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) La Glande mammaire

La glande mammaire, spécifique aux mammiferes, a pour fonction la production de lait qui nourrit
la descendance et ainsi perpétue I'espece. La présence d’anticorps dans le lait maternel permet
d’apporter une protection immunitaire aux nouveau-nés. La glande mammaire est une glande
exocrine dérivant de I'ectoderme, composée d’un épithélium pseudo-stratifié entouré d’un
stroma fibro-adipeux. Son développement et ses étapes de remodelage tissulaire s’effectuent
majoritairement aprés la naissance (pour revues, Watson et Kreuzaler, 2011; Macias et Hinck,
2012; Inman et al., 2015; Brisken et Ataca, 2015). Par conséquent, c’est un modéle
particulierement intéressant pour |'étude des mécanismes moléculaires qui controlent le
développement et la différenciation tissulaire. Ces mécanismes sont souvent dérégulés dans les
processus tumorigéniques qui conduisent a la formation de cancers du sein. Malgré d’importants
progrés dans le dépistage et les traitements, certains cancers du sein restent de pronostic sévere.
Mieux caractériser les cellules épithéliales mammaires et identifier leurs régulateurs constituent

donc des objectifs de recherche majeurs.

1) Organisation de la glande mammaire

Le nombre de glandes mammaires varie selon les mammiféres; on compte une paire chez
I’humain et 5 paires chez la souris (Fig. 1). La morphologie des glandes mammaires humaines et
murines est tres similaire, puisqu’elles sont toutes deux composées d’un épithélium ramifié
entouré d’un stroma. Néanmoins, épithélium comme stroma présentent quelques différences a
I’age adulte. La glande mammaire des femmes nullipares comporte des grappes d’alvéoles situées
aux terminaisons des canaux, que I'on appelle unités lobulo-canalaire terminales (ou TDLUs pour
« terminal ductal lobular unit »). Chez la souris adulte vierge, ce type de structure est beaucoup
moins développé, I'épithélium étant essentiellement constitué de canaux ramifiés présentant de
petits bourgeons alvéolaires latéraux a certains stades du cycle hormonal (Fig. 1; pour revue,
Brisken et Ataca, 2015). Par ailleurs, chez la souris, le stroma est essentiellement adipeux tandis
qgue chez la femme, il comprend une composante fibreuse plus ou moins importante (pour revue,
Howard et Lu, 2014).

Malgré ces quelques différences architecturales, de nombreux travaux ont démontré que
I'organisation, le fonctionnement et le développement des glandes mammaires murines et

humaines sont trés comparables et qu’elles partagent des mécanismes essentiels de régulation
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moléculaire (pour revue, Visvader, 2009). La souris reste donc un modeéle de référence pour

I’étude du développement et de la tumorigénése mammaires.
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Figure 1: Comparaison de I'anatomie de glande mammaire humaine et murine.

Au stade nullipare, la glande mammaire humaine adulte posséde déja des structures appelées lobules (ou
TDLUs) qui seront destinés a la production de lait lors de la lactation. Ces lobules sont connectés avec le
mamelon via un réseau de canaux collecteurs. Chez la souris nullipare, la glande mammaire comprend
essentiellement une arborescence de canaux entourée du stroma adipeux.

a) L’épithélium mammaire : une bicouche spécialisée

L’épithélium mammaire composant les canaux et alvéoles de la glande mammaire est pseudo-
stratifié, il est composé de deux couches distinctes de cellules épithéliales spécialisées :

-une couche de cellules épithéliales « luminales », de forme pavimenteuse destinées a produire et
sécréter le lait,

-et une couche de cellules basales dites « myoépithéliales », servant a I'’expulsion du lait dans la

l[umiere canalaire.

* Les cellules luminales, fondamentalement épithéliales et productrices de lait :
Les cellules luminales expriment les kératines spécifiques, K8, K18, K19 et la cadhérine E (Fig. 2A et
B). Certaines d’entres elles, expriment les récepteurs hormonaux aux estrogenes, a la
progestérone et a la prolactine (ER, PR et PrIR respectivement). Les cellules ER/PR+, présentes
majoritairement dans les canaux, répondent a la stimulation hormonale et produisent différents

facteurs paracrines qui influencent la fonction des cellules voisines et le développement
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mammaire (pour revue, Brisken et Ataca, 2015). Lors de la gestation et lactation, les cellules
luminales se différencient et sécrétent les protéines du lait comme la caséine B, WAP (de I'anglais

« Whey acidic protein ») et la lactoglobuline B.

* Les cellules basales myoépithéliales, dualité entre épithélium et muscle lisse :

Les cellules basales myoépithéliales sont a la fois directement en contact avec les cellules
luminales et reposent sur la membrane basale. Elles possedent également un double programme
de différenciation: elles expriment les marqueurs des épithélia stratifiés de type basal (les
kératines 5/14 et la cadhérine P) ainsi que des marqueurs spécifiques du muscle lisse,
caractéristiques d’un programme de différenciation mésenchymateux (l'isoforme a de I'actine du
muscle lisse ou a-SMA de I'anglais « smooth muscle actin », la myosine du muscle lisse et la
calponine ; pour revue, Moumen et al., 2011; Fig 2A). Elles sont enrichies en intégrines, principaux
récepteurs des composants de la matrice extracellulaire (pour revue, Glukhova et Streuli, 2013) et
expriment les facteurs de transcription ANp63 et Snai2/Slug, essentiels au maintien du phénotype
basal mammaire (Barbareschi et al., 2001; Yalcin-Ozuysal et al., 2010; Nassour et al., 2012; Guo et
al., 2012).

Dans les canaux, les cellules basales forment une couche quasi-continue de cellules de forme
aplatie en contact direct avec la membrane basale. Au contraire, dans les alvéoles elles sont de
forme étoilée et s’organisent en un réseau discontinu autour des cellules luminales alvéolaires qui,
de ce fait, présentent des zones de contact avec la membrane basale (Fig. 2B et C). Durant la
lactation, les propriétés contractiles des cellules myoépithéliales permettent I'expulsion du lait

produit par les cellules luminales dans la lumiere des canaux collecteurs.
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A Cytokératines 8/18, Cadhérine E
Récepteurs hormonaux (ER, PR,
PriIR), Protéines du lait Lumen

Cellule ‘
luminale

Cellule basale
myoépithéliale

Cytokératines 5/14
Cadhérine P, p63, Snai2,
Marqueurs du muscle lisse

B Canal Alvéole

Cellule
luminale

Cellule

Figure 2 : Représentation schématique et organisation de I’épithélium mammaire murin.

(A) La bicouche épithéliale mammaire est constituée de cellules luminales et de cellules basales
myoépithéliales. La lame basale, formée de protéines et de protéoglycanes, entoure I'épithélium
mammaire, le séparant du stroma environnant. (B) Représentation de I'épithélium canalaire et alvéolaire.
Les cellules luminales notées RH (pour récepteurs hormonaux) expriment ER/PR et sont essentiellement
présentes dans les canaux. (C) Immunomarquage de canaux (a gauche) et d’alvéoles (a droite) sur coupes
épaisses de glande mammaire, illustrant l'organisation des cellules myoépithéliales révélées par un
anticorps anti-K5. Barre d’échelle : 150 pm.

b) Le stroma mammaire

Le stroma mammaire est composé de nombreux types cellulaires incluant des adipocytes, des
fibroblastes, des cellules endothéliales vasculaires et lymphatiques, des cellules nerveuses et
immunitaires, et une matrice extracellulaire complexe. De nombreux travaux indiquent que le
stroma est essentiel au développement normal de I'épithélium (pour revue, Howard et Lu, 2014).

Les expériences pionnieres de recombinaison tissulaire ont montré que la morphogénése de
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I’épithélium mammaire embryonnaire dépend de la présence et de l'origine tissulaire du
mésenchyme. De méme, apres la naissance, le stroma influence le développement de I'épithélium
et ses caractéristiques d’élongation et de ramification. Le réle de chacun de ses composants
cellulaires n’est pas encore totalement élucidé mais on peut mentionner par exemple celui des
macrophages et éosinophiles essentiels au développement canalaire (Gouon-Evans et al., 2000).
Les adipocytes font I'objet d’un intérét récent car le tissu adipeux viscéral produit de nombreux
régulateurs moléculaires, incluant des cytokines et hormones comme la leptine (pour revue,
Brisken et O'Malley, 2010). Différents travaux indiquent que les fibroblastes sont nécessaires a la
survie des cellules épithéliales et la morphogénése mammaire. En particulier, il est intéressant de
mentionner que pour assurer le développement d’un greffon d’épithélium mammaire humain
apres sa transplantation dans le coussin adipeux de souris immunodéficientes, il est nécessaire d’y
implanter au préalable des fibroblastes primaires humains normaux (Kuperwasser et al., 2004).

La matrice extracellulaire du stroma mammaire comprend la membrane ou lame basale séparant
I’épithélium du stroma et la matrice interstitielle présente entre les différentes cellules stromales
du coussin adipeux. La lame basale est une fine couche (100 nm) de glycoprotéines et
protéoglycanes qui est construite autour d’'un assemblage de polymeres de laminines, de
fibronectine et d’un réseau de fibres de collagene IV (pour revue, Muschler et Streuli, 2010). Ses
composants sont largement produits par les cellules basales myoépithéliales (Kendrick et al.,
2008). La matrice extracellulaire interstitielle est particulierement riche en collagéne | et lll, et
comprend aussi de la fibronectine, des tenascines, de I'acide hyaluronique et des protéoglycanes
(pour revue, Muschler et Streuli, 2010). La matrice stromale du tissu mammaire est essentielle
non seulement pour I'ancrage des cellules mais aussi pour sa capacité a se lier aux facteurs de
croissance ou aux cytokines et les délivrer dans le microenvironnement. Elle confere de plus au
stroma des propriétés de rigidité et élasticité connues maintenant pour controler les fonctions
cellulaires par des mécanismes dit de mécanotransduction (pour revue, Jansen et al., 2017).

Nous reviendrons plus loin sur I'importance des interactions entre stroma et épithélium dans les

étapes du développement mammaire et la fonction des cellules souches.
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c) Séparation des populations basales et luminales mammaires par cytométrie de flux

Comme nous |'avons décrit précédemment, les populations basales et luminales mammaires sont
distinguées, in situ, par I'expression de protéines intracellulaires spécifiques de leur lignage. Dans
les années 2000, la mise au point de processus de dissociation enzymatique de I'épithélium et
I'identification de marqueurs de surface ont permis d’isoler les cellules basales et luminales par
cytométrie de flux, rendant possible leur analyse distincte au plan moléculaire et fonctionnel
(Sleeman et al., 2006; Stingl et al., 2006; Shackleton et al., 2006; Sleeman et al., 2007). Les
principaux marqueurs utilisés a ce jour pour l'analyse des cellules épithéliales mammaires
humaines et murines sont listés dans le Tableau 1. A I'exception de la tyrosine kinase, c-Kit, et de
la peptidase, CD10, ce sont toutes des molécules d’adhérence matricielle ou intercellulaire.
L’adjonction des marqueurs CD45 et CD31 au cours du processus de séparation permet d’exclure
les cellules hématopoiétiques et endothéliales, on peut parfois référencer les cellules restantes

par Lin- (pour «lineage - »).

Marqueurs | Espéce | Basal | Luminal ER/PR+ | Luminal ER/PR-

CD24 S, Hu + ++ ++
CD49f (Itgab) | S, Hu ++ + +
CD29 (ItgB1) S ++ + +
CD61 (ItgB3) S ++ - ++
CDA49b (Itga2) S ++ + ++

ICAM-1 S ++ - +
Sca-1 S - ++ -
CD117 (c-Kit) S - - +
EpCAM S, Hu + ++ ++
CcD10 Hu + - -
CD44 Hu + - -

Tableau 1: Principaux marqueurs de surface utilisés pour la séparation des populations épithéliales
mammaires.

(++) Signifie fort niveau d’expression, (+) modéré, (-) pas d’expression, Itg = Intégrine, S = souris, Hu =
humain.

Les premieres séparations ont révélé que contrairement aux cellules stromales, les cellules
épithéliales mammaires exprimaient CD24 et EpCAM et que ces deux molécules d’adhésion
apparaissaient plus fortement exprimées par les cellules luminales que par les basales
myoépithéliales (Sleeman et al., 2006). Par la suite, I'analyse de la distribution des chaines B1

(1tgB1/CD29) ou a6 (Itga6/CD49f) des intégrines a permis une claire séparation des cellules
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basales et luminales au sein du compartiment épithélial CD24+ (Stingl et al., 2006; Shackleton et
al., 2006). En raison de leurs interactions privilégiées avec la membrane basale, les cellules basales
sont caractérisées par une plus forte expression d’intégrines que les cellules luminales (Tableau 1
et Fig. 3).

Différentes molécules de surface ont permis de séparer le compartiment luminal, et notamment
d’enrichir la fraction ER/PR+ composée essentiellement de cellules luminales matures (Tableau 1).
Celles-ci se sont avérées majoritairement positives pour Sca-1, et négatives pour Itga3, Itga2, c-kit
et ICAM-1 (Asselin-Labat et al., 2007; Sleeman et al., 2007; Regan et al., 2012; Shehata et al., 2012;
Di-Cicco et al., 2015). Cependant, une fraction importante de cellules luminales ER/PR+ est
négative pour Sca-1 et les marqueurs ItgB3 ou c-kit ont des profils d’expression trés variables
selon les fonds génétiques des souris (pour revue, Visvader et Stingl, 2014; Di-Cicco et al., 2015). A
ce jour, la molécule d’adhérence ICAM-1, dont nous avons contribué a caractériser la distribution,
est un des marqueurs les plus robustes pour discriminer les cellules luminales ER/PR+ des cellules
ER/PR- (Di-Cicco et al., 2015; Fig. 3). L’article relatif a ce travail sera présenté dans le contexte de

la thése en annexe 1.

. :i>Ba

CD24
CD24

0 107 10° 10* 10 o w0f w0 w0’ 10°
CDA49f (Itgab) ICAM1

Figure 3 : Séparation des populations épithéliales mammaires murines par cytométrie de flux

d) Ciblage des cellules épithéliales mammaires basales et luminales

L'étude du développement et de la tumorigénése mammaire est largement fondée sur I'utilisation
de modeles transgéniques murins comportant soit une invalidation totale du gene (appelé
KO pour «knock-out» en anglais), soit une perte ou expression ciblée dans I’épithélium mammaire
a I'aide de promoteurs spécifiques d’un sous-type cellulaire (pour revues, Faraldo et al., 2005;

Allred et Medina, 2008). Les promoteurs les plus utilisés sont référencés dans le tableau ci-dessous
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(Tableau 2). On notera que seuls les promoteurs des génes WAP et Blg, codant pour des protéines
du lait, sont strictement spécifiques a I'épithélium mammaire et de plus restreints aux cellules
luminales. L’'ensemble de ces promoteurs peut également étre utilisé pour isoler des sous-
populations cellulaires identifiées par un géne rapporteur (par exemple : Lgr5-GFP, ProcR-GFP) ou
pour suivre leur destin dans des expériences de tragage cellulaire. Certaines constructions
permettent I'induction du promoteur a un temps donné. Les systemes inductibles les plus utilisés

sont ceux par le tamoxifene et la doxycycline (pour revues, Haegebarth et Clevers, 2009; Fuchs et

Chen, 2013).

Nom du . . s . . "
Famille Type cellulaire mammaire ciblé Autres tissus essentiels ciblés
promoteur
K5 Kératine Cellules basales/myoépithéliales Epithélium stratifié
K14 Kératine Cellules basales/myoépithéliales Epithélium stratifié
K8 Kératine Cellules luminales Epithélium simple
K18 Kératine Cellules luminales Epithélium simple
Effecteur de Sous-population de cellules . . .
Lgr5 C ey e Peau, intestin, ovaires
Wnt basales/myoépithéliales
. . Sous-population de cellules .
Axin2 Cible de Wnt pop il e Nombreux tissus
basales/myoépithéliales
. Sous-population de cellules .
ProcR Cible de Wnt pop iy o Cellules endothéliales
basales/myoépithéliales
Cytosquelette T Péricytes entourant I'endothélium
Sma ¥ ) q . Cellules basales/myoépithéliales ¥ A
d’actine vasculaire
EIf5 Signalisation Cellules luminales Poumons, vessie, rein
Notchl Signalisation Cellules luminales ER/PR- Nombreux tissus
MMTV Rétrovirus Cellules luminales essentiellement Ovaires
. . Cellules luminales lors de la
Blg Protéines du lait . . -
gestation/lactation
. . Cellules luminales lors de la
Wap Protéines du lait . . -
gestation/lactation
Tableau 2: Principaux promoteurs utilisés dans les modeéles murins permettant I'étude du

développement et de la tumorigénése mammaires.

L’établissement des modeles transgéniques murins par des méthodes classiques est long. La
technique émergente CRISPR/Cas9 devrait permettre de mettre au point des modéles in vivo plus
rapidement et facilement (pour revue, Kersten et al., 2017). Elle repose sur l'utilisation de
« ciseaux moléculaires » permettant de couper une séquence d’ADN a un endroit précis reconnu
par des « ARN guides ». Ensuite, les processus cellulaires de réparation de 'ADN se mettent en
place, ce qui permet soit d’inactiver un gene, soit d’introduire ou de rétablir une mutation, soit

d’insérer une nouvelle séquence génomique. Il est également possible de réaliser des injections de



Partie 1 : INTRODUCTION — 1) La Glande mammaire 22

lentivirus codant pour les « ARN guides » dans des souris transgéniques qui expriment I'enzyme
Cas9 sous l'induction d’un promoteur ciblé ou des lentivirus permettant d’exprimer a la fois la

Cas9 et les «<ARN guides».

2) Les étapes du développement de la glande mammaire

La morphogénese de la glande mammaire est tres limitée durant la vie embryonnaire et s’effectue
principalement aprés la naissance sous I'influence des stimuli hormonaux (pour revues, Macias et
Hinck, 2012; Brisken et Ataca, 2015). On distingue deux étapes dans le développement post-natal :
la croissance et ramification canalaires durant la puberté, et le développement lobulo-alvéolaire
pendant la gestation et lactation qui s’accompagne d’une différenciation lactogénique. A la fin de
la lactation, le tissu mammaire s’engage dans une involution massive et reprend une morphologie
similaire a celle de I'adulte vierge. Chez la souris nullipare sexuellement mature, I'épithélium
mammaire, considéré comme essentiellement quiescent, subit de courtes phases de

bourgeonnement alvéolaire sous I'influence de stimuli ovariens cycliques.

a) Développement embryonnaire

Le développement embryonnaire de la glande mammaire se traduit par [I'établissement
d’ébauches mammaires. Ces dernieres sont constituées d’une partie épithéliale provenant de
I’ectoderme et d’un stroma dont l'origine est le mésoderme. Chez la souris, le développement
mammaire embryonnaire débute au jour 10 de I'embryogéneése (E10) par la formation de lignes
mammaires bilatérales le long de I'axe cranio-caudal sur la surface ventrale de I'embryon. Elles
sont constituées de multiples couches cellulaires ectodermiques. A E11.5, ces lignes mammaires
se concentrent en 5 paires de placodes situées aux futurs emplacements des mamelons (pour
revue, Watson et Khaled, 2008; Fig. 4A).

Au niveau de chaque placode, I'épithélium forme un bourgeon qui s’invagine dans le mésenchyme
sous-jacent (E14). Ce bourgeon épithélial forme alors un rudiment mammaire entouré de
mésenchyme condensé composé d’une fine couche de fibroblaste (E16).

Lorsque ce rudiment mammaire atteint le mésenchyme adipeux, ébauche du futur coussin
adipeux, il se ramifie par des divisions du bourgeon terminal (Fig. 4B). Cette ramification
dichotomique aboutit a un systéme canalaire rudimentaire composé de 10 a 15 branches (Fig. 4B).

Il est a noter que [I'établissement du rudiment mammaire embryonnaire s’effectue sans
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stimulation hormonale et qu’il n’existe aucun patron préalablement établi comme c’est le cas pour

le poumon (pour revue, Sternlicht, 2006).
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Figure 4 : Développement embryonnaire de la glande mammaire murine

(A) Schéma de la position des lignes mammaires chez I’embryon murin au jour 10 de I'embryogénése (E10),
formant les placodes a partir d’E11.5 puis les bourgeons mammaires aprés E12.5. Les * indiquent les
ébauches des membres supérieurs et inférieurs. (Modifié de Robinson, 2007). (B) Etapes du
développement embryonnaire depuis la formation des placodes jusqu’aux rudiments mammaires ramifiés
(Modifié de Watson et Khaled, 2008).

Avant la naissance, les rudiments mammaires subissent encore trois processus morphologiques
supplémentaires : le développement de la lumiére canalaire, la formation du mamelon et la
spécification entre male et femelle. Le développement de la lumiéere canalaire, entre E16 et E18,
passe par des processus d’apoptose, d’autophagie et de remodelage cellulaire qui restent peu
décrits. La génération du mamelon s’effectue par des modifications de la peau recouvrant le
mésenchyme mammaire primaire. Chez la souris male, le mésenchyme entourant le canal

primaire se condense jusqu'a son sectionnement résultant en un bourgeon mammaire réduit.
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Nous reviendrons sur les mécanismes moléculaires qui gouvernent la morphogénese
embryonnaire plus loin dans la section dédiée a la voie Wnt qui joue un réle central dans cette

phase (page 56-section |) ; 5) ; d)).

b) Développement post-natal

La Figure 5 illustre les principales étapes du développement post-natal mammaire et leur controle
hormonal. Nous décrirons les caractéristiques morphologiques de la glande a chaque étape de

morphogenese et verrons quels hormones et médiateurs locaux ont été identifiés.

Développement et ramification canalaires Développement lobulo-alvéolaire
) Estrogénes, hormone Progestérone,

de croissance Prolactine

Nouveau-né

Gestation Lactation

Involution

Figure 5 : Développement post-natal de la glande mammaire murine.

Photographies de glandes mammaires in toto colorées au rouge carmin représentant les différentes étapes
du développement. A la naissance, I'épithélium mammaire est rudimentaire (encadré en pointillés). Durant
la puberté, sous contréle des estrogénes et de I’hormone de croissance, la formation des TEBs (indiqués
par des fleches blanches) permet la croissance et la ramification canalaires. A maturité, I'arborescence
canalaire remplit entiérement le coussin adipeux et présente quelques ramifications latérales (indiquées
par des fleches noires). Le développement lobulo-alvéolaire et la différenciation lactogénique ont lieu
pendant la gestation et la lactation sous contréle de la progestérone et de la prolactine. Lors du sevrage
des petits, I'épithélium mammaire involue et revient alors a un état similaire a la maturité. Les
photographies du bas représentent les stades du développement avec un plus fort grossissement (*
ganglion lymphatique). Barre d’échelle : Imm.
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* Régulation hormonale et interactions paracrines dans la glande mammaire murine

Les expériences d’ablation des organes endocriniens puis les multiples modeles de souris
déficientes en récepteurs hormonaux ont permis d’identifier les stimuli hormonaux indispensables
au développement post-natal et a la fonction de la glande mammaire (pour revue, Brisken et
Ataca, 2015). Il s’agit principalement des stimuli ovariens par les hormones stéroides, estrogénes
et progestérone, et des stimuli hypophysaires, hormone de croissance, prolactine et ocytocine
(Fig. 6).

Comme nous l'avons déja mentionné, les récepteurs hormonaux, ER et PR sont absents des
cellules basales mammaires et seule une fraction des cellules luminales les expriment.
Curieusement, peu de cellules luminales ER/PR+ proliferent durant les phases actives de
développement de I'épithélium sous I'action des hormones (Clarke et al., 1997). Ces observations
ont conduit a émettre I'hypothése que les cellules ER/PR+ jouent un rdle paracrine essentiel dans
le contréle de la prolifération de I'épithélium mammaire. Cette hypothése est maintenant
largement validée et les médiateurs locaux identifiés en aval de la signalisation hormonale seront
décrits ci dessous pour chaque étape du développement de la glande. La place centrale de la voie

Wnt sera détaillée plus loin en pages 41 et 47 dans les sections 1)-4) et 1)-5).
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Figure 6 : Acteurs des régulations hormonales du développement mammaire
(Modifié a partir de Brisken et O'Malley, 2010).

* Puberté : croissance canalaire de la glande mammaire

A la naissance, la glande mammaire est un systéme canalaire trés rudimentaire mais déja capable

de produire du lait. L'exposition du foetus aux hormones maternelles peut parfois causer la
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sécrétion d’une substance trés similaire au lait chez I’enfant, on appelle cela le lait de sorciére. Le
rudiment mammaire est composé de quelques ramifications secondaires reliées a un canal
primaire directement connecté au mamelon (Fig. 5). A partir de la puberté, I'épithélium
mammaire se développe trés rapidement. Il est caractérisé par I'apparition de larges structures
bulbaires, appelées bourgeons terminaux (TEBs de I'anglais « Terminal End Buds »), situées aux
extrémités distales des canaux (Fig. 5). Les TEBs sont composés d’une couche cellulaire externe
constituée de cellules de type basal dites de la coiffe (« cap cells » en anglais), qui vont générer les
cellules myoépithéliales, entourant une multicouche de cellules internes, ou cellules du corps du
bourgeon (« body cells » en anglais), dont sont issues les cellules luminales (Williams et Daniel,
1983; Fig. 7A). Les cellules du corps des TEBs expriment les kératines luminales K8/K18 alors que
les cellules de la coiffe sont positives pour le facteur de transcription p63 et I'actine du muscle
lisse (a-SMA). Les cellules de la coiffe expriment peu les kératines spécifiques des cellules basales
(K5/K14) par rapport aux cellules myoépithéliales bordant les canaux matures, suggérant qu’elles
présentent une forme de plasticité phénotypique (Daniel et al., 1987; Mikaelian et al., 2006 ; Fig.
7B). La lumiere canalaire est formée par apoptose des cellules du corps du bourgeon lors de la

croissance des TEBs (Mailleux et al., 2007).
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Cellule Membrane Cellule du corps de la coiffe
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Figure 7 : Organisation morphologique et histologique du bourgeon terminal (TEB) en puberté

(A) Les TEBs sont composés de cellules apicales ou cellules de la coiffe, de type basal, qui constituent les
précurseurs des cellules basales myoépithéliales canalaires. Le corps des TEBs est organisé en multicouche
de cellules majoritairement luminales (modifié d’aprés Visvader, 2009). (B) Immunofluorescence K5/a-Sma
sur une coupe histologique de glande mammaire de souris en puberté. Le TEB présente un faible marquage
anti-K5 dans les cellules de la coiffe (fleches) Barre d’échelle : 50 um.
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Les TEBs sont le siege d’une prolifération cellulaire intense et permettent aux canaux de
progresser par élongation et ramification dans le stroma jusqu’a atteindre les limites du coussin
adipeux (pour revue, Macias et Hinck, 2012). La ramification canalaire et les bifurcations
effectuées par les structures hautement dynamiques que sont les TEBs ne suivent pas un schéma
architectural préétabli comme I'ont montré Scheele et Coll. (Scheele et al., 2017). Les études in
vivo ou en culture organotypique ont révélé grace a des méthodes d’imagerie des processus de
migration cellulaire individuelle notamment dans le corps du bourgeon ainsi que des mécanismes
de migration cellulaire collective préservant l'intégrité épithéliale (Ewald et al., 2012).

Les principaux régulateurs endocriniens de la croissance et ramification canalaires des TEBs
pendant la puberté sont les estrogenes et I’hormone de croissance (pour revues, Daniel et al.,
1987; Brisken et O'Malley, 2010). L’hormone de croissance induit I'expression du facteur de
croissance Igfl (de I'anglais « insulin-like growth factor-1 ») dans le foie et le stroma mammaire
alors que son récepteur, IgfR, est présent dans I'épithélium. Les données obtenues dans les souris
GhR et Igfl KO indiquent qu’lgfl est un des médiateurs majeurs de la signalisation mammaire en
aval de GhR (Ruan et Kleinberg, 1999).

Les estrogenes peuvent se lier a deux types de récepteurs : a (Era codé par le géne Esrl) et B (Erp
codé par le gene Esr2). Era est présent dans les cellules luminales et stromales mais seule son
ablation dans les cellules luminales inhibe le développement mammaire. Le récepteur Erp ne
semble pas étre essentiel au développement de la glande. Durant la puberté et maturité, 30 a 50%
des cellules luminales expriment Era alors qu’en fin de gestation, lorsque I'épithélium mammaire
est majoritairement constitué d’alvéoles, ce pourcentage est réduit a environ 5% (pour revue,
Brisken et Ataca, 2015).

L'amphiréguline (Areg, membre de la famille des facteurs de croissance épidermique Egf) a été
identifié comme 'un des médiateurs essentiels des estrogenes durant la puberté (Ciarloni et al.,
2007). Des données récentes indiquent qu’Areg, produit par les cellules Era+ et clivé par ADAM17,
active le récepteur a I'Egf (EgfR) situé sur les cellules stromales. En réponse, celles-ci produisent
différents facteurs de croissance fibroblastiques (Fgfs) qui vont stimuler la croissance de
I’épithélium. D’autres facteurs impliquant la voie de signalisation Wnt sont essentiels a
I’établissement de I'architecture mammaire comme nous le préciserons plus loin en page 56 de la
section ) ; 5) (pour revues, Macias et Hinck, 2012; Brisken et Ataca, 2015).

A la fin de la puberté, lorsque les extrémités canalaires ont atteint les limites du coussin adipeux,
les TEBs régressent. Le coussin mammaire est alors complétement rempli d’un épithélium ramifié

mature qui entre dans une phase de quiescence relative jusqu’a la gestation. Cette période de
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maturité est marquée par de courtes phases de prolifération et d’apoptose stimulées de facon
cyclique par la progestérone ovarienne et résultant en de courtes ramifications canalaires latérales

dites tertiaires (pour revue, Joshi et al., 2012).

