of PIK3R1 (c.1704_1727del), previously
shown to activate the PI3K pathway (ref. 18; data not
shown). The IHC and Western blot analyses of the HBCx34
xenografts showed PTEN expression and absence of AKT
phosphorylation. $6 and mTOR proteins where phosphor-
ylated at similar levels in both parental and resistant tumors
(Fig. 1C and D). The status of PI3KCA, PIK3R1, and AKT1
genes was found to be wild-type in both parental and
resistant xenografts. Overall, these results show that, in
these models, hormonoresistance is not associated with ER
loss, ERS1 hotspots mutations, or changes in the activation
profile of the PI3K pathway.

Resistance profile is tumor and treatment specific and
in vivo mTOR targeting by everolimus alone arrests
tumor growth in endocrine-resistant tumors

The addition of the mTOR inhibitor everolimus to
ET has been successful in the treatment of advanced
ER" breast cancer (19), but it is unclear whether this
combination therapy is synergistic. To further refine the
resistance profile of the resistant xenografts, we analyzed
the response to ET and everolimus, alone and in combi-
nation, in the HBCx22 TamR and OvaR models and the
HBCx34 TamR model (Fig. 2A-C, respectively). HBCx22
TamR displayed a lack of response to all ET tested
(Fig. 2A), whereas HBCx22 OvaR showed a moderate
response to tamoxifen (TGI = 46%; Fig. 2B). The effect of
everolimus, alone or combined with ET, in HBCx22
TamR and OvaR was identical, with durable tumor sta-
bilization (TGI = 90%). In contrast, in HBCx34 TamR,
resistance to tamoxifen was not associated with resistance
to other ET treatments (Fig. 2C). Treatment by everolimus
alone or combined to tamoxifen resulted in long-term
tumor stabilization, whereas combination of everolimus
with fulvestrant resulted in tumor regressions (Fig. 2C).
Statistical significances of TGI are provided in Supple-
mentary Table S1.

A Kaplan-Meier analysis of tumor progression demon-
strated that control and everolimus arms had a significantly
shorter progression-free survival than the fulvestrant and
fulvestrant-everolimus arms (log-rank test, P = 0.0002;
Fig. 2D). Moreover, the fulvestrant-everolimus combina-
tion yielded a significantly higher rate of complete
responses than fulvestrant alone (55.5% vs. 0, P = 0.034
by the Fisher exact test) and this benefit remained significant
at 127 days (log-rank test, P = 0.024). Although synergism
cannot be readily confirmed without dose response in vivo
studies, these results strongly underline the high potency
of the fulvestrant-everolimus combination in this particular
setting.
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Figure 2. In vivo drug response to ET, everolimus alone, and combined to ET in hormono resistant tumors. A, effect of tamoxifen (Tam), estrogen deprivation
(ovariectomy -+ letrozole), fulvestrant, everolimus, everolimus-+tamoxifen (Ever. + Tam), and everolimus + fulvestrant (Ever. + Fulv.) on HBCx22 TamR
tumor growth. Each treatment group included 10 mice, y-axis indicates the mean of RTV + SD. B, effect of ET and everolimus in HBCx22 OvaR. C, effect
of ET and everolimus HBCx34 TamR. Statistical significances of TGl were calculated by the paired Student t test and are provided in Supplementary
Table S1. D, Kaplan-Meier survival analysis of HBCx34 TamR xenografts (untreated, fulvestrant, everolimus and fulvestrant -+ everolimus-treated groups).

P = 0.0002 (Wilcoxon test); P < 0.001 (log-rank test). N = 9.

To analyze protein expression changes in treated tumors,
tumors were included in TMA and IHC analyses were
performed with the following antibodies: ER, PR, Ki67,
P-AKT, P-mTOR, and P-S6. Representative sections from
tumors corresponding to experiment shown in Fig. 2A
(HBCx22 TamR) are illustrated in Fig. 3A. ER expression
was decreased in the fulvestrant-treated groups, consistent
with fulvestrant mode of action inducing ER degradation
(20). P-AKT and P-mTOR were not affected by treatments,
whereas the phosphorylation of S6 was strongly decreased
in the everolimus-treated groups (Fig. 3A). Representative
sections from tumors corresponding to experiment shown
in Fig. 2C (HBCx34 TamR) are illustrated in Fig. 3B. Inter-
estingly, in this tumor, P-S6 and P-mTOR were inhibited
by fulvestrant alone. P-S6 expression was also decreased in
the everolimus-treated group and completely abolished in
tumors treated by fulvestrant and everolimus. Representa-
tive sections of tumors corresponding to HBCx22 OvaR are
illustrated in the Supplementary Fig. S1. Phospho-S6 inten-
sity scores are provided in Supplementary Table S2.

Quantifications of Ki67 expression are shown in Fig. 3C.
Overall, there was a good correlation between Ki67 expres-
sion and tumor growth in vivo, with the exception of the
tamoxifen-treated group in the HBCx34 TamR xenograft,
which did not respond to treatment in term of tumor
growth, but showed a significant decrease in the number
of Ki67-positive cells.

In summary, these results show that each tumor dis-
played a specific profile in term of hormonoresistance and
response to treatment combinations. The fulvestrant-ever-
olimus combination induced tumor regressions in one
tamoxifen-resistant tumor.

ER transcriptional activity is impaired in endocrine
therapy-resistant tumors

To investigate the transcriptional activity of ER, we per-
formed RT-PCR and IHC analyses of IGF-1R and PR genes
whose expression is regulated by ER (Fig. 4A). IGF-IR mRNA
expression was decreased in both the HBCx22 OvaR and
TamR models when compared with HBCx22 parental
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Figure 3. |HC analysis of treated tumors (scale bar = 50 pmol/L). A, representative sections of TMA obtained from therapeutic experiments on HBCx22 TamR
and (B) representative sections of TMA obtained from therapeutic experiments on HBCx34 TamR. Ctr., control; Tam., tamoxifen; Fulv., fulvestrant; Ova.,
ovariectomy; Letr., letrozole; Ever., everolimus. C, percentage of Ki-67-positive cells determined from IHC staining in TMAs from experiments shown in
Fig. 2, n = 6, mean + SD. The Dunnett's multiple comparisons test was used to determine statistical significance of Ki-67 expression differences in treated
versus untreated tumors. ns: P > 0.05; *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001; ****, P < 0.0001.

tumor. This pattern was also observed to a lesser extent in
the HBCx34 OvaR tumor, but not in the HBCx34 TamR
tumor. The PR gene mRNA expression was significantly
decreased in the HBCx22 TamR model and in both HBCx34
OvaR and TamR xenografts. IHC analyses confirmed very
low levels of PR protein expression and a decrease in the
IGF-IR protein expression in the HBCx22 resistant tumors
but not in the HBCx34 models, where IGF-IR expression
was higher. We also observed a decreased expression of
MYB in the four resistant models (data not shown). We next
analyzed the gene expression level of the ER coregulators
FOXA1, GATA3, PBX1, and GREB1 (Fig. 4B). In the HBCx22
model, FOXA1 and PBX1 genes were repressed in the OvaR
but not in the TamR tumor. GATA3 showed no significant
variations. In contrast, the HBCx34 xenograft showed an
expression increase of these three genes in the TamR tumors.

Finally, the expression of GREB1, an ER regulatory factor,
was strongly decreased in HBCx22 TamR, HBCx34 TamR,
and HBCx34 OvaR (Fig. 4C).

Overall, these results suggest that ER transcriptional
activity might be impaired in hormono resistant tumors.

Acquired resistance to hormonotherapies is associated
with specific gene expression changes involving
multiple biologic processes

To identify dynamic gene expression changes associated
with endocrine resistance, sensitive and resistant tumors
were profiled with gene expression array. The complete lists
of genes differentially expressed in HBCx22 TamR, OvaR
and HBCx34 TamR, OvaR tumors compared with parental
xenografts are reported in Supplementary Tables $3-S6,
respectively. The Venn diagrams generated with the 4-gene
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lists showed that genes deregulated in TamR and OvaR
tumors were only partially overlapping in both HBCx22
and HBCx34 xenografts, indicating treatment-specific
gene deregulations (Fig. 4D). In addition, TamR and OvaR
signatures were tumor specific, with only 210 and 107 genes
commonly deregulated, respectively (Fig. 4D).