* Gestation-Lactation : développement lobulo-alvéolaire
Durant la gestation, on observe d’abord une augmentation des ramifications canalaires
secondaires et tertiaires de I'épithélium puis la formation des structures alvéolaires (Fig. 5). Les
cellules basales et luminales mammaires proliferent activement puis s’engagent dans une
différenciation qui sera compléte au moment de la lactation. Les analyses de distribution des
cellules luminales et basales par cytométrie révelent que la proportion du compartiment basal
durant la gestation augmente considérablement, atteignant 50 a 60% des cellules épithéliales
alors que chez la souris vierge, elle est d’environ 25% (Asselin-Labat et al., 2010; Di-Cicco et al.,
2015). Le développement lobulo-alvéolaire et la différenciation lactogénique sont majoritairement
sous le controle de la progestérone et de la prolactine, via leurs récepteurs PR et PrIR (pour revue,
Brisken et Ataca, 2015).
PR est localisé a la fois dans I'épithélium mammaire et dans le stroma mais seule sa localisation
épithéliale est critique pour le développement de la glande. La majeure partie des cellules
luminales positives pour ERa co-exprime PR, les estrogenes régulant positivement I'expression de
PR. Des deux isoformes de PR, PR-A et PR-B, seul PR-B est nécessaire au développement
mammaire. Les souris déficientes pour PR-B présentent un délai d’élongation canalaire durant la
puberté et ne forment ni ramifications canalaires latérales, ni structures alvéolaires lors de la
gestation (Mulac-Jericevic et al., 2003).
Il a été montré que la progestérone induit la prolifération de I'épithélium en deux vagues. Dans
une courte premiere vague dépendante de la Cycline D1, les cellules PR+ proliferent puis au cours
d’une phase plus longue, les cellules luminales PR- ainsi que les cellules basales sont stimulées via
des mécanismes paracrines impliquant les cellules PR+ (Brisken et al., 1998; Beleut et al., 2010).
Plusieurs médiateurs locaux en aval de PR ont été identifiés, et les plus étudiés appartiennent aux
voies de signalisation Wnt et Rank/RankL. En début de gestation, Wnt4, ligand de la famille Wnt
sécrété par les cellules luminales ER/PR+, participe a la stimulation de la croissance des
ramifications latérales (Brisken et al., 2000). Des travaux plus récents indiquent que Wnt4
fonctionne en synergie avec Rspol, ligand de la voie de signalisation Wnt/fcat exprimé par les
cellules luminales ER/PR- (Cai et al., 2014). RankL, ligand de la famille des TNF, dont I'expression

dans les cellules luminales ER/PR+ est graduellement augmentée pendant la gestation, est aussi
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un acteur essentiel du développement lobulo-alvéolaire (Fata et al., 2000). Il induit I'expression du
facteur de transcription 1d2 et active la voie NF-kB/Cycline D1 qui joue un rdle essentiel dans la
prolifération des structures alvéolaires (Fantl et al., 1999; Gonzalez-Suarez et al., 2010). Nous
reviendrons plus loin sur ces régulations paracrines, dans la partie dédiée a la signalisation Wnt
(page 56- section 1) ; 5) ; d)).

La prolactine intervient dans la deuxiéme partie de la gestation (Fig. 6). En I'absence du récepteur
a la prolactine, PriIR, I'’élongation et la ramification canalaires sont normales mais I'alvéologénese
et la différenciation lactogénique ne peuvent pas s’effectuer. Les facteurs de transcription, Stat5a
et EIf5 sont les médiateurs essentiels de la signalisation via PrIR, leur absence inhibant totalement
le développement lobulo-alvéolaire (pour revues, Hennighausen et Robinson, 2008; Lee et
Ormandy, 2012; Brisken et Ataca, 2015).

La liaison de la prolactine sur son récepteur entraine ’homodimérisation de ce dernier et active la
voie de signalisation Jak/Stat. Plus précisément, le recrutement de la tyrosine kinase Jak2 au
niveau du récepteur de la prolactine permet la phosphorylation des deux isoformes du facteur de
transcription Stat5 (Stat5a et Stat5b). Seul Stat5a semble avoir une implication directe dans la
différenciation de la glande pendant la gestation car son inactivation conduit a un défaut de
lactation (pour revue, Hennighausen et Robinson, 2008). L’activation de Stat5 induit I'expression
de genes impliqués dans la prolifération et la différenciation alvéolaires tels que RankL, IGF-2,
Cycline D1, et les protéines du lait telles que WAP et B-caséine (dont les promoteurs sont
directement activés par Stat5). Le facteur de transcription EIf5 agirait en amont de Stat5a puisqu’il
se fixe directement sur son promoteur (pour revue, Lee et Ormandy, 2012).

La progestérone peut induire I’expression de PrIR et inversement, la prolactine peut induire celle
de PR, suggérant que ces hormones orchestrent de maniere synergique le développement
alvéolaire en activant les voies de signalisation citées précédemment. On soulignera qu’en
I’'absence d’anticorps fiable, la localisation précise des cellules luminales PrIR+ n’est pas connue.
De fagon surprenante, les profils transcriptionnels établis a partir des cellules luminales isolées
chez la souris adulte vierge indiquent que les transcrits de PrIR sont présents dans la fraction
enrichie en cellules ER/PR+ tandis que les transcrits des génes du lait sont exprimés par la
population ER/PR- (Kendrick et al., 2008; Di-Cicco et al., 2015). Des mécanismes paracrines,
impliquant 1gf2 et RankL, pourraient intervenir dans la signalisation de la prolactine (pour revue,
Brisken et Ataca, 2015).

Les récepteurs a tyrosine kinase de la famille des Egf (ErbB) et leurs ligands sont capables d’activer

les Stats et jouent également un réle important dans la morphogénese alvéolaire. En effet, la
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délétion du gene ErbB4 dans I'épithélium mammaire entraine des défauts de développement
alvéolaire (Long et al., 2003). En liaison avec cette voie de signalisation, des données récentes
montrent que la neuréguline 1 (Nrgl), ligand d’ErbB4 produit par les cellules basales, stimule de
fagon paracrine la prolifération et différenciation des cellules luminales durant le développement
lobulo-alvéolaire (Forster et al., 2014).

La différenciation lobulo-alvéolaire terminale est atteinte a la fin de la gestation lors de la
naissance des petits. La glande mammaire est alors préte a secréter le lait. Au moment de la
naissance, la production des protéines du lait est accrue, les jonctions serrées entre les cellules
luminales alvéolaires se ferment et les gouttes lipidiques cytoplasmiques de lait formées au cours
de la gestation se déplacent vers le pOle apical afin de permettre leur sécrétion dans la lumiere
alvéolaire (pour revue, Macias et Hinck, 2012). A ce stade, la stimulation par la progestérone est
stoppée. La prolactine, dont le niveau est toujours élevé, permet de maintenir I'expression des
genes des protéines du lait. Par ailleurs, la stimulation hormonale par I'ocytocine induit la
contraction des cellules basales myoépithéliales entourant les alvéoles afin d’expulser le lait vers
les canaux puis jusqu’au mamelon.

L'utilisation de méthodes d’imagerie sophistiquées in vivo ont confirmé récemment d’anciennes
observations faites en microscopie électronique montrant que les cellules luminales sécrétrices en
fin de gestation et début de lactation sont souvent binucléés et de grande taille (Rios et al.,
2016b). Ces cellules polyploides présentent un défaut de cytokinése impliquant la kinase Aurora A

et semblent importantes pour maximiser la production et la sécrétion de lait.

* Involution : apoptose et remodelage de la glande mammaire

Le processus d’involution a été étudié en détail par le groupe de C. Watson, dont nous résumerons
ci-dessous les travaux (pour revue, Watson et Kreuzaler, 2011). La phase d’involution de la glande
mammaire débute apres 3 a 4 semaines d’allaitement, lorsque les petits sont sevrés et arrétent
progressivement de stimuler la production de lait par leur succion. Le processus d’involution est
complexe, il requiert non seulement une mort cellulaire massive pour éliminer les cellules
épithéliales productrices de lait mais également une régulation des cellules immunitaires
sollicitées afin de faire disparaitre les cellules mortes, le lait résiduel et les débris. Durant cette
phase, des modifications du stroma s’effectuent, dont la régénération du coussin adipeux, le
remodelage du réseau sanguin et la reformation de la matrice extracellulaire.

L'involution mammaire s’effectue en suivant deux phases distinctes. La premiere est réversible et

dure environ deux jours chez la souris. Elle est caractérisée par le détachement des cellules
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luminales mortes dans la lumiere des alvéoles. Cette phase, pendant laquelle le lait s"accumule
dans la lumiére alvéolaire, ne semble pas étre contrdolée par les hormones. Elle est régulée, entre
autres, par le facteur de transcription Stat3 et les cytokines Lif et TGFB3. La deuxieme partie de
I'involution est, quant a elle, irréversible et s’accompagne d’une apoptose massive et d’'un
remodelage important du tissu mammaire. Les MMPs (protéases de la matrice extracellulaire)
sont fortement exprimées pendant cette phase et participent a la dégradation de la matrice.
Comme Stat3, il semble que la voie des NF-kB et plus particulierement le régulateur IKKB soit
nécessaire pour accomplir une involution mammaire complete. L’activation des voies de
signalisation Stat3 et NF-kB pendant cette période suggere que la réaction inflammatoire pourrait
étre un élément important de l'involution. Celle-ci semble finement régulée afin de ne pas
provoquer de réaction excessive du systeme immunitaire.

A la fin de l'involution, la glande mammaire possede un aspect morphologique et architectural
tres similaire a son état post-pubertaire et entre dans un état de semi-quiescence jusqu’a la

gestation suivante.

3) Les cellules souches mammaires

Les cellules souches ont la capacité de se diviser indéfiniment. Elles sont caractérisées par leur
aptitude a s’auto-renouveler, c’est a dire a générer une autre cellule souche fonctionnellement
identique a la cellule mere, et par leur capacité a produire des cellules filles, dites progénitrices
(pour revue, Fuchs et Chen, 2013). Aprés une amplification transitoire, les cellules progénitrices
s’engagent dans une succession irréversible d’étapes menant a une différenciation terminale. La
nature des divisions des cellules souches, symétrique (une cellule souche donne 2 cellules
souches) ou asymétrique (une cellule souche donne une cellule souche et une cellule progénitrice)

controle I'expansion et ’lhoméostasie d’un tissu (Fig. 8A).

Différentes catégories de cellules souches contribuent au développement d'un organisme :

totipotentes, pluripotentes, multipotentes et unipotentes (NIH: https://stemcells.nih.gov). Une

cellule totipotente, telle que I'ovule fécondé, est capable de générer tous les types cellulaires,
embryonnaires et extra-embryonnaires. Les cellules pluripotentes, comme les cellules souches
embryonnaires (ES) issues de la masse interne du blastocyste, donnent naissance aux différents

tissus de I’'embryon, somatique et germinal.
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Les cellules souches multipotentes contribuent a la formation des lignages cellulaires du tissu ou
elles résident. Elles sont souvent définies comme cellules non différenciées et peuvent a I'état
clonal reconstituer leur tissu d’origine dans sa structure et sa fonction en générant, a long-terme,
des cellules différenciées. Différents essais ont permis d’identifier des cellules souches
multipotentes dans les tissus adultes, notamment dans le systeme hématopoiétique, le follicule
pileux, l'intestin et le muscle (pour revues, Fuchs et Chen, 2013; Visvader et Clevers, 2016). Dans
certains tissus, comme ['épiderme, le muscle et le testicule, il existe des cellules souches
unipotentes, dont le potentiel est restreint a un lignage unique. Les cellules souches tissulaires
adultes constituent en général une population mineure ou selon les tissus, coexistent des cellules
souches quiescentes et en division. Le microenvironnement des cellules souches, ou niche, est
composé de multiples éléments impliquant des interactions matricielles et intercellulaires

complexes qui vont réguler leur destin (Fig. 8B).

Contacts Facteurs
intercellulaire secrétés
CS CS
Division Division Métabolisme Médiateurs de
asymétrique symétrique et hypoxie I’inflammation
- Contraintes Matrice
Cellule mécaniques extracellulaire

progénitrice

Figure 8 : Destin cellulaire et composants de la niche des cellules souches

(A) Une cellule souche (=CS) est destinée a se diviser soit asymétriqguement, pour donner une cellule
souche et une cellule progénitrice, soit symétriquement, pour donner deux cellules souches (modifié de
Fuchs et Chen, 2013). (B) Les cellules souches résident dans une niche ou microenvironnement complexe
qui régule leurs fonctions et destin. Les facteurs secrétés comprennent les hormones, les chimiokines et les
ligands des voies de signalisation majeures (modifié de Lane et al., 2014).

En raison du développement post-natal de la glande mammaire et de ses phases alternatives
d’expansion et de repos, I'hypothése de I'existence de cellules souches dans I'épithélium
mammaire adulte a été avancée dés 1959 (Deome et al., 1959). Cependant, c’est seulement
depuis les années 2000 que leur caractérisation moléculaire et fonctionnelle a débuté. Leur
importance dans le développement et la tumorigénese mammaire est depuis intensivement

étudiée.
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a) Mise en évidence des propriétés de régénération de I'épithélium mammaire

DeOme et ses collaborateurs furent les premiers a démontrer les propriétés de régénération
remarquables de ['épithélium mammaire en établissant une méthode de transplantation
orthotopique (Deome et al., 1959). Cette méthode consiste a greffer des fragments de glande
mammaire murine (ou des cellules épithéliales mammaires isolées) issus d’une souris donneuse
dans les coussins adipeux de souris receveuses prépubéres agées de 3 semaines desquels on a
supprimé, par chirurgie, I'épithélium endogéne (Fig. 9). Aprés quelques semaines, I'épithélium
greffé se développe, formant des canaux ramifiés chez I’hGte vierge, et des structures alvéolaires

si la souris receveuse est gestante.

Développement
lobulo-alvéolaire

Rudiment mammaire

endogeéne
Ay

Souris receveuse Héte
(3 semaines) . i
Coussin vierge
adipeux

Fragment Cellules
épithélial isolées
//‘% ..:.
9
¥< ™)

Epithelium mammaire
de la souris donneuse

Figure 9 : Principe de la technique de transplantation mammaire orthotopique

Apres I'ablation chirurgicale du rudiment mammaire endogéne chez la souris hote immunodéficiente pré-
pubeére, on procede a la transplantation de fragments épithéliaux ou de cellules isolées provenant d’une
souris donneuse. Aprés quelques semaines, les greffons mammaires sont analysés afin d’évaluer la
croissance épithéliale issue de la transplantation ou le développement lobulo-alvéolaire si la souris
receveuse est gestante.

Les expériences pionnieres de DeOme et coll. ont établi que des fragments d’épithélium isolés a
partir de n’importe quelle portion de la glande mammaire et a des stades distincts du
développement post-natal sont capables de reconstituer une arborescence canalaire mammaire
compléte. Ces travaux ont également montré qu’une succession de sept transplantations sériées
étaient réalisables sans perte de potentiel de développement, suggérant I'existence de cellules
souches capables d’autorenouvellement (Deome et al., 1959; Smith et Medina, 1988; Kordon et

Smith, 1998).
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La transplantation orthotopique reste un des essais majeurs pour révéler |'activité de régénération
du tissu mammaire, attribuée aux cellules souches y résidant (pour revue, Visvader et Smith,
2011). L'existence de glandes bilatérales permet de greffer dans la méme souris receveuse des
fragments épithéliaux ou cellules mammaires isolées issus de donneurs différents et ainsi de
comparer leur développement dans un contexte hormonal identique. Cette stratégie est
particulierement utile pour I'analyse du développement mammaire de souris KO, dont les
régulations hormonales peuvent étre perturbées, ou de souris dont la survie post-natale est
compromise (pour revue, Brisken et Ataca, 2015). Par ailleurs, la transplantation de cellules
mammaires isolées en concentrations décroissantes, dite transplantation en dilution limite, donne
acces a une estimation de la fréquence des cellules a pouvoir régénératif (Hu et Smyth, 2009).

Les méthodes de transplantation ont également permis d’étudier I'importance du
microenvironnement mammaire dans le controle du destin des cellules souches. Les travaux de G.
Smith et coll. indiquent que des cellules souches testiculaires, neurales, hématopoiétiques et des
cellules ES transplantées dans le coussin adipeux mammaire peuvent contribuer a la génération de
cellules épithéliales mammaires différenciées (Boulanger et al., 2007, Booth et al., 2008).
Toutefois, la reprogrammation des cellules non mammaires n’a lieu qu’en co-transplantant des

cellules épithéliales mammaires.

b) Activité clonogénique des cellules épithéliales mammaires

En complément des expériences de transplantation, différents essais ont été développés pour
analyser in vitro I'activité clonogénique des cellules épithéliales mammaires : la formation de
colonies dans des cultures adhérentes et la génération de spheres, ou mammospheres, en 3D.
Mises en culture a faible densité sur un tapis de fibroblastes nourriciers irradiés, les cellules
épithéliales mammaires forment en une semaine des colonies dont l'origine est attribuée a des
cellules progénitrices (Stingl et al., 2006; Shackleton et al., 2006; Sleeman et al., 2007). Le nombre
et la taille des colonies formées permettent d’évaluer la fréquence et la capacité de prolifération
des cellules progénitrices dans les populations étudiées.

La formation de mammosphéres est obtenue environ deux semaines apres la mise en culture des
cellules épithéliales mammaires en condition non adhérente en présence de 2% de Matrigel, un
substitut de la matrice extracellulaire (Dontu et al., 2003; Spike et al., 2012). La culture des
mammospheres offre la possibilité de passages sériés, permettant d’estimer la fréquence en
cellules clonogéniques a long terme, témoin de la présence de cellules souches a capacité

d’autorenouvellement. Elles sont de plus transplantables pour évaluer leur contenu en cellules
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capables de régénération in vivo (Spike et al., 2012; Chiche et al., 2013; Di-Cicco et al., 2015).
Enfin, I'’étude de leur composition cellulaire et de leur organisation fournit des éléments sur les

capacités de différenciation et de morphogenése des cellules étudiées.

c) Les cellules souches multi-potentes basales, les progéniteurs luminaux et les cellules

luminales matures murines

La séparation des cellules basales et luminales par cytométrie de flux a permis d’analyser leurs
caractéristiques moléculaires et leurs propriétés fonctionnelles, in vivo, par transplantation et, in

vitro, par les essais de clonogénicité (Fig. 10).

Essais fonctionnels
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Potentiel régénératif et clonogénique

Figure 10 : Séparation par cytométrie de flux et propriétés fonctionnelles des populations mammaires
basales et luminales

Apres transplantation in vivo, seules les cellules basales sont capables de régénérer un épithélium
mammaire ramifié. Les cellules basales et luminales contiennent des cellules clonogéniques qui forment
des colonies et mammospheres in vitro.

* Hétérogénéité moléculaire et fonctionnelle des deux compartiments épithéliaux

mammaires

-Compartiment basal :
Chez la souris, les essais de transplantation ont établi que seules les cellules de type basal étaient
capables de régénérer une bicouche épithéliale mammaire (Stingl et al., 2006; Shackleton et al.,
2006; Sleeman et al., 2007; Fig. 10). Ces études ont montré qu’une cellule basale unique avait la
capacité de régénérer une glande entiere fonctionnelle apres transplantation et que les greffons
primaires étaient aptes a des transplantations sériées, indiquant que le compartiment basal

contient des cellules souches bipotentes, c’est a dire donnant naissance aux lignages basal et
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luminal. La fréquence en cellules souches bipotentes dans le compartiment basal évaluée par
transplantation en dilution limite est comprise entre 2 et 10%. Cette variabilité dépend du fond
génétique des souris analysées, des méthodes de dissociation utilisées, du tri cellulaire en
cytométrie de flux, et des protocoles de transplantations en présence ou absence de Matrigel,
celui-ci favorisant la prise de greffe (Vaillant et al., 2011; pour revue, Visvader et Stingl, 2014).

Le compartiment basal comprend également des cellules clonogéniques, aptes a former des
colonies a court-terme et des mammosphéres en culture a long-terme (Stingl et al., 2006;
Shackleton et al., 2006; Chiche et al., 2013; Fig. 10). Leur fréquence est d’environ 2-5%. Les
cultures dérivées des cellules basales comprennent de nombreuses cellules exprimant la kératine
luminale K8, indiquant la présence initiale de cellules souches/progénitrices bipotentes.
Cependant, les conditions de culture ne sont pas favorables a la différenciation en cellules
luminales matures ER/PR+.

De nombreuses études ont été menées afin de disséquer I'"hétérogénéité du compartiment basal
et ainsi identifier et caractériser des sous-populations mineures de cellules souches multipotentes
et progénitrices. Les études d'immunomarquage réalisées sur les cellules basales isolées ont
montré que la quasi totalité de celles-ci contenait la protéine a-SMA, et présentait donc des
caractéristiques de cellules myoépithéliales (Prater et al., 2014).

Durant la puberté, la phosphatase s-SHIP (pour « SH2 domain-containing 5’-inositol phosphatase »
en anglais) est exclusivement exprimée par les cellules de type basal de la coiffe des TEBs. C’est le
seul marqueur spécifique des cellules de la coiffe identifié a ce jour mais il ne ségrége pas de fagon
notable les cellules a activité de régénération (Bai et Rohrschneider, 2010). Chez I'adulte, certains
travaux rapportent que les cellules exprimant fortement I'ltga6 ont une fréquence en cellules
souches et progénitrices plus élevée que le reste de la population basale (Stingl et al., 2006; Soady
et al., 2015). Par ailleurs, d’aprés I'étude de dos Santos et al., 2013, une sous-population basale
exprimant CD1d (une glycoprotéine exprimée par les cellules immunitaires présentatrices
d’antigéne) présente un enrichissement important en activité de régénération.

L’utilisation des souris Lgr5-GFP a montré que Lgr5, un récepteur de la voie de signalisation Wnt
connu pour marquer les cellules souches de différents tissus épithéliaux, distingue une sous-
population basale d’environ 5-10%, concentrée dans la partie proximale de la glande pubertaire et
adulte (Plaks et al., 2013). Malgré cette distribution remarquable, plusieurs études rapportent que
les cellules basales mammaires Lgr5+ ne sont pas enrichies de facon considérable en activité
souche et progénitrice et que par conséquent, la grande majorité des cellules souches et

progénitrices mammaires résident dans les 90-95% de cellules Lgr5- (de Visser et al., 2012; Rios et



Partie 1 : INTRODUCTION — 1) La Glande mammaire 37

al., 2014; Wang et al., 2015; Trejo et al., 2017). On notera néanmoins, qu’un travail récent indique
gue la sous-fraction de cellules basales Lgr5+ exprimant la tétraspanine 8 (Tspan8) est enrichie en
activité de régénération et que ces cellules sont majoritairement quiescentes in vivo (Fu et al.,
2017). Cette sous-fraction Lgr5+ pourrait constituer un réservoir de cellules souches au repos, et
serait issue de celle présente dans la glande embryonnaire (Trejo et al., 2017).

Enfin, chez I'adulte, ProcR, une cible de la voie de signalisation Wnt, identifie une petite
population (3%) de cellules basales qui semble trés enrichie en activité de régénération et activité
clonogénique (Wang et al., 2015). Mais cette étude n’a pas regu de confirmation a ce jour. Nos
analyses suggerent que I'expression de ProcR varie selon le fond génétique des souris.

L'ensemble de ces travaux montre que malgré de nombreux efforts, aucun marqueur de surface
spécifique de la population souche et progénitrice mammaire du compartiment basal n’a pu

encore étre identifié et confirmé.

-Compartiment Luminal :

Contrairement aux cellules basales, les cellules luminales ne possédent pas de potentiel de
régénération aprés transplantation. Cependant, elles comprennent une sous-population
clonogénique, identifiable par les essais de formation de colonies et de spheéres (Sleeman et al.,
2007; Chiche et al., 2013; Di-Cicco et al., 2015; Fig. 10). Cette activité est attribuée a des cellules
progénitrices, restreintes au lignage luminal.

L'utilisation de différents marqueurs de surface séparant les cellules ER/PR+ et ER/PR- du
compartiment luminal, tels que Sca-1, ItgB3, Itga2, c-Kit et ICAM-1 (Tableau 1), a permis de
montrer que l'activité clonogénique était concentrée dans la population ER/PR- (Asselin-Labat et
al., 2007; Sleeman et al., 2007; Regan et al., 2012; Shehata et al., 2012; Di-Cicco et al., 2015).
Cependant, une fraction de cellules luminales ER/PR+, double positives pour Sca-1/ltga2 ou Sca-
1/ICAM-1, posséde un potentiel clonogénique important (Shehata et al., 2012; Di-Cicco et al.,
2015). Il est probable que ces cellules représentent des progéniteurs luminaux canalaires tandis
que la population clonogénique ER/PR-, exprimant fortement le déterminant alvéolaire EIf5,
comprend essentiellement des progéniteurs destinés a la différenciation luminale alvéolaire (Di-

Cicco et al., 2015).

* Tragage cellulaire
L'introduction de modeles murins permettant un tracage cellulaire in vivo a apporté un nouvel

éclairage sur les cellules souches mammaires (Lloyd-Lewis et al., 2017). Le tragage cellulaire
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repose sur l'utilisation de promoteurs spécifiques controlant I'expression de la recombinase Cre
dans une sous-population cellulaire, de facon constitutive ou inductible par le tamoxifene ou la
doxycycline. Ce modeéle est croisé avec des souris rapporteuses qui, sous l'action de la Cre,
expriment un géne codant pour des protéines marquées (Fig. 11). Les cellules ciblées transmettent
le gene rapporteur recombiné a leur descendance cellulaire permettant le suivi de leur destin

(pour revue, Haegebarth et Clevers, 2009).

Cre
[Promoteurspécifique}< X >~ STOP -D— Lacz, GFP, ...

C reE RTZ LoxP LoxP

Recombinaison par la Cre
—

LaczZ, GFP, ...

Dans les cellules ciblées par le
promoteur et leur progénie

Figure 11 : Principe du tragage cellulaire in vivo par la recombinase Cre

Le tracage cellulaire peut étre initié par I'induction de I'expression de la recombinase Cre par le tamoxiféene
ou la doxycycline, schématisé par le cadre orange annoté « CreERT2 » (Modifié de van der Flier et al.,
2009).

Le suivi du destin cellulaire des cellules basales positives pour les kératines basales K5 et K14 a
montré que leur potentiel varie au cours du développement de la glande. Marquées durant
I'embryogenese, elles donnent naissance a une bicouche épithéliale mammaire complete,
démontrant leur nature bipotente a ce stade (Van Keymeulen et al., 2011; Moumen et al., 2012).
Cependant, quand l'induction est faite apres la naissance de I'animal, la descendance des cellules
marquées est exclusivement basale, dans les canaux comme dans les alvéoles, tandis qu’apres
induction post-natale sous contréle d’'un promoteur luminal comme K8, K18 ou EIf5, la progénie
est exclusivement luminale (Van Keymeulen et al., 2011; Rios et al., 2014). Ces données indiquent
que les deux lignages mammaires basal et luminal se séparent a la naissance, puis sont amplifiés
et maintenus durant les phases du développement de la glande par des cellules souches distinctes
unipotentes.

Plusieurs modeles transgéniques utilisant d’autres types de promoteur basal, notamment Lgr5 et
des promoteurs spécifiques des cellules myoépithéliales (Acta2 et Myh11) soutiennent cette
hypothése (de Visser et al., 2012; Prater et al., 2014; Wuidart et al., 2016). Néanmoins, d’autres
études de tracage a I'aide des promoteurs Lgr5 et ProcR indiquent que, méme apres la naissance,
des cellules basales conservent leur propriété de bipotence et contribuent au développement et a

I’'hnoméostasie post-natale de la glande (Rios et al., 2014; Wang et al., 2015). L'origine de ces
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discordances reste débattue (Wuidart et al., 2016; Rios et al., 2016a; Lloyd-Lewis et al., 2017). Des
artefacts de tragage cellulaire pourraient étre induits par une fiabilité relative des promoteurs, des
fenétres variables d’induction, et des techniques limitées ou biaisées pour détecter I'expansion
d’une population mineure marquée au sein du tissu mammaire. Par ailleurs, le tamoxiféne, en tant
gue modulateur sélectif de la signalisation ER, peut altérer de fagon significative le développement
de la glande mammaire s’il est utilisé a forte dose pour I'induction.

Récemment, une méthode de tragage cellulaire par saturation a été mise au point, elle
permettrait d’éviter certains des biais énoncés ci-dessus. Elle repose sur le marquage de la quasi-
majorité des cellules basales mammaires et le suivi de leur descendance. Cette approche n’a
révélé aucune cellule luminale marquée apres induction post-natale du gene rapporteur,
argumentant a nouveau en faveur de cellules souches basales unipotentes (Wuidart et al., 2016).
Enfin, le lignage luminal a fait I'objet d’études récentes démontrant que les lignages luminaux ER+
et ER- sont séparés et maintenus par des cellules souches unipotentes luminales ER+ ou ER-
respectivement (Rodilla et al., 2015; Van Keymeulen et al., 2017). Ces résultats soutiennent les
observations faites in vitro montrant |'existence de deux populations clonogéniques luminales

distinctes résidant dans les compartiments ER+/ER- (Shehata et al., 2012; Di-Cicco et al., 2015).

* Modeéle de ségrégation des lignhages mammaires.

L'ensemble des données obtenues a partir des essais de transplantation, formation de colonies et
tracage cellulaire chez la souris a permis d’établir un modeéle de ségrégation des lignages
mammaires (Fig. 12). Il est admis que :

- la bicouche épithéliale mammaire adulte dérive de cellules souches embryonnaires
bipotentes positives pour K5.

- Le développement post-natal de la glande et son homéostasie sont principalement assurés
par des cellules souches et progénitrices unipotentes distinctes, basales, luminales ER+,
luminales ER-, avec une possible contribution d’un réservoir mineur de cellules souches
bipotentes.

- Seules les cellules basales sont capables de régénérer une bicouche épithéliale mammaire
apres transplantation a I'état isolé. Dans ces conditions non physiologiques de stress, il est

postulé que les cellules basales pourraient réacquérir des propriétés embryonnaires.
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Figure 12 : Schéma modélisant la hiérarchie hypothétique des lignages cellulaires mammaires.

Les cellules souches bipotentes sont présentes chez I'embryon. La séparation des lignages mammaires
basal et luminal s’effectue probablement aprés la naissance. Par conséquent, le développement post-natal
reposerait sur des cellules souches basales et luminales unipotentes. Les cellules souches unipotentes
luminales ER- se diviseraient en cellules canalaires et alvéolaires. La sous-population positive pour ER serait
maintenue par un progéniteur luminal ER+ (Van Keymeulen et al., 2017). Dans le compartiment basal,
I’existence de cellules canalaires et alvéolaires distinctes n’est pas clairement établie. Qutre ces populations
cellulaires capables de maintenir les lignages mammaires dans des conditions physiologiques, il existerait
des cellules basales quiescentes et potentiellement bipotentes. Cette population dériverait probablement
des cellules souches bipotentes embryonnaires qui resteraient dans un état de quiescence a I'age adulte
(cette population n’a pas été détecté par les expériences de tracage cellulaire) (modifié de Visvader et
Stingl, 2014; Lloyd-Lewis et al., 2017).

On mentionnera qu’on trouve selon la littérature différentes terminologies. Le terme « bipotent »
peut étre remplacé par le terme « multipotent » si on prend en compte la ségrégation des lignages
luminaux ER+ et ER- et le terme « cellule progénitrice basale et luminale » est utilisé au lieu de

« cellule souche unipotente ».
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d) Cellules souches mammaires adultes chez I’humain.

L’épithélium mammaire humain présente des caractéristiques de développement tres similaires a
celles de la souris. Les méthodes d’analyse actuelle permettent la séparation des cellules basales
et luminales mammaires humaines, I'étude de leur activité clonogénique et de leur potentiel de
régénération apres « humanisation » du stroma mammaire des souris receveuses comme décrit
précédemment (Kuperwasser et al., 2004; Lim et al., 2009). Dans leur ensemble, les résultats
indiquent que les propriétés fonctionnelles des cellules basales et luminales ainsi que le modele
de ségrégation des lignages sont analogues chez I'humain et la souris (pour revue, Visvader et
Stingl, 2014). Une étude récente, menée a I'aide d’un modele innovant de mise en culture sur gel
de collagene flottant, a confirmé que les cellules basales étaient enrichies en activité
morphogénétique, puisqu’elles forment dans ces gels des structures de type organoides mimant
les TDLUs (Linnemann et al., 2015). Ce type d’essai devrait permettre de faciliter I'étude des
caractéristiques et des régulateurs des cellules souches et progénitrices humaines.

On mentionnera qu’en dehors des stratégies de séparation des cellules basales et luminales,
certains biomarqueurs ont été utilisés pour enrichir la population de cellules souches et
progénitrices. Il a été rapporté que les cellules épithéliales mammaires humaines présentant une
forte activité en ALDH, une enzyme de la famille des aldéhydes déshydrogénases, possedent un
potentiel de cellule souche et progénitrice accrue observable in vivo et in vitro (Ginestier et al.,
2007). Par ailleurs, I'utilisation du colorant fluorescent lipophilique, PKH26, a permis de marquer
in vitro, dans les cellules mammaires humaines et murines isolées, une population qui retient la
fluorescence et semble enrichie en cellules souches (Cicalese et al., 2009; Pece et al., 2010). Cette
caractéristique de rétention est attribuée a la relative quiescence des cellules souches par rapport
a leur progénie dont le marquage se dilue au cours de leur amplification transitoire avant

différenciation.

4) Les régulateurs des cellules souches de la glande mammaire murine

La glande mammaire est un tissu dynamique dont le développement et I'homéostasie sont
finement régulés. Grace aux profils d’expression génique des cellules basales et luminales, aux
essais développés et aux nombreux modeéles transgéniques explorés, il a été possible d’identifier
certains des régulateurs majeurs des cellules souches et progénitrices mammaires et de
démontrer que ces populations jouent un réle important dans le contréle de I'expansion et de la

différenciation de I'épithélium mammaire (pour revues, Macias et Hinck, 2012; Visvader et Stingl,
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2014; Inman et al., 2015; Yu et al., 2016). Le Tableau 3 résume les régulateurs essentiels des
cellules souches et progénitrices basales et luminales établis a ce jour. On décrira succinctement
les régulateurs des cellules luminales et de fagon plus détaillée ceux des cellules souches basales

dont la voie de signalisation Wnt.

Cellules luminal
Cellules souches basales Cellules souches luminales € u e,s ”m.',"a es
différenciées
Régulateurs Régulateurs Régulateurs Régulateurs | Régulateurs | Régulateurs
positifs négatifs positifs négatifs positifs négatifs
ItgB1
Wnt/Bcat
Rank/RankL
anl\zy:n Stat5a
AND63 Notch Stat5a Staté
Slu Wnt non Notch EIfS Zfp157
& . Rank/RankL p53 Ezh2 P
Stat3 canonique FoxM1
. Met Gata3
Bmil p53
FoxAl
Pygo2 PML
CEBPB
Bcllla
Par3L

Tableau 3 : Tableau résumant les principaux régulateurs des lignages mammaires.

a) Les régulateurs majeurs du compartiment luminal

* EIf5 et Stat5, régulateurs majeurs de I'alvéologénése.

EIf5 est fortement exprimé dans la population des cellules luminales progénitrices mammaires
(Kendrick et al., 2008; Lim et al., 2010; Di-Cicco et al., 2015). En I'absence d’EIf5, lors de la
gestation, les progéniteurs luminaux s’accumulent de facon anormale au détriment des cellules
luminales alvéolaires différenciées. A linverse, I'expression forcée d’EIf5 dans I'épithélium
mammaire de souris vierges entraine une alvéologénese précoce (Oakes et al., 2008). L'ensemble
de ces résultats montre qu’EIf5 est nécessaire a la différenciation lactogénique des progéniteurs
luminaux.

Comme EIf5, Stat5a est nécessaire a la formation des alvéoles. Son inactivation entraine une
diminution du compartiment des progéniteurs luminaux (Yamaji et al., 2009). EIf5 contribuerait a
réguler Stat5a pour contrdler la population alvéolaire luminale progénitrice (Lee et Ormandy,

2012).
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* Gata3 et FoxAl, régulateurs des cellules luminales ER+

Dans I’épithélium mammaire, les cellules luminales positives pour Era expriment Gata3 (Kouros-
Mehr et al., 2006). L'inactivation de Gata3 dans |'épithélium mammaire entraine une inhibition de
la croissance canalaire en puberté ainsi qu’une accumulation des progéniteurs luminaux
accompagnée d’un défaut de différenciation lobulo-alvéolaire en gestation (Kouros-Mehr et al.,
2006; Asselin-Labat et al., 2007). Un des facteurs régulé par Gata3 est le facteur de transcription
FoxAl, requis pour I'expression de Era. Les souris déficientes en FoxAl présentent une incapacité
a maintenir la population luminale ER+ ce qui provoque des défauts de croissance canalaire en
puberté (Bernardo et al., 2010).

Le facteur de transcription Stat6 est un régulateur de Gata3. Il réprime I'expression de la protéine
en doigt de zinc, ZFP-157 (de I'anglais « zinc finger protein 157 ») qui régule la balance entre les

populations luminales, exprimant Gata3 et Era, et les progéniteurs luminaux (Oliver et al., 2012).

* Lavoie de signalisation Notch et la spécification du lignage luminal

Les ligands Notch (Delta et Serrate : DII1, DII3, DIl4 et Jagl Jag2) sont localisés sur les cellules
basales mammaires alors que les récepteurs transmembranaires (Notchl-Notch4) se situent
majoritairement a la surface des cellules luminales (Raafat et al., 2011).

Lors de l'interaction entre le ligand et son récepteur Notch, celui-ci subit des processus de clivage
qui aboutissent a la libération de sa partie cytoplasmique dans le domaine intracellulaire jusqu’au
noyau ou, associée avec des cofacteurs, ce complexe va activer la transcription de génes cibles,
notamment les facteurs de transcription des familles Hes et Hey (pour revue, Hori et al., 2013).
Ces facteurs sont fortement exprimés dans les progéniteurs luminaux, et I'activation de Notchl
stimule leur expansion. Par ailleurs, I'activation ectopique de Notchl dans les cellules basales
induit des caractéristiques luminales, indiquant que cette voie est déterminante dans la

spécification du lignage luminal (Bouras et al., 2008; Rodilla et al., 2015).

* Signalisation HGF/ Met et plasticité des progéniteurs luminaux
Le récepteur a activité tyrosine kinase Met et son ligand majeur le facteur de croissance
hépatocytaire HGF sont connus pour controler de nombreuses fonctions des cellules épithéliales
(Trusolino et al., 2010). L'inactivation de Met dans I’épithélium mammaire murin entraine des
défauts de morphogéneése canalaire (Garner et al., 2011). Deux études récentes, dont une menée
au laboratoire, ont montré que seuls les progéniteurs luminaux exprimaient Met dans I'épithélium

mammaire et que, I’'HGF stimulait leur activité clonogénique in vitro (Gastaldi et al., 2013; Di-Cicco
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et al., 2015). De plus, I'activation paracrine de Met par I'HGF induit des caractéristiques
moléculaires basales dans les progéniteurs luminaux, et leur confére un potentiel régénératif in

vivo, mettant en évidence leur plasticité phénotypique (Di-Cicco et al., 2015).

b) Les régulateurs majeurs des cellules souches basales

* Le facteur de transcription DNp63

Le facteur de transcription de la famille de p53, p63 (codé par le géne Trp63), est un marqueur
spécifique des cellules basales/myoépithéliales (Barbareschi et al., 2001). Il existe deux isoformes
de p63 obtenus a partir de deux promoteurs différents : TAp63 et ANp63. ANp63, tronqué dans sa
partie N-terminale, est I'isoforme majoritairement exprimé dans la glande mammaire (Yalcin-
Ozuysal et al., 2010; Chakrabarti et al., 2014). Des expériences de perte et de gain de fonction
dans des cellules épithéliales mammaires humaines isolées ont montré que ANp63 est essentiel au
maintien de l'identité basale et qu’il est régulé négativement par I'activation de Notch, mettant en
évidence les rbles antagonistes de ANp63 et Notch dans la spécification des lignages basal et
luminal mammaires (Yalcin-Ozuysal et al., 2010).

Chez la souris adulte, ANp63 est un régulateur positif du potentiel de cellules souches de type
basal et la surexpression de ANp63 dans le compartiment luminal entraine I'acquisition de ce
potentiel. Au plan moléculaire, ANp63 stimule I'expression de Fzd7, un récepteur de la voie de
signalisation Wnt présent a la surface des cellules basales (Chakrabarti et al., 2014).

La perte de ANp63 dans la couche épithéliale basale en amont d’une gestation entraine une
incapacité a allaiter qui s"accompagne d’une accumulation de cellules luminales progénitrices et
d’un blocage de leur différenciation. Ce défaut serait relatif a une diminution de I’activation
transcriptionnelle de Nrgl, une protéine de la famille des EGF secrétée par les cellules basales,
nécessaire a I'activation de la signalisation de la différenciation luminale via Erbb4/Stat5a (Forster

etal., 2014).

* Snail2/Slug et la transition épithélio-mésenchymateuse
Slug/Snail2, un des facteurs de transcription impliqué dans la transition épithélio-
mesenchymateuse (EMT de I'anglais « epithelial to mesenchymal transition »), est spécifiquement
exprimé dans les cellules basales mammaires (Nassour et al., 2012; Guo et al., 2012). Le processus
d’EMT est défini par la perte des interactions cellule-cellule et de la polarité apico-basale, ainsi que

I'acquisition de propriétés motiles et I'expression de marqueurs mésenchymateux (Nieto et al.,
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2016). Cette régulation de la plasticité cellulaire est essentielle pour un ensemble de processus
durant le développement embryonnaire et semble jouer un réle important dans certaines
situations pathologiques, telles que la progression tumorale. Selon le contexte cellulaire,
différents facteurs de transcription des familles Snails, Twists, Zebs et Ovols contrélent les
mécanismes d’EMT (Gonzalez et Medici, 2014; Nieto et al., 2016).

Plusieurs travaux ont montré que Snail2 participe au contréle de la fonction des cellules souches
basales mammaires. En particulier, I'absence de Snail2 entraine un défaut d’activité de
régénération des cellules basales isolées tandis que son expression forcée dans les progéniteurs
luminaux induit une capacité régénérative (Guo et al., 2012; Phillips et al., 2014). Associé au
facteur de transcription Sox9, Snail2 confere des propriétés de cellules souches a la population
luminale différenciée (Guo et al., 2012). Il est intéressant de souligner que le régulateur luminal
EIf5S réprime directement I’expression de Snai2 (Chakrabarti et al., 2014). Comme DNp63/Notch, le
couple Snail2/EIf5 participe donc a la régulation de la balance entre les lignages basal et luminal
mammaires. Par ailleurs, le facteur de transcription en doigts de zinc Ovol2 a récemment été
décrit comme un répresseur majeur de Zebl. La perte d’Ovol2 dans I'épithélium mammaire
entraine un sous-développement tres important du réseau canalaire durant la puberté (Watanabe

etal., 2014).

* Autres facteurs impliqués dans le controle de la fonction des cellules souches et
progénitrices basales.

En dehors de DNp63 et Snail2, de nombreux facteurs de transcription ont été décrits comme
régulateurs positifs de la fonction des cellules souches basales définies par leur capacité
régénérative. On citera notamment C/EBP-B, Myc, Stat3, Bcllla (LaMarca et al., 2010;
Staniszewska et al.,, 2012; Moumen et al.,, 2012; Khaled et al., 2015). Les modulateurs
épigénétiques Bmil et Pygo2 sont également des régulateurs positifs (Pietersen et al., 2008; Gu et
al., 2009) ainsi que Par3L, une protéine liée au contréle de la polarité cellulaire (Huo et Macara,
2014).
A l'inverse, le facteur de transcription p53, régulateur majeur du cycle cellulaire et de I'apoptose,
restreint I'amplification et I'autorenouvellement des cellules souches basales mammaires (Tao et
al., 2011; Chiche et al., 2013). Les mécanismes évoqués incluent une inhibition de la division
cellulaire, une modulation des voies de signalisation Notch et Wnt ainsi qu’une induction de la
division asymétrique des cellules souches (Cicalese et al., 2009; Spike et Wahl, 2011; Chiche et al.,

2013).
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* Lesintégrines et le contréle de la nature des divisions des cellules souches basales

Les cellules souches basales expriment fortement les intégrines de la famille 1 ainsi que a6p4,
récepteurs majeurs des composants de la membrane basale (pour revue, Glukhova et Streuli,
2013). La perte ciblée de la chaine B1 dans le compartiment basal mammaire a montré que
I'expression de B1 est essentielle a la morphogenése mammaire et au maintien du potentiel
régénératif des cellules souches (Taddei et al.,, 2008). Dans ces mutants, les cellules basales
présentent une perturbation de leur plan de division de sorte que leur progénie est trouvée dans
le compartiment luminal. Ces résultats indiquent que les interactions matricielles constituent un
élément important de la niche des cellules souches mammaires et du contréle de la nature de leur
division.

Aurora A (Aurka), une kinase oncogénique impliquée dans les processus mitotiques, a également
été impliquée dans le contréle de la nature des divisions des cellules souches basales (Regan et al.,
2013). D’aprés cette étude, un fort taux d’expression d’Aurka favoriserait une orientation des
fuseaux mitotiques perpendiculaire a la membrane basale entrainant une activation de la voie de
signalisation Notch, la division asymétrique des cellules souches basales et I'acquisition d’un destin

luminal pour I"'une des deux cellules filles.

* Lavoie Rank/RankL, un acteur controversé de I’expansion des cellules souches
Rank est exprimée dans les cellules basales et les cellules luminales progénitrices mammaires
tandis que son ligand RankL est produit par les cellules ER/PR+ (Asselin-Labat et al., 2010; Di-Cicco
et al., 2015). Le couple Rank/RankL est indispensable au développement lobulo-alvéolaire, et
participe au controle de I'expansion des progéniteurs luminaux (Fata et al., 2000; Joshi et al.,
2015). Certains travaux suggerent que cette voie serait impliquée dans I'expansion du
compartiment basal et I'amplification des cellules souches observée durant la gestation (Asselin-
Labat et al., 2010; Joshi et al., 2015). Cependant, des travaux de transplantation sériée de
fragments épithéliaux indiquent que I'épithélium mammaire déficient en RankL ne présente pas

de défaut de régénération a long-terme chez I'adulte vierge (Rajaram et al., 2015).
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5) La voie de signalisation Wnt et son implication dans le développement

mammaire

C’est en cherchant a identifier les génes responsables de la formation de tumeurs mammaires
dans des souris MMTV (de I'anglais « mouse mammary tumor virus ») que le premier gene de la
voie de signalisation Wnt, Int1/Wnt1, fut découvert (Nusse et Varmus, 2012). L'identification de
Wntl fait partie des grandes avancées dans la découverte des oncogenes et représente le début
des études sur cette voie de signalisation. Depuis 1982, de nombreux composants de la voie Wnt
ont été décrits et la voie impliquée dans un large spectre de processus biologiques, incluant la
prolifération, la survie, la migration, la différenciation et la polarité cellulaires (pour revues, Nusse
et Varmus, 2012; Gomez-Orte et al., 2013; Nusse et Clevers, 2017).

Il existe 19 génes Wnt chez ’lhumain et la plupart des mammiferes, ils codent pour des facteurs
secrétés dans le milieu extracellulaire qui activent une cascade de signalisation hautement
conservée et finement régulée. Les Wnts peuvent activer la voie canonique, dépendante de la B-
caténine (Bcat) et les voies non-canoniques indépendantes de la Bcat. Certains d’entre eux sont
connus pour activer les deux types de voie sans distinction. On décrira plus particulierement la
voie canonique, dite Wnt/Bcat, car son role est majeur dans le développement, la fonction des
cellules souches et la tumorigenése mammaires (pour revues, Roarty et Rosen, 2010; Yu et al.,

2016).

a) Signalosome de la voie Wnt

* Lesligands Wnts :
Les ligands Wnts sont des glycoprotéines riches en cystéines d’approximativement 350-400 acides
aminés qui contiennent un peptide signal dans leur partie N-terminale nécessaire pour leur
sécrétion (pour revue, Nusse et Clevers, 2017). Toutes les protéines Wnts possedent une
modification covalente lipidique: un groupe palmitate, ajouté par la palmitoyltransférase
Porcupine. La protéine multi-pass Wntless (WIs) se lie exclusivement aux ligands Wnt palmitoylées
afin de les transporter depuis I'appareil de Golgi vers la membrane cellulaire et ainsi permettre
leur sécrétion. L'ajout lipidique donne aux Wnts un caractére fortement hydrophobe, ils sont donc
difficilement transportables dans le milieu extracellulaire hydrophile. lls agissent en général de
fagon autocrine ou paracrine sur de courtes distances et plusieurs modes de transport ont été
décrits (Fig. 13). Ceux-ci impliquent une diffusion latérale, des protéines de transport, des

exovésicules et plus récemment des « cytonemes » ou les Wnts seraient acheminées via les
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extensions cytoplasmiques des cellules receveuses du signal (pour revue, Stanganello et Scholpp,

2016).
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Figure 13: Différents modes de transport des ligands Wnt entre les cellules productrices (= « Wnt-
producing cell ») et les cellules répondant a la signalisation Wnt (= « Wnt-receiving cell »).
(De Stanganello et Scholpp, 2016)

* Les récepteurs des ligands Wnts :

Les ligands Wnts initient la transduction du signal en engageant un complexe de récepteurs
hétérodimériques composé de récepteurs transmembranaires de la famille des Frizzled (Fzds) et
de co-récepteurs Lrp5/6 (de I'anglais « low density lipoprotein related proteins 5 or 6) (pour
revues, Driehuis et Clevers, 2017; Nusse et Clevers, 2017; Fig. 14). L'interaction des ligands Wnt
avec les récepteurs Fzds n’est pas exclusive, c’est a dire qu’un ligand Wnt peut interagir avec
plusieurs récepteurs Fzds et vice versa. Chez les mammiferes, il existe 10 genes codants pour les
récepteurs Fzds. Ce sont des protéines transmembranaires a 7 domaines qui contiennent une
partie riche en cystéine localisée en N-terminal (appelé CRD pour « Cystein rich domain » en
anglais). Les CRD sont les domaines des Fzds qui interagissent directement avec les structures
lipidiques des ligands.

Les récepteurs et co-récepteurs Fzds et Lrps peuvent induire une signalisation Wnt canonique ou
non-canonique selon le contexte cellulaire et les ligands Wnts associés. Il existe de plus deux
récepteurs a activité tyrosine kinase, reconnaissant les ligands Wnts, qui induisent
préférentiellement une signalisation Wnt non-canonique : Ror et Ryk (pour revue, Green et al.,
2014). Par ailleurs, des ligands, autres que les Wnts, peuvent se lier aux Fzds, comme la Norrin sur
Fzd4, et les Fzds peuvent contribuer a activer les voies Wnt via leur fonction de récepteurs couplés
aux protéines G (GPCR, de l'anglais « G protein-coupled receptor »; pour revue, Driehuis et

Clevers, 2017).
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* Les ligands Rspo et leurs récepteurs Lgrs :

Les R-spondins (Rspo) sont des protéines sécrétées découvertes en 2004 qui, en synergie avec les
Whnts, potentialisent la signalisation Wnt canonique (Kazanskaya et al., 2004). Il existe 4 Rspos (1-
4) qui partagent une structure similaire, ils sont constituées de deux domaines furines dans leur
partie N-terminale et d’'un domaine TSP1 (de I'anglais « thrombospondin type 1 domain ») en C-
terminal (pour revue, Schuijers et Clevers, 2012). Les domaines furines sont essentiels a
I'activation de la voie Wnt via les Rspos.

L'identification des Lgrs en tant que récepteurs des Rspos est récente puisqu’elle date des années
2011. Les ligands Rspos potentialisent la voie Wnt par I'intermédiaire des récepteurs Lgrs et des
cofacteurs ZNRF3/RNF43 (pour revue, de Lau et al., 2014; Fig. 14). Comme les Fzds, les récepteurs
Lgrs sont des protéines transmembranaires multipass, riches en domaine leucine et couplés aux
protéines G. Parmi les différentes sous-classes de Lgrs, Lgrd, Lgr5 et Lgr6 ont fait I'objet de
nombreuses études car ils sont exprimés par les cellules souches et progénitrices de différents
tissus adultes (pour revues, Schuijers et Clevers, 2012; Clevers et al., 2014). Lgr5 est notamment
considéré comme un marqueur des cellules souches de la crypte intestinale, du follicule pileux et
de I'estomac. Tous les ligands Rspos semblent pouvoir interagir avec les récepteurs Lgrd/5/6.
RNF43 et ZNRF3 sont des protéines transmembranaires a activité ubiquitine ligase E3 de type
RING. Il a été montré que les domaines furines des Rspos pouvaient se lier directement aux ecto-

domaines de RNF43 et ZNRF3 (pour revue, de Lau et al., 2014).

LRP5/6 RNF43

Figure 14 : Schéma des composants du signalosome de Wnt
(Clevers et al., 2014)
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b) Voie de signalisation Wnt canonique

La voie de signalisation Wnt canonique activée est définie par une accumulation nucléaire de la
Bcat. La Bcat est une protéine multifonction. En tant que membre du complexe protéique lié au
domaine cytoplasmique des cadhérines, elle régule I'adhérence intercellulaire des épithélia. La
stimulation de la voie Wnt entraine son accumulation dans le cytoplasme et sa translocation vers
le noyau ou elle va déclencher I'activation de nombreux genes cibles, controlant la prolifération, la
survie, la migration et la différenciation cellulaires. La liaison de la Bcat aux jonctions contribue a

diminuer le pool cytoplasmique disponible pour la signalisation Wnt.

* Mécanisme d’activation de la voie de signalisation Wnt/Bcat:
En I'absence de ligands Wnts, la phosphorylation de la Pcat cytoplasmique suivie de sa
dégradation permet de réguler négativement la voie de signalisation Wnt/Bcat. Plus précisément,
un complexe de destruction composé des protéines « squelettes » suppressives de tumeurs, Axin
(Axinl ou Axin2) et APC (de I'anglais « adenomatous polyposis coli »), de deux kinases, Ck1 (de
I’anglais « casein kinase 1 ») et GSK3p (de I’anglais « glycogen synthase kinase 3B »), interagit avec
la Bcat permettant sa phosphorylation au niveau des résidus Sérines et Thréonines conservés dans
la région N-terminale. Ainsi phosphorylée par les kinases, la Bcat devient un substrat pour
I"'ubiquitine ligase E3 (B-Trcp). Elle est alors ubiquitinylée et dégradée par le protéasome 26S (pour
revue, MacDonald et al., 2009). En I'absence de signalisation Wnt, les facteurs de transcription Tcf
(de I'anglais « T-cell factor »)/Lef (« lymphoid enhancer factor ») sont associés aux répresseurs
transcriptionnels Groucho chez la souris ou Tlel chez I'humain (de I’anglais « transducin-like
enhancer of split ») qui recrutent des histone-déacétylases (HDACs) et entrainent la compaction

de la chromatine afin de réprimer la transcription des génes cibles (Fig. 15).

La liaison des protéines Wnts sur leurs récepteurs Fzd et Lrp entraine la relocalisation du complexe
de destruction a la membrane. Lorsqu’un ligand Wnt vient se fixer sur son récepteur Fzd, cela
entraine la dimérisation des récepteurs de Wnt (Lrp/Fzd). Les kinases Ckl et GSK3B sont alors
recrutées pour phosphoryler les domaines cytoplasmiques des co-récepteurs Lrp5/6 qui peuvent
ainsi interagir directement avec I’Axin (pour revue, Nusse et Clevers, 2017). Les récepteurs Fzds,
quant a eux, recrutent Dishevelled (Dvl) qui est une protéine normalement liée a I’Axin. Dvl
participerait au recrutement de I’Axin et a l'initiation de la phosphorylation des Lrps par GSK3p
(Zeng et al., 2008). Cette cascade de processus entraine I'inactivation du complexe de destruction

et 'accumulation de la Bcat non dégradée dans le cytoplasme (pour revue, Nusse, 2012). La Bcat
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est transportée dans le noyau ou elle se lie au complexe de facteur de transcription, Tcf/Lef a la
place de Groucho/TLE. Pour activer la transcription des génes cibles de la voie Wnt/Bcat, I'histone-
acétyltransférase CBP (de I'anglais « CREB-binding protein ») est recrutée. Pygopus (ou Pygo2)
s’associe a la Bcat via la protéine adaptatrice Legless (appelée aussi BCL9). Ce complexe de co-
activateurs transcriptionnels semble essentiel a I'activité transcriptionnelle de la Bcat lors du
développement de la drosophile et agit probablement comme un anti-répresseur en inhibant

I’activité de Groucho/TLE1 (pour revue, MacDonald et al., 2009; Fig. 15).
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Figure 15 : Schéma modélisant le mécanisme d’activation de la voie de signalisation Wnt/Bcat

Gauche : état non activé, en absence de ligands Wnts. Le complexe de destruction (Axin, APC, Ckl et
GSK3B), assure I'élimination de la Bcat cytoplasmique. Droite : état activé, en présence de ligands Wnt. La
liaison des Wnts sur leurs récepteurs Fzds et Lrp5/6 permet le recrutement du complexe de destruction a la
membrane. Celui-ci n’assure plus I’élimination de la Bcat cytoplasmique qui s’accumule. Sa translocation
dans le noyau entraine I'activation de la transcription de génes cibles via les facteurs de transcriptions
Tcf/Lef (Modifié de MacDonald et al., 2009).

* Régulation de la translocation nucléaire de Bcat et génes cibles :
La translocation nucléaire de la PBcat est un processus encore mal décrit. La Bcat se lie
probablement aux pores nucléaires indépendamment des systéemes classiques de transport
Ran/Importin (pour revue, Jamieson et al., 2014).
Il a été montré que la translocation nucléaire de la Bcat en réponse a la signalisation Wnt était

dépendante de I'activation de Racl/Jnk2 (Wu et al., 2008). En effet, le traitement par Wnt3a de
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lignées cellulaires épithéliales induit une augmentation de I'activité de Racl suivie de 'activation
de Jnk2 qui phosphoryle la Bcat sur ses sérines 191 et 605, une étape essentielle a son passage
dans le noyau. On notera que la phosphorylation de la Bcat par Jnk2 est différente de celle
effectuée par le complexe de dégradation (Wu et al., 2008).

FoxM1 (de I'anglais « Forkhead box M1 ») est un facteur de transcription connu pour son
implication dans la régulation du cycle cellulaire qui est également un gene cible de la signalisation
Wnt/Bcat. Suite a I'activation de la voie Wnt, les niveaux d’expression de FoxM1 sont
significativement élevés. Celui-ci contient une séquence fonctionnelle NLS (de I'anglais « nuclear
localization sequence ») qui permet son transport dans le noyau et un domaine se liant a la Bcat.
Sous l'effet de l'activation de la voie Wnt, l'interaction de FoxM1 avec la Bcat entraine son
transport vers le noyau (pour revue, Kim et al., 2013).

Les protéines Axin et APC possedent également des séquences fonctionnelles NLS et NES (de
I’anglais « nuclear export sequence »). Elles peuvent interagir avec la Bcat nucléaire et moduler
dynamiquement son transport vers le cytoplasme afin de réprimer son action transcriptionnelle
(pour revue, Kim et al., 2013).

Le panel de gene cibles, directs ou indirects, de la voie Wnt est tres large

(http://web.stanford.edu) Son hétérogénéité et son étendue dépendent principalement du type

cellulaire étudié, de I'organe ou l'espéce (pour revue, Driehuis et Clevers, 2017). L'Axin2 est
considéré comme un gene cible de référence dans la plupart des modeles cellulaires et utilisé
comme géne rapporteur, témoin de I'activation de la voie Wnt/Bcat. Le géne SP5 a également été
décrit comme cible de référence. On notera que plusieurs génes codants pour des protéines
actrices de la voie Wnt sont sous le controle de cette méme voie de signalisation. Ces composants
du signalosome Wnt permettent un rétrocontrole positif ou négatif de la signalisation Wnt

(« feed-back genes »).

* Inhibiteurs naturels de la voie de signalisation Wnt/Bcat :
En raison de sa place centrale dans les fonctions cellulaires, la cascade de signalisation Wnt/Bcat
est régulée a de nombreux niveaux. La combinaison des différents types de Wnts et Fzds selon le
contexte cellulaire représente une des premieres étapes de contréle. Mais celles-ci incluent
également des inhibiteurs et activateurs naturels dont la liste est en constante progression (pour
revue, Driehuis et Clevers, 2017). Notum, une enzyme de type carboxylestérase cible de la voie
Wnt/Bcat, peut supprimer la modification lipidique de type palmytoleate des ligands Wnts et ainsi

réguler I'activation de la voie (Kakugawa et al., 2015; Canal et al., 2016).
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Les antagonistes incluant les protéines Dikkopf (DKK) et la famille des SOSTDC1/WISE (de I'anglais
« Sclerostin domain-containing 1 ») inhibent la voie Wnt/Bcaten se liant a Lrp5/Lrp6 ce qui
permet de rompre la dimérisation des récepteurs Fzds/Lrps. D’autres molécules sont capables de
se lier directement aux Wnts ou a leurs récepteurs et inhiber leurs actions dans les voies Wnt
canonique et non canonique : les protéines sécrétées relatives aux Fzds aussi appelées sFRPs (de
I'anglais « secreted Fzd-related proteins ») et les protéines inhibitrices de Wnt, également
nommées WIF (de I'anglais « Wnt inhibitory factor ») (pour revue, Cruciat et Niehrs, 2013).