The biologic processes (BP) corresponding to genes
specifically deregulated in TamR and OvaR tumors are
represented in Supplementary Tables $3-S6. In HBCx22
TamR tumors, the top biologic processes were response to
wounding and response to hormone stimulus, including
estrogen and steroid hormones, and processes associated
with wound healing and inflammation, regulation of cell
proliferation, and response to TGF-B signaling. In

HBCx34 TamR, the top biologic processes were related
to vitamin and nucleotide biosynthesis and regulation of
phosphate metabolism (Supplementary Table S5). The
top biologic processes of HBCx22 OvaR were nitrogen
compound and nucleotide metabolism and antigen pro-
cessing, while the HBCx34 OvaR top biologic processes
included cell adhesion, response to vitamin, and intra-
cellular signaling cascades (Supplementary Table S6). To
identify upstream regulators of the gene expression
changes, we performed an Upstream Regulator Analysis
with the Ingenuity Software. Several transcription factors
were predicted to be activated in the HBCx22 Tam-R
tumors, including NFKB1, ETS1, Ap1, SP1, STAT3, and
CEBPB (Supplementary Table S7). In the HBCx34 TamR
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Table 1. Top molecular and cellular functions identified by Ingenuity Pathway Analysis (IPA)
Category P # Molecules
HBCx22 TamR
Cellular movement 6.87E—11-1.09E-02 192
Cellular growth and proliferation 9.61E-09-1.11E-02 301
Lipid metabolism 2.34E-07-1.08E-02 112
Small-molecule biochemistry 2.34E-07-1.08E-02 138
Cell-to-cell signaling and interaction 2.62E-07-1.1E-02 140
HBCx22 OvaR
Cell death and survival 2E—05-3.41E-02 120
Cellular growth and proliferation 5.71E—-04-3.41E-02 142
Cellular assembly and organization 1.16E-03-3.41E-02 30
DNA replication, recombination, and repair 1.16E—03-3.41E-02 21
Molecular transport 1.16E-03-3.41E-02 28
HBCx34 TamR
Cellular movement 2.75E-06-1.91E-02 173
Cellular development 6.9E—06-1.83E—02 217
Cellular growth and proliferation 6.9E—06-1.81E—-02 281
Cell death and survival 2.92E-05-1.79E-02 274
Drug metabolism 3.32E—-05-1.64E—-02 15
HBCx34 OvaR
Cell death and survival 8.51E-08-3.3E-02 209
Cellular development 2.15E-06-3.3E-02 197
Cellular growth and proliferation 2.15E—-06-3.3E—-02 210
Cell cycle 9.02E—-06-3.26E—02 87
Cellular compromise 2.41E-05-2.4E-02 15
NOTE: P values are calculated by the Fisher exact test.

gene dataset, the upstream regulators BACH1 and FOXA1
were predicted to be activated.

Overall, these results indicate that ET resistance is associ-
ated with tumor-specific and treatment-specific gene expres-
sion signatures, involving multiple biologic processes.

Hormonoresistance is associated with expression
modifications of genes related to cell cycle, apoptosis,
and ERBB receptors

We next analyzed the molecular and cellular functions
of the gene signatures with the Ingenuity Software. The lists
of top five molecular and cellular functions with their
respective scores are shown in Table 1. "Cellular growth
and proliferation” were in the top five lists of altered
function in both TamR and OvaR tumors and "cell death
and survival" were the most altered functions of OvaR
tumors. To further validate these findings, we performed
an RT-PCR expression analysis of several genes included
in these categories and significantly modulated in at least
one gene expression dataset. The expression of ERBB4
gene was upregulated in three out of four tumors, and the
HBCx34 TamR showed a concomitant upregulation of
ERBB2, ERBB3, and ERBB4 genes (Fig. 5). Several genes asso-
ciated with cellular proliferation were changed, the gene
expression of MKI67, WEE1, and CDC25B were increased in

the HBCx34 TamR. Finally, we found expression changes in
genes associated with cell death and cell survival functions,
such as BCLXL, BCL2, and BBC3 (PUMA). In summary, the
molecular changes occurring in hormono resistant impair
the expression of several genes associated with cell prolif-
eration, cell death and survival, including some targetable
genes such as WEET and ERBB3.

Discussion

We report here the analysis of four original hormono
resistant models, obtained from two ER " breast cancer PDX,
which have been rendered resistant to multiple modalities
of ET, thus mimicking common clinical settings (21).
Multiple resistances emerged from a single tumor, when
challenged with different treatments (tamoxifen and estro-
gen deprivation). The resistance phenotype was specific of
both the original tumor and the treatment modality under
which resistance appeared. HBCx22 TamR tumor exhibited
a general resistance to ET, whereas HBCx22 OvaR retained
an intermediate sensitivity to tamoxifen. Conversely, resis-
tance to tamoxifen was not associated with a universal
endocrine resistant phenotype, as suggested by the different
drug-response profiles of HBCx22 TamR and HBCx34
TamR. This is consistent with clinical observations where
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Figure 5. RT-PCR analysis of selected genes related to ERBB receptors, cell growth, and cell death functions. n = 5, mean + SD. Statistical significance
is measured by the Student t test. *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001; ****, P < 0.0001.

patients resistant to a given class of drug may still benefit increased PI3K signaling in patients, and synergy between
from alternate ET (21, 22), while ER expression is generally ET and everolimus has not been demonstrated in patient’s
highly conserved in distant metastases (23, 24). Li and tumors. The recent clinical studies showing that everolimus
colleagues recently identified ESR1 mutations in metastases is beneficial to patients displaying acquired ET resistance
ofadvanced ER" breast cancer (13). The fact that we did not (19) did not evaluate the efficacy of everolimus alone,
find such mutations in TamR and OvaR tumors, suggests the which could spare the patient’s additional ET-related side
existence of other mechanisms of resistance in these PDX. A effects. The finding that phosphorylation of mTOR and S6
potential mechanism of endocrine resistance is aberrant was constitutively high in both parental and hormono
signaling through the PI3K signaling pathway (17, 25). resistant tumors, suggests that activation of the AKT/mTOR
Preclinical studies have shown that breast cancer cells pathway is not the predominant mechanism of endocrine
with upregulated AKT signaling are resistant to ET, but resistance in these tumors. This is in line with recent
sensitivity may be restored by treatment with mTOR inhi- genomic studies showing that tumors harboring PI3KCA
bitors (26, 27). However, no clinical study has demonstrat- mutations were not resistant to tamoxifen and had a good
ed that secondary resistance to ET is associated with clinical prognosis (28, 29). Our results show that mTOR
www.aacrjournals.org Clin Cancer Res; 20(16) August 15, 2014
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targeting has antiproliferation effect per se without restoring
tamoxifen sensitivity in TamR tumors. A lack of synergy
between tamoxifen and everolimus has been also reported
in the MCF-7 cell line (30). However, HBCx34 TamR tumor
still responded to fulvestrant and combination with ever-
olimus resulted in a marked tumor regression. Interestingly,
the IHC analysis of treated tumors showed that fulvestrant
alone induced a marked decrease of P-S6. As fulvestrant
directly induces ER degradation (20), decrease of P-S6 in
fulvestrant-treated tumors indicates that there is a cross-talk
between the ER and PI3K/AKT pathways in this tumor.
Preclinical in vitro data also suggest a synergism between
fulvestrant and the PI3K pathway inhibition in cells with an
activated PI3K pathway which has also retained ER expres-
sion (17). Results obtained with the HBCx34 TamR xeno-
graft confirm these observations. Fulvestrant has also been
used in advanced ET-resistant patients with some efficacy
(31). Combinations studies are only beginning in the clinic
and our data bring a further preclinical rationale.

The expression analysis of ER-dependent genes indicat-
ed that ER transcriptional activity is impaired in TamR and
OvaR tumors, despite persistence of ER expression. Loss of
PR and other ER target genes expression has been consis-
tently associated with loss of sensitivity to tamoxifen in
clinical cohorts (32). Disrupting ER signaling in resistant
tumors has also been found in vitro and associated with an
increase in promoter DNA-methylation of these genes
(33). Epigenetic silencing of ER-responsive genes is con-
served on the long term, and most probably involves nega-
tive regulators of proliferation. Epigenetic modifications
and alterations of chromatin may contribute to ET resis-
tance by altering ERo. transcriptional activity and inducing a
switch from classical ERa signaling to other signaling path-
ways through estrogen-responsive elements (34). In this
process, several pioneer factors can dynamically modulate
chromatin openness in breast cancer cells (35). Among the
known pioneer factors contributing to the estrogen
response, FOXA1, GATA3, and PBX1 seem to play a role
in ET resistance (36-38). In the HBCx34 TamR tumor,
FOXA1 and GATA3 expression was increased, supporting
the possibility of an epigenetic origin of the generalized ET
resistance in this tumor. It has been demonstrated that
FOXA1 actively contributes to ERo recruitment on the
chromatin in metastatic breast tumors, suggesting that
FOXA1 may promote ET resistance in breast cancer (39).
PBX1 expression was increased in both HBCx34 TamR and
OvaR tumors in comparison with sensitive counterparts.
PBX1 expression has been shown to be higher in ERa-
positive breast cancer that performs poorly over time and
its target genes define an expression signature predictive of
resistance to endocrine therapies (36). In contrast with
FOXA1 and PBX1, GREB1 expression was strongly
decreased in both HBCx22 TamR and HBCx34 TamR
tumors. GREB1 is a chromatin-bound ER coactivator, essen-
tial for ER-mediated transcription and expressed in tamox-
ifen-responding tumors (40). In the HBCx22 tumor, ET
resistance was not associated with increased expression of
FOXA1, PBX1, and GATA3. The analysis of HBCx22 TamR