RNF43 et ZNRF3 sont deux genes cibles de Wnt dont les séquences sont tres homologues. Leur
interaction avec Dvl induit spécifiguement |'ubiquitination des récepteurs Fzds conduisant a leur
endocytose rapide et destruction par les lysosomes. Les récepteurs de Wnt ne sont donc plus
stabilisés a la membrane, ce qui permet de réguler négativement la signalisation Wnt/Bcat (pour

revue, Hao et al., 2016; Fig. 16).

* Agonistes et amplification de la voie de signalisation Wnt/Bcat :

-Le module d’amplification Rspos/Lgrs/Rnf43/Znrf3 :

Les ligands Rspos en association avec les Wnts permettent de potentialiser I'activation de la voie
Wnt/Bcat (Fig. 16). Les ligands Rspos se fixent sur les domaines extracellulaires des récepteurs Lgrs
(4/5/6) ce qui permet leurs interactions avec RNF43/ZNRF3 (pour revue, de Lau et al., 2014). lls
induisent ainsi I'auto-ubiquitination de RNF43 et ZNRF3 qui perdent leur activité sur I'endocytose
et la dégradation des récepteurs Fzds, permettant la stabilisation de ces derniers a la membrane.
L’absence d’activité des régulateurs négatifs de la voie Wnt/Bcat, RNF43 et ZNRF3, permet la

potentialisation du signal Wnt/Bcat.
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Figure 16 : Mécanisme d’action du module potentialisateur de la signalisation Wnt : Rspo/Lgrs/ZNRF3-
RNF43

Le signalosome Rspo/Lgrs/ZNRF3-RNF43 potentialise la voie de signalisation Wnt par la stabilisation des
récepteurs aux ligands Wnt, Fzds. Les ligands Rspos se lient aux récepteurs Lgrs et a ces corécepteurs
ZNRF3/RNF43. ZNRF3 et RNF43 ne sont alors plus disponibles pour catalyser 'ubiquitination des Fzds et par
conséquent entrainer son endocytose et dégradation. Ce dernier se retrouve donc stabilisé a la membrane
ce qui permet d’augmenter la signalisation Wnt/Bcat intracellulaire.

-Autres mécanismes :

Deux phosphatases permettant de réguler le processus de phosphorylation/dégradation de la Bcat
ont été décrites dans des lignées cellulaires : PP1 et PP2A. PP1 déphosphoryle I’Axin et entraine le
démembrement du complexe de destruction (Luo et al., 2007), alors que PP2A déphosphoryle la
Bcat qui est donc stabilisée dans le cytoplasme (Su et al., 2008). Toutes deux induisent une
diminution de la dégradation de la Bcat et donc une potentialisation de la voie de signalisation
Wnt/Bcat.

Un autre mécanisme régulant la phosphorylation et dégradation de Bcat repose sur I'enzyme
GSK3p. En effet, cette enzyme semble pouvoir étre séquestrée dans des vésicules appelées MVBs
(de I'anglais « multivesicular bodies) sous I'effet de la liaison des ligands Wnts a leurs récepteurs,
ainsi la concentration de GSK3B dans le cytoplasme diminue. La phosphorylation et dégradation
de Bcat sous le contréle de GSK3p est atténuée, entrainant une augmentation du signal Wnt/Bcat

(Taelman et al., 2010).

c) Les voies de signalisation Wnt non canoniques

Les voies de signalisation Wnt non canoniques agissent indépendamment du complexe
d’activation transcriptionnelle Bcat/Tcf-Lef et n’incluent pas obligatoirement les ligands Wnts. Ces
voies de signalisation peuvent induire des réponses cellulaires transcriptionnelles ou non-

transcriptionnelles. On les décrira ci-dessous brievement (Fig. 17).

* WntPCP:
La voie de signalisation non canonique appelée Wnt/PCP (de I'anglais « planar cell polarity ») est
impliquée dans |'établissement de la polarité cellulaire planaire et le contréle de la migration
cellulaire polarisée (pour revue, Gomez-Orte et al., 2013). Chez la drosophile, mais pas chez les
vertébrés, cette voie de signalisation peut agir de facon indépendante des ligands Wnts mais
nécessite dans tous les cas les récepteurs Fzds ainsi que Dvl. Ces acteurs, par une cascade de

signalisation, entrainent [l'activation des petites protéines Rho GTPases modulatrices du
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cytosquelette d’actine telles que RhoA et Racl ainsi que leurs régulateurs en aval: la kinase
associée aux Rho appelée Rock (de I'anglais « Rho-associated kinase ») et la kinase Jnk (Fig. 17).
Cette voie permet de controler les réarrangements du cytosquelette d’actine ainsi que
I’expression de certains genes participant a la régulation de processus morphogénétiques chez les
vertébrés tels que la gastrulation, la fermeture du tube neural et I'orientation des stéréocils dans
I'oreille interne.

(A) Wnt-Ca?* (B) PCP
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Figure 17 : Les deux voies de signalisation Wnt non canoniques majeures.
(Modifié de Gomez-Orte et al., 2013).

e WntCa*
Les ligands Wnts permettent d’activer la signalisation intracellulaire relative au Ca** (Fig. 17). Suite
a la liaison des Wnts sur leurs récepteurs Fzds et I’activation de Dvl, on observe une augmentation
des taux intracellulaires de Ca®* permettant I'activation de plusieurs kinases, comme par exemple
la kinase Calmoduline (CaMKII de I'anglais « calmodulin-dependant protein kinase Il »), la protéine
kinase C (PKC) et la phosphatase dépendante du Ca** calcineurine. Cette voie induit I'activation de
la famille de facteurs de transcription Nfat (facteur nucléaire des lymphocytes T activés, de
I’anglais « nuclear factor of activated T-cells ») qui régulent I'expression de plusieurs cytokines

pro-inflammatoires. Cette voie de signalisation a été impliquée dans les processus tumorigéniques
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et inflammatoires ainsi que la neuro-dégénération. Elle aurait également une action antagoniste

sur la voie de signalisation canonique Wnt/Bcat (pour revue, Xiao et al., 2017).

* Voie Wnt/stabilisation des protéines (STOP)
Un nouvel axe de la signalisation Wnt indépendante de la Bcat a été décrit récemment chez le
Xénope (Huang et al., 2015). Les auteurs montrent que durant la mitose, en absence de Whnts,
GSK3B induit l'ubiquitination d’effecteurs mitotiques, les conduisant a la dégradation. La voie
STOP requiert GSK3B mais contrairement aux voies précédentes, GSK3B n’y exerce pas ses

fonctions habituelles via la régulation transcriptionnelle.

d) Lavoie de signalisation Wnt dans le développement de la glande mammaire

Les voies de signalisation Wnt, canoniques et non-canoniques, sont impliquées dans la plupart des
étapes du développement de la glande mammaire mais la majeure partie des travaux porte sur la

voie Wnt/Bcat.

* Lasignalisation Wnt dans le développement mammaire embryonnaire :
Chez 'embryon de souris, la voie de signalisation Wnt canonique permet de définir les cellules qui
deviendront a terme les lignes mammaires puis les placodes. Wnt10b est exprimé dans les lignes
mammaires durant leur formation, c’est le premier évenement détecté dans le développement
embryonnaire mammaire (Veltmaat et al., 2004). Au méme moment, Wnt6 est exprimé dans
I’ectoderme entourant les lignes mammaires. Ces deux ligands Wnts ont ensuite une expression
restreinte aux placodes mammaires (Veltmaat et al.,, 2004). De nombreuses expériences ont
permis de montrer que la voie Wnt canonique est impliquée dans I'établissement précoce des
placodes (pour revues, Howard et Lu, 2014; Yu et al., 2016). En effet, le traitement d’embryons en
culture avec des activateurs de la voie Wnt canonique (Wnt3a ou LiCl, un activateur de la voie
Wnt) entraine la formation de placodes fonctionnelles avec une élévation d’expression de
Wnt10b. La perturbation d’expression des régulateurs positifs de la voie Wnt canonique, Lrp5,
Lrp6, Lefl, Pygo2, induit des défauts dans la formation des placodes. Par ailleurs, la stimulation de
la signalisation par la Bcat accélere I'apparition des placodes et de leurs marqueurs. Les embryons
des modeles murins dans lesquels Dkk1 est surexprimé, ou ceux dans lesquels Lefl et Lrp6 sont

inactivés, n’ont pas de placodes.
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Lefl semble étre un élément clé de la voie Wnt pour la morphogénése mammaire précoce. Lefl
est d’abord exprimé dans I'épithélium mammaire a E11/E12. Son expression, restreinte ensuite au
mésenchyme entourant chaque bourgeon embryonnaire, est essentielle a la morphogenenése
canalaire a E16. Les communications paracrines entre I'épithélium et le mésenchyme sont
essentielles a la formation des bourgeons mammaires et de leurs premieres ramifications.
Notamment, la PTHrP (de I'anglais « prathyroid hormone-related protein »), exprimée dans
I’épithélium mammaire, régule I'expression de Lefl par stimulation paracrine de son récepteur

situé dans le mésenchyme, PTHR (pour revue, Macias et Hinck, 2012).

* Lasignalisation Wnt dans la morphogénése post-natale de la glande mammaire

La puberté, une phase intense de prolifération, est caractérisée par un pic d’expression de
plusieurs ligands Wnts, dont Wnt4, Wnt5a et Wnt7b, qui sont fortement enrichies dans les TEBs
(Kouros-Mehr et al., 2006). Un travail récent indique que Wnt4 est indispensable a I'expansion
canalaire périnatale et pubertaire (Rajaram et al., 2015). L'expression de Wnt4 périnatale est
indépendante de la signalisation hormonale tandis que celle durant la puberté est sous contréle
de la progestérone. L'utilisation du modeéle murin Axin2;LacZ, rapporteur de I'activation de la voie
Wnt canonique, confirme que Wnt4 active la voie Wnt/fcat dans I'épithélium mammaire in situ.
Dans la glande mammaire adulte, I'analyse de I'expression des ligands Wnts dans les cellules
épithéliales basales et luminales isolées a révélé une forte expression de Wnt5a, Wnt5b, Wnt6,
Wntl10a, Wntll et leurs antagonistes DKK3, Sfrpl, Wifl dans les cellules basales et de Wnt4,
Wnt5a, Wnt5b, Wnt7b et I'agoniste Rspol dans les cellules luminales (Cai et al., 2014; Roarty et
al., 2015 ; pour revue, Yu et al., 2016). Les récepteurs Fzds (notamment Fzd7), Lrp5/6, Lgrd/5/6
sont exprimés par les cellules du compartiment basal, cibles majeures de la signalisation Wnt/fcat
(Badders et al., 2009; de Visser et al., 2012; Wang et al., 2013; Chakrabarti et al., 2014; Blaas et al.,
2016).

L’utilisation de modeles murins transgéniques a permis de montrer directement I'implication de la
voie de signalisation Wnt dans la morphogénése mammaire. Dans le modele murin MMTV-Wnt1,
I’épithélium mammaire présente une croissance canalaire accélérée visible des I'age d’'une a deux
semaines et une hyperplasie lobulo-alvéolaire (Tsukamoto et al., 1988; Lin et al., 1992). Les souris
MMTV-Wnt4 ne semblent pas présenter de phénotype mammaire notable (Kim et al., 2009). Par
contre, les greffons épithéliaux déficients en Wnt4 ont un défaut de ramification en début de
gestation (Brisken et al., 2000). Les greffes de fragments tissulaires de souris Rspol KO ont révélé

un défaut majeur de développement lobulo-alvéolaire (Chadi et al., 2009). Par ailleurs,
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I’expression d’'une forme stabilisée de Bcat dans I’épithélium mammaire induit un développement
alvéolaire précoce (Imbert et al., 2001; Teuliere et al., 2005). Inversement, I'inhibition de la Bcat
endogene, par surexpression de I’Axin, empéche une différentiation alvéolaire normale pendant la
gestation (pour revue, Incassati et al., 2010).

Les souris déficientes en Wnt5a présentent un développement pubertaire précoce, une
ramification canalaire plus rapide associée a des TEBs plus larges, ainsi qu’une fréquence de
ramification accrue a I'age adulte. Ceci suggére une implication importante de Wnt5a (dont
I’expression est induite par le TGFB) dans la régulation négative du développement de la glande,
notamment pour |'établissement des ramifications mammaires (Roarty et Serra, 2007). Dans la
glande mammaire, Ror2 est décrit comme un récepteur alternatif des Wnt5 (Wnt5a et Wnt5b). La
liaison de Wnt5 sur Ror2 entraine I'activation de voies Wnt non-canoniques (Roarty et al., 2015).
La délétion de Ror2 induit un phénotype similaire a celui décrit pour Wnt5a. L'inhibition de la
croissance canalaire par Wnt5/Ror2 semble étre reliée a leur interaction dans le milieu
extracellulaire avec la métallo-protéase MMP3. Cette protéase inhiberait I'action du ligand Wnt5a
par séquestration moléculaire et clivage protéolytique entrainant ainsi une croissance épithéliale
hypermorphique et I’activation de la voie Wnt canonique. MMP3 étant exprimée majoritairement
dans le stroma alors que Wnt5 est produit par les cellules luminales, il a été suggéré des
communications paracrines stroma/épithélium mammaire permettent de maintenir la balance

entre I'activation des voies Wnt canoniques/non-canoniques (Kessenbrock et al., 2013).

e) Lavoie de signalisation Wnt dans le controle des cellules souches basales

De nombreuses études indiquent le role majeur de la voie Wnt et notamment de la signalisation
Wnt/Bcat dans I'expansion et la régulation des populations souches/progénitrices du

compartiment basal au cours du développement mammaire.

* Whnts, Rspos et contrdle de la voie Wnt/Bcat
Dans des conditions de culture 3D en présence de Matrigel, le traitement des cellules basales
primaires avec Wnt3a entraine une augmentation du nombre de colonies obtenues au deuxieme
passage. Les cellules basales traitées peuvent subir de nombreux passages et conservent leur
capacité de régénération in vivo, montrant que Wnt3a stimule les propriétés d’auto-

renouvellement des cellules souches (Zeng et Nusse, 2010).
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Bien que Wnt3a soit capable de stimuler I’activation de la voie Wnt/Bcat in vitro, il est a noter que
ce n’est pas un ligand endogene exprimé dans la glande mammaire. Au contraire, les ligands Wnt4
et Rspol, secrétés par les cellules luminales mammaires, font partie intégrante de la signalisation
Whnt régulant les cellules souches et progénitrices mammaires. D’une part, les greffons déficients

eme

en Wnt4 présentent un défaut de régénération a partir de la 3" série de transplantation in vivo
(Rajaram et al., 2015). D’autre part, la délétion de Wnt4 et Rspol dans les cellules épithéliales
mammaires entraine I'abolition totale de leur capacité de régénération (Cai et al., 2014). Les
conclusions de ces études indiquent que Wnt4, secrété par les cellules luminales ER/PR+, et
Rspol, produit par les cellules luminales ER/PR-, provoquent, par un signal paracrine synergique,
I’activation de la voie Wnt/Bcat dans les cellules basales et I'expansion du compartiment de
cellules souches et progénitrices (Fig. 18). Une étude récente propose que RankL, qui est produit

par les cellules ER/PR+ comme Wnt4, agirait de fagon paracrine sur les cellules luminales ER/PR-

pour y induire I'expression de Rspol (Joshi et al., 2015).
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Figure 18 : Modele des interactions luminal-basal impliquant la voie Wnt/Bcat.
Wnt4 et Rspol, produits par les cellules luminales, agissent de fagon synergique sur les cellules basales.
(De Cai et al., 2014).

Un nouveau modele de culture d’organoides a été établi a partir de fragments épithéliaux stimulés
par Nrgl et une faible dose de Rspol (Jarde et al., 2016). Les organoides obtenus comprennent
des cellules luminales des deux lignages, ER+ et ER-, et des cellules basales, incluant des cellules
souches qui permettent aux organoides d’étre passés en culture pendant 2 mois et demi. Ce
systeme modélise in vitro les régulations paracrines complexes entre cellules basales et luminales.

Nrgl, ligand de ErbB3/4, permet de maintenir la population ER+, productrice de Wnt4, qui en
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association avec Rspol va stimuler la population basale souche. L'utilisation du modele rapporteur
Axin2-LacZ indique que la voie Wnt/Bcat est activée dans la population basale maintenue dans les
organoides.

En corrélation avec les études précédentes, il a été montré que I'atténuation de la voie de
signalisation Wnt/Bcat réduisait I'auto-renouvellement des cellules souches et progénitrices
mammaires (Macias et al., 2011; Harburg et al., 2014). Slit2, secrété par les cellules basales et
luminales mammaires, se lie au récepteur Robol, dont I'expression est restreinte aux cellules
basales et induite par le TGFp. L'interaction Slit2/Robo1l ou Slit2/Robo2 inhibe la signalisation Wnt
par I"augmentation de la Bcat cytoplasmique et membranaire au dépens de la Bcat nucléaire,
entrainant une diminution de la prolifération des cellules basales mammaires. La perte de Robol
entraine une prolifération accrue des cellules basales tandis que celle de Robo2 résulte en une
capacité d’auto-renouvellement augmentée. Au plan moléculaire, Slit/Robo2 agirait contre la

répression du régulateur de la sénescence, p16™<*?

, induite par Wnt.

* Modulation d’expression des récepteurs et corécepteurs Fzds/Lrps
Chakrabarti et Coll. ont montré que ANp63 favorise I'activité des cellules souches mammaires de
type basal en régulant positivement I'expression de Fzd7, et ainsi renforcent la signalisation Wnt/
Bcat (Chakrabarti et al., 2014).
Les co-récepteurs des ligands Wnts, Lrp5 et Lrp6, semblent eux aussi impliqués dans le controle de
la fonction des cellules souches et de la morphogenese mammaires (Badders et al., 2009; Lindvall
et al., 2009). L’ablation non ciblée de Lrp5 entraine une réduction de la population basale et les
capacités de régénération de fragments épithéliaux issus d’'un mutant hétérozygote Lrp6+/- sont
diminués.
Récemment, un mécanisme d’activation de la voie Wnt relatif a la phosphorylation du corécepteur
Lrp6 a été rapporté (Zeng et al., 2016). En mitose, les cyclines CCnys (Ccny et Ccnyll) localisées a la
membrane recrute une kinase appelée Cdk14 afin de phosphoryler Lrp6, ce qui permet de le
sensibiliser aux signaux Wnts. L'inactivation des Ccnys diminue la capacité de régénération des
cellules souches et progénitrices basales apres transplantation. Cette activation de la voie Wnt

alternative a été identifiée dans les cellules de la coiffe des TEBs en puberté.

* Perte de fonction des récepteurs Lgrs
Les effets de la perte de Lgr4 ont été étudiés dans un modéle de souris KO (Wang et al., 2013). Ces

souris présentent des défauts de morphogenése canalaire et de ramifications latérales, associés a



Partie 1 : INTRODUCTION — 1) La Glande mammaire 61

une perte significative de I'activité des cellules souches basales. La formation des mammospheres
issues des cellules épithéliales Lgra-/- est restaurée en présence de Wnt3a et Rspol.

Un premier travail indiquait que la sous-population basale Lgr5+ était indispensable au
développement normal de la glande mammaire (Plaks et al., 2013). Une étude plus récente
montre que I'absence totale de Lgr5 n’affecte pas le potentiel régénératif a long terme des cellules

basales, issues du bourgeon embryonnaire et de I’épithélium adulte (Trejo et al., 2017).

* Altération des génes cibles majeurs

Le facteur de transcription Myc, cible majeure de la voie Wnt/Bcat, est essentiel aux fonctions des
cellules souches et progenitrices mammaires. Son ablation ciblée dans I'épithélium mammaire
perturbe le développement mammaire canalaire et alvéolaire. Dans ce modele, les cellules basales
dépourvues de Myc perdent completement leur capacité régénérative aprés transplantation
(Moumen et al., 2012).

LBH, une cible de la signalisation Wnt/Bcat, est exprimée dans les cellules basales de I'épithélium
mammaire. Son inactivation dans le compartiment basal entraine un retard de développement
mammaire et une différenciation luminale accrue au dépens du lignage basal (Lindley et al., 2015).
LBH induirait I'expression de ANp63 afin de promouvoir un destin cellulaire de type basal et

réprimerait la différenciation luminale.

* Populations cibles de la voie de signalisation Wnt/Bcat et leur destin in situ.

Comme on I'a vu précédemment (section 1) ; 3) ; c) page 35), différentes sous-populations basales
enrichies en activité souche et associées a la voie de signalisation Wnt/Bcat ont été définies :
Axin2+, Lgr5+ et ProcR+ (van Amerongen et al., 2012; Plaks et al., 2013; Wang et al., 2015; Fu et
al., 2017).

Les travaux de tracage cellulaire de van Amerongen et al., 2012 ont révélé un « switch » du destin
des cellules Axin2+ au cours du développement mammaire. Marquées durant I'embryogénése,
elles donnent naissance principalement au lignage luminal, tandis que chez I'adulte elles génerent
essentiellement des cellules basales. Lorsqu’elles sont transplantées, les cellules basales Axin2+ a
I’état isolé sont capables de régénérer une bicouche épithéliale, confirmant que la transplantation
permet de débloquer des capacités de bipotence non utilisées lors du développement in situ.

Dans plusieurs épithélia adultes, Lgr5 est un marqueur des cellules souches dont I'expression
correle avec celle de I'’Axin2, montrant que ces cellules présentent une activation de la voie

Wnt/Bcat (pour revue, Clevers et al., 2014). Dans la glande mammaire, des travaux indiquent que
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les cellules basales Lgr5+ ne sont pas enrichies en expression d’Axin2 et que ce marqueur ne fait
pas partie des genes induits aprés stimulation in vitro par Wnt3a (Plaks et al., 2013; Wang et al.,
2015). Récemment, une étude a révélé I'hétérogénéité de la population basale Lgr5+ aprés
ségrégation par le marqueur de surface Tspan8 (Fu et al., 2017). Les cellules Lgr5+/Tspan8+ sont
enrichies en cellules souches dont le profil comprend plusieurs indices de répression du cycle
cellulaire et des inhibiteurs de la voie Wnt, dont Dkk2 et des Sfrps. Le potentiel de développement
de la fraction basale Lgr5+, bipotent ou unipotent, est encore sujet a controverse comme on I'a
mentionné précédemment (section I) 3) c) page 35 ; pour revue, Lloyd-Lewis et al., 2017).

La sous-population basale ProcR+ comprend une proportion mineure de cellules Axin2+ et
n’exprime pas Lgr5 (Wang et al., 2015). De plus, elle présente une régulation négative des
kératines basales et une surexpression de plusieurs marqueurs mésenchymateux. Les expériences

<reERT2 indiquent que les cellules ProcR+ adultes

de tracage cellulaire utilisant le modele Procr
donnent naissance aux deux lignages, basal et luminal. Une étude toute récente rapporte que les
cellules ProcR+ expriment la neuropiline 1 (Nrpl), une glycoprotéine transmembranaire co-
réceptrice de divers facteurs de croissance et cible de la voie Wnt/Bcat (Liu et al., 2017).
L'expression de Nrp1 est critique pour I'activité souche des cellules basales, in vitro et in vivo.

L’ensemble de ces travaux indique que les populations basales Lgr5+, Axin2+ et ProcR+ sont

essentiellement distinctes (Fig. 19) et souligne la complexité de la dynamique des populations

associées a la signalisation Wnt/Bcat durant le développement mammaire.

Lgr5+

Axin2+ )ProcR+ Figure 19: Hétérogénéité des cellules basales associées a la voie de
signalisation Wnt/Bcat.

Basale
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) LaTumorigénése mammaire

Le développement tumoral comprend plusieurs étapes : initiation, croissance, invasion locale puis
dans certains cas dissémination métastatique. Au cours de ce processus, une cellule normale subit
différentes altérations génétiques et épigénétiques et se transforme progressivement en une
cellule cancéreuse, présentant une dérégulation des mécanismes dont ceux controlant la

prolifération, survie, différenciation et migration.

1) Les cancers du sein : Caractéristiques et Classification

Le cancer du sein touche environ une femme sur 8, ce qui le définit comme le 1°" cancer féminin
en terme de fréquence (Source WHO). La plupart des cancers du sein (95%) ont pour origine la
dérégulation des cellules épithéliales (Source FRM). L'apparition d’hyperplasies, résultants d’'une
prolifération anormale de cellules épithéliales, constitue la premiére étape de la tumorigénese
mammaire. Ces hyperplasies peuvent évoluer ensuite en carcinomes in situ (CIS), localisés dans les
canaux ou les lobules (carcinomes canalaires ou lobulaires respectivement). La croissance
progressive de ces carcinomes peut entrainer leur expansion au dela de la membrane basale, les
rendant invasifs. Les cellules tumorales envahissent alors le tissu conjonctif mammaire et peuvent,
via le systeme circulatoire sanguin ou lymphatique, atteindre les ganglions lymphatiques et
d'autres organes dans lesquels elles forment des métastases (Fig. 20).

Le compartiment stromal mammaire joue également un réle important et évolutif par ses
communications avec les cellules tumorales. En particulier, les fibroblastes associés au cancer
(CAFs, de Il'anglais « cancer associated fibroblasts ») favorisent la progression tumorale en
participant aux controles de I'angiogenése, du remodelage de la matrice extracellulaire, de la
reprogrammation métabolique, de I'invasion cellulaire, du potentiel métastatique et de certaines

résistances thérapeutiques (pour revue, Xie et al., 2017).

Epithélium Cellule maligne Carcinome Carcinome
mammaire normal initiale in situ invasif

Métastases

Figure 20 : Schéma de la progression tumorale mammaire
(Modifié de Brisken, 2013).
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Plusieurs facteurs de risque de cancer du sein ont été identifiés, comme par exemple une puberté
précoce, une grossesse tardive ou une absence de grossesse (pour revue, Britt et al., 2007). Il
existe également une proportion non négligeable de cancers du sein héréditaires (environ 10% des
cas), qui sont caractérisés par des mutations germinales localisées au niveau des genes Brcal et
Brca2, impliqués dans le systeme de réparation de I'ADN et le controle du cycle cellulaire. Mis a
part ces formes héréditaires, les cancers du sein ont majoritairement pour origine une mutation
sporadique ou de novo, et sont répertoriés en fonction de critéres histologiques et moléculaires,

permettant ainsi de mieux les caractériser afin de développer les thérapies appropriées.

a) Classification morphologique et histologique des tumeurs du sein

L’analyse histologique des tumeurs du sein a révélé une grande hétérogénéité a la fois au niveau
architectural mais aussi au niveau cellulaire. Les cancers du sein peuvent étre séparés en deux
groupes : les carcinomes d'origine canalaire (70 a 80% des cas) et les carcinomes d'origine
lobulaire (10 a 15%). Les carcinomes canalaires présentent un pronostic clinique variable,
dépendant des caractéristiques morphologiques de la tumeur, ainsi que de l'expression des
récepteurs hormonaux ER et PR, ou encore du marqueur de prolifération Ki67. Outre I'expression
des récepteurs hormonaux, les carcinomes lobulaires sont caractérisés par un risque élevé de
développer des tumeurs invasives, notamment par la perte ou l'inactivation du gene codant pour
la molécule d'adhérence intercellulaire E-cadhérine (pour revue, Dossus et Benusiglio, 2015). Les
autres types de cancers du sein, plus rares, comprennent notamment les carcinomes médullaires,
papillaires ou tubulaires, qui sont généralement associés a un bon pronostic clinique.

La prédiction de I|'évolution des tumeurs et l'orientation thérapeutique sont généralement
déterminées a l'aide de différents facteurs pronostiques basés sur des observations histologiques
(morphologie tissulaire, cellulaire et nucléaire, index mitotique) ou sur I'expression de marqueurs
moléculaires. La détection immunohistochimique des récepteurs hormonaux ER et PR (dans 75%
des cancers du sein; pour revue, Russnes et al., 2017), donne une information essentielle sur la
réponse prévisible des tumeurs mammaires aux thérapies hormonales. L'expression du récepteur
a tyrosine kinase Her2 (appelé aussi ErbB2 chez la souris), impliqué dans le contréle de la
croissance cellulaire, est également un facteur prédictif de la réponse thérapeutique des tumeurs
mammaires. Depuis les années 1990, les patientes développant des tumeurs Her2+ (environ 10 a
15%) bénéficient d'un traitement thérapeutique ciblé, I'Herceptine, un anticorps monoclonal
dirigé contre le récepteur Her2. D'autres marqueurs moléculaires sont également utilisés pour

prévoir la progression des cancers du sein, comme la détection immunohistochimique de Ki67, un
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marqueur de prolifération cellulaire présent a tous les stades du cycle cellulaire, excepté a |'état

quiescent.

b) Classification moléculaire des cancers du sein

La stratification moléculaire des cancers du sein a permis de révéler de nouveaux génes moteurs
(dits « drivers » en anglais) de la tumorigénese, d’affiner le diagnostic et de chercher des facteurs
prédictifs de I'’évolution de la maladie, dans le but final d’améliorer le ciblage thérapeutique des
patients.

Les analyses transcriptionnelles des tumeurs du sein réalisées initialement par Perou et Coll., ont
permis de ségréger les cancers du sein en 5 sous-types sur la base de I'expression de 550 genes
(Perou et al., 2000; Sorlie et al., 2001; Russnes et al., 2017). Une majorité des tumeurs sont ER+, et
expriment des marqueurs du lignage luminal. Parmi ceux-ci, deux sous-types ont été identifiés : les
luminaux A et les luminaux B. Ces derniers sont caractérisés par un enrichissement en expression
des genes associés a la mitose et la prolifération cellulaire. Le reste des cancers du sein sont
négatifs pour les récepteurs hormonaux et peuvent étre séparés en deux sous-groupes : les Her2+,
qui ont une surexpression du récepteur Her2 (généralement suite a une augmentation du nombre
de copies du gene) et les tumeurs de type basal, qui expriment des génes typiques du lignage
basal/myoépithélial de la glande mammaire. La grande majorité des tumeurs basales ne
présentent pas d’expression des récepteurs hormonaux (ER, PR), ni de Her2, elles sont donc
nommés globalement « triples négatives » (TN). Les tumeurs ER/PR- sont trés souvent de haut
grade, a fort index mitotique, non différenciées et associées a un mauvais pronostic clinique. Un
dernier sous-type est appelé « normal-like » car il a un patron d’expression similaire a celui de
I’épithélium mammaire normal, il reste peu défini a I'heure actuelle.