gene expression dataset suggests activation of several tran-
scription factors, including NFKB1, ETS1, AP-1, SP1, STAT3,
and CEBPB. Interestingly all of them have been associated
with endocrine resistance. AP-1, SP1, or NFKB can interact
with ERa to activate transcription of additional genes lack-
ing estrogen response elements (41). NF-xB activation has
been associated with tamoxifen resistance in the clinic (42)
and ETS transcription factors recruit nuclear receptor
coactivators to estrogen-responsive genes, thus leading to
hormone-independent growth and resistance to hormone-
based therapies (43). Differentially expressed genes were
found to be very partially overlapping between tumors and
treatments, suggesting that transcriptional reprogramming
is both tumorand treatment specific. These observations are
consistent with a previous work showing the existence of
gene expression signatures specific to tamoxifen resistance
and letrozole resistance in MCF-7 cells, mainly involving
ER-responsive genes (44). These data have been confirmed
on MCF7 xenografts studies which also suggested specific
gene expression profiles according to the resistance context,
involving ER target genes as well as FOX family genes (3).
Gene expression data obtained from clinical series of
tamoxifen-treated patients confirmed a potential poor pre-
dictive value of a high expression of CXCL or SERPIN genes
from which, we also identified in the TamR tumors (45). A
parallel dynamic assessment was also performed in a small
series of 15 letrozole-resistant patients, again pointing out
the role of ER-responsive and proliferation genes in ET
resistance, with striking individual variations (46). Among
the genes differentially regulated in hormono resistant
tumors, we found an increased expression of ERBB3 and
ERBB4, whose expression has been associated with hormo-
noresistance (47). Additional in vivo experiments will be
necessary to determine whether targeting ERBB receptors
could restore tamoxifen response or increase the antitumor
activity of fulvestrant in the HBCx34 TamR xenograft. A
number of genes involved in cell growth, cell death, and
cell-cycle control were modulated in hormono resistant
tumors; these biologic functions have been frequently asso-
ciated with endocrine resistance both in vitro and in vivo
(2, 48, 49). In patients, cell cycle, cell growth, and cell
survival signatures are independent predictors of outcome
in tamoxifen-treated patients (50). Our data provide further
evidence that acquisition of endocrine resistance is associ-
ated with deregulations of cell survival and cell death
functions in patient-derived samples.

In summary, our data indicate that molecular changes
associated with acquired ET resistance are both tumor and
treatment specific, and that alternative therapeutic modal-
ities in hormono resistant patient should be considered on
an individual clinical and biologic basis. As the data
obtained here have been generated from only two tumors,
further validations using more PDX and clinical cohorts are
needed to validate our results. We believe that these models
will help enriching the biologic data associated with hor-
monoresistance in human breast cancer, and may serve as
predictive tools to evaluate the efficacy of new drugs and
drug combinations in the context of endocrine resistance.
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VIl. DISCUSSION GENERALE

La résistance aux traitements endocriniens est une question clinique et biologique majeure en
cancérologie mammaire. La définition de I’"hormonorésistance est essentiellement clinique®, et la
guasi-totalité des parametres histo-biologiques analysés en routine comme les marqueurs de
prolifération, ou les signatures génomiques, sont avant tout pronostiques. Il n’a pas été possible a
partir des cohortes cliniques de mettre en évidence un profil de sensibilité incontesté a une modalité
d’HT donnée. Il est néanmoins avéré que le récepteur aux cestrogénes en particulier sous sa forme
REa joue un réle central dans la sensibilité a I’HT. En clinique, le niveau d’expression du REa, et la co-
expression du RP, sont fortement associés a I’efficacité des différentes modalités d’HT”’. L’existence,
ou l'enrichissement en mutations d’ESR1 au niveau de domaines critiques (hinge, LBD) a été
récemment suggéré comme mécanisme possible d’hormonorésistance a la phase avancée’ 7>, Les
travaux précliniques essentiellement menées sur des lignées cellulaires luminales (MCF-7, T47D, ZR-
75-1) éventuellement associées a des xénogreffes murines conventionnelles, ont permis de lister tout
un ensemble de paramétres biologiques associés a ’hormonorésistance et impliqués dans la quasi-
totalité des grandes fonctions cellulaires. L’activation de la prolifération cellulaire par activation de la
voie PIK3CA a été particulierement étudiée, et a mené a la commercialisation de |’évérolimus,
inhibiteur de mTORC1 indiqué dans les cancers du sein RE+ résistants aux IA non stéroidiens!?? 168,

Nous ne disposons néanmoins pas non plus de facteurs prédictifs validés d’efficacité de I’évérolimus .

Dans ce contexte de question clinique cruciale et de manque de modeéles précliniques pertinents!3>
170 nous avons développé des modéles de xénogreffes dérivées de patientes (PDX), en implantant des
fragments de tumeurs fraiches et non prétraitées dans le coussinet graisseux interscapulaire de souris
nude. La disposition orthotopique est attestée par I'anatomie des glandes mammaires murines!’*

(figure 41).

Figure 41. Localisation anatomique des glandes
mammaires murines (en grisé). D’apres la réf 171.

La valeur biologique et prédictive des PDX a été évaluée

par plusieurs équipes dans le monde, depuis I'observation
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partagée que les modeles génétiqguement modifiés (GEMMs), méme considérés comme supérieurs aux

172, 173

xénogreffes conventionnelles dans leur capacité de modélisation tumorale , N"apportaient pas

toujours une qualité d’évaluation préclinique suffisante!’® 74,

Nous avons démontré qu’il était possible de développer des PDX luminales issues de tumeurs fraiches
et non prétraitées, sans dissociation ni humanisation préalable du site d’implantation?’®>. Ces PDX
récapitulent les aspects morphologiques, architecturaux, immunohistochimiques et génomiques des
tumeurs d’origine, avec une grande stabilité temporelle. Chacune présente un profil original
d’hormonosensibilité, et de maniére notable, I'évolution clinique des patientes dont la tumeur a été
greffée semble suivre le méme profil. Ainsi, les patientes (non ménopausées au diagnostic) ayant
donné les PDX HBCx-3 et une PDX plus récente dénommée HBCx-53, qui sont intrinsequement
résistantes au tamoxiféne, ont rechuté sous tamoxiféne adjuvant, alors que toutes les autres patientes
restent en rémission compléete apres plusieurs années de suivi (voir en annexe 5). La lente évolution
des cancers du sein luminaux et la lenteur de la prise de greffe rend malheureusement actuellement
impossible 'utilisation des PDX comme outil de prédiction individuel comme cela a été suggéré dans
d’autres modeéles tumoraux a croissance rapide comme les adénocarcinomes pancréatiques'’®.
L’objectif central de ce travail était de développer et d’étudier des modeles de PDX devenus résistants
aux diverses modalités d’hormonothérapie utilisées en pratique clinique. A partir de deux modeéles de
PDX stabilisés apres plusieurs passages, nous avons réussi a sélectionner quatre tumeurs résistantes a
une ou plusieurs modalités d’HT. Les informations générées par I’analyse de ces quatre tumeurs sont

multiples et méritent d’étre discutées point par point.

Le premier enseignement important apporté par I'étude des 4 PDX résistantes est I'observation de la
conservation de I’expression du RE dans toutes les situations, mesurée par IHC et qRT-PCR. Les études
clinigues néoadjuvantes ont souligné I'importance de la variation du niveau d’expression du RE sous
traitement, sa baisse étant associée a un moins bon pronostic, tout en n’observant quasiment jamais
d’extinction®’. Nous n’avons pas observé cette baisse d’expression, ni en IHC (figure 31) ni en qRT-PCR
(données non montrées). Ce résultat est cohérent avec les résultats obtenus a la phase métastatique :

177,178 '3u contraire de

I’expression du RE est tres majoritairement conservée dans le tissu métastatique
celle du RP dont nous discuterons infra la possible signification. Nous n’avons pas non plus mis en
évidence de mutation d’ESR1 dans les points chauds décrits dans les formes métastatiques’ 7>, Ce
résultat est a nuancer compte tenu de la technique de séquencage utilisée, et du caractére peut-étre
pas assez « avancé » des PDX méme sélectionnées. Ainsi, le RE restant exprimé sous sa forme normale

dans les PDX résistantes, et restant la cible cardinale et unique des traitements endocriniens3® 4748 j|
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nous est apparu nécessaire d’évaluer sa fonctionnalité dans ces modeles. L’approche supervisée a mis
en évidence de profondes modifications de |’expression de genes classiquement RE-dépendants (RP,
IGF1R, pS2/TFF1, MYB). La diminution de I'expression du RP, patente dans trois des PDX résistantes
(HBCx-22 TamR, HBCx-34 TamR et HBCx-34 OvaR), est particulierement intéressante. Le statut du RP
est le plus fréquemment variable dans les séries de biopsies de métastases de CS luminal avec pres de
40% de perte d’expression'’®. Un faible niveau d’expression dans la tumeur primitive a été associé a
un moins pronostict’®, méme si le bénéfice du tamoxiféne semble conservé a ce stade®?. Le réle
particulier du RP a été récemment réapprécié : au-dela d’étre un géne RE inductible, RP est une
protéine associée a REa et module son comportement®, La progestérone permettrait de rediriger la
transcription liée au RE, avec des effets anti-prolifératifs associés a un profil transcriptionnel de bon
pronostic. Ces effets contribueraient a expliquer I'efficacité clinique régulierement observée avec les
progestatifs y compris a la phase trés avancée'®. Le RP est ainsi qualifié de « rhéostat » du RE®® et

I"appréciation de son expression semble indispensable a I’évaluation de I’'hormonosensibilité.