Suite aux données de Perou et al. (2000), une étude de Parker et Coll. a identifié une signature
basée sur I'expression transcriptionnelle de 50 genes (PAMS50) qui permet la ségrégation des
quatre sous-types intrinseques principaux; Luminal A, Luminal B, Her2 positif et « basal-like »
(Parker et al., 2009; Fig. 21). Cette signature comprend des marqueurs de cellules basales (K5, K14,
Egfr, P-cadhérine), des marqueurs de cellules luminales (ER, PR, Foxal) ainsi que des régulateurs
et effecteurs du cycle cellulaire (Cyclines B1 et E1, Myc, Mdm2, Mki67). PAM50 est la signature qui
s’ajuste le mieux a la protéomique des tumeurs. De ce fait, elle est largement utilisée aujourd’hui
en cliniqgue comme facteur pronostique et prédictif et sert notamment a stratifier les tumeurs

luminales sur la base de la prolifération (Wallden et al., 2015).
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Des études postérieures ont mis en évidence des nouveaux sous-types moléculaires de cancers du
sein englobés dans le groupe des tumeurs triples négatifs (pour revue, Reis-Filho et Pusztai,
2011) : les tumeurs apocrines, définis par I'expression des récepteurs aux androgenes (Farmer et
al., 2005) et le groupe des « Claudin-low », caractérisé par une expression faible des marqueurs de
jonctions cellulaires, une surexpression des genes spécifiques de 'EMT (a-Sma, Slug, FoxC2 et
cadhérine N) et une faible expression des marqueurs de différenciation luminale (Prat et al., 2010;
Tan et al., 2014). Une autre étude confirmant I’hétérogénéité du groupe de cancers triple-négatifs
a permis de ségréger ces derniers en 6 sous-types: deux « basal-like » (BL1 et BL2), un immuno-
modulatoire (IM), un mésenchymateux (M), un cellule souche mésenchymateuses (de I'anglais
"mesenchymal stem cells" = MSL), et un « luminal-like » présentant les récepteurs aux hormones
androgenes (LAR ; Lehmann et al., 2011). Cette analyse, fondée sur I'expression de 2188 genes, a
été récemment affinée, permettant la méme classification des cancers du sein triple-négatifs sur la

base de I'expression de 101 génes seulement (Ring et al., 2016).

« Basal-like »

e ]
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Figure 21 : Classification hiérarchique des échantillons de cancers du sein sur la base de PAM50.

Chaque sous-type tumoral est caractérisé par une couleur indiquée dans les rectangles colorés en haut a
gauche de la figure. L'analyse des 546 échantillons de patientes permettant d’aboutir a cette classification a
été faite sur la médiane centrée normalisée avec un Log2 de I'expression des génes (Wallden et al., 2015).
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Dans les dernieres années de nombreux travaux ont combiné des approches a grande échelle
comprenant I'étude du nombre de copies d’ADN génomique ou des méthylations de I’ADN, les
profils transcriptionnels, le séquencage des miRNAs, I'analyse des protéines en chromatographie
en phase reverse et les profils métaboliques. Globalement, ces études ont confirmé Ia
convergence des différentes altérations génétiques et épigénétiques vers les quatre groupes
majoritaires de cancers du sein et révelent par ailleurs de nouveaux sous-groupes a l'intérieur des
ceux-ci, souvent associés a des pronostics cliniques différents (pour revues, Kalita-de Croft et al.,
2016; Russnes et al., 2017). Récemment, une étude utilisant une corrélation de plusieurs des
techniques d’analyse citées ci-dessus a révélé l'existence d’un nouveau groupe issu de la
séparation des cancers luminal A en deux sous-groupes, distingués sur la base de I'analyse des

miRNAs (Aure et al., 2017).

2) Les tumeurs mammaires de type basal

Le terme basal a été choisi pour définir ce groupe car les cellules tumorales expriment des
marqueurs de la population basale de la glande mammaire normale, telles que les cytokératines
K5, K6, K14, K17, le récepteur a I'EGF (EGFR), la cadhérine P, l'intégrine P4, le facteur de
transcription p63 et la métalloprotéase CD10 (pour revues, Bertucci et al., 2012; Bianchini et al.,
2016). Ces tumeurs présentent également une surexpression des génes activateurs du cycle
cellulaire, de I'angiogenese et de la motilité cellulaire. La grande majorité des tumeurs de type
basal est triple-négative (entre 75 et 90% selon I'étude ; pour revue, Bianchini et al., 2016).
Réciproguement, les tumeurs de type basal représentent le sous-type le plus fréquent des cancers
du sein triple-négatifs (68% ; pour revue, Bertucci et al., 2012).

Les altérations moléculaires les plus fréquentes dans les tumeurs de type basal affectent les genes
codant pour les protéines BRCA1 (mutations inactivatrices), TP53 (mutations conduisant souvent a
une perte de fonction) ainsi que des genes conduisant a I’hyperactivation de la voie PI3K : PTEN,
(perte de fonction) et PIK3CA (surexpression; Cancer Genome Atlas, 2012). Comme nous le
verrons plus tard, la voie de signalisation Wnt/Bcat est souvent dérégulée dans les tumeurs
basales (pour revue, Pohl et al., 2017).

Les cancers de type basal/TN sont généralement associés a un mauvais pronostic comparé aux
autres sous-types tumoraux, ceci est notamment expliqué par I'agressivité de la tumeur et une
absence de thérapie ciblée (pour revue, Bianchini et al., 2016). A ce jour, la chimiothérapie reste le
traitement standard pour les patientes atteintes de cancers du sein TN, méme si de nombreuses

rechutes sont constatées. Néanmoins, des thérapies ciblées pour le cancer du sein basal/TN sont
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en évaluation clinique. Il s’agit des inhibiteurs de PARP, de PI3K, de MEK, de HSP90 (de I’anglais
« heat shock protein 90 »), des thérapies anti-androgéniques, des inhibiteurs d’histone
déacétylases ou de la combinaison de certains d’entres eux. Par ailleurs, les tumeurs basales/TN
sont fortement hétérogenes en termes de microenvironnement tumoral comme par exemple
I'infiltration lymphocytaire. La présence de lymphocytes dans I'environnement de la tumeur est
corrélée avec un bon pronostic et une réponse aux chimiothérapies efficace, ce qui prouve
I'importance actuelle du développement des immunothérapies (pour revue, Bianchini et al.,

2016).

3) L’hétérogénéité tumorale : hypothéses

Comme on I'a vu, les cancers du sein provenant de différentes patientes présentent une grande
diversité (hétérogénéité inter-tumorale) a laquelle s’ajoute une diversité cellulaire et génétique au

sein d’'une méme tumeur (hétérogénéité intra-tumorale).

a) Le concept de la cellule tumorale d’origine

Le concept de cellule tumorale d’origine définit la cellule normale initialement affectée par la
transformation génétique ou épigénétique. L'identification de ces cellules d’origine dans le cancer
du sein pourrait permettre de détecter les lésions tumorales plus tot, d’avoir une meilleure
prédiction de la progression tumorale, et de développer des thérapies préventives pour les
individus a risque (pour revues, Visvader, 2011; Skibinski et Kuperwasser, 2015). Deux hypothéses
fondamentales tenant compte de la cellule d’origine sont avancées pour expliquer I’hétérogénéité
inter-tumorale :

- des mutations différentes qui prendraient place dans la méme cellule d’origine,

- et/ou, une méme mutation qui aurait lieu dans des types cellulaires différents (Fig. 22).

La cellule d’origine subirait une expansion clonale permettant de transmettre a sa descendance les
caractéristiques génétiques ou épigénétiques acquises par certaines mutations conférant un
avantage de survie ou proliférative. Les analyses génomiques a grande échelle ont permis de
déterminer un panel de génes agissant potentiellement comme oncogenes dont |'activation

favoriserait un sous-type spécifique de cancer (pour revue, Skibinski et Kuperwasser, 2015).
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Figure 22 : Origines de I’'hétérogénéité inter-tumorale dans le cancer du sein.

(a) Le modele de la cellule d’origine. Dans ce modéle, les cancers du sein de type luminal (Luminal A et B)
proviennent d’une dérégulation des cellules luminales normales différenciées et maintiennent cette
différenciation luminale pendant toute la progression tumorale. Au contraire, les cancers du sein de type
basal proviendraient d’une population moins différenciée, probablement des progéniteurs luminaux. (B) Le
modele des mutations génétiques. Dans ce cas, les tumeurs du sein basales et luminales pourraient
provenir de la méme cellule d’origine qui aurait subit des transformations génétiques différentes favorisant
plutot le caractére basal, ou le phénotype luminal (Modifié de Skibinski et Kuperwasser, 2015).

Les cancers du sein de type basal présentent des profils d’expression génique qui se rapprochent
de ceux des progéniteurs luminaux de la glande mammaire normale (Lim et al., 2009). De plus, les
femmes porteuses de mutations du gene BRCA1 sont prédisposées au développement de tumeurs
mammaires de type basal et montrent une amplification de la population des progéniteurs
luminaux avant méme de développer une tumeur (Lim et al., 2009). Chez la souris, la délétion
conditionnelle de p53 et Brcal spécifiguement dans les progéniteurs luminaux entraine la
formation de tumeurs mammaires invasives qui phénocopient histologiquement les carcinomes
mammaires humains de type basal ainsi que leur signature transcriptionnelle (Molyneux et al.,
2010). Les cancers du sein de type basal avec mutation Brcal proviendraient donc des cellules
luminales progénitrices. Par ailleurs, Smalley et Coll. ont rapporté que l'inactivation de Pten et

Brca2 dans les progéniteurs luminaux entraine la formation de tumeurs de type luminal indiquant
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gue la cellule d’origine et le type d’altération oncogénique contribuent tous deux a la diversité
tumorale (Melchor et al., 2014).

Les cellules basales souches et progénitrices seraient, quant a elles, a I'origine des cancers du sein
dits « Claudin-low ». En effet, la transformation des cellules basales humaines induit, apres
transplantation chez la souris, la formation de tumeurs de morphologie métaplasique avec une

signature génique corrélée avec celles des cancers « Claudin-low » (Keller et al., 2012).

b) Hétérogénéité intra-tumorale

L'instabilité génétique des populations cellulaires est considérée comme un facteur majeur
favorisant I’'hétérogénéité tumorale. Les cellules cancéreuses sont ainsi prédisposées a subir un
nombre élevé de mutations entrainant I'émergence de sous-populations tumorales présentant des
phénotypes différents (pour revue, Haynes et al., 2017). Deux modeles hypothétiques ont été
proposés pour expliquer ’hétérogénéité intra-tumorale :

- le modele stochastique, dit d’évolution clonale,

- et le modeéle hiérarchique, dit des cellules souches cancéreuses.

-Modéle stochastique, dit d’évolution clonale

Dans ce modele, toutes les populations cellulaires de I'épithélium mammaire peuvent acquérir des
mutations leur conférant un avantage de survie ou prolifération. Il peut coexister différentes
mutations dans différents types cellulaires, mais seules les cellules mutées les plus aptes a survivre
dans des environnements spécifiques seront sélectionnées. L'instabilité génétique s’accroit au fur
et a mesure que la tumeur progresse. Ceci, ajouté a une prolifération incontrélée, induit
I'accumulation de mutations additionnelles alimentant I’hétérogénéité intrinseque de la tumeur
(pour revues, Skibinski et Kuperwasser, 2015; Haynes et al., 2017).

Le modele stochastique repose sur le fait que la tumeur primaire et les métastases d’un méme
patient présentent souvent des mutations génétiques communes. Cependant, certaines mutations
additionnelles dans les métastases n’existent pas dans la tumeur primaire, elles sont acquises afin
de donner les propriétés nécessaires aux cellules tumorales pour la formation de foyers tumoraux
a distance (pour revue, Polyak, 2011). Par ailleurs, ce modéle ne tient pas compte des mécanismes

non héréditaires, ni des possibles interactions entre les clones au sein de I’écosysteme tumoral.
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-Modeéle hiérarchique ou dit des cellules souches cancéreuses

Ce modeéle repose sur I'existence d’une petite population de cellules souches cancéreuses (=CSC)
au sein de la tumeur qui dirigeraient la progression, la récurrence tumorale et |'établissement de
métastases grace a leur propriété d’autorenouvellement illimité (pour revues, Clevers, 2011; A et
Lopes, 2017). La notion de cellule souche cancéreuse (cellule « propagatrice » de la tumeur) ne
doit donc pas étre confondue avec celle de cellule d’origine. Originellement décrite dans certains
types de leucémies, I'existence des CSC a été rapportée dans d’autres organes incluant le sein.
Une des caractéristiques des CSCs est la propriété, apres transplantation en xénogreffe, de former
une nouvelle tumeur phénotypiquement similaire a la tumeur d’origine. Ce type d’essai a été
utilisé par Al Hajj et Coll., dans une étude pionniere, pour montrer I'existence d’'une population de
CSCs avec une forte expression de CD44 a leur surface (Al-Hajj et al., 2003). L'identification
d’autres marqueurs des CSCs, dans le but final de mieux les cibler et éradiquer, a fait I'objet de
nombreuses études ces dernieres années (pour revue, A et Lopes, 2017).

L’origine des CSCs est encore débattue. Elles pourraient résulter de la transformation oncogénique
des cellules souches ou progénitrices de la glande normale. Cette hypothése se base sur plusieurs
observations. Tout d’abord, les cellules souches et progénitrices mammaires se maintiennent a
long terme dans le tissu, elles sont donc des candidates idéales pour I'accumulation de mutations.
Par ailleurs, de nombreux mécanismes moléculaires régulant les cellules souches normales sont
communs a ceux contrélant les cellules souches tumorales (pour revues, Visvader, 2009; Skibinski
et Kuperwasser, 2015). Alternativement, les cellules différenciées pourraient acquérir des
propriétés de CSCs dans certaines conditions (aprés mutations des génes impliqués dans I'EMT,
par exemple ; pour revue, Ye et Weinberg, 2015). Aujourd’hui, il est accepté que I’'hétérogénéité
intra-tumorale ne soit pas simplement expliquée par 'une ou l'autre des théories, mais par une
combinaison des deux (pour revue, Polyak, 2011). Ainsi, l'initiation tumorale pourrait prendre
place dans des cellules souches/progénitrices normales ou dans des cellules différenciées. Les CSC
qui en résultent pourraient s’auto-renouveler et se différencier permettant d’alimenter la
croissance tumorale. L'instabilité génétique associée au fort index mitotique des cellules
tumorales meénerait a I'apparition de mutations distinctes. Ces mutations donneraient des sous-
populations cellulaires différentes, en compétition au sein de la tumeur, et participeraient a
I’hétérogénéité intra-tumorale. Par ailleurs, une forte plasticité des cellules tumorales pourrait

contribuer a I’hétérogénéité au sein de la tumeur (pour revue, Ye et Weinberg, 2015).
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4) Role de la voie Wnt/Bcat dans la tumorigénése mammaire

Comme il a été mentionné précédemment, la voie Wnt/Bcat joue un rdle important dans la
régulation des cellules souches et progénitrices mammaires. La dérégulation de cette voie dans le
cancer du sein a été largement rapportée aussi bien dans les modeles murins que chez les
patientes (pour revues, Roarty et Rosen, 2010; Yu et al., 2016).

A la différence du cancer du colon, qui présente des mutations tres fréquentes d’APC ou Ctnnb1
(codant pour la Bcat), dans le cancer du sein de telles mutations sont rares (APC muté dans 6% des
cas), voire inexistantes (pour Ctnnbl) (pour revue, Yu et al., 2016). Cependant, de nombreux
travaux ont mis en évidence une association entre I'hyperactivation de la voie de signalisation
Wnt/Bcat et la progression tumorale dans le cancer du sein. Sur les modéles murins de
tumorigénese mammaire, le role oncogénique des ligands Wnts (Wntl, Wnt10b), du récepteur
Lrp6 et d’'une forme activée de la Bcat a été rapporté. De plus, les souris porteuses de mutations
avec perte de fonction d’APC développent des carcinomes mammaires (pour revue, Incassati et
al., 2010). Dans le cancer du sein, une diminution de la Bcat membranaire est corrélée avec un
mauvais pronostic de survie des patientes (Dolled-Filhart et al., 2006). Par ailleurs, I'inhibition
épigénétique des antagonistes extracellulaires de la voie Wnt (DKK1, DKK3 et sFRPs) a été identifié
et souvent associée avec un mauvais pronostic dans le cancer du sein (Suzuki et al., 2008b).
Inversement, I'inactivation de Fzd (récepteur de Wnt) dans des lignées cellulaires tumorales TN
entraine une réduction de la capacité tumorigénique de ces cellules in vitro et in vivo, quand elles
sont transplantées dans des souris hotes (Yang et al., 2011).

De facon intéressante, I’hyperactivation de la voie de signalisation Wnt/Bcat a été souvent
associée aux tumeurs basales et TN (pour revue, Pohl et al., 2017). Une étude récente a montré
une surexpression de Rspo2 et Rspo4, deux agonistes potentialisant le signal Wnt, dans des
tumeurs de patientes triples négatives et métaplasiques (Coussy et al., 2017). L'inhibition des
ligands Rspos, permettrait de diminuer significativement la croissance cellulaire tumorale dans des
greffes dérivées de patientes (PDX ; Coussy et al., 2017). BCL9, cofacteur nucléaire de la Bcat et
inducteur de son activité transcriptionnelle, est surexprimé dans les tumeurs de type basal. Son
inhibition empéche la progression des carcinomes in situ vers des carcinomes invasifs (Elsarraj et
al., 2015).

Différents travaux indiquent que la signalisation Wnt/Bcat contribue a la progression tumorale par
le maintien des cellules souches cancéreuses. La population basale enrichie en cellules souches,
est amplifiée dans le modele MMTV- Wnt1l, alors qu’elle ne I'est pas dans les tumeurs induites par

la surexpression de Hras ou Erbb2 (Shackleton et al., 2006). Dans ce méme modele I'ablation de
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p63 entraine une atténuation de la voie Wnt associée a une diminution de la population de CSC et
de la tumorigenése (Chakrabarti et al., 2014). Par ailleurs, les cellules a forte activité Wnt/Bcat
isolées par cytométrie de flux a I'aide d’un rapporteur TOP-GFP sont enrichies en propriétés de

CSC dans un modele de tumeurs déficientes en p53 (Zhang et al., 2010).

Notre laboratoire a généré des souris transgéniques développant a partir de 10-12 mois des
tumeurs mammaires de type basal suite a une dérégulation de la voie Wnt/Bcat (Teuliere et al.,
2005). Ces souris, nommées K5ANpcat, expriment spécifiquement dans la couche basale de
I'épithélium mammaire une forme de la Bcat tronquée en N-terminal, non-phosphorylable et, par
conséquent, constitutivement active. Dans ces souris, des hyperplasies canalaires constituées
essentiellement de cellules basales peu différenciées (positives pour K5 et négatives pour a-SMA)
évoluent par la suite en carcinomes mammaires in situ puis en carcinomes invasifs (Fig. 23A et B).
Les tumeurs K5ANcat sont riches en cellules K5+, mais négatives pour les récepteurs hormonaux
(estrogénes/progestérone) et ne possedent pas de surexpression d’ErbB2 (Fig. 23C et D). Au
niveau histologique, elles sont comparables a des tumeurs métaplasiques (Fig. 23C). Nos résultats
indiquent que ces tumeurs résultent de I'amplification des progéniteurs de type basal
indifférenciés (Moumen et al., 2013). Par ailleurs, I'ablation dans ce modele de Myc (cible majeure
de Wnt/Bcat) inhibe complétement I'amplification des progéniteurs de type basal induite par la

Bcat et entraine I'abolition de la tumorigenese.
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Figure 23 : Les souris K5ANBcat développent des tumeurs mammaires de type basal triples négatives

(A) Immunohistochimie sur coupe de glande mammaire de souris nullipare K5ANfcat avec un anticorps
anti-K5. Les cellules épithéliales basales positives pour K5 proliferent d'abord localement (pointes de
fleches) puis se développent pour former de larges zones hyperplasiques (fleches). Barre d’échelle = 150
um. (B) Immunofluorescence sur coupes de glandes mammaires de souris nullipare K54ANpcat avec les
anticorps anti-K5, anti-K8 et anti-aSMA. Les cellules dans la région hyperplasique sont de type basal
(positives pour K5 et négatives pour K8) et non-différenciées (négatives pour aSMA). La ligne discontinue
indique la position de la membrane basale. Barre d’échelle = 30 um. (C) Gauche : Coloration hématoxyline
et éosine sur une coupe de carcinome mammaire invasif K5ANfcat. Droite : Immunofluorescence sur
coupes de carcinomes mammaires invasifs d'une souris K5ANfcat avec les anticorps anti-K5 et anti-HA (HA
: Hémagglutinine co-exprimée avec le transgéne ANfcat dans le modele transgénique). Barre d’échelle =
100 um. (D) Immunohistochimie sur coupe de carcinome mammaire invasif K5ANfBcat avec un anticorps
anti-ER (Image du haut) et anti-PR (Image du bas), Barre d’échelle = 125 um (Modifié d’apres Teuliere et al.,
2005; Moumen et al., 2013).
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lll) La Podoplanine

1) Introduction et historique

La Podoplanine (Pdpn) est une petite glycoprotéine transmembranaire de type mucine, impliquée
dans le développement tissulaire et la tumorigenése. Elle a été identifiée dans les années 1990
dans différents types cellulaires d’origine murine ou humaine sous des noms variés, notamment
OTS-8, GP38, GP40, T1a, PA2.26, et AGGRUS/GP44.

La Pdpn est décrite, a I'origine, par Nose et al., 1990 sous le nom de OTS-8 dans des cellules
ostéoblastiques murines ou elle est induite par un traitement de longue durée avec le promoteur
de tumeur, 12-O tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA). Peu d’années apres, Farr et al., 1992
identifient dans les organes lymphoides une glycoprotéine homologue a OTS-8 qu’ils nomment
GP38, en raison de son poids moléculaire de 38 kDa.

Plusieurs travaux décriront ensuite des glycoprotéines homologues a OTS-8/GP38 a la surface de
cellules épithéliales, qui s’avereront étre la Pdpn. On mentionnera notamment Tla, GP40 et
PA2.26 respectivement exprimées par les cellules alvéolaires pulmonaires de type 1, la lignée de
cellules épithéliales rénales canines MDCK, et les kératinocytes murins lors de la cicatrisation et de
la carcinogéneése induite chimiquement (Rishi et al., 1995; Zimmer et al., 1997; Gandarillas et al.,
1997). En parallele, le groupe de D. Kerjaschki produit un anticorps qui reconnait une protéine de
43 kDa a la surface des podocytes de rat (Breiteneder-Geleff et al., 1997). Cette protéine présente
un patron d’expression tres similaire a celui d’OTS-8 et une forte identité de séquence avec OTS-8,
Tla et GP38. L’équipe la nomme « podoplanine » car elle semble impliquée dans le phénoméne
d’aplanissement des podocytes lors de la néphrose, une maladie rénale dégénérative atteignant
les glomérules du rein.

C’est le nom « Podoplanine » qui depuis les années 2000, est le plus largement utilisé et le comité
de nomenclature des génes HUGO a retenu Pdpn comme abréviation du nom du géene codant pour
cette protéine. Soulignons aussi que les pathologistes désignent souvent la Pdpn par D2-40, du
nom de I'anticorps utilisé pour la détecter en immuno-marquage dans les tissus humains.

On sait maintenant que la Pdpn est exprimée par de nombreux types cellulaires mais elle reste
surtout connue comme marqueur sélectif des cellules endothéliales lymphatiques, absent de
I’endothélium vasculaire (Schacht et al., 2003). Son réle physiologique in vivo, essentiellement
exploré dans le systeme immunitaire, reste peu documenté dans les cellules épithéliales. Sa
distribution dans les tumeurs solides a fait par contre I'objet de nombreuses études descriptives

(pour revue, Ugorski et al., 2016).
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2) Données structurales
a) Structure du géne

La structure du gene et les différents domaines protéiques de la Pdpn humaine et murine ont été
particulierement étudiés par le groupe de M. Quintanilla (pour revue, Renart et al., 2015).

Chez I’lhumain, la Pdpn est localisée sur le chromosome 1 (locus 1p63.21) et mesure 32,4 kb. Le
géne de la Pdpn possede 6 exons et 5 introns. Le premier exon code essentiellement pour la
séquence signal et I'extrémité 5’UTR. La partie extracellulaire de Pdpn provient des exons 2 a 4.
L’exon 5 code pour la partie transmembranaire et les 8 premiers acides aminés de la queue
cytoplasmique. Le sixieme exon code pour le dernier acide aminé de la partie intracellulaire ainsi
gue le codon stop et approximativement 2kb de I'extrémité 3'UTR.

Les génes de la Pdpn humaine et murine possédent des compositions treés similaires. Néanmoins,
des différences existent; chez la souris (espéce Mus musculus), la Pdpn est localisée sur le
chromosome 4. Le géne murin contient 6 exons et on peut retrouver deux variants d’ARN
messagers issus de I'épissage alternatif, codant pour des protéines de 172 et 159 acides aminés
respectivement. De méme chez I'humain, il a été rapporté deux variants d’ARN messager de 2.7 et

0.9kb.

b) Structure de la protéine

La Pdpn est une petite protéine transmembranaire de type |, classée parmi les protéines de type
mucinique en raison de sa forte glycosylation qui correspond a un tiers de sa masse totale. La
Pdpn est une protéine hautement conservée chez les mammiféres notamment entre les espéces
humaines, canines et les rongeurs (pour revue, Renart et al., 2015). La Pdpn des espéces murines
et humaines présente un poids moléculaire de 38 a 40-kDa, ce qui en fait I'une des plus petites
protéines de la famille des mucines. Les mucines sont en général des protéines de grande taille
(jusqu’a 500 nm). La longueur de la partie extracellulaire de la Pdpn est de 30 nm, ce qui la classe
plutot dans la gamme des protéines d’adhésion telles que les intégrines ou les cadhérines.

Elle comporte un domaine extracellulaire (appelé aussi ecto-domaine ou EC), riche en résidus
sérine/thréonine sites potentiels des O-glycosylations ainsi que des « platelet activating domain »
(PLAG), une partie transmembranaire (TM) et une courte queue cytoplasmique ou intracellulaire

(IC ; Fig. 24A).



Partie 1 : INTRODUCTION - Ill) La Podoplanine 77

A

__________________________ N-terminal 4

EC

—
<
B S

c ¥
I C-terminal seffRe=llK
EZRIN

Figure 24 : Schéma de la structure de Pdpn et des carbohydrates présents dans sa partie extracellulaire.
(A) Représentation schématique de la structure de Pdpn. EC: Extracellulaire. TM: Domaine
transmembranaire. IC: Domaine intracellulaire. PLAG : Domaine activant |'agrégation plaquettaire. (B)
Structure des O-glycans. Le cadre bleu indique I'acide sialique lié en a.2-6, responsable de I'interaction avec
Clec-2 (Ugorski et al., 2016).

- L’ecto-domaine : partie extracellulaire responsable de I'interaction Pdpn/Clec-2

L’ecto-domaine (ED) de la Pdpn lui permet de se lier a Clec-2 (C-type lectin-like receptor 2), le seul
récepteur de Pdpn identifié a ce jour (Suzuki-Inoue et al., 2007). De nombreux travaux montrent
que le motif PLAG3 (EDDVVTPG) (de I'anglais «PlLatelet AGgregation-stimulating domain»),
comprenant un carbohydrate syalyl en T52 chez I’humain, est essentiel pour cette interaction (Fig.
24B ; pour revue, Suzuki-Inoue et al., 2017). Récemment, il a été montré qu’un autre domaine de
type PLAG (PLAG4), en association avec PLAG3, était trés important pour l'interaction de la Pdpn
humaine avec Clec2 (Sekiguchi et al., 2016). La partie extracellulaire particulierement glycosylée
de Pdpn est également nécessaire pour son interaction avec la Galectine 8 dans les cellules

endothéliales lymphatiques (Chen et al., 2016).

- Le domaine transmembranaire : site d’homodimérisation et de clivage

Le domaine transmembranaire de Pdpn contient un motif hautement conservé, GXXXG. Ce dernier
est généralement impliqué dans les homodimérisations de protéines transmembranaires (pour
revue, Renart et al., 2015). Il semble que ce motif soit essentiel pour la dimérisation et la

localisation membranaire de Pdpn dans les radeaux lipidiques (Fernandez-Munoz et al., 2011). De
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plus, ce domaine transmembranaire est un site de protéolyse par la y-secrétase et les métallo-
protéases. Ces derniéres clivent la Pdpn afin de générer une partie C-terminale qui demeure
rattachée a la membrane. Puis, I'enzyme PS1/y-secrétase peut de nouveau cliver la Pdpn
permettant la libération de son domaine intracellulaire dans le cytoplasme (Yurrita et al., 2014). Il
semblerait que le domaine cytoplasmique libre de Pdpn ne possede pas de fonction autonome de
signalisation mais ces processus de clivage permettraient de moduler la stabilisation et la fonction

de Pdpn.

- La queue cytoplasmique : responsable des interactions moléculaires intracellulaires

La partie cytoplasmique de la Pdpn est courte, 9 acides aminés seulement, et bien conservée entre
I'homme et la souris. Elle ne posséde aucune activité enzymatique connue. Le groupe de 3 acides
aminés basiques (Fig. 25) est responsable de I'interaction directe entre Pdpn et les protéines de la
famille des ERM (Ezrin, Radixin, Moesin) (Martin-Villar et al., 2006). Ce groupement d’acides
aminés basiques a été détecté dans d’autres protéines transmembranaires, présentes dans les
microvillus, qui sont connues pour interagir directement avec les protéines ERM (pour revue,
Arpin et al., 2011).

Le domaine cytoplasmique de Pdpn contient également deux résidus sérine, Ser-157 et Ser-161

chez I'humain (Ser-167 et Ser-171 chez la souris) qui sont des sites potentiels de phosphorylation

(Fig. 25).
. 47% X
% similitude N ”
souris/humain < 38 % > <«— 82 % s
Pdpn murine (172 aa) [_] MWW\ KK | SGRFSP
Pdpn humaine (162 aa) | | MWV RK | SGRFSP
ECTO ™ ENDO

Figure 25 : Schéma des différents domaines des protéines Pdpn humaine et murine.