Le second enseignement est I’absence de signature unifiée d’hormonorésistance, les profils de
résistance aux différents traitements et les profils biologiques associés étant spécifiques aussi bien du
contexte tumoral que de la pression thérapeutique. Ces éléments spécifiques de chaque situation
viennent enrichir le tableau déja complexe de I’hormonorésistance et généralement présenté de
maniére globalisante dérivant de travaux in vitro* 77- 8, De maniére remarquable, les approches
menées a partir d’expériences cliniques ont permis de confirmer la nature individuelle des altérations
biologiques associées a I’hormonorésistance. Le groupe de M. Ellis a ainsi montré par séquencage
pangénomique des tumeurs primitives de 77 patientes traitées par IA en situation néoadjuvante que
I’absence de réponse au traitement pouvait étre associée a des mutations spécifiques de PIK3CA,
MAP3K1, MAP2K4, TP53, RB1, RUNX1, MALAT1, ERBB2, DDR1, DDR2, CSF1R, PDGFRA, AKT1 et AKT2'81,
Il est notable que ces genes sont impliqués dans la plupart des grandes voies biologiques incriminées
dans I’hormonorésistance, et méme si certains sont accessibles a un ciblage thérapeutique (notion de
« druggable target »), I’addiction oncogénique vraie reste difficile 8 démontrer!®®, ce qui doit en partie
pouvoir rendre compte des résultats cliniques finalement décevants obtenus par les thérapies ciblées
en situation d’hormonorésistance!®® 111 164 167 Catte approche individuelle basée sur des données
cliniques avait été précédée toujours en situation néoadjuvante par |’évaluation de biomarqueurs
intermédiaires de réponse comme le Ki67, sous I'impulsion du groupe de M. Dowsett®®. Les courbes
de variation de I'expression du Ki67 obtenues sous anastrozole préopératoire soulignent également le

caractere individuel de la réponse au traitement (figure 42).
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Figure 42. Variations individuelles du Ki67 a 2 et 12 semaines de traitement par anastrozole. Chaque
courbe représente une patiente. On observe une tendance générale a la décroissance précoce de

I’expression du Ki67 a 2 semaines
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Semaines des PDX résistantes est aussi

porteuse d’enseignements. Le profil génomique (CGHa et SNP6.0) est remarquablement stable mais il
existe de fortes variations du profil d’expression (puce Affymetrix GeneChip Human 1.1 ST). Il n’a pas
été possible de mettre en évidence un profil biologique cohérent a partir des 20 génes communs aux
4 signatures (figure 37 et table 10). Les génes les plus touchés par les modifications d’expression
différent notablement d’'un modele de PDX résistant a I'autre, a I’exception des génes codant pour les
histones H2 et H3 dans les modéles HBCx-22 TamR et OvaR (voir tables en annexe 2). L’histone H3 est
impliquée dans le pronostic des cancers du sein luminaux. L'analyse combinée de plusieurs jeux de
données publiques accessibles sur le site BreastMark'® (au 12 octobre 2015) associe en analyse
univariée une expression élevée de HIST1H3C a un pronostic défavorable dans les cancers du sein
luminaux (figure 43). La restriction de I'analyse a un sous-ensemble de 366 patientes avec une tumeur
de sous-type luminal B et traitées par tamoxiféne confirme cette tendance avec un hazard ratio pour

la rechute a 1.447 (p=0,001827) tendant a conférer une valeur prédictive a I’expression de HIST1H3C.
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Figure 43. Pronostic (survie sans rechute) des cancers du sein luminaux en fonction de I'expression de
HIST1H3C. Données obtenues a partir de 2274 patientes RE+ sur le site BreastMark!®2. Hazard ratio
pour la rechute=1,25.

Notons toutefois que ces résultats ne sont pas confirmés par I'analyse menée a partir de deux autres
sites d’analyse de données publiques!®® 18, |’histone H3 semble néanmoins particuliérement associée
au remodelage de la chromatine observé dans les cancers du sein luminaux devenus
hormonorésistants. Un des principaux facteurs pionniers du REa, FOXA1, se lie de maniere
préférentielle aux régions enrichies en histone 3 mono- ou diméthylée en lysine 4 (H3K4mel et
H3K4me2)%. Cette action a aussi été démontrée pour d’autres facteurs pionniers tels PBX1, TLE1, et
AP2y qui ont la capacité d’interagir avec ces modifications épigénétiques de maniére a maintenir
ouverte la chromatine et faciliter la liaison du REa!®®. Nous avons également analysé les variations
d’expression de ces facteurs pionniers, et montré la encore le caractére individuel des variations liées

a I’hormonorésistance.

Les modifications du profil d’expression génique sous hormonothérapie ont aussi été évaluées dans la
littérature, a partir de modeles in vitro, in vivo et de données cliniques. L'étude des modeéles de lignées
dites LTED (long term estrogen deprivation) ou exposées au tamoxiféne confirme nos
observations telles le maintien de I'expression du RE et la baisse de I'expression de genes canoniques
tels pS2 et RP via un mécanisme épigénétique® 87, Une approche similaire a celle que nous avons
développé sur les PDX a permis de créer plusieurs lignées cellulaires dérivées de MCF-7 et résistantes
a diverses modalités d’HT, et caractérisées par un des profils d’expression génique spécifiques et peu

chevauchants®. La notion de reprogrammation biologique du RE a ainsi pu étre établie dans le cadre
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de la résistance acquise par les lignées LTED, soulignant I'activation de genes cibles non canoniques et
I'implication des voies de signalisation EGFR/ERBB/AKT®, Ce type de résultat a pu étre reproduit in
vivo a partir de xénogreffes de la lignée luminale couramment utilisée ZR-75-1, avec ébauche de
signature de résistance reposant essentiellement sur le cycle cellulaire (CCNA2, CDKN3, MKI67,...) et la

voie RE classique (TFF1, TFF3, ...)*%.

L’approche clinique a essentiellement reposé sur le modéle adjuvant/préopératoire® (voir supra 1.3 et
figure 11) ce qui est conceptuellement tres différent des travaux sur les lignées LTED ou sur les PDX
résistantes telles que nous les avons développées. Compte tenu de la difficulté d’acces aux
prélevements de maladie avancée devenue résistante, l'analyse dynamique des variations
d’expression génique sous HT préopératoire (quasi exclusivement par un IA) a porté sur des tumeurs
primitives non préalablement exposées et traitées sur un temps court. Les travaux initiaux ont mis
I’accent sur I'importance de I'activation des voies de biosynthese dans la résistance précoce avec en
particulier un haut niveau d’expression des protéines ribosomales®, de maniére associée a I’élévation

de I’expression de génes de prolifération (ASPM, MCM4)®2.

Nos données suggerent de plus que les caractéristiques phénotypiques (profil de résistance : table 9
et figures 38-39) et biologiques (chapitre V.3) de la résistance a I'HT different selon la modalité
thérapeutique préalable. Ces observations viennent compléter la description obtenue a partir de
données préopératoires. Le groupe de M. Dowsett a par exemple montré chez 103 patientes que la
réponse biologique initiale au fulvestrant (n=22) et a la suppression oestrogénique par anastrozole
(n=81) était caractérisée par une variation d’expression différentielle de 28 génes et 40 catégories
GO, Les fonctions de cycle cellulaire et de survie et mort cellulaire semblent & nouveau
particulierement affectées par le fulvestrant. La sensibilité et la résistance aux traitements
endocriniens semblent ainsi comporter des éléments spécifiques a chaque traitement. Il existe donc
une convergence entre données cliniques (essentiellement obtenues a partir de tumeurs primitives
non prétraitées) et les premieres données générées a partir de nos PDX devenues résistantes sous
traitement, qui souligne la nature individuelle et non généralisable des altérations biologiques

associées a la résistance.

Nos résultats suggérent également que I'activation de la voie PI3K/mTOR n’est pas impliquée dans la
résistance a I’HT dans ces modeles. Les deux séries de PDX étudiées, HBCx-22 et HBCx-34 et leurs
dérivés résistants, présentent une activation de la voie PI3K/Akt/mTOR attribuée a des mécanismes
différents mais avec exactement les mémes profils de prolifération élevée et d’expression élevée de

P-S6. Cette absence d’association entre activation de la voie PI3K et hormonorésistance doit étre
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analysée de maniére fine, compte tenu des discordances avec les travaux in vitro suggérant cette
association et qui ont conduit au développement de I'évérolimus?* 12> 126 | 3 sous-unité catalytique
PIK3CA fait I'objet de mutations fréquemment observées dans les cancers du sein luminaux et
considérées comme responsables d’une activation de la voiel?® 27.12 Qr, et de maniére trés rarement
commentée, les lignées cellulaires luminales les plus utilisées comme modeles in vitro
hormonosensibles présentent toutes une mutation soit de PIK3CA (MCF-7, T47D), soit de PTEN (ZR-75-
1), Les données cliniques viennent confirmer cette absence d’association. En effet, aucune
corrélation entre mutation de PIK3CA et réponse aux IA n’a pu étre établie en situation
néoadjuvante!® 1%, De méme, I'existence de mutations de PIK3CA n’est pas non plus corrélée au
pronostic a long terme de patientes traitées par une hormonothérapie adjuvante, que ce soit du
tamoxiféne ou un IA, et sur la base aussi bien de données rétrospectives que d’essais prospectifs
randomisés??® 192194195 | "activation de la voie PI3K est aussi évaluée par I’analyse de I'expression des
protéines effectrices terminales et de leurs formes phosphorylées, en général par IHC. Les résultats
cliniques suggérent paradoxalement qu’une expression élevée de 4E-BP1, P-4E-BP1, et P-p70S6K est
associée a un moins bon pronostic, mais de maniere indépendante d’un éventuel traitement par

tamoxiféene®®® 197 |/

ensemble de ces données, soutenues par les observations menées sur nos modeles
de PDX, doivent faire considérer avec précaution I’ensemble des modeles in vitro et le lien réel existant

entre échappement ou résistance a I’hormonothérapie et activation de la voie PI3K.

Ces difficultés d’analyse de la voie PI3K et du lien entre caractére « activé » et hormonorésistance ont
également été explorées de maniére pharmacodynamique grace aux PDX. Nous avons confirmé sur
nos modeéles le mode d’action des deux drogues de substitution possibles en cas d’échappement a I'HT
selon les référentiels cliniques en vigueur, le fulvestrant et I'évérolimus®, et tenté d’évaluer sur les

modeéles sensibles et résistants I'efficacité de I’évérolimus en monothérapie comparée a son

association a diverses modalités d’HT et a I'HT seule. Nous montrons qu’il ne semble pas exister de
synergie entre hormonothérapie et évérolimus, ni en situation sensible, ni en situation de résistance,
en particulier avec le tamoxifene ou la déprivation oestrogénique qui sont les combinaisons qui ont

été évaluées en clinique!®® ¢’

. Il est a noter que les essais cliniques n’ont jamais comparé les
combinaisons évérolimus-hormonothérapie a I'évérolimus seul, ne permettant donc pas non plus de
conclure a une éventuelle synergie. L'étude initiale de phase Il menée chez des patientes plus avancées
suggérait une efficacité de I'évérolimus en monothérapie potentiellement similaire a celles des
combinaisons!®®, Cette étude, de méme que les études menées en situation néoadjuvante, n’ont pas

permis d’isoler d’éventuels facteurs prédictifs d’efficacité de I’évérolimus, que ce soit le statut

mutationnel de PIK3CA% 1% oy |e niveau d’expression des protéines de la voie (PTEN, P-AKT)!%8, En
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situation avancée, les premiéres analyses ancillaires de I'étude pivotale Boléro-2 basées sur une
analyse NGS de 182 oncogenes n’ont pas montré de corrélation avec I'efficacité de I’évérolimus
(Hortobagyi et al, ASCO 2013, Late Breaking Abstract LBA 509 ; non publié). L’analyse translationnelle
de I’étude TAMRAD suggére en revanche un lien entre activation de mTORC1 indépendante d’Akt et

activité de la combinaison tamoxiféne-évérolimus®®.

Ce résultat se trouve renforcé par nos
observations sur la PDX HBCx-34 qui présente une activation de la voie indépendante de la
phosphorylation d’Akt (figure 34) : le variant résistant HBCx-34 TamR est sensible a I’évérolimus ou au
fulvestrant en monothérapie, et la combinaison des deux évoque fortement une synergie fulvestrant-
évérolimus (figures 39-40) qui est confirmée sur le plan pharmacodynamique (table 13). Nous

apportons ici de futures pistes d’exploration des diverses modalités d’activation de la voie

PI3K/Akt/mTOR et de leur impact sur I’lhormonorésistance et la prédiction thérapeutique.

L'ensemble des travaux présentés ici comportent certaines limites qu’il convient également de
signaler. Le développement des PDX a connu un essor rapide et international depuis quelques années,
et leurs avantages/inconvénients actuellement reconnus sont résumés dans la table 16, basée sur des
revues publiées aprés le début du présent travail. Brievement, et en comparaison avec les historiques
lignées cellulaires et xénogreffes dérivées de ces lignées, il est admis que les PDX sont les modéles
actuellement les plus proches des tumeurs humaines et présentent une remarquable stabilité
histologique, architecturale, génomique et protéique. Les PDX sont néanmoins porteuses de biais
majeurs qu’il convient de considérer dans I'interprétation des données. Il existe un biais de prise de
greffe vers les tumeurs proliférantes et/ou de haut grade, rendant impossible une représentative
exhaustive des types de cancers. De maniere corrélée, le succés d’établissement d’une PDX est un

facteur de mauvais pronostic. Pour certains auteurs les PDX reflétent davantage la maladie avancée.
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Auteur Année “Pros” “Cons”
“miment” les tumeurs humaines Immunodéficience des souris receveuses
surtout en situation orthotopique (NOD/SCID ou nude)
Similarité histologique, génomique  Rendent peu compte de la variabilité de
Siolas*% 2013 (SNP, CNV) chaque cancer
Meilleurs prédicteurs de réponse et  Perte du stroma humain
découverte de biomarqueurs Périodes de latence et équipe spécialisée
Faibles taux de prise sélectionnant les
formes agressives
Récapitulent les profils Incertitude sur les interactions avec le
histologiques, moléculaires, stroma murin
Landis**2%! 2013 thérapeutiques Immunodéficience des souris receveuses
Certains modeles ont un potentiel Définition des objectifs d’évaluation
métastatique thérapeutique en cours de définition
Exploration des cellules souches (recommandations ARRIVE)
Maintien de I’histologie, du profil Difficulté de I'implantation orthotopique
Lum*202 2014 génomique et de ses variations, y Potentiel et adressage métastatique
compris lors des greffes successives  incertains
Valeur thérapeutique prédictive a valider
Hoffman*156 Intérét des greffes orthotopiques
2015  pour étudier le potentiel
métastatique
Maintien de I'architecture tumorale Incertitudes sur les interactions avec le
stroma et la réponse immune
Cassidy*1> 2015 Difficulté & reproduire I’hétérogénéité du
microenvironnement tumoral
Composition clonale des tumeurs greffées
et stables inconnue
Reflete le pronostic et le potentiel Remplacement du stroma humain par le
Aparicio**'* 2015 mé'fastatique d'u,ne tumeur donnée stroma murinl . o
Meilleure compréhension de la Pression de sélection clonale initiale
réponse aux traitements inconnue
Whittle**146 2015 Stabilité génomique Biais de greffe vers les tumeurs de haut

Stabilité de I’'expression protéique

grade/triple négative/luminales B

Table 16. Avantages et limites des PDX. *revue générale. **revue consacrée au cancer du sein

Le potentiel métastatique des xénogreffes reste cependant faible en dehors de certaines implantations
orthotopiques techniquement plus difficiles. Ceci témoigne également d’une autre limite majeure,
I'incertitude sur les interactions avec le stroma murin et la réponse immune dans des souris
immunodéficientes, et la difficulté a reproduire I’hétérogénéité du microenvironnement tumoral. Une
des applications principales est leur utilisation comme outil de prédiction thérapeutique associé a
I’étude de biomarqueurs, qui sont trés prometteuses*?. Dans le cadre des cancers du sein luminaux,
la limitation des PDX aux tumeurs luminales B/proliférantes n’est pas un obstacle a leur utilisation :

ces tumeurs sont de mauvais pronostic (au contraire des tumeurs luminales A) et nécessitent des

modeles d’étude et de tests thérapeutiques précliniques validés.

These Paul-Henri COTTU - 16 décembre 2015

Page 133




Nous n’avons développé et exploité des tumeurs résistantes qu’a partir de 2 PDX luminales B, ce qui
ne rend pas compte de la diversité des cancers luminaux. Au total, le laboratoire a développé 34
xénogreffes luminales originales (voir infra « Perspectives »). Il convient de souligner que la
composition clonale des tumeurs greffées et stables reste inconnue, de méme que la pression de
sélection clonale initiale. Nous n’avons a ce jour pas entrepris d’analyse par génomique haut débit en
dehors du transcriptome. Les seules analyses de séquence menées ont été la recherche de mutations
connues des points chauds les génes PIK3CA, PIK3R1, ESR1. Le débat sur la représentativité clinique
des modeles de PDX issues de tumeurs primitives fraiches (maladie précoce grave ou maladie
avancée ?) reste ouvert, et I'absence de mise en évidence de mutation d’ESR1 dans nos modéles
contribue a considérer ces PDX comme modeéles de maladie avancée au moment de la premiére
rechute. On ne peut pas exclure I'existence de mutations a fréquence allélique tres faible et non captée
par un séquencage standard, ce qui n’est pas contradictoire avec leur représentativité de cette

situation clinique’™.

En résumé, nous avons développé, validé et exploité des modéles de PDX de cancers du sein luminaux,
dont certains rendus résistants aux diverses modalités d’hormonothérapie utilisée en clinique
courante. Ces modeles sont informatifs sur les mécanismes d’hormonorésistance qui semblent
spécifiques de chaque tumeur et chaque traitement, via une reprogrammation transcriptionnelle
majeure du RE, et cependant une tendance commune a impliquer de grandes fonctions cellulaires
telles la prolifération, le cycle cellulaire, la survie et la mort cellulaire. Ces PDX peuvent servir d’outil
de test thérapeutique préclinique avec analyse de biomarqueurs, et permettent de suggérer que la

résistance a I’hormonothérapie n’est pas nécessairement liée a I'activation de la voie PI3K/Akt/mTOR.
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VIIl. TRAVAUX EN COURS ET PERSPECTIVES

Nous espérons que I'établissement et la caractérisation de ces PDX luminales sensibles et résistantes
a I’HT générera plusieurs axes de recherche. Le laboratoire a développé actuellement 34 xénogreffes

luminales originales, qui ne sont pas toutes au méme stade d’étude comme indiqué dans la figure 44.

34 PDX luminales

17 non validées 17 validées

5 perdues e 4 sensibles

4 variants

1trop lente résistants

2 PDX d’emblée
TamR mais FulvS

3 E2 dépendantes*

8 a vérifier 7 a tester

Figure 44. Développement des PDX luminales. *E2 dépendante : aucune croissance autonome ; Fulvs :
sensible au fulvestrant.