SP : Peptide signal ; ECTO : Ecto-domaine ; TM : domaine transmembranaire ; ENDO : Endo-domaine. Les
pourcentages sont le reflet du degré d’identité entre les protéines humaines et murines. Les acides aminés
en bleu sont ceux responsables de I'interaction avec les protéines ERM. Les deux résidus sérine en rouge
sont des sites de phosphorylation potentiels des protéine kinases A et C (Modifiée a partir de Martin-Villar
et al., 2005).
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3) Expression tissulaire

L’existence de plusieurs anticorps robustes dirigés contre la Pdpn humaine et murine a permis
d’analyser la distribution de cette protéine dans différents tissus. Les analyses ont montré que la
Pdpn était exprimée dans de nombreux tissus épithéliaux et non-épithéliaux provenant des trois
couches germinales primaires, ectoderme, mésoderme et endoderme. Son expression au cours de
I’embryogenese et du développement post-natal parait finement régulée de maniere spatio-

temporelle.

a) Expression au cours du développement embryonnaire

Chez la souris, la Pdpn est exprimée au jour embryonnaire 9 (E9) dans le feuillet endodermique
(avant la formation des bourgeons pulmonaires), I'organe pro-épicardique et le précurseur du
systéme nerveux central (pour revue, Renart et al., 2015). Plus tard, la Pdpn est exprimée dans la
totalité du tissu pulmonaire embryonnaire et dans le tube neural précoce. Tout au long du
développement, on la trouve dans les organes précurseurs de I'cesophage, la trachée, I'estomac,
I'intestin et les reins. Cependant, cette expression est transitoire et diminue graduellement jusqu’a
devenir pratiquement indétectable au jour 19 de la gestation. Dans ces organes, |'expression de la
protéine et de I'ARN messager de la Pdpn correle parfaitement. Les différents patrons
d’expression spatio-temporelle cités ci-avant indiquent qu’il existe des mécanismes actifs régulant

I’expression génique de la Pdpn afin d’aboutir au profil d’expression chez I'adulte.

b) Expression chez I'adulte

A I'age adulte, la Pdpn est présente dans de nombreux tissus mais son expression est restreinte a
certains types cellulaires (Tableau 4). Absente de I’endothélium vasculaire, elle reste a ce jour I'un
des principaux marqueurs des vaisseaux lymphatiques chez ’lhumain comme chez la souris et le
rat (Breiteneder-Geleff et al., 1999; Schacht et al., 2005). Au sein du systeme immunitaire, la Pdpn
présente une forte expression, dans les cellules fibroblastiques réticulaires des organes
lymphoides (Astarita et al., 2015). Elle a été également décrite dans les ostéocytes et les
fiboromyocytes entourant les tubes séminiféres (Wetterwald et al., 1996; Schacht et al., 2005).
Dans l'ovaire, seules les cellules des follicules immatures primaires et secondaires expriment Pdpn,

son expression s’éteignant dans les follicules tardifs (Schacht et al., 2005).
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Organe Type cellulaire

Systéme vasculaire Cellules endothéliales lymphatiques

Organes lymphoides (ganglion lymphatique,

Fibroblastes réticulaires et cellules épithéliales thymiques
rate, thymus)

Cellules alvéolaires de type |

Poumons .
Plevre
Reins Podocytes glomérulaires du rein
Epithélium de la capsule de Bowman

Peau Expression focale dans les kératinocytes de type basal
Foie Canaux biliaires et péritoine

(Esophage Kératinocytes de type basal

Intestin Péritoine

Plexus choroide

Systéme nerveux central ..
Ependymocytes et méninges

Systéme nerveux périphérique Fibroblastes périneuronaux

Cellules de la granulosa des follicules ovariens primaires

Ovaires .
et secondaires

Col de l'utérus Kératinocytes de type basal

Glande mammaire

. Cellules myoépithéliales
et glandes salivaires

Prostate Myofibroblastes
Testicules Fibromyocytes
Systéme osseux Ostéoblastes and ostéocytes matures

Tableau 4 : Résumé des principaux organes et types cellulaires adultes exprimant la Pdpn

La Pdpn est exprimée par divers types de cellules épithéliales appartenant a des épithélia simples
ou stratifiés. On citera notamment les cellules alvéolaires pulmonaires de type |, les podocytes
glomérulaires du rein, les épendymocytes du systeme nerveux, et une sous-population de cellules
épithéliales thymiques. La peau et I'épithélium intestinal sont dépourvus d’expression. Les
épithélia sécrétoires pseudo-stratifiés, typiquement ceux des glandes sudoripares, salivaires et
mammaires, expriment la Pdpn essentiellement dans la couche basale myoépithéliale qui les
caractérise (Schacht et al., 2005).

Les données immunohistochimiques dans les tissus épithéliaux indiquent que I’'expression de Pdpn
est essentiellement membranaire mais le niveau de résolution souvent insuffisant ne permet pas
une localisation précise. Il est intéressant de noter qu’un certain nombre de cellules épithéliales
spécialisées exprimant la Pdpn, comme les podocytes, les épendymocytes, les cellules thymiques
et les cellules myoépithéliales présentent in situ des extensions cytoplasmiques particulierement

importantes.



Partie 1 : INTRODUCTION - Ill) La Podoplanine 81

c) Expression dans le cancer

La Pdpn est exprimée dans une large diversité de cancers épithéliaux ou non-épithéliaux, souvent
au front invasif des tumeurs (Tableau 5 ; pour revues, Renart et al., 2015; Suzuki-Inoue et al.,
2017). La Pdpn est notamment présente dans les carcinomes a cellules squameuses (CCS) de la
cavité orale, du larynx, des poumons, du col de l'utérus, de I'cesophage, et de la peau. De
nombreux travaux rapportent par ailleurs que la Pdpn est exprimée fortement dans les
fibroblastes associés au cancer (CAFs) (pour revue, Ugorski et al., 2016). Les CAFs sont des
fibroblastes activés, nommés aussi myofibroblastes, car ils expriment certains marqueurs de

muscle lisse tel que a-SMA.

Type de cancer Fréquence
Carcinomes 80% des carcinomes squameux (poumon, larynx, col de I'utérus, peau et cesophage),
squameux 25% des carcinomes oraux
Tumeurs Séminomes (98%), carcinomes embryonnaires (69%), tératomes (29%), cancer de la
germinales vésicule vitelline (25%)
Tumeurs du Astrocytome (25%), glioblastome (45%), germinome cérébral (98%), tératome
cerveau immature (71%)
Autres Mésothéliome (93%), sarcome de Kaposi (90-100%), lymphangiome ou malformation
lymphatique (100%)

Tableau 5 : Résumé des principaux types de cancer exprimant la Pdpn

4) Régulation de I’expression de Podoplanine
a) Signaux inducteurs

Plusieurs facteurs de croissance appartenant a des voies de signalisation distinctes ont été
identifiés comme inducteurs de I’expression de Pdpn. L’interleukine 3 (IL-3), nécessaire au
maintien des cellules lymphatiques endothéliales (LEC), semble essentielle pour I'expression des
marqueurs spécifiques des LECs : le facteur de transcription Prox-1 et Pdpn (Groger et al., 2004).
Le TGFB, via la voie canonique des Smads, et l'interferon-y (IFNy), via JAK/STAT, induisent
I’expression de Pdpn dans les kératinocytes humains de I'épiderme néonatal (Honma et al., 2012),
tandis que celle-ci est stimulée par I'EGF (Epidermal Growth Factor) et dans une moindre mesure
par FGF2 et TGF-B dans la lignée cellulaire humaine d’adénocarcinome mammaire, MCF-7 (Wicki
et al., 2006).

Les travaux de Shen et Coll. ont impliqué Pdpn dans les mécanismes de « normalisation cellulaire

par contact », un phénomene par lequel des cellules normales inhibent les caractéristiques
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tumorales de cellules voisines transformées (pour revue, Rubin, 2006; Shen et al., 2010). En
utilisant un modele de fibroblastes embryonnaires transformés par Src, les auteurs montrent que
Src régule positivement Pdpn par l'intermédiaire de la phosphorylation de Cas (adaptateur
protéique des adhésions focales) et que l'induction de Pdpn est requise pour favoriser le
phénotype migratoire de ces cellules. De fagon intéressante, Pdpn fait partie des rares genes dont

I’expression est inhibée dans les cellules transformées mises au contact des cellules sauvages.

b) Régulation transcriptionnelle

Etant donné la grande variété de tissus dans lesquels la Pdpn est exprimée, son promoteur devrait
avoir de nombreux sites de liaison aux facteurs de transcription. Cependant, peu d’informations
sont disponibles a ce sujet.

L'extrémité 5’-UTR du gene humain de la Pdpn a été clonée par deux groupes. Le premier a
montré que la région 5’ contient plusieurs sites de liaison des facteurs de transcription Sp1 et Sp3,
qui régulent positivement et de maniere synergique I'expression de I’ARN messager de Pdpn
(Hantusch et al., 2007). Pan et Coll. ont identifié 4 sites de liaison de Prox1, un régulateur majeur
de la lymphangiogenése (Pan et al., 2014). Cependant, dans certains types cellulaires, les
expressions de Prox1 et Pdpn ne sont pas corrélées. Les facteurs de transcription AP-1, Sox2 et des
membres de la famille des Stats ont également des sites potentiels de liaison au promoteur de la

Pdpn (pour revue, Renart et al., 2015).

c) Régulation post-transcriptionnelle

- miRNAs

L’ARNm de Pdpn possede approximativement 2kb en 3’-UTR, il n’est donc pas surprenant que son
expression soit régulée par des micro-ARNs (=miRNAs). Les miRNAs sont des petits ARN simple
brin non-codant d’une longueur d’environ 21-22 nucléotides qui permettent de réguler
I'expression de certains génes généralement en l'inhibant (pour revue, Li et al., 2017). Deux
travaux ont étudié la régulation d’expression de Pdpn par les miRNAs. Cortez et Coll. ont montré
gue les miR-29b et miR-125a, dérégulés dans les glioblastomes, peuvent cibler I'extrémité 3’ de
Pdpn, et ainsi inhiber son expression (Cortez et al., 2010). Sun et Coll. ont rapporté que Pdpn était

régulée négativement par miR-363 dans les carcinomes squameux (Sun et al., 2013).
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- Glycosylations

Comme mentionné précédemment, I'ecto-domaine de la Pdpn est fortement O-glycosylé. Chez
I’humain, I’O-glycosylation en T52 est essentielle pour I'interaction entre Pdpn et CLEC-2 (Fig. 24).
Les O-glycosylations sont initiées par une famille de polypeptides conservée durant I’évolution et
appelée : N-acetylgalactosaminyltransférases (ou ppGalNAc-Ts) dont I'expression est spatialement
et temporellement régulée. La Pdpn a été décrite comme substrat de ppGalNAc-T13 (Xu et al.,
2016) et peut étre glycosylée de maniére aberrante dans certaines cellules cancéreuses (pour

revue, Renart et al., 2015).

- Maturation protéolytique

La Pdpn peut subir plusieurs traitements protéolytiques. La dégradation par la Calpaine peut
expliquer I'absence de Pdpn dans certaines lignées cellulaires alors qu’elle est exprimée
significativement au niveau ARNm (Martin-Villar et al., 2009).

De plus, le domaine extracellulaire de la Pdpn peut étre clivé, d’abord par une métallo-protéase,
puis le fragment restant est protéolysé par une presenilinl/y-secretase ce qui permet la libération
du domaine intracellulaire (Yurrita et al., 2014). A ce jour, il n’a pas été démontré qu’un fragment

de la Pdpn pouvait jouer un role dans la signalisation intracellulaire.

- Phosphorylation

Les travaux de Krishnan et Coll. ont montré que la queue cytoplasmique de la Pdpn murine
pouvait étre phosphorylée in vitro par PKA en S167 et S171 et par la cycline CDK5 (de I'anglais
« cylin-dependant kinase 5 ») en S171 (Krishnan et al., 2013; Krishnan et al., 2015). L'usage de
constructions non-phosphorylables et phospho-mimétiques a montré que la Pdpn phosphorylée
inhibe la migration de cellules fibrobroblastiques. Par ailleurs, dans le systeme immunitaire, il
semble que Clec2 régule négativement la phosphorylation de Pdpn en S167 afin d’inhiber son

action sur la contraction du cytosquelette d’actine (Acton et al., 2014).

5) Partenaires moléculaires de Pdpn

Les différents domaines de Pdpn ont été impliqués dans des interactions moléculaires dont
certaines sont clairement essentielles a sa fonction (Fig. 26). Trois types majeurs d’interactions ont

été décrites : Pdpn/Clec-2 (Suzuki-lnoue et al., 2007), Pdpn/ezrine et moesine, les molécules de la
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famille ERM, (Wicki et al., 2006; Martin-Villar et al., 2006), et Pdpn/CD44 (Ohizumi et al., 2000;
Martin-Villar et al., 2010). D’autres interactions moléculaires ont été décrites mais elles restent
pour l'instant moins documentées : Pdpn/CD9 (Tétraspanine 29), Pdpn/Galectin 8 et Pdpn/HSPA9
(Heat shock protein A9), et Pdpn/CCL21 (Kerjaschki et al., 2004; Nakazawa et al., 2008; Cueni et
Detmar, 2009; Tsuneki et al., 2013; Chen et al., 2016; Tejchman et al., 2017).

Figure 26 : Schéma des interactions principales de Pdpn avec ses partenaires moléculaires.

a) Clec-2

La protéine de type lectine, Clec-2, a d’abord été identifiée comme un récepteur plaquettaire
fixant la rhodocytine, une toxine du venin de serpent qui induit I'agrégation plaquettaire par
activation des tyrosine-kinases Src et Syk. Sa fonction physiologique restait peu définie jusqu’aux
études montrant que Clec-2 se lie au domaine extracellulaire de Pdpn (Suzuki-lnoue et al., 2007).
L'expression de Clec-2 a ensuite été révélée a la surface d’autres types cellulaires du systéeme
immunitaire, notamment les mégacaryocytes et les cellules dendritiques des ganglions
lymphatiques (Acton et al., 2014; Astarita et al., 2015; Nakamura-Ishizu et al., 2015). Les
interactions cellulaires hétérotypiques mettant en jeu le couple Pdpn-Clec2 sont essentielles pour
le développement du systeme lymphatique et le contréle de la réponse immunitaire dans les
ganglions lymphatiques, comme nous le développerons plus loin en pages 86 et 88 (Uhrin et al.,
2010; Acton et al., 2014; Astarita et al., 2015). Il est important de souligner la dualité de
I'interaction Pdpn-Clec2, Pdpn comme Clec-2 pouvant transmettre un signal dans les cellules

partenaires.
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b) ERM

Dans les cellules du systeme immunitaire et diverses cellules épithéliales en culture, la Pdpn co-
localise avec des protéines de la famille ERM (Ezrine/Moesine/Radixine). Des expériences
d’'immunoprécipitation réalisées dans des cellules épithéliales ont montré que Pdpn interagit
directement avec I'ezrine et la moesine (Scholl et al., 1999; Wicki et al., 2006; Martin-Villar et al.,
2006). Les protéines ERM sont connues pour leurs roles importants dans |'organisation du
cytosquelette d’actine, et leurs impacts sur I'adhésion, la migration, la survie et la morphogenése
cellulaires (pour revues, Arpin et al., 2011; Clucas et Valderrama, 2015). Leur activation est régulée
par des changements de conformation induits par des phospholipides et par phosphorylation via
de nombreuses kinases. La phosphorylation entraine la libération et I'activité des deux domaines
FERM (en N-terminal) et C-ERMAD (en C-terminal) des ERM. Cela leur permet d’interagir a la fois
avec des protéines membranaires et le cytosquelette d’actine (Fig. 27). La surexpression de Pdpn
semble moduler positivement la phosphorylation des protéines ERM et favorise la réorganisation
du cytosquelette d’actine, avec pour effets principaux une diminution des fibres de stress et une
augmentation des filopodes associées a un phénotype migratoire (Fig. 27 ; Wicki et al., 2006;

Martin-Villar et al., 2006; Acton et al., 2014; Astarita et al., 2015).
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Figure 27 : Mécanisme d’activation des protéines de ’ERM et voies de signalisation régulées.

Les protéines ERM se lient aux PIP, localisés a la membrane plasmique. Leur recrutement a la membrane
dans des endroits spécifiques, via leurs domaines FERM situés dans la partie N-terminale, permet d’exposer
les résidus thréonine conservés. Des kinases spécifiques sont alors recrutées afin de phosphoryler ces
résidus et permettre aux protéines ERM de faire le lien entre les protéines transmembranaires et le
cytosquelette d’actine. Une fois qu’elles sont activées, les protéines ERM transmettent, directement ou
indirectement, des signaux initiés par les protéines transmembranaires (adapté de Clucas et Valderrama,
2015).
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c) CDa4

CD44 est le récepteur majeur de l'acide hyaluronique (HA), composant de la matrice
extracellulaire. C’est une glycoprotéine membranaire dont il existe de multiples isoformes issues
d’un épissage alternatif complexe (pour revue, Orian-Rousseau et Ponta, 2015). Chacune d’elles
possede le site de liaison a HA, un domaine transmembranaire et une partie cytoplasmique qui
peut se lier aux protéines ERM. En plus de sa fonction dans I'adhésion matricielle, CD44 est un
corécepteur essentiel de certains récepteurs tyrosine kinase, comme Met et VegfR, auxquels il
confere une liaison avec le cytosquelette d’actine via les protéines ERM (Olaku et al., 2011,
Hasenauer et al., 2013). Il a été montré que l'isoforme CD44s est co-localisée avec Pdpn a la
surface de cellules endothéliales lymphatiques (Ohizumi et al., 2000; Acton et al., 2014) et dans les
cellules des carcinomes squameux (Martin-Villar et al., 2010). L’association moléculaire en cis
(c’est a dire dans la méme cellule) de Pdpn et CD44s induit et maintient la migration cellulaire
directionnelle dans les cellules de carcinome en culture (Fig. 26). De plus, Pdpn et CD44s sont tous
deux régulés positivement lors de la progression des tumeurs de peau induite par des
carcinogénes chimiques. Des expériences de co-immunoprécipitation et de FRET (de I'anglais
«fluorescence resonance energy transfer ») dans divers types de cellules épithéliales suggérent
gue Pdpn et CD44 pourraient interagir directement via leurs domaines extracellulaires (Martin-

Villar et al., 2010).

6) Roles physiologiques et pathologiques de Pdpn
a) Pdpn et développement embryonnaire

La Pdpn est critique pour le développement précoce et la morphogénese de certains tissus. La
majorité des souris génétiquement déficientes pour Pdpn (Pdpn'/') meurent a la naissance en
raison de graves malformations respiratoires, cardiaques et d’'un sévere dysfonctionnement du
systeme lymphatique. Les défauts observés chez les souris Pdpn'/' apparaissent 3 partir du 10°™
jour de I'embryogénése (E10), ce qui corréle avec I'’émergence de |'expression de Pdpn. Plus
précisément, environ 40% des embryons meurent avant la naissance (entre E10 et E16), ceux qui
survivent meurent dans les premiers jours suivants la naissance (Mahtab et al., 2008).
Curieusement, quand les souris sont croisées sur un fond génétique C57BI/6, approximativement
20% des souris Pdpn'/' atteignent I’age adulte et sont alors viables et fertiles (Uhrin et al., 2010;

Astarita et al., 2012). Une pénétrance incompléte a été évoquée pour expliquer cette observation,

mais ses bases moléculaires restent a préciser.
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-Systéme lymphatique : interaction Pdpn-Clec-2

Pendant I'embryogénése, les sacs lymphatiques doivent se séparer de la veine cardinale afin de
former un réseau lymphatique fonctionnel (Fig. 28). La séparation définitive entre le bourgeon
lymphatique naissant et les vaisseaux sanguins en développement s’effectue : soit de maniere
mécanique par I'agrégation des plaquettes activées ; soit par la libération de granules contenant
des facteurs angiogéniques, de croissance et de la matrice extracellulaire favorisant la séparation
(pour revue, Suzuki-lnoue et al., 2017). Les souris Pdpn'/' et Clec2”/” ont un processus d’activation
plaguettaire inexistant et présentent un phénotype de non-séparation du systéme lymphatique et
sanguin caractérisé par un réseau lymphatique ou se mélangent sang et lymphe a E13.5. Les souris
transgéniques exprimant la Pdpn dépourvue de sa queue cytoplasmique ne développent pas de
phénotype de non-séparation sang/lymphe, montrant le réle essentiel du domaine extracellulaire
de Pdpn dans le phénotype délétére des souris Pdpn'/' (Suzuki-Inoue et al., 2010; Uhrin et al.,

2010; pour revue, Suzuki-Inoue et al., 2017).
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Figure 28 : Schéma des mécanismes impliqués dans la séparation du sac lymphatique de la veine
cardinale et rdle de la Pdpn dans ce processus.

Droite : A E12, les cellules endothéliales du sac lymphatique acquiérent un phénotype lymphatique et
expriment la Pdpn («Y» rouge/violet) a leur surface, responsable de I'activation des plaquettes circulant
dans la veine cardinale (vert). Un caillot de plaquette se forme autour de I'orifice du sac lymphatique et
provoque sa séparation. A partir d’E14, le sac lymphatique est séparé de la veine cardinale qui formera un
réseau lymphatique fonctionnel. Gauche: En I|'absence de Pdpn, la connexion entre le systéme
lymphatique et sanguin n’est pas rompue, ce qui provoque la diffusion de sang dans le réseau lymphatique
(Uhrin et al., 2010).
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-Pdpn et développement pulmonaire

La perte de Pdpn est délétere pour la morphogénese pulmonaire ainsi que le montre I'étude de
Ramirez et al., 2003. Ces auteurs ont observé que les souris Pdpn'/' meurent a la naissance en
présentant des défauts respiratoires séveres, dont une impossibilité a remplir correctement leurs
poumons d’air. Le phénotype est expliqué par une altération de la morphologie des poumons dans
leur partie distale accompagnée d’une inhibition de la différenciation des cellules alvéolaires de

type | mais aucune autre étude moléculaire n’a été menée.

-Pdpn et développement cardiaque

Les souris Pdpn'/' présentent un myocarde et des coussins atrio-ventriculaires hypoplasiques
(Mahtab et al., 2008). Des malformations sévéres de la valve atrio-ventriculaire et des artéres
coronaires résultent de ces défauts précoces. L'étude du phénotype cardiaque révele I'implication
de la Pdpn dans le développement de I'organe pro-épicardique, en particulier dans I'adhésion, la
dissémination et la migration des cellules dérivées de I|'épicarde, phénomenes essentiels au
développement correct du cceur. Au plan moléculaire, la perte de Pdpn entrainerait une

régulation positive de la cadhérine E.

b) Fonctions de la Pdpn dans le systéme immunitaire adulte

A ce jour, le role de la Pdpn dans les tissus adultes a été majoritairement analysé dans le systeme
immunitaire ou il est lié a son interaction possible avec Clec-2. On distingue deux types d’études :
celles qui sont liées a la fonction de Pdpn en tant qu’inducteur d’une signalisation dans les cellules
exprimant Clec-2, et celles qui ont exploré la fonction de Pdpn per se dans des cellules adultes

I’exprimant, en présence ou absence d’une interaction avec Clec-2.

- Pdpn et signhalisation dans les cellules exprimant Clec-2

* Maintien du systéme lymphatique
Linteraction entre les vaisseaux lymphatiques et les plaquettes via Pdpn-Clec2 dépend de la
glycosylation de Pdpn par la T-synthase. En utilisant un modele de souris dans lequel la délétion en
T-synthase dans les cellules endothéliales lymphatiques est inductible, Fu et al., 2008 ont montré
qgu’un défaut d’interaction entre Pdpn et Clec2 entraine, aprées six mois, un phénotype de sang et
lymphe mélangés. L'interaction de Pdpn avec Clec-2, permet donc de maintenir la séparation

entre le réseau lymphatique et le réseau sanguin tout au long de la vie adulte.
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* Controle de I'intégrité des veinules a endothélium épais
Les veinules a endothélium épais ou « high endothelial venules (HEV) » sont des vaisseaux
sanguins spécialisés, contrélant la pénétration des lymphocytes dans les ganglions lymphatiques.
Lors d’une réponse immunitaire, le processus d’infiltration lymphocytaire est accru et les
lymphocytes doivent transmigrer sans que l'intégrité vasculaire soit affectée. Il a été montré que
la Pdpn présente a la surface des cellules fibroblastiques réticulaires (=FRCs de I'anglais
« Fibroblastic Reticular Cells ») entourant les HEVs stimule I'activation plaquettaire en se liant a
Clec-2 (Herzog et al., 2013). Les souris présentant une délétion post-natale de Pdpn ou de Clec-2
ont des défauts d’intégrité des HEVs qui conduisent a des saignements spontanés dans les
ganglions lymphatiques. L’activation de Clec-2 par Pdpn permet aux plaquettes de libérer
localement des facteurs comme la sphingosine-1-phosphate qui stimule |'expression de la

cadhérine VE, une molécule d’adhésion essentielle a I'intégrité vasculaire.

* Maturation des mégacaryocytes
Un travail récent a révélé que Pdpn est exprimée par les cellules stromales entourant les artérioles
de la moelle osseuse (Tamura et al., 2016). Ces derniéres interagissent avec les mégacaryocytes,
précurseurs des plaquettes, qui portent Clec-2 a leur surface. Dans ce systéme, |'interaction Pdpn-
Clec-2 favorise la croissance des mégacaryocytes et la formation des pro-plaquettes en stimulant

I’expression de CCL5 (chemokine ligand 5) dans les cellules stromales artériolaires.

* Migration des cellules dendritiques
Les cellules dendritiques (DCs) présentatrices d’antigene assurent la veille immunitaire dans les
tissus de I'organisme. En cas d’infection, elles migrent vers les ganglions lymphatiques ou elles
rencontrent et peuvent activer les lymphocytes T. Les travaux d’Acton et al. (2012) montrent
gu’au sein du ganglion, les DCs activés, positifs pour Clec-2, migrent au contact du réseau de FRCs
exprimant Pdpn. L'interaction Pdpn/Clec-2 est nécessaire aux DCs pour s’étaler et migrer le long
des FRCs. L’activation de Clec-2 par Pdpn induit une réorganisation du cytosquelette d’actine et
une augmentation des protrusions dans les DCs, phénomenes qui s’accompagnent d’une

diminution de I'activité de RhoA et une activation de Rac.
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- Signalisation par Pdpn

* Controle de la lymphangiogenése
L’utilisation d’une protéine de fusion Pdpn-Fc a permis de montrer que Pdpn régule la fonction des
cellules endothéliales lymphatiques et stimule leur croissance in vitro et in vivo (Cueni et al.,
2010a). Par ailleurs, une étude indique que les exosomes/microvésicules sécrétées par des cellules
exprimant Pdpn transportent I’ARNm et la protéine Pdpn. Ces vésicules contribuent au
développement lymphangiogénique in vitro et in vivo. Le domaine extracellulaire de Pdpn serait
impliqué dans ce processus puisque l'anticorps bloquant qui cible cette partie inhibe Ia

lymphangiogenese induite par Pdpn in vitro (Carrasco-Ramirez et al., 2016).

* Controle de la contractilité des fibroblastes réticulaires dans les ganglions lymphatiques
Deux études récentes ont analysé le réle de Pdpn dans le contr6le du phénotype des FRCs, en
présence ou absence d’interaction avec Clec-2 (Acton et al., 2014; Astarita et al., 2015). Les
auteurs ont utilisé des FRCs déficients en Pdpn issus du pool mineur de souris Pdpn-/- qui
survivent a I’état adulte. lls rapportent qu’en I'absence d’interaction avec Clec-2, Pdpn favorise la
contraction de I'acto-myosine des FRCs, en diminuant la phosphorylation des ERMs et 'activité de
RhoA. L’interaction Clec2-Pdpn inhibe la signalisation induite par la Pdpn dans les fibroblastes,
entrainant leur relaxation. Il semble que Clec2 empéche le domaine extracellulaire de Pdpn
d’interagir en cis avec un partenaire transmembranaire, potentiellement CD44. Ces mécanismes
joueraient un réle important dans la régulation de la rigidité du stroma ganglionnaire, permettant

I’expansion du ganglion lors de la réponse immune.

c) Pdpn dans le controle de la migration cellulaire

Plusieurs travaux impliquent Pdpn dans le contréle de la migration des cellules épithéliales, la
plupart d’entre eux utilisent des modeéles de lignées cellulaires (pour revue, Wicki et Christofori,
2007; Renart et al., 2015).

L'expression ectopique de Pdpn dans la lignée cellulaire de kératinocytes MCA3D induit un
phénotype fibroblastoide migratoire, marqué par une réorganisation du cytosquelette et
I’extension de filopodes, la diminution de I'expression de la K14, la perte aux jonctions des
cadhérines E et P, et une induction de la vimentine. Implantées chez des souris athymiques, les
cellules MCA3D transfectées avec Pdpn acquierent des propriétés tumorigéniques et

métastatiques (Scholl et al., 1999; Scholl et al., 2000). L’expression de Pdpn dans les cellules MDCK
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induit également une transition vers un phénotype fibroblastoide migratoire avec perte
d’expression de la cadhérine E et diminution de la B-caténine, suggérant un processus d’EMT
(Martin-Villar et al., 2006). L'utilisation de différentes constructions exprimant des formes mutées
de la Pdpn a permis aux auteurs de montrer que ce phénotype fonctionnel et moléculaire dépend
du domaine cytoplasmique de la Pdpn. En effet, des mutations ponctuelles des acides aminés
impliqués dans linteraction entre Pdpn et les protéines ERM (R154, K155 et R159; Fig. 27)
diminuent ou abrogent complétement le phénotype observé avec la protéine Pdpn entiéere.
L'utilisation de formes dominantes négatives de Ezrin et RhoA indique que le phénotype de
transition induit par Pdpn est associé a son interaction avec les protéines ERM mais également a
I’activation de RhoA.

L'expression forcée de Pdpn dans les cellules humaines d’adénocarcinome du sein, MCF7,
augmente leurs capacités d’adhésion, d’invasion et de migration cellulaire (Wicki et al., 2006). La
migration observée est de type collective, I'expression de la cadhérine E est maintenue. Dans ce
modele, Pdpn co-localise avec I'ezrine phosphorylée dans les protrusions membranaires et induit
une diminution d’activation de RhoA.