La caractérisation (génomique, thérapeutique) est en cours et permettra d’évaluer I'utilité de ces PDX.
Nous comptons également développer des modeles résistants de deuxieme génération, soit résistant
au fulvestrant, soit résistants aux thérapies ciblées utilisées ou testées en cas d’hormonorésistance. La
table 17 indique les PDX résistantes déja élaborées, de premiére génération (issues d’une PDX
d’origine, qui sont les modeles étudiés dans ce travail) et de deuxieme génération (issues de PDX

résistantes de premiere génération) qui doivent rendre compte des situations d’échappement aux
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traitements administrés en situation d’hormonorésistance, que ce soit le fulvestrant ou une

combinaison comportant une thérapie ciblée.

PDX Parentale HBCx-22 ‘
1% génération TAMR OVAR FULV R
2n% génération RADTAM R
RADFULV R
PDX Parentale HBCx-34

PDX Parentale

PDX Parentale

1% génération TAMR OVAR
2" génération RAD R
RADTAM R

HBCx-3 TAM R

HBCx-53 TAM R

1% génération

RADTAM R

Table 17. Générations de PDX résistantes (en caracteres gras les modeles validés). RAD = évérolimus.

L’ensemble de ces modeles fait I'objet de collaborations académiques et industrielles. La fréquence de

I’hormonorésistance et |'élargissement rapide des possibilités de ciblage thérapeutique dans cette

situation (figure 45) soulignent I'importance d’étre en capacité de décrire et modéliser

I’'hormonorésistance et ces diverses options de ciblage thérapeutique, et la résistance a ces dernieéres.
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Figure 45. Résistance et perspectives thérapeutiques 112

Au-dela de la poursuite du développement et de |‘étude des modeéles résistants, nous avons

commencé a définir plusieurs voies de recherche qui peuvent étre résumées comme suit :

1. Etude du profil de liaison du RE. Le groupe de J. Carroll a démontré I'association entre profil

de liaison du RE et pronostic du CS au stade précoce?®. Les premiers échantillons de PDX ont

été adressés a son laboratoire et les premiéres données de faisabilité des analyses ChipSeq sur

les PDX sont en cours d’évaluation.

2. Analyses génomiques haut débit. Les collaborations industrielles en cours et éventuellement

académiques (C. Caldas) devraient permettre de générer les profils exome et RNASeq des PDX

sensibles et résistantes.

3. Développement de modeles in vitro 2D ou 3D a partir des PDX. L'objectif est de disposer de

modeéles plus maniables et plus rapides que les PDX, possédant les mémes caractéristiques

biologiques et de sensibilité thérapeutique. Nous avons dans un premier temps tenté de

développer des sphéres sur le modéle colique a partir de la PDX HBCx-22 et de ses dérivés

résistants. Les sphéeres se développent sans difficulté majeure, mais la réponse aux traitements

hormonaux est inévaluable sur ces modéles. Nous projetons donc de développer des lignées

cellulaires selon plusieurs techniques, qu’il conviendra dans un premier de valider.
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4. L'étude de l'interaction RE et voies non génomiques fait I'objet d’'une collaboration d’E.
Marangoni avec I'équipe de M. Le Romancer (Centre Léon Bérard, Lyon).

5. L’étude de la voie PI3K fait également I'objet de projets qui compléteront les descriptions
acquises sur les xénogreffes :

a. Analyse fonctionnelle par PLA (proximity ligation assay) : une collaboration est en
discussion avec le groupe de S. Vagner (Institut Curie) qui a étudié le role des facteurs
d’initiation de I’élongation dans la résistance aux thérapies ciblées?®*,

b. Analyse par séquencage ciblée d’une cohorte clinique de patientes présentant un
cancer du sein RE+ devenu hormonorésistant et traitées par évérolimus.

6. Les données générées par I'analyse transcriptomique n’ont pas été totalement exploitées. Un
rapprochement avec I'équipe bioinformatique de I'Institut Curie (U 900) est en cours. Nous

disposons notamment de plusieurs jeux de données publiques cliniques

Au total, nous espérons disposer d’'un ensemble de modeéles précliniques in vivo et in vitro caractérisés
de maniere extensive, devant nous aider a poursuivre la description des mécanismes
d’hormonorésistance et développer le rationnel des futures options thérapeutiques (figure 45), en lien

avec des données cliniques acquises a la phase précoce comme a la phase avancée.
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1. CLASSIFICATION TNM

7eme édition (2010)

TUMEUR PRIMAIRE (T)

Tx : La tumeur primitive ne peut pas étre évaluée

TO : La tumeur primitive n’est pas palpable

Tis : Carcinome in situ

Tis (DCIS) : Carcinome canalaire in situ

Tis (CLIS) : Carcinome lobulaire in situ

Tis (Paget) : Maladie de Paget du mamelon sans tumeur sous-jacente
T1: Tumeur £ 2 cm dans sa plus grande dimension

T1mic : Microinvasion £ 1mm dans sa plus grande dimension

Tla: 1 mm < microinvasion £ 5 mm dans sa plus grande dimension
T1b : 5 mm < microinvasion £ 10 mm dans sa plus grande dimension
Tlc:10 mm < microinvasion £ 20 mm dans sa plus grande dimension
T2 :20 mm < tumeur £ 50 mm dans sa plus grande dimension

T3 : Tumeur > 50 mm dans sa plus grande dimension

T4 : Tumeur, quelle que soit sa taille, avec une extension directe soit a la paroi thoracique (a), soit a la
peau (b)

T4a : Extension a la paroi thoracique en excluant le muscle pectoral
T4b : Edéme (y compris peau d’orange) ou ulcération de la peau du sein, ou nodules de perméation
situés sur la peau du méme sein

T4c : Tda + Tdb

T4d : Cancer inflammatoire

GANGLIONS REGIONAUX (N)

Nx : L’envahissement des ganglions lymphatiques régionaux ne peut pas étre évalué (par exemple déja
enlevés chirurgicalement ou non disponibles pour I'analyse anatomopathologique du fait de I'absence
d’évidement)

NO : Absence d’envahissement ganglionnaire régional histologique et absence d’examen
complémentaire a la recherche de cellules tumorales isolées

NO (i-) : Absence d’envahissement ganglionnaire régional histologique, étude immunohistochimique
négative (IHC)

NO (i+) : Absence d’envahissement ganglionnaire régional histologique, IHC positive avec des amas
cellulaires £0,2 mm (considéré comme N-)

N1mi: Micro métastases > 0,2 mm (ou > 200 cellules) et <2 mm

N1 : Envahissement de 1 a 3 ganglions axillaires ou/et envahissement des ganglions de la CMI détecté
sur ganglion sentinelle sans signe clinique

N1la : Envahissement de 1 a 3 ganglions axillaires

N1b : Envahissement des ganglions de la CMI détecté sur ganglion sentinelle sans signe clinique

Nlc: Envahissement de 1 a 3 ganglions axillaires et envahissement des ganglions de la CMI détecté sur
ganglion sentinelle sans signe clinique (N1a + N1b)

N2 : Envahissement de 4 a 9 ganglions axillaires ou envahissement des ganglions mammaires internes
homolatéraux suspects, en I'absence d’envahissement ganglionnaire axillaire

N2a : Envahissement de 4 a 9 ganglions axillaires avec au moins un amas cellulaire > 2 mm
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N2b : Envahissement des ganglions mammaires internes homolatéraux suspects, en |'absence
d’envahissement ganglionnaire axillaire

N3 : Envahissement d’au moins 10 ganglions axillaires, envahissement des ganglions sous-claviculaires
(niveau Il axillaire) ou envahissement des ganglions mammaires internes homolatéraux suspects avec
envahissement ganglionnaire axillaire ou envahissement de plus de 3 ganglions axillaires et
envahissement des ganglions de la CMI détecté sur ganglion sentinelle sans signe clinique ou
envahissement des ganglions sus-claviculaires homolatéraux

N3a : Envahissement d’au moins 10 ganglions axillaires (avec au moins un amas cellulaire > 2 mm ou
envahissement des ganglions sous-claviculaires

N3b : Envahissement des ganglions mammaires internes homolatéraux suspects avec envahissement
ganglionnaire axillaire ou envahissement de plus de 3 ganglions axillaires et envahissement des
ganglions de la CMI détecté sur ganglion sentinelle sans signe clinique

N3c : Envahissement des ganglions sus-claviculaires homolatéraux

METASTASES (M)

Mx : Renseignements insuffisants statuer sur la présence ou non de métastases a distance
MO : Absence de métastase a distance

M1 : Présence de métastase(s) a distance

yPTNM pour I’évaluation du pTNM réalisé aprés traitement néoadjuvant
pN(sn) pour les ganglions sentinelles
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2. TRANSCRIPTOME