Dans les kératinocytes, I'expression de Pdpn augmente progressivement au cours du processus de
cicatrisation, notamment au front de la blessure (Asai et al., 2016). La diminution d’expression de
Pdpn dans des kératinocytes humains primaires inhibe leur capacité de migration dans des essais
de blessure in vitro en induisant une surexpression de la cadhérine E et une diminution de
I'activité de RhoA. Ces résultats indiquent que Pdpn joue un réle essentiel dans les processus de
ré-épithélialisation apres blessure.

Il apparait clair, a partir de ces études, que la Pdpn partipe au contrdle de la plasticité des cellules
épithéliales et peut favoriser leur migration en induisant la réorganisation du cytosquelette. Les
mécanismes évoqués impliquent essentiellement les protéines ERM et une modulation de
I'activité des Rho-GTPases. L'activation de processus de type EMT semble dépendre du contexte

cellulaire et reste a documenter précisément.

d) Implications pathologiques de la Podoplanine

-Pdpn et carcinomes

Comme on l'a vu précédemment, la Pdpn est exprimée dans de nombreux cancers solides
(Tableau 5), souvent localisée au front invasif de ces tumeurs. Son réle dans la stimulation de la

migration cellulaire individuelle et collective observée in vitro suggére une implication directe de
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Pdpn dans la progression tumorale. La surexpression de Pdpn dans les cellules tumorales est
souvent un facteur de mauvais pronostic ; caractérisé par une survie diminuée des patients, une
dissémination accrue des cellules tumorales dans les vaisseaux sanguins ou ganglions
lymphatiques périphériques et un risque métastatique élevé (pour revues, Pula et al., 2013; Dang
etal., 2014).

Le r6le de Pdpn a été étudié in vivo dans un modele murin de carcinomes de cellules B
pancréatiques (Wicki et al., 2006). La progression de ces tumeurs invasives est caractérisée par
une altération profonde des jonctions adhérentes avec perte d’expression de la cadhérine E, de la
B-caténine jonctionnelle et une induction de la cadhérine N. La génération de mutants
surexprimant Pdpn dans les cellules B a montré que Pdpn accélére la progression des tumeurs
pancréatiques sans affecter I’'expression de la cadhérine E. Par contre, en présence de Pdpn, les
cellules tumorales au front invasif présentent une relocalisation des protéines ERM dans des
extensions cytoplasmiques de type filopodes. Les conclusions de ce travail argumentent en faveur
d’un réle de Pdpn dans la migration collective des cellules épithéliales, sans activation d’un
processus d’EMT, comme observé in vitro dans la lignée MCF7 (Wicki et al., 2006 ; pour revue,
Wicki et Christofori, 2007).

Deux études distinctes rapportent que Pdpn est un composant des invadopodes, structures
membranaires spécialisées riches en actine, impliquées dans la dégradation de la matrice
extracellulaire et l'invasion tumorale (pour revue, Poincloux et al., 2009). La stimulation de
I'expression de Pdpn dans une lignée de carcinome squameux augmente la formation
d’invadopodes et la dégradation de matrice, tandis que son inhibition réduit ces processus (Hwang
et al., 2012). Dans ce méme modele cellulaire, Martin-Villar et al., 2015 rapportent que Pdpn
stabilise la formation des invadopodes. Le recrutement de Pdpn dépend de son association aux
radeaux lipidiques et de son interaction avec les protéines ERM.

La Pdpn a été proposée comme marqueur des cellules initiatrices de tumeurs dans certains
cancers de type squameux. Les données obtenues sur des lignées cellulaires indiquent que le
potentiel tumorigénique des cellules exprimant fortement Pdpn est supérieur a celles I'exprimant
faiblement (Atsumi et al., 2008; Rahadiani et al., 2010). Un travail récent précise que dans ces
modeles, Pdpn favorise la survie cellulaire et suggére que ce processus serait dépendant de ROCK,
I'effecteur majeur de RhoA (Miyashita et al., 2017).

Récemment, des genes de fusion entre la Pdpn entiére et la partie catalytique de la protéine
kinase C (PKC) ont été identifiés dans I'histiocytome fibreux (Plaszczyca et al., 2014). Ces fusions

ont été retrouvées au niveau génomique mais aussi dans les transcrits d’ARN. C’est la premiere
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fois qu’un gene de fusion associé a la Pdpn est décrit. |l pourrait aboutir a la présence de protéines
chiméres comportant la partie liée a la membrane de la Pdpn et le domaine catalytique de PKC.
Cela résulterait en une activité constitutive aberrante de la kinase au niveau membranaire. Ces
résultats ouvrent une nouvelle direction de recherche qui pourrait permettre I'identification de
nouvelles protéines de fusion associées a la Pdpn pouvant étre impliquées dans la tumorigénese

et la signalisation moléculaire d’autres types de cancers.

-Pdpn et microenvironnement tumoral

La Pdpn est impliquée dans plusieurs processus cellulaires connus pour favoriser la progression et
I'invasion tumorales, notamment |’activation plaquettaire et la lymphangiogenese (pour revues,
Suzuki-Inoue et al., 2017; Takemoto et al., 2017). De plus, la Pdpn est exprimée par les CAFs qui
constituent une composante stromale jouant un rble trés important dans le développement
tumoral.

L’agrégation et |'activation plaquettaires induites par les cellules tumorales sont connues pour
faciliter la progression tumorale et I'établissement de métastases, en créant des micro-embolies,
délivrant des facteurs de croissance et protégeant les cellules tumorales des défenses
immunitaires. Des essais de thérapies ciblant la protéine Pdpn ont été élaborés a I'aide d’un
anticorps reconnaissent des motifs spécifiques de la partie extracellulaire de la Pdpn se liant a
Clec2 (pour revue, Takemoto et al., 2017).

La Pdpn est tres utilisée comme marqueur immunohistochimique spécifique des vaisseaux
lymphatiques par les pathologistes afin d’évaluer la lymphangiogenese dans les tumeurs. La
lymphangiogenése est un parametre tres important dans la progression tumorale, notamment
dans les cas de mélanomes et de cancers du sein (pour revue, Ran et al., 2010). Les vaisseaux
lymphatiques, de par leurs jonctions cellulaires laches et leur débit lent, sont considérés dans
certains cancers comme les voies principales empruntées pour la dissémination métastatique. Les
vaisseaux lymphatiques peuvent étre intra- ou péri-tumoraux et permettraient aux cellules
tumorales de s’échapper plus facilement de la tumeur primaire que les vaisseaux sanguins. Un
travail récent révele que les interactions entre Pdpn, Galectin 8 et les intégrines potentialisent la
stimulation lymphangiogénique induite par le VegfC, révélant que Pdpn est un acteur essentiel de
la lymphangiogenése pathologique (Chen et al., 2016).

L’expression de Pdpn dans les CAFs a été observée dans de nombreux carcinomes et souvent
associée a la présence de métastases dans les ganglions lymphatiques, une sévérité de la

progression tumorale, un faible grade de différenciation et une survie réduite des patients (pour
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revue, Dang et al., 2014). Notamment, dans le cancer du sein invasif, I'expression de Pdpn dans les
CAFs a été associée a un mauvais pronostic corrélant avec une invasion des ganglions
lymphatiques, un faible grade de différenciation et des tumeurs agressives négatives pour les
récepteurs hormonaux (Schoppmann et al., 2012; Pula et al., 2013). Le role de Pdpn dans les CAFs

reste a déterminer de fagon précise.
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Contexte, objectifs de I’étude et approches expérimentales

L'analyse transcriptionnelle comparée des cellules basales et luminales isolées a partir
d’épithélium mammaire murin et humain, a classé la Pdpn parmi les genes les plus fortement
exprimés dans les cellules basales, au méme titre que Krt5/14, Acta2, Snai2 et Trp63 (Lim et al.,
2010). Par immuno-marquage, nous avons confirmé que |’expression de Pdpn était restreinte a la
couche basale de I'épithélium mammaire (Fig. 29). Celle-ci abrite des cellules souches et
progénitrices qui gouvernent le développement de la glande et dont la dérégulation pourrait étre
a l'origine de certains cancers du sein (pour revues, Visvader, 2009; Macias et Hinck, 2012).

La Pdpn est essentielle au développement précoce, au maintien de I'intégrité de nombreux tissus
et joue un réle important dans la morphogenése, la plasticité, la migration et la contractilité
cellulaires (Wicki et al., 2006; Martin-Villar et al., 2006; Astarita et al., 2012; Acton et al., 2014;
Renart et al., 2015; Astarita et al., 2015). De plus, elle est exprimée au front invasif de diverses
tumeurs solides, suggérant son implication dans la progression et l'invasion tumorales (pour
revue, Wicki et Christofori, 2007). La distribution précise et le role potentiel de la Pdpn dans le

tissu mammaire n’ont pas été étudiés a ce jour.

Humain Souris

Figure 29 : Expression de la Pdpn dans I'épithélium mammaire humain et murin

Gauche : Immunofluorescence avec les anticorps anti-K8 et anti-Pdpn sur coupe histologique de glande
mammaire normale humaine issue de mammoplastie chirurgicale. Les noyaux sont marqués au Dapi (bleu).
Barre d’échelle = 30 um. Droite : Coupe transversale d’un canal mammaire murin marqué avec les
anticorps anti-pan kératine (TK) et anti-Pdpn. Barre d’échelle = 60pum.

Le but de mon travail de these consistait en I'étude du rble joué par la Pdpn dans le
développement, la fonction des cellules souches et la tumorigenése mammaires. Les points
essentiels de cette étude sont développés ci-apres. J’ai notamment :

- analysé la distribution de Pdpn au cours du développement de la glande mammaire ;



Partie 2 : Contexte, objectifs et approche expérimentales 96

- généré des souris K5Cre;Pdpn™ présentant une inactivation de la Pdpn ciblée dans la
couche basale mammaire et étudié leur phénotype mammaire aux stades essentiels du
développement post-natal, puberté, maturité, gestation et lactation;

- isolé les cellules basales et luminales, contréles et mutantes, et comparé leur activité
souche/progénitrice par des essais de transplantation, de formation de colonies et de
mammospheres;

- analysé les caractéristiques moléculaires des cellules basales et luminales, contrdles et
mutantes ;

- précisé les mécanismes moléculaires impliquant la Pdpn a I'aide d’expériences de gain de
fonction dans une lignée de cellules basales mammaires établie dans le groupe (Deugnier
et al., 1999; Deugnier et al., 2002).

- étudié I'impact de la perte de la Pdpn dans le modéle murin de tumorigenése mammaire,
K5ANpcat qui exprime une forme constitutivement active de la Bcat dans la couche basale
mammaire et développe des carcinomes mammaires triple-négatifs de type basal (Teuliere

et al., 2005; Moumen et al., 2013).

Les résultats obtenus dans les modeles murins sont présentés dans I'article joint avec un résumé

des données principales (page 98) et une partie de résultats additionnels (page 140).

En complément de ces études et pour évaluer si la Pdpn peut représenter un facteur pronostique
ou diagnostique intéressant, j’ai analysé son expression dans différents sous-types de cancers du
sein, grace a une collection d’échantillons de tumeurs de patientes sur « tissue microarrays »

(TMA) établie par I’équipe médicale de I'Institut Curie (programme Pic-BIM).

Par ailleurs, j’ai contribué a la caractérisation d’un nouveau marqueur de la population luminale
clonogénique, ICAM-1, qui fait I'objet d’une étude publiée et jointe en annexe 1 du document (Di-

Cicco et al., 2015).
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1) La perte de Podoplanine perturbe la fonction des cellules
souches et la tumorigénése mammaires par la modulation de la
voie de signalisation Wnt/Bcaténine

Cette étude a fait I'objet d’un article scientifique soumis dans le journal « Development » dont le

résumé des principaux résultats est présenté ci-dessous.

1) Dans I’épithélium mammaire post-natal, la Pdpn est exprimée exclusivement

dans le compartiment basal, incluant les cellules souches bipotentes

Nous avons analysé |'expression de la Pdpn par immunohistofluorescence au cours du
développement mammaire (Bresson et al., Fig.1). Elle est présente au jour 15 de 'embryogéneése
dans la totalité du bourgeon mammaire largement positif a ce stade pour K5. Apres la naissance,
durant la puberté, la maturité, et la gestation, son expression est restreinte a la couche basale de
I’épithélium mammaire, comprenant les cellules de la coiffe des TEBs et les cellules
myoépithéliales canalaires et alvéolaires. A ces stades, I'expression de Pdpn est concentrée aux
contacts intercellulaires et co-localise avec pERM (Bresson et al., Fig.1). La Pdpn est absente des

eme

cellules myoépithéliales dans la glande au 4™ jour de lactation.

En cytométrie de flux, I'expression de Pdpn et CD24 dans les cellules épithéliales a permis de
discriminer, a tous les stades du développement post-natal, une population distincte positive pour
CD24 et exprimant fortement Pdpn. En accord avec les données in situ, la population isolée
positive pour Pdpn exprime les genes spécifiques du lignage basal. Elle contient de plus la totalité
de la capacité de régénération apres transplantation, démontrant que les cellules souches

bipotentes expriment Pdpn (Bresson et al., Fig.1 et Sup.1).

2) La perte de Pdpn dans I’épithélium mammaire entraine un défaut fonctionnel des

cellules souches basales et luminales

Le modele murin K5Cre;PdpnF/F présente une perte totale d’expression de Pdpn dans la couche
basale mammaire. Comme attendu, les cellules stromales non ciblées par le promoteur K5
conservent leur expression en Pdpn. Par croisement des souris K5Cre;PdpnF/F avec les souris
rapporteuses Rosa26-LacZ, nous avons montré que les cellules déficientes en Pdpn donnaient

naissance a la totalité de I'épithélium mammaire, basal et luminal, et ainsi confirmé la délétion
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initiale de Pdpn dans une cellule souche embryonnaire bipotente, positive pour K5 (Bresson et al.,

Fig.2).

L’épithélium mammaire des souris déficientes en Pdpn (dit mutant) a été analysé a différents
stades du développement, notamment en puberté et maturité présentés dans cet article (Bresson
et al., Fig.2), et en gestation/lactation qui font I'objet de résultats supplémentaires (page 140). Au
stade adulte vierge, les souris mutantes présentent un épithélium plus simple avec une quantité
de ramifications secondaires et tertiaires inférieure a leurs contrdles de portée, et les analyses par
cytométrie de flux révelent un compartiment basal réduit (Bresson et al., Fig.2). Les cellules
basales mutantes ont une fréquence en cellules souches bipotentes capables de régénération trois
fois plus faible que les contréles et un potentiel clonogénique diminué de moitié, en culture 2D et
condition mammosphére (Bresson et al., Fig.2, Fig.3 et Sup. 3). Les mammospheres de premiere
génération obtenues a partir de cellules basales déficientes en Pdpn contiennent moins de cellules
métaboliquement actives, et sont enrichies en cellules double-positives pour les marqueurs
spécifiques des lignages basal et luminal, K5 et K8. De plus, la capacité des spheéres mutantes a
générer des spheres de seconde et troisieme générations, est réduite (Bresson et al., Fig.3). Le
défaut de clonogénicité apparait des la puberté, bien que le développement canalaire et
I'organisation des TEBs semblent normaux (Bresson et al., Fig.2 et Sup.2). L'ensemble de ces
résultats indique que la perte de Pdpn affecte la fonction des cellules souches basales, en
perturbant leurs capacités de prolifération ou survie, d’auto-renouvellement et de différenciation.
En ligne avec ces perturbations, la population luminale mutante dérivant de cellules souches
basales déficientes en Pdpn présente une réduction de 25% de cellules progénitrices capables de

former des colonies en culture (Bresson et al., Fig.4).

Pour confirmer que les défauts observés sont inhérents a I'épithélium, des transplantations en
série de fragments d’épithélium ont été réalisées. L'analyse de ces greffons a montré que le
potentiel régénératif de I'épithélium mutant adulte était restreint aprés 3 transplantations,
indiquant qu’en accord avec la diminution d’activité des cellules souches basales et luminales, la
perte de Pdpn induit une réduction de développement tissulaire a long-terme (Bresson et al.,

Fig.2).
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3) L’épithélium mammaire déficient en Pdpn présente une perturbation

d’expression des composants de la voie de signalisation Wnt/Bcat

La fonction des cellules souches mammaires est maintenue par un ensemble complexe de
régulateurs, comprenant notamment des acteurs majeurs de la voie Wnt/Bcat, comme Wnt4 et
Rspol (Cai et al., 2014). Dans le compartiment basal isolé a partir de souris adultes déficientes en
Pdpn, nous avons observé, par gPCR, une perturbation de I'expression génique de certains
composants du signalosome de Wnt. Les cellules basales déficientes en Pdpn présentent une
expression plus élevée des récepteurs Fzd7 et Lgr5 et une régulation négative de certains génes
cibles de la voie Wnt, dont Ccnd1, Krt15, Vcan et Jagl (codant pour la Cycline D1, K15, Versican et
Jagl). L'expression différentielle des genes cités ci-dessus permet de ségréger clairement les

cellules basales contrdles et mutantes (Bresson et al., Fig.3 et Sup.4).

L’analyse de I'expression d’ICAM-1 dans le compartiment luminal des souris mutantes a révélé une
surreprésentation de la population ER/PR+ au détriment de celle des progéniteurs luminaux
majoritairement ER/PR-. Cette perturbation de balance des lignages luminaux est associée a une
légére augmentation de I'expression génique de Wnt4, produit par les cellules ER/PR+, et une
diminution de Rspo1, exprimé par les cellules progénitrices ER/PR- (Bresson et al., Fig.4).

L'ensemble de ces résultats indique que la perte de Pdpn in vivo est associée a une perturbation
d’expression de différents éléments de la voie Wnt/Bcat, dans les cellules basales et luminales
mammaires et suggére une modulation négative de la signalisation Wnt/Bcat dans les cellules

basales déficientes en Pdpn.

4) La Pdpn module positivement la voie de signalisation Wnt/Bcat dans les cellules

basales mammaires

Afin d’étudier I'implication de la Pdpn dans la voie Wnt/Bcat en dehors de la complexité du
contexte in vivo, nous I'avons surexprimé, de maniére stable, dans une lignée de cellules basales
mammaires murines établie au laboratoire a partir de la lignée mammaire murine HC11 (Deugnier
et al., 1999; Deugnier et al., 2002). La lignée BC44 utilisée exprime les marqueurs majeurs du
lignage basal, comprenant K5, K14, Cdh3, DNp63 et les intégrines B1, a6 et B4 mais est dépourvue
de Pdpn (Bresson et al., Fig.5). La stimulation avec Wnt3a des cellules BC44 exprimant de fagon
forcée la Pdpn, en présence ou en absence de Rspol, a révélé une augmentation significative de la

réponse a la signalisation Wnt/Bcat, analysée au niveau moléculaire par I'expression de I'Axin2,
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par I'activation et la translocation nucléaire de la Bcat (Bresson et al., Fig.5 et Sup. 5). Dans ce
modele, la Pdpn est donc un acteur positif de la signalisation Wnt/Bcat induite par Wnt3a et
amplifiée par Rspol. De plus, la transfection transitoire d’une forme tronquée de la Bcat, non
phosphorylable et constitutivement active, dans les cellules BC44 positives pour Pdpn entraine le
méme type de réponse potentialisée quantifiée a I'aide du systéme rapporteur TopFlash (Bresson
et al., Fig.5). L'ensemble de ces expériences de gain de fonction nous a permis de révéler le role

potentiateur de la Pdpn dans la signalisation Wnt/Bcat.

5) La perte de Pdpn atténue la formation de tumeurs triple-négatives dans un
modele murin de tumorigénése mammaire induite par l'activation de la voie

Whnt/Bcat

La voie Wnt/Bcat étant impliquée dans le développement des tumeurs du sein triple-négatives,
nous avons analysé le role potentiel de la Pdpn dans le développement de tumeurs de ce type en
utilisant le modele murin de tumorigénese K5ANcat établi au laboratoire. L’analyse des tumeurs
développées par les souris K5ANBcat en immunohistofluorescence et cytométrie de flux a montré
gue la Pdpn est exprimée dans la majorité des cellules tumorales positives pour K5 et plus

fortement au front invasif de ces tumeurs (Bresson et al., Fig.6).

L'impact de la perte de Pdpn sur la formation des tumeurs mammaires a été analysé dans des
souris K5ANfcat croisées avec les souris K5Cre;PdpnF/F. Les tumeurs déficientes en Pdpn
apparaissent plus tardivement et en moindre nombre que chez les contrdles. La population
tumorale déficiente en Pdpn, isolée par cytométrie de flux, présente une capacité de formation de
sphere en 3D réduite. L’analyse des caractéristiques moléculaires des cellules tumorales mutantes,
par qPCR et Western blot, a confirmé leur identité basale, et révélé qu’elles présentaient une
surexpression de la cadhérine E et une diminution de I'expression de certains marqueurs
mésenchymateux (Vimentine, Snail, Twistl ; Bresson et al., Fig.6). Ces résultats suggerent que la
perte de Pdpn dans les tumeurs mammaires induites par 'activation ectopique de la Bcat entraine
une atténuation de leur formation associée a un phénotype moléculaire plus épithélial ainsi qu’a
un défaut fonctionnel de la sous-population de cellule tumorale initiatrice de tumeurs. Comme
dans le modele cellulaire BC44, la présence de Pdpn semble donc entrainer une potentialisation

de la voie Wnt/Bcat.



Partie 3 : Résultats 102

L’analyse de I’épithélium mammaire des souris K5ANfBcat déficientes en Pdpn a I’état nullipare,
avant I'apparition des tumeurs, est présentée dans la partie des résultats supplémentaires (page

151).

6) Conclusion de I'article

Dans leur ensemble, nos résultats indiquent que la Pdpn, exprimée spécifiquement dans la couche
basale de I'épithélium mammaire, participe a la régulation des cellules souches/progénitrices
normales et des cellules tumorales initiatrices de tumeurs, probablement par la potentialisation

de la voie de signalisation Wnt/Bcat.

Article soumis dans le journal « Development » : Podoplanin regulates mammary stem cell

function and tumorigenesis by modulating Wnt/Bcat signaling.
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ABSTRACT

Stem cells (SC) drive mammary
development, giving rise postnatally to an
epithelial bilayer composed of luminal and
basal myoepithelial cells. The molecular
identity of SCs and the factors regulating
their function remain poorly defined. We
identified the transmembrane protein,
Podoplanin (Pdpn), as a specific marker of
the basal compartment, including
multipotent SCs, and found Pdpn localized
at the basal-luminal interface. Embryonic
deletion of Pdpn targeted to basal cells
diminished basal and luminal SC activity
and affected expression of several Wnt/B-
catenin (Wnt/B-cat) signaling components.
Moreover, Pdpn loss attenuated mammary

tumor formation in a mouse model of 3-cat
-induced breast cancer, limiting tumor-
initiating cell expansion and promoting
molecular features associated with
mesenchymal-to-epithelial cell transition.
In line with the loss-of-function data, we
demonstrated that mechanistically, Pdpn
enhanced Wnt/B-cat signaling in mammary
basal cells. Overall, our study reveals a
role for Pdpn in mammary development
and tumorigenesis through the control of
Wnt/B-cat -responsive SCs.

KEY WORDS: Mammary gland, Stem cells,
Breast cancer, Wnt signaling, Podoplanin

INTRODUCTION

Mammary development initiates during
embryogenesis however, its major part occurs
postnatally. During puberty, the mammary
ducts elongate and ramify extensively,
generating a ductal network in sexually mature
females. Pregnancy is characterized by ductal
side branching and alveoli formation.
Lactational differentiation is followed by
involution at weaning. Systemic hormonal cues
and various local stimuli, including growth
factors, cell-cell and cell-matrix interactions,
control the morphogenesis and remodeling of
the postnatal mammary gland (Macias and
Hinck, 2012; Glukhova and Streuli, 2013).

The mammary epithelium is organized
as a bilayer, with an outer layer of basal
myoepithelial cells and an inner layer of
luminal cells. During lactation, the luminal cells
produce milk, whereas the myoepithelial cells
are contractile and serve for milk expulsion.
Basal myoepithelial cells express basal-
specific keratins (including K5/14), P-cadherin,
smooth muscle-specific contractile proteins,
and the transcription factors DNp63 and
Slug/Snail2, which are essential for the
maintenance of basal cell identity (Yalcin-
Ozuysal et al.,, 2010; Guo et al.,, 2012). The

luminal cell layer is characterized by the
expression of K8/18. It includes a subset of
hormone-sensing cells that express estrogen,
progesterone and prolactin receptors (ER, PR
and PrIR, respectively), essential for mammary
development (Brisken and O’Malley, 2010).

It is established that both mammary
lineages, basal and luminal, originate from a
common embryonic stem cell (SC) expressing
basal keratins (van Keymeulen et al., 2011;
Moumen et al.,, 2012). In the postnatal
mammary gland, multipotent SCs able to
repopulate the entire epithelium upon
transplantation have been localized to the
basal compartment (Visvader and Stingl,
2014). Data from lineage-tracing studies have
revealed the existence of basal and luminal
lineage-restricted SCs (van Keymeulen et al.,
2011; Prater et al., 2014; Rios et al, 2014). The
precise molecular characteristics of multipotent
and lineage-restricted SCs remain unknown,
and their respective contributions to mammary
bilayer development and homeostasis after
birth are still a matter of debate (Lloyd-Lewis et
al., 2017). Nevertheless, in recent years,
considerable interest has focused on these cell
subsets, from which certain breast cancers are
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thought to originate, particularly cancers of the
triple-negative subtype (TNBC), lacking ER,
PR and amplified HER2, often associated with
a poor prognosis (Visvader and Stingl, 2014;
Skibinski and Kuperwasser, 2015).

Many studies have shown that canonical
Wnt signaling (Wnt/B-cat) is essential for
normal mammary development (Yu et al.,
2016). In addition, this pathway is frequently
deregulated in TNBCs (Pohl et al., 2017).
Whnt/B-cat signaling has been shown to play a
major role in controlling the expansion of the
basal cell population during postnatal
mammary development (Teuliére et al. 2005;
Zeng and Nusse, 2010; Macias et al., 2011;
van Amerongen et al., 2012; Cai et al., 2014;
Rajaram et al., 2015). Basal cells display a
complex Wnt receptor machinery, including
Fzd7, Lrp5/6 and the R-spondin (Rspo)
receptors Lgr4/5/6, known to modulate Wnt/3-
cat signal strength (Badders et al., 2009; de
Visser et al.,, 2012; Wang et al., 2013;
Chakrabarti et al.,, 2014; Blaas et al., 2016;
Driehuis and Clevers, 2017). Luminal cells
have been identified as a major source of Wnt-
associated ligands. In particular, they produce
Wnt4 and Rspo1, two major regulators of
paracrine Wnt/B-cat activation in basal cells
(Cai et al., 2014; Rajaram et al., 2015).

Comparative transcriptome analyses of
basal and luminal cells isolated from adult
mouse and human mammary glands indicated
that podoplanin (Pdpn) was among the top
ranking genes characterizing the basal cell
signature (Lim et al.,, 2010). However, its
functional importance remains unknown. Pdpn
is a small mucin-type transmembrane protein
composed of a glycosylated extracellular
domain, a transmembrane region and a short
cytoplasmic tail devoid of enzymatic activity
(Renart et al., 2015). Widely used as a marker
of lymphatic endothelial cells, Pdpn is also
displayed by various other cell types, including

certain epithelial cells, and is overexpressed in
human carcinomas of different tissular origin
(Schacht et al., 2005; Wicki and Christophori,
2007; Ugorski et al., 2016).

Pdpn-null mice die before or shortly after
birth, exibiting defects in lung organogenesis,
cardiac function and blood-lymph separation
(Astarita et al., 2012). Pdpn is therefore critical
for the early development of several tissues.
Most of the data concerning the physiological
function of Pdpn comes from studies on the
immune system focusing on the ability of the
extracellular domain of Pdpn to bind the C-type
lectin, Clec2 (Suzuki-lnoue et al., 2007).
Heterotypic signaling from Pdpn- to Clec2-
expressing immune cells is crucial for platelet
activation,  blood-lymph  separation and
dendritic cell migration (Astarita et al., 2012).

Pdpn function in epithelial cells has been
mostly investigated in culture. The ectopic
expression of Pdpn in various epithelial cell
lines promotes cell motility, modifying actin
cytoskeleton organization (Martin-Villar et al.,
2006; Wicki et al., 2006; Cueni et al., 2010). At
the molecular level, Pdpn has been shown to
interact, via its intracellular domain, with the
membrane cytoskeleton linkers Ezrin and
Moesin (members of the ERM family).
Moreover, Pdpn has been reported to
modulate RhoGTPases activity, in fibroblasts
and epithelial cells (Martin-Villar et al., 2006;
Wicki et al., 2006; Cueni et al., 2010; Acton et
al., 2014; Astarita et al., 2015).

We used a conditional gene deletion
approach to investigate the role of Pdpn in
mammary development and tumorigenesis.
Our data reveal that Pdpn participates in the
control of basal SC function, through positive
regulation of the Wnt/B-cat signaling pathway.
Moreover, using a mouse model of [B-cat-
induced TNBC, we found that Pdpn loss
limited tumor-initiating cell (TIC) expansion,
attenuating mammary tumorigenesis.
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RESULTS

In the postnatal mammary gland, Pdpn is
expressed exclusively in the basal
compartment including multipotent SCs

Pdpn was present throughout the
mammary bud on embryonic day 15 (E15),
and was strongly expressed at -cell-cell
contacts (Fig.1A). After birth, Pdpn expression
was restricted to the basal cell layer. Ductal
myoepithelial cells and the basal cap cells of
the terminal end buds (TEB), specialized
structures driving ductal growth and branching
during puberty, expressed Pdpn, as did ductal
and alveolar myoepithelial cells in pregnant
mouse glands (Fig.1B and C). Differentiated
myoepithelial cells on day 4 of lactation stained
negative for Pdpn (Fig. 1D). Of note, Pdpn was
concentrated at the apical and lateral surfaces
of myoepithelial cells in ducts and alveoli and
colocalized with p-ERM at the basal-luminal
interface (Fig.1B and C). Basal cells, unlike
luminal cells, expressed moesin rather than
ezrin (Fig. S1A).