HBCx-22 TamR HBCx-22 OvaR

Gene Direction fold change p Gene Direction fold change p
HIST1H3I up 33,87 7,76E-08 HLA-DPA1 up 9,07 1,44E-03
PCDH10 up 17,49 4,65E-06 HIST1H3C up 8,91 9,83E-07
KRT6A up 10,6 6,42E-05 HIST1H2BB up 7,49 1,98E-07
HIST1H2BB up 10,55 6,09E-08 PDzK1 up 6,47 1,94E-03
LBP up 8,81 5,96E-03 PADI3 up 5,85 2,00E-05
S100A8 up 8,42 1,20E-04 SEZ6L2 up 5,77 1,24E-04
CDH18 up 7,79 4,00E-05 S100A8 up 5,56 1,80E-03
DSG3 up 7,31 1,37E-04 CD40 up 5,06 1,63E-04
HIST1H3C up 7,31 1,40E-06 - up 4,61 2,30E-03
C1S /| EMG]] up 7,17 1,44E-04 APOD up 4,61 1,59E-02
MAGEA4 down 26,18 8,36E-09 MAGEA4 down 12,88 3,51E-07
NPY1R down 22,12 3,90E-03 GTSF1 down 4,34 3,49E-02
CA10 down 11,66 6,84E-03 PTPRM down 3,75 1,46E-07
PLS3 down 6,41 3,93E-07 CCNA1l down 3,74 3,16E-03
SDC2 down 6,33 2,15E-05 C200rf85 down 3,65 8,82E-03
CES3 down 5,52 6,01E-07 CDC20B down 3,64 2,12E-03
MYEF2 down 5,33 1,02E-03 PKP1 down 3,6 2,04E-04
SLITRK6 down 531 2,72E-03 C100rf82 down 3,44 1,64E-05
Cllorf63 down 5,27 1,45E-09 SPDYC down 3,05 2,63E-04
KRT23 down 4,97 3,71E-05 PLS3 down 3,00 2,72E-03

HBCx-34 TamR HBCx-34 OvaR

Gene Direction fold change p Gene Direction fold change p
AKAP12 up 15,85 6,48E-03 CASP14 up 12,61 3,38E-06
UGT2B4 up 15,66 3,52E-05 SLITRK6 up 8,26 2,19E-04
CD81 up 5,57 3,86E-05 LRP1B up 6,63 4,36E-05
PEG10 up 5,4 1,23E-04 EDNRA up 6,18 3,70E-05
NLGN4X up 4,63 8,58E-07 SLC30A8 up 5,06 6,12E-03
SOCS2 up 4,62 3,42E-03 ATP8A2 up 4,93 3,04E-03
UPK1A up 4,59 2,53E-02 ACSL5 up 4,7 1,17E-04
LRP1B up 4,32 3,89E-02 MUCL1 up 4,51 3,72E-03
DEGS2 up 4,16 3,85E-05 ZPLD1 up 4,46 6,40E-05
SLC37A2 up 4,04 9,32E-03 CEACAM6 up 4,34 2,69E-02
UCHL1 down 32,56 1,55E-08 HOXB2 down 14,03 2,81E-06
IGSF1 down 11,97 3,66E-05 1L20 down 8,89 2,03E-05
FAMSC down 10,7 2,19E-04 GREB1 down 7,7 8,96E-07
BHMT2 down 9,29 1,60E-06 IGSF1 down 7,69 1,20E-04
1L20 down 9,02 6,12E-05 SDC2 down 7,00 2,98E-04
LINC00238 down 9,01 1,71E-07 ALB down 6,88 1,13E-02
RAMP3 down 8,52 3,60E-03 MAOA down 6,23 1,97E-05
APOD down 8,51 2,22E-04 ASIC2 down 4,56 3,59E-05
MLLT11 down 8,47 1,01E-06 HOXB4 down 4,56 6,41E-04
NPY1R down 8,36 1,53E-05 MLLT11 down 4,15 6,17E-05
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3. PRESENTATIONS ET POSTERS

PRESENTATION ORALE EN CONGRES

Establishment and Characterization of Human Luminal Breast cancer Xenografts. Cottu P, Assayag F,
De Plater L, Elbaz C, Karboul N, Marangoni E, Guyader Ch, Boudou-Rouquette P, Fontaine J-J, Gentien
D, Vincent-Salomon A, Reyal F, de Cremoux P, Decaudin, D. San Antonio Breast Cancer Symposium,
2010.

CONFERENCES INVITEES

Breakthrough Breast Cancer Research Center (Mitch Dowsett’s Lab) : 2011 et 2015

Cancer Research UK Cambridge Institute (Carlos Caldas’ Lab) : 2013

Groupe d’Etude et de Recherche sur les Mastopathies : 2013

Institut Curie Chromatin Dynamics Lab (Geneviéve Almouzni’s Lab) : 2014

Ecole Doctorale E418 (Retraite Roscoff) : 2014

PRESENTATIONS AFFICHEES

AACR 2010

Molecular characterization of human breast cancer xenografts reveals a strong genomic and gene
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Auger, Franck Assayag, Ludmilla DePlater, David Gentien, Marie-France Poupon, Paul Cottu, Patricia
De Cremoux, Anne Vincent-Salomon, Sergio Roman-Roman, Olivier Delattre, Didier Decaudin,
Elisabetta Marangoni. Abstract # 3275

AACR 2011

Primary breast cancer xenografts maintain the molecular profiles of corresponding patients' tumors
and recapitulate a part of stroma microenvironment. Fabien Reyal, Charlotte Guyader, Charles
Decraene, Carlo Lucchesi, Nathalie Auger, Franck Assayag, Ludmilla De Plater, David Gentien, Marie-
France Poupon, Paul Cottu, Patricia De Cremoux, Anne Vincent-Salomon, Sergio Roman-Roman, Olivier
Delattre, Didier Decaudin, Elisabetta Marangoni. Abstract #1603

AACR 2012
Reversal of resistance to endocrine therapy by mTOR pathway targeting in a panel of patient derived
breast cancer xenografts. Paul H. Cottu, Franck Assayag, Olfa Chouchane-Mlik, Fabien Reyal, Patricia
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De Cremoux, David Gentien, Sophie Chateau-Joubert, Anne Vincent-Salomon, Marie-France Poupon,
Didier Decaudin, Elisabetta Marangoni. Institut Curie, Paris, France, Hospital Saint Louis, Paris, France,
Ecole Vétérinaire d'Alfort, Maisons Alfort, France. Late-Breaking Poster Session

Mastospheres as a new 3D ex vivo breast cancer microtumors for preclinical drug testing. Sophie
Richon, Paul Cottu, Louis-Bastien Weiswald, Jean-Marc Guinebretiere, Elisabetta Marangoni, Franck
Assayag, Aurelie Thuleau, Dalila Labiod, Didier Decaudin, Dominique Bellet, Virginie Dangles-Marie.
Faculté Pharmacie Paris Descartes, Paris, France, Institut Curie, Paris, France. Late-Breaking Poster
Session

AACR-NCI-EORTC 2012

Preclinical Testing of Everolimus in Combination with Standard Endocrine Treatments in Hormone-
resistant Patient-derived Luminal Breast Cancer Xenografts. E. Marangoni, T. Bagarre, F. Assayag, S.
Chateau-Joubert, J.J. Fontaine, K. Slimane, |. Bieche, D. Decaudin, A. Vincent-Salomon, Cottu P

AACR 2013

Endocrine resistant luminal breast cancer xenografts are powerful models for the analysis of sensitivity
to endocrine and everolimus treatments. Paul H. Cottu, Thomas Bagarre, Jean-Jacques Fontaine,
Franck Assayag, Sophie Richon, Sophie Chateau-Joubert, Aurélie Thuleau, Patricia de Cremoux,
Khemaies Slimane, Didier Decaudin, Anne Vincent-Salomon, Ivan Biéche, Elisabetta Marangoni

AACR-NCI-EORTC 2013

Establishment of luminal breast cancer patient-derived xenografts with acquired resistance to both
hormonotherapy and everolimus. Rania El Botty, Paul Cottu, Franck Assayagl, Pierre de la Grange,
David Gentien, Aurélie Thuleau, Sophie Vacher, Sophie Chateau-Joubert, Ivan Bieche, Elisabetta
Marangoni

SABCS 2013

Identification of resistance-specific gene expression signatures in a breast cancer patient-derived
xenograft with acquired resistance to different endocrine therapies. Paul H Cottu, Ilvan Biéche, Pierre
de la Grange, David Gentien, Franck Assayag, Aurélie Thuleau, Rania El-Botty, Sophie Chateau-Joubert,
Michel Huerre, Rana Hatem, Sophie Richon, Khemaies Slimane, Elisabetta Marangoni.

Roscoff 2015
Retraite Ecole Doctorale E418 : résumé des travaux
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Establishment and characterisation of a new breast cancer
xenograft obtained from a woman carrying a germline
BRCAZ mutation

L de Plater', A Laugéz, C Guyader', M-F Poupon', F Assayag', P de Cremouxl, A Vincent-Sanmonz’s,

D Stoppa-Lyonnetz’:“, B Sigal-Zafraniz, J-) Fontaine®, R Brough‘, C) Lord®, A Ashworth®, P Cottu'’,

D Decaudin'’ and E Marangoni*"

'Preclinical Investigation Unit, Institut Curie — Translational Research Department, Hdpital St Louis, Quadrilatére historique, Porte 13, I, Ave Claude
Vellefaux, Paris 75010, France; *Department of Tumor Biology, Institut Curie, Paris, France; *INSERM U830, Institut Curie, Paris, France; *University Paris
Descartes, Paris, France; *National Veterinary School of Maisons Alfort, Maisons-Alfort, France; “Gene Function Laboratory, The Breakthrough Breast
Cancer Research Centre, The Institute of Cancer Research, London SW3 6JB, UK: "Department of Medical Oncology, Institut Curie, Paris, France

BACKGROUND: The BRCA2 gene is responsible for a high number of hereditary breast and ovarian cancers, and studies of the BRCA2
biological functions are limited by the lack of models that resemble the patient's tumour features. The aim of this study was to
establish and characterise a new human breast carcinoma xenograft obtained from a woman carrying a germline BRCA2 mutation.
METHODS: A transplantable xenograft was obtained by grafting a breast cancer sample into nude mice. The biological and genetic
profiles of the xenograft were compared with that of the patient’s tumour using histology, immunohistochemistry (IHC), BRCA2
sequencing, comparative genomic hybridisation (CGH), and qRT—PCR. Tumour response to standard chemotherapies was
evaluated.

RESULTS: Histological profile identified the tumour as a basal-like triple-negative breast cancer. Targeted BRCA2 DNA sequencing of
the xenograft showed the presence of the mutation previously identified in the carrier. Comparative genomic hybridisation array
profiles of the primary tumour and the xenograft revealed a high number of similar genetic alterations. The therapeutic assessment
of the xenograft showed sensitivity to anthracyclin-based chemotherapy and resistance to docetaxel. The xenograft was also highly
sensitive to radiotherapy and cisplatin-based treatments.

CONCLUSIONS: This study describes a new human breast cancer xenograft obtained from a BRCA2-mutated patient. This xenograft
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Germline BRCA2 mutations in female carriers confer a cumulative
breast cancer risk at age 70 years of 49% (95% CI: 40-57%),
an ovarian cancer risk of 18% (95% CI: 13-23%), and a moderate
increased risk of pancreatic cancer (Chen and Parmigiani, 2007).

Although the available evidence is not sufficient to decisively
conclude that the clinical outcome of women with BRCA1/2-
associated breast cancer differs significantly from those of women
with sporadic tumours, BRCAI-associated breast cancer often
manifests adverse outcome features.

Establishment of pre-clinical models, which accurately reflect
the genetic and phenotypic features of primary tumours, and their
response to treatment, is an important step in identifying novel
therapeutic targets and testing new treatment modalities. New
strategies may take advantage of the specific DNA repair defects
inherent in BRCA-deficient cells, such as the defect in homologous
recombination. In fact, most of the insights into the functions of

*Correspondence: Dr E Marangoni; E-mail: Elisabetta.Marangoni@curie.fr
Received 30 April 2010; revised 30 July 2010; accepted 3 August 2010;
published online 28 September 2010

These Paul-Henri COTTU - 16 décembre 2015

provides a new model for the pre-clinical drug development and for the exploration of the drug response biological basis.
British Journal of Cancer (2010) 103, |192—1200. doi:10.1038/sj.bjc.6605900 www.bjcancer.com

Keywords: BRCA2 mutation; human breast cancer xenograft; preclinical model

the BRCA2 protein have included key insights from studies of mice
by the use of gene targeting and from studies of altered mouse
embryonic cells (Evers and Jonkers, 2006).

BRCA2 has a key role in DNA double-strand break repair and
cell-cycle control. BRCA2-related defects are associated with
chromosomal abnormalities, a hallmark of the genomic instability
that could foster tumourigenesis. Moreover, BRCA2 participates in
the regulation of mitosis and cytokinesis that contribute to
numerical chromosomal stability.

Although conventional, non-conditional, mouse mutants might
be used to model familial forms of cancer, they do not mimic
sporadic tumourigenesis because the initiating mutation is present
in all cells of the body, including those that constitute the tumour
microenvironment.

Moreover, embryonic lethality and development of non-
epithelial tumours are another important limitation of genetically
mutated Brca2 mice. Some murine Brca2 mutant mammary
tumour models develop mammary tumours with histopatho-
logical features that are significantly different to their human
counterparts. Although some studies report a strikingly similar
histopathology in BRCAI null breast tumours from mice and
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Molecular profiling of patient-derived breast

cancer xenografts

Fabien Reyal'", Charlotte Guyader®", Charles Decraene®?, Carlo Lucchesi®, Nathalie Auger?, Franck Assayag?,
Ludmilla De Plater?, David Gentien®, Marie-France Poupon?, Paul Cottu??, Patricia De Cremoux’, Pierre Gestraud?®,
Anne Vincent-Salomon’, Jean-Jacques Fontaine®, Sergio Roman-Roman?, Olivier Delattre?, Didier Decaudin®® and

Hisabetta Marangoni®®

Abstract

gene expression analysis using Affymetrix Microarrays.

Introduction: dentification of new therapeutic agents for breast cancer (BC) requires predlinical models that
reproduce the molecular characteristics of their respective dlinical tumors. In this work, we analyzed the genomic
and gene expression profiles of human BC xenogrefts and the cormesponding patient tumors.

Methods: Hghteen BC xenografts were obtained by grafting tumor fragments from patients into Swiss nude mice.
Molecular characterization of patient tumors and xenografts was performed by DNA copy number analysis and

Results: Comparison analysis showed that 14/18 pairs of tumors shared more than 56%of copy number
dterations (ONA). Unsupervised hierarchical clustering analysis showed that 16/18 pairs segregated together,
confirming the similarity between tumor pairs. Analysis of recurrent CNA changes between patient tumors and
xenografts showed losses in 176 chromosomal regions and gains in 202 chromosomal regions. Gene expression
profile analysis showed that less than 5%of genes had recurrent variations between patient tumors and their
respective xenografts; these genes largely cormesponded to human stromal compartment genes. Finally, analysis of
different passages of the same tumor showed that sequential mouse-to-mouse tumor grafts did not affect
genomic rearrangements or gene expression profiles, suggesting genetic stability of these models over time.
Condlusions: This panel of human BC xenografts maintains the overall genomic and gene expression profile of the
corresponding patient tumors and remains stable throughout sequential in vivo generations. The observed
genomic profile and gene expression differences appear to be due to the loss of human stromal genes. These
xenogrefts, therefore, represent a validated model for preclinical investigation of new therapeutic agents.

Keywords: Breast cancer, xenograft, genomic and expression profiles

Introduction

Breast cancer (BC) is the most commonly diagnosed
cancer and remains the leading cause of worldwide can-
cer-related death in women [1]. A better understanding
of BC biology is essential in order to identify new tar-
geted therapies and tumors with molecular profiles that
will respond to the targeted treatment. Gene expression
profiling of invasive BC has defined three main tumor
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France

Full list of author information is available at the end of the artide
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subtypes with very specific features (Luminal, Basal,
human epidermal growth factor receptor 2 (HER2)) [2].
It is now common knowledge that the pathologic char-
acteristics, array comparative genomic hybridization
(aCGH) profiles, gene and miRNA expression profiles
and activated pathways are radically different among
these subtypes, supporting the view that BC is a disease
composed of very different and independent molecular
subgroups. These subtypes have also been shown to dif-
fer in terms of clinical presentation (that is, differences
in axillary lymph node involvement, local and regional
recurrence, metastatic patterns and overall prognosis),
and in their sensitivity to systemic treatment [3].

©2012 Reyal et a.; licensee BioMed Central Ltd. This is an open access article distributed under the terms of the Creative Commons
Attribution License (httpy//creativecommonsorg/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in
any medium, provided the original work is properly cited.
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culture as a relevant tool for human
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Background: Ex vivo colospheres have been previously characterised as a colorectal cancer (CRC) well-rounded multicellular
model, exclusively formed by carcinoma cells, and derived from fresh CRC tissue after mechanical dissociation. The ability to form
colospheres was correlated with tumour aggressiveness. Their three-dimensional conformation prompted us to further investigate
their potential interest as a preclinical cancer tool.

Methods: Patient-derived CRC xenografts were used to produce numerous colospheres. Mechanism of formation was elucidated
by confocal microscopy. Expression analysis of a panel of 64 selected cancer-related genes by real-time gRT-PCR and hierarchical
clustering allowed comparison of colospheres with parent xenografts. In vitro and in vivo assays were performed for migration and
chemosensitivity studies.

Results: Colospheres, formed by tissue remodelling and compaction, remained viable several weeks in floating conditions,
escaping anoikis through their strong cell-cell interactions. Colospheres matched the gene expression profile of the parent
xenograft tissue. Colosphere-forming cells migrated in collagen | matrix and metastasised when subrenally implanted in nude
mice. Besides, the colosphere responses to 5-fluorouracil and irinotecan, two standard drugs in CRC, reproduced those of the
in vivo original xenografts.

Conclusion: Colospheres closely mimic biological characteristics of in vivo CRC tumours. Consequently, they would be relevant
ex vivo CRC models.
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5. SUIVI A LONG TERME DES PATIENTES

Cette table rapporte les données de suivi a long terme des patientes dont la tumeur initiale a permis

de générer une PDX.

HBCx Age au TNM initial Traitement Devenir

diagnostic initial

. Rechute locale a 7 mois
3 54 TIN2 Tamoxiféne M+ os a9 ans
Déces a 12 ans
22 46 T2N1 Tamoxiféne RCa8ans
34 37 TINO Decapeptyl RCa7ans
53* 32 T3N2 Tamoxiféne M+ foie a 18 mois
74 54 T2NxM1 Létrozole M+ diffuse d’emblée
Progression a 9 mois de |étrozole

M+ : métastase
RC : rémission compléte
*PDX d’emblée résistantes au tamoxiféne
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