To complement immunohistological
data, we performed flow cytometry analyses.
Mammary cells were isolated at representative
stages of the postnatal development, including
puberty, maturity, early and late gestation, and
stained for CD45, CD31, CD24 and Pdpn. At
each stage of development, two distinct
populations, Pdpn® and Pdpn’, were detected
within the pool of CD31/45 CD24" epithelial
cells (Fig. 1E). An analysis of gene expression
showed that the Pdpn® population consisted of
cells expressing the basal-specific markers
Trp63 (encoding p63) and Acta2 (encoding a-
smooth muscle actin, SMA), while the Pdpn
population comprised the K8" luminal cells
(Fig. 1F). These data demonstrate that Pdpn is
a reliable and specific surface marker of
mammary basal cells in flow cytometry
experiments. The Pdpn receptor, Clec2, was
absent from the CD24" basal and luminal cell
populations, indicating that Pdpn-Clec2
interactions do not occur in the mammary
bilayer (Fig. S1B).

To ascertain that the Pdpn® cell
population contained the multipotent SC
subset, we compared the regenerative
potential of the Pdpn™ and Pdpn™ epithelial cell
populations isolated from adult virgin glands in
limiting-dilution transplantation assays.
Repopulating activity, characterized by ductal
outgrowths in virgin hosts and alveolar
development in pregnant recipients, was
restricted to the Pdpn® cell fraction (Fig. 1G
and S1C), showing that Pdpn marked
multipotent SCs.

K5Cre; Pdpn™" mice display Pdpn depletion
in the mammary epithelium

To investigate the role of Pdpn in
mammary development and SC function, we
generated K5Cre;Pdpn™ mice, in which Pdpn
was deleted specifically in K5-expressing
epithelial  cells. Flow cytometry and
immunohistofluorescence analyses showed
Pdpn to be absent from the entire basal cell
compartment of adult K5Cre;Pdpn™" mammary
glands (Fig. 2A and S2A). As expected, the
non-targeted CD24" mammary stromal cells
expressed Pdpn (Fig. 2A).

We monitored Pdpn deletion from the
mutant epithelium, by crossing K5Cre;Pdpn™
mice with the Rosa26-LacZ reporter mouse
strain (R26) and analyzing LacZ activity in five-
month-old virgin mouse mammary glands. As
in the control K5Cre;R26 mammary epithelium,
both basal and Iluminal cells were LacZ-
positive in mutant K5Cre;Pdpn™ R26 glands
(Fig. 2B), indicating that the entire mutant

epithelium was derived from Pdpn-null
multipotent SCs.

The K5Cre;Pdpn™ mice were healthy,
fertle and displayed normal postnatal
development. We did not observe any
deleterious phenotype in skin, a tissue

targeted by the K5 promoter (Ramirez et al.,
2004). Mutant dams were able to feed their
pups, indicating that Pdpn loss did not
compromise lactation.
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The mammary basal
pubescent Pdpn-deficient
reduced SC content

To evaluate the role of Pdpn in
mammary morphogenesis during puberty, we
performed whole mount and histological
analyses on glands from six-week-old
K5Cre;Pdpn™ mutant females and their
control Pdpn™ littermates. Overall, ductal
elongation and branching were similar in
mutant and control glands (Fig. 2C and S2B).
Pdpn-deficient ducts and TEBs had a normal
organization, with inner luminal cells and outer
K5- and SMA-expressing myoepithelial cells
(Fig. S2C). As in the control epithelium, a large
proportion of luminal cells in mutant ducts and
TEBs expressed nuclear PR (Fig. S2C).

Flow cytometry data showed that the
proportion of basal cells was unaffected in the
mutant epithelium (Fig. S2D). However, ex
vivo mammosphere-formation assays, used to
assess stem/progenitor cell activity (Spike et
al., 2012; Chiche et al., 2013), revealed that
purified Pdpn-null basal cells were significantly
less clonogenic than control cells (Fig. 2D).
Thus, although Pdpn loss had no measurable
effect on mammary ductal morphogenesis
during puberty, it caused a decrease in basal
SC content.

population of
mice has a

Pdpn loss affects mammary duct branching
and SC activity in adult virgin mice

We then compared the mammary
glands of adult virgin mutant and control mice.
Whole mount analyses revealed a lower
degree of mammary branching in Pdpn-
deficient females than in their control
litermates (Fig. 2E). Mutant mammary ducts
appeared normally organized, however flow
cytometry data revealed that the percentage of
basal cells was significantly lower in the Pdpn-
deficient than in the control epithelium (Fig.
S3A and 2F). Expression levels for the integrin
a6 (ltga6/CD49f) and b1 chains (Itgh1/CD29)
were identical in control and mutant basal cells
(Fig. 2F and S3B).

Colony formation assays showed that
adult Pdpn-null basal cells were half
clonogenic as control cells (Fig. 2G). We
explored the functional importance of Pdpn for

SC activity further, by comparing the
regenerative potential of control and mutant
basal cells isolated from mammary glands of
adult  virgin mice in  limiting-dilution
transplantation assays. When transplanted in
large numbers, Pdpn-null basal cells were able
to fully colonize cleared fat pads, giving rise to
well-organized mammary ducts. However, their
SC content was reduced by a factor 2.8,
compared to the control basal cell population
(Fig. 2H and S3C).

We next investigated the long-term
regenerative  potential of Pdpn-deficient
mammary epithelium, by serially transplanting
epithelial fragments. Pdpn deletion was
confirmed by gPCR in mutant basal cells
isolated from grafted tissues (Fig. S3D). Basal
cells isolated from the primary, secondary and
tertiary outgrowths were assessed for their
clonogenic capacities. Unlike their control
counterparts, mutant basal cells displayed a
marked decrease in their clonogenic ability
after one round of transplantation (Fig. S3E).
Consistent with these findings, whole mount
analyses of tertiary outgrowths showed that
Pdpn-deficient epithelial fragments were less
competent than control grafts for the
production of highly ramified ductal structures
occupying more than 25% of the cleared fat
pad (Fig. 2I).

Altogether, these data indicated that
Pdpn deletion affected SC activity in the
mammary basal compartment and restricted
the developmental capacity of the mammary
epithelium at long-term.

The expression of Wnt signaling
components is affected in Pdpn-null basal
cells

To analyze the molecular alterations
induced by Pdpn loss, we first compared
expression of a panel of lineage-specific genes
in mammary basal cells purified from control
and K5Cre; Pdpn™™ adult virgin mice, by
gPCR. As expected, the six analyzed mutant
cell preparations were devoid of Pdpn
expression (Fig. S4A). Mutant and control
basal cells displayed similar levels of
expression for essential basal-specific genes
including Krt5, Krt14, Cdh3 (encoding P-
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cadherin), the transcription factors Trp63 and
Snai2, and the smooth muscle-specific genes
Acta2, Cnn1 (encoding calponin) and Myh11
(encoding smooth muscle-specific myosin
heavy chain) (Fig. 3A). Basal/myoepithelial
lineage specification therefore appears to
occur normally in the absence of Pdpn.

Interestingly, two genes encoding
components of the Wnt signalosome, Lgr5 and
Fzd7, were more strongly expressed in Pdpn-
null than in control basal cells (Fig. 3A). We
therefore investigated the expression of
several Whnt-related genes previously
implicated in the control of epithelial cell
function
(http://web.stanford.edu/group/nusselab/cgi-
bin/wnt/; Rodilla et al., 2009; Moumen et al.,
2012; van Amerongen et al., 2012; Meier-Abt
et al., 2014; Wang et al., 2015; Yu et al.,
2016). Expression of the established Wnt/B-cat
target genes, Axin2, Myc, Id2, Cdh1 (encoding
E-cadherin) and Procr (encoding protein C
receptor), and the Wnt pathway-associated
genes, Lmpb, Lrp6, Lgr4 and Lgr6, was not
significantly modulated in Pdpn-null basal cells
(Fig S4B). However, Ccnd1 (encoding cyclin
D1), Krt15, Vcan (encoding versican) and Jag1
were less strongly expressed in mutant than in
control basal cells (Fig. 3B). Notably,
hierarchical clustering of the gPCR data,
including those for Lgr5, Fzd7, Ccnd1, Krt15,
Vcan and Jag1 expression, clearly separated
Pdpn-null from control basal cells (Fig. 3B).

We could not analyze Lgr5 and Fzd7
expression at the protein level, because no
validated antibodies against these receptors in
mouse tissues or isolated cells are currently
available. However, consistent with the gPCR
data, immunofluorescence labeling showed
that unlike K5 and K14, K15 was poorly
expressed in the basal cell layer of adult virgin
Pdpn-deficient glands, whereas, as previously
reported (Meier-Abt et al., 2014), the vast
majority of control basal myoepithelial cells
strongly expressed K15 (Fig. S4C).

Collectively, our data revealed that
Pdpn loss affected the expression of Wnt
signaling components, including Wnt receptors
and Wnt/B-cat target genes, in mammary basal
cells. The low level of Ccnd1 in Pdpn-null

basal cells is suggestive of impaired cell cycle
progression in vivo.

Pdpn-null basal SCs have an impaired
developmental potential in 3D
mammosphere culture

We next compared the developmental
potential of control and Pdpn-null basal cells in
mammosphere formation assays. In
agreement with the data from colony-formation
assays (Fig. 2G), Pdpn-null basal cells isolated
from adult virgin glands generated half as
many primary spheres as control basal cells
(Fig. 3C). Moreover, after three serial
passages, almost no spheres had formed in
the Pdpn-deficient samples (Fig. 3C),
indicating a long-term impairment of basal SC
maintenance.

The primary spheres derived from
mutant basal cells were smaller than those
derived from control basal cells (Figs 3C and
S4D) and contained more cells expressing K5
(Fig. 3D). The number of metabolically active
cells, as measured by the CellTiter-Glo®
assay, was smaller in mutant spheres (Fig.
3E), indicating lower levels of cell survival
and/or proliferation. Both Trp63 and Lgr5 were
expressed more strongly in mutant than in
control spheres whereas transcript levels for
the luminal-specific gene Krt18 were identical
(Fig. 3F). Double immunofluorescence labeling
consistently revealed that the K5" cells,
particularly abundant in mutant spheres,
coexpressed the luminal marker K8 (Fig. 3G).

Thus, in 3D cultures, Pdpn-null basal
SCs displayed an impairment of growth and
self-renewal relative to control basal cells and
they generated more uncommitted K5'/K8"
cells, indicating an alteration of their
developmental potential.

Loss of Pdpn perturbs the luminal
compartment of adult virgin mice

The mammary epithelium of adult virgin
K5Cre; Pdpn™™ mice displayed an increase in
the proportion of luminal cells, as a corollary to
basal cell depletion (Fig. 2F and 4A). However,
in colony-formation assays, the mutant luminal
cell population was less clonogenic than the
control population, indicating a smaller
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progenitor content (Fig. 4B). As luminal
progenitors are mostly negative for hormone
receptor (HR) (Visvader and Stingl, 2014),
these data suggest that Pdpn loss perturbed
the balance between the HR™ and HR™ luminal
cell subsets. To analyze the distribution of
these subsets, we used ICAM-1, a surface
marker that robustly discriminates the
clonogenic subset (ICAM1") from the non-
clonogenic, mature HR" luminal cells (ICAM1°)
(Di-Cicco et al.,, 2015). Consistent with the
functional assay, ICAM-1 expression profiles
revealed an underrepresentation of the
ICAM1" progenitor fraction in the mutant
relative to the control luminal population (Fig.
4C).

Wnt4 and Rspo1 are secreted by the
HR* and HR  Iluminal cell fractions,
respectively, and play an important role in the
paracrine control of Wnt/B-cat activation in
basal SCs (Cai et al., 2014; Rajaram et al.,
2015; Di-Cicco et al., 2015). Using qPCR, we
revealed a lower level of Rspo1 expression
and higher levels of Wnt4 and HR transcripts
in the mutant than in the control luminal cell
population (Fig. 4D). Thus, consistent with its
lower progenitor content and higher proportion
of mature HR" cells, the mutant luminal cell
population is characterized by altered levels of
Rspo1 and Wnt4 expression.

Pdpn acts as a positive regulator of Wnt/B-
cat signaling in mammary basal SCs

To directly investigate the role of Pdpn
in the response of mammary basal cells to Wnt
signaling, we took advantage of the mouse
mammary cell line BC44, characterized in
previous studies (Deugnier et al.,, 2002).
Parental BC44 cells display basal progenitor
features, but lack Pdpn expression. We
therefore  established stable derivatives
expressing full-length Pdpn (BC44-Pdpn).
BC44 cells transfected with an empty vector
were used as controls. Flow cytometry
analysis showed that more than 90% of the
BC44-Pdpn cells expressed Pdpn whereas
Pdpn was completely absent from control cells
(Fig. 5A). Surface levels of Pdpn expression
were similar in BC44-Pdpn cells and basal
cells freshly isolated from control mammary

epithelium (Figs. 2A and 5A). Like parental
BC44 cells, the transfectants stained positive
for the basal-specific markers, Itga6, K5 and
p63 (Fig. 5A and B). Moreover, they strongly
expressed basal-specific components of the
Whnt signalosome, including Fzd7, Lrp5/6 and
the Rspo receptor, Lgr4 (Fig. S5A and B).

We compared the Wnt response of
BC44 cell transfectants, by first stimulating
them with Wnt3a, a Wnt ligand known to
activate Wnt/B-cat signaling in mammary basal
cells, inducing expression of target genes,
such as Axin2 (Zeng and Nusse, 2010). Dose-
response assays showed that BC44 control
cells significantly upregulated Axin2 upon
stimulation with 40 ng/ml Wnt3a (Fig. S5C).
Strikingly, Wnt3a treatment induced much
higher levels of Axin2 expression in BC44-
Pdpn than in control cells (Fig. 5C). A similar
differential response was observed after
cotreatment with Wnt3a and Rspo1, Rspo1
potentiating the Wnt signal as expected (Fig.
5D). Consistent with the gain-of-function
studies in BC44 cells, Wnt3a/Rspo1
cotreatment induced higher levels of Axin2
expression in Pdpn-expressing than in Pdpn-
null basal cells isolated from control and
mutant adult virgin glands respectively (Fig.
5E).

As an additional readout for Wnt/p-cat
activation, we performed western blot analysis
to assess the levels of activated f3-cat in BC44
transfectants. In agreement with the data of
the Axin2 induction assays, BC44-Pdpn cells
treated with Wnt3a were found to contain
larger amounts of activated B-cat than
stimulated control cells (Fig. 5F). Moreover,
following stimulation with Wnt3a, B-cat was
detected in the nuclei of multiple BC44-Pdpn
cells whereas control cells displayed rare (3-cat
-containing nuclei (Fig. 5G).

Finally, we performed TOPFlash
reporter assays in BC44-Pdpn and control
cells transiently transfected with a construct
encoding a constitutively active N-terminally
truncated B-cat (ANB-cat). The induction of
TOPFlash reporter activity in BC44-Pdpn cells
was three times as strong as that in control
cells (Fig. 5H). Thus, collectively, our data
strongly indicate that Pdpn can potentiate
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Whnt/B-cat signaling events in mammary basal
SCs.

Loss of Pdpn attenuates B-cat-induced
mammary tumorigenesis

There is a large body of data
supporting a critical role for Wnt/p-cat signaling
in TNBCs (Pohl et al., 2017). We therefore
investigated the possible role of Pdpn in
TNBCs, wusing a mouse model of
tumorigenesis established in our previous
studies. K5ANB-cat mice express ANB-cat in
the mammary basal cell layer and develop
triple-negative basal-like mammary tumors
(Teuliere et al., 2005; Moumen et al., 2013).
Double immunofluorescence labeling of
K5ANG-cat tumors revealed that Pdpn was
expressed in most tumor cells, colocalizing
with K5 (Fig. 6A). Bright Pdpn™ cells were often
detected at the edge of the tumor (Fig. 6A).
Flow cytometry analysis confirmed that almost
all the CD24" epithelial cells in K5ANB-cat
tumors expressed Pdpn (Fig. 6B).

To study the contribution of Pdpn to
tumor formation, we crossed K5ANB-cat mice
with K5Cre; Pdpn™ mice and compared
tumors developed in the presence (KSANB-cat;
K5Cre; Pdpn™ control mice) and absence
(K5ANB-cat; K5Cre*; Pdpn™ mutant mice) of
Pdpn. The absence of Pdpn in the CD24" cell
population of the tumors developed by mutant
mice was confirmed by flow cytometry (Fig.
6B). Expression of ANB-cat was not affected

by Pdpn loss (Fig. 6C). Like control, the mutant
tumors consisted essentially of K5-positive
basal cells that did not express K8, as shown
by gPCR (Fig. 6C). Interestingly, we found that
E-cadherin levels were higher and vimentin
levels lower in Pdpn-deficient tumors, for both
mRNA and protein (Fig. 6D and E). Snai2
expression was unaffected, but the expression
of Snai1 and Twist1, two master epithelial-to-
mesenchymal transition (EMT)-inducing
transcription factors (Nieto et al., 2016), was
weaker in the absence of Pdpn (Fig. 6D).

Cohorts of Pdpn-mutant females and
their control littermates were monitored for
mammary tumor formation until the age of 15
months. Tumor onset was slightly but
significantly delayed in the absence of Pdpn
(Fig. 6F). Moreover, the number of mammary
tumors per mouse was markedly smaller in
mutant females (Fig. 6F), suggesting a
possible effect on the tumor-initiating cell (TIC)
pool. We tested this hypothesis by assessing
the ability of purified CD24" tumor cells to form
spheres in 3D culture. These assays revealed
a significantly smaller tumorsphere-forming cell
content in Pdpn-deficient than in Pdpn-
proficient tumors (Fig. 6G).

Thus, Pdpn deletion attenuated the
formation of B-cat-induced mammary tumors
and caused TIC depletion. In addition, Pdpn-
deficient tumors displayed molecular features
associated with a mesenchymal-to-epithelial
cell transition (MET) program.

DISCUSSION

Our study uncovers a role for Pdpn in
mammary SC function and tumorigenesis. In
particular, we report that Pdpn i) is a specific
marker of the basal cell layer, including
multipotent SCs ii) participates in the control of
basal SC activity and iii) favors mammary
tumorigenesis in a model of TNBC.
Mechanistically, Pdpn was found to potentiate
Whnt/B-cat signaling in basal SCs.

Pdpn expression in the mammary gland is
spatially and temporally regulated

We found that Pdpn was exclusively
displayed by basal cells in pubescent or
sexually mature virgin and pregnant mice. The
cap cells of TEBs, ductal and alveolar
myoepithelial cells displayed intense staining
for Pdpn whereas luminal cells were negative.
This non-overlapping pattern of expression
makes Pdpn a robust surface marker for
separating basal and luminal cells by flow

cytometry. Importantly, Pdpn labels adult
multipotent SCs residing in the basal
compartment.
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Recent studies have identified Pdpn as
a regulator of the fibroblastic reticular cell
contractility, controlling the acto-myosin
cytoskeleton through Rho GTPase activation
(Acton et al., 2014; Astarita et al., 2015). Pdpn
does not appear to be essential for the
contractile function of myoepithelial cells, as it
is absent from the Ilactating gland.
Conceivably, the functional importance of
Pdpn for acto-myosin contractility depends on
cell type.

Although we cannot exclude the
existence of specific Pdpn receptors in the
mammary bilayer, neither basal nor luminal
cells expressed Clec2, the partner of Pdpn in
immune cells (Suzuki-lnoue et al., 2007,
Astarita et al., 2012). Nonetheless, Pdpn was
concentrated at basal-to-basal and basal-to-
luminal cell contacts, indicating a role in cell-
cell communication processes. Pdpn
colocalizes with p-ERM, further suggesting that
its cytoplasmic tail might transmit signals into
basal cells, as reported for immune and
epithelial cells of various origin (Martin-Villar et
al., 2006; Acton et al., 2014; Astarita et al.,
2015).

Pdpn loss causes basal SC depletion and
functional impairment

We found that the K5Cre-driven
embryonic deletion of Pdpn affected mammary
SC activity in the virgin gland. Pdpn loss
caused a depletion of basal SCs and impaired
ex vivo growth and self-renewal potential. It
also resulted in a smaller proportion of
clonogenic luminal progenitors. Consistent with
these data, Pdpn-deficient epithelial fragments
displayed a limited potential for development
upon serial transplantation.

In line with the diminished basal SC
activity, the basal cell fraction was smaller in
the adult virgin mutant epithelium. These
alterations were accompanied by a decreased
ductal branching complexity. Postnatal
mammary development is locally regulated by
a complex molecular crosstalk between basal
and luminal cells, including direct intercellular
and paracrine interactions (Brisken and
O’Malley, 2010; Macias and Hinck, 2012).
Basal cells are known to produce soluble

growth factors that regulate the luminal
progenitor population and are involved in
controlling branching morphogenesis (Macias
et al., 2011; Forster et al., 2014; Di-Cicco et
al., 2015). In turn, hormone-induced paracrine
signals from luminal to basal cells, particularly
those mediated by Wnt ligands, play an
important role in the expansion of basal SCs
and branch formation (Yu et al, 2016).
Notably, Pdpn is localized at the basal-luminal
interface, where paracrine interactions take
place, and could thereby contribute to the
mechanisms controlling basal SC expansion
and mammary morphogenesis.

The lack of Pdpn attenuates Wnt/B-cat
signaling events in basal SCs

The expression of several Wnt-
associated genes was altered in Pdpn-null
basal cells. In particular, we observed
decreased levels of Ccnd1, Krt15, Vcan and
Jag1, indicating an attenuation of Wnt/B-cat
signaling in Pdpn-null basal cells and providing
a molecular basis for their reduced SC activity.
Consistently, freshly isolated Pdpn-null basal
cells displayed lower levels of Axin2 induction
than control cells following cotreatment with
Wnt3a and Rspo1.

Wnt signaling events, triggered by
Wnt/Fzd and Rspo/Lgr couples in mammary
basal cells, are highly complex and remain
poorly deciphered (Yu et al., 2016). Distinct
Whnt-associated cell populations have been
identified in the basal layer of the postnatal
gland, including, in particular, minor subsets
consisting of Axin2*, Procr® and Lgr5" cells
(Zeng and Nusse, 2010; van Amerongen et al.,
2012; de Visser et al.,, 2012; Wang et al.,
2015). In addition, Lgr4 is widely expressed in
the basal cell layer (Wang et al., 2013). The
Axin2" and Procr® cell subsets contain Wnt/B-
cat-responsive SCs whereas Lgr5” cells do not
display the hallmarks of activated Wnt/B-cat
signaling (Zeng and Nusse, 2010; Wang et al.,
2015; Fu et al., 2017). Most adult SCs belong
to the Lgr5™ cell population, which accounts for
90% of the basal compartment (Rios et al.,
2014; Wang et al., 2015; Trejo et al., 2017).
However, according to recent studies, the
Lgr5” cell subset includes a pool of quiescent
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multipotent SCs that may have persisted from
the fetal gland (Fu et al., 2017; Trejo et al.,
2017).

Pdpn-null basal cells contained higher
levels of Lgr5 transcript than control cells. It
remains unclear whether loss of Pdpn results
in Lgr5* cell enrichment. However, this would
be consistent with the lower proliferation
activity of Pdpn-null basal cells and their
propensity to generate spheres enriched in
uncommitted K5'/K8" cells, a phenotype
characteristic of fetal mammary SCs (Spike et
al., 2012).

The production of Wnt ligands by
luminal cells in response to ovarian hormones
is a major mechanism controlling mammary
SC expansion (Brisken and O’Malley, 2010; Yu
et al., 2016). K5Cre; Pdpn™ mice had higher
levels of Wnt4 and lower amounts of Rspo1
transcripts in the luminal compartment. These
Whnt ligands are thought to act synergistically
to adjust Wnt signal strength in basal cells (Cai
et al., 2014; Rajaram et al., 2015). Low Rspo1
levels might therefore account, in part, for the
basal SC depletion observed in K5Cre; Pdpn™
mice.

Pdpn interferes with the Wnt/B-cat
signaling cascade in mammary basal cells
To get mechanistic insights into Pdpn
function out of the complexity of the in vivo
context, we used the previously established
mammary basal cell line, BC44 (Deugnier et
al., 2002). These cells express the Wnt
signalosome components Fzd7, Lrp5/6 and
Lgr4, but are devoid of Pdpn. Notably, the
forced expression of Pdpn in BC44 cells
strongly enhanced early Wnt/B-cat signaling
events triggered by Wnt3a with or without
Rspo1, as demonstrated by the nuclear
localization of B-cat, and the higher levels of
active B-cat and Axin2 induction. Moreover,
Pdpn enhanced the induction of TOPFlash
reporter activity by ANB-cat. The Wnt/B-cat
pathway being sharply regulated from the cell
surface to the nucleus (Driehuis and Clevers,
2017), the level at which Pdpn contributes to
the signaling cascade remains to be precisely
determined. However, data from the TOPFlash
reporter assay suggest that Pdpn may

contribute to the control of cytoplasmic/nuclear
signaling events, starting from the nuclear
translocation of B-cat. Interestingly,
RhoGTPase signaling, a pathway modulated
by Pdpn in certain epithelial cells, has been
reported to regulate the nuclear accumulation
of B-cat (Schlessinger et al., 2009).

The different functional domains of
Pdpn may contribute to various steps in Wnt
signal transduction. The transmembrane and
cytoplasmic parts of Pdpn have been
implicated in the targeting of this protein to lipid
rafts,  specialized membrane  domains
potentially involved in Wnt signalosome
activation (Renart et al.,, 2015; Ozhan et al.,
2013). The cytoplasmic association of Pdpn
with ERM proteins and cytoskeleton may be
required for Wnt/B-cat activation, as recently
described for CD44, a cell adhesion molecule
that, like Pdpn, appears to potentiate this
pathway in epithelial cells (Schmitt et al.,
2015). Moreover, Pdpn can interact with CD44
(Martin-Villar et al., 2010). As mammary basal
cells express CD44 (Louderbough et al.,
2011), a molecular cooperation with Pdpn is
therefore possible.

Pdpn loss attenuates the mammary
tumorigenesis induced by the constitutive
activation of Wnt/b-cat signaling
Pdpn over-expression has been
documented in various types of carcinomas
and is associated with faster tumor
progression and invasiveness in models of
pancreatic and skin tumors (Wicki et al., 2006;
Renart et al., 2015). We found that Pdpn was
strongly expressed in a mouse model of b-cat-
induced TNBCs. In this context, the loss of
Pdpn resulted in fewer mammary tumors and
an impairment of tumorsphere formation in
culture, consistent with probable TIC depletion.
As mammary tumors in K&DNbcat mice
originate from a deregulated amplification of
basal SCs (Moumen et al., 2013), attenuated
tumorigenesis in the absence of Pdpn may be
due, in part, to the depletion of basal SCs, the
population targeted for oncogenic
transformation by b-cat.
Pdpn expression in epithelial cells has
been found to favor the acquisition of
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fibroblastoid hallmarks, but its involvement in
an EMT program remains unclear (Wicki and
Christophori, 2007; Renart et al.,, 2015). We
found that the b-cat-induced tumors that
developed in the absence of Pdpn displayed
features of a MET program. In particular, they
presented increased amounts of E-cadherin,
lower levels of vimentin and reduced
expression of Snai1 and Twist! than Pdpn-

proficient control tumors. Canonical Wnt
signaling is closely connected to EMT
processes, characterized by the down-

regulation of E-cadherin expression via the
induction of members of the Snail and Twist
family (Heuberger and Birchmeier, 2010).
Thus, in our model of TNBCs, Pdpn probably
favored EMT features by potentiating Wnt/b-
cat signaling. It is interesting to mention that
expression of Snail1, rather than its paralogue
Snail2/Slug, has been associated with EMT
activation in mammary tumors (Ye et al,

2015).

Overall, our study reveals that Pdpn is
specifically expressed by the mammary basal
cell layer and participates in the regulation of
mammary stem cell function and
tumorigenesis, by potentiating Wnt/b-cat
signaling. The conserved expression of Pdpn
between mouse and human mammary tissue
strongly suggests a conserved molecular
function. It would be of interest to investigate if
Pdpn expression in the myoepithelium can
serve as a predictive marker for progression
from in situ to invasive breast cancer, as this
cell layer is thought to display tumor
suppressive function (Russell et al., 2015).
Additionally, a precise analysis of Pdpn
expression in tumor cells in the different breast
cancer subtypes could provide new insights
into prognostic factors and therapeutic
strategies.

MATERIAL AND METHODS

Mouse strains and transgenic mice

K5Cre transgenic mice, expressing the Cre
recombinase under the control of the K5
promoter, were kindly provided by Dr. J.
Jorcano (Ramirez et al., 2004) and the
RosaZ26lLacZ reporter strain by Dr. P. Soriano
(Soriano et al., 1999). K6ANBcat mice were
previously described (Teuliere et al., 2005).
Pdpn™ mice were generated by Ozgene
company (Bentley DC, Australia). LoxP sites,
flanking the Pdpn exon 1 comprising the
starting codon, were introduced through
homologous recombination in C57BL6 mouse
embryonic stem cells. Pdpn™ mice were
mated in a 129SV/C57BL6 mixed genetic
background with either K5Cre or
K5Cre;Rosa26lLacZ or K5ANBcat mice. Age-
matched  Pdpn™ or  Pdpn™;K5ANBcat
littermates were used as controls. Mice
carrying tumors were sacrificed when at least
one palpable tumor (1 cm®) was detected and
all glands were analyzed for the presence of
lesions. The care and use of animals were
conducted in accordance with the European
and National Regulation for the Protection of
Vertebrate Animals used for Experimental and

other Scientific Purposes (Facility licence
C750517/18). All experimental procedures
were ethically approved (Ethical approval
02265.02).

BC44 cell line culture

BC44 cells, established from the mammary
mouse epithelial cell line, HC11, were grown in
RPMI 1640 medium (Gibco Life Technologies)
supplemented with 10% Fetal Bovine Serum
(FBS, Gibco Life Technologies), 2mM L-
Glutamine, 5pg/mL bovine insulin (Sigma-
Aldrich), and penicillin-streptomycin (Gibco Life
Technologies), as described (Deugnier et al.,
2002).

Dissociation of mouse mammary glands or
tumors

Thoracic and inguinal mammary glands from
three to six pubertal (6-weeks-old) or virgin (16
to 25-weeks-old) mice were pooled for the
preparation of a single cell suspension suitable
for flow cytometry, as described in detail
elsewhere (Di Cicco et al.,, 2015). Briefly,
minced tissues were transferred to a digestion
solution containing 3mg/mL collagenase
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(Roche), 100 units/mL hyaluronidase (Sigma-
Aldrich) in CO2-independent medium (Gibco
Life Technologies) completed with 5% fetal
bovine serum (FBS, Lonza) and 2mM L-
glutamine (Sigma-Aldrich), and incubated for
90 min at 37°C with shaking. Pellets of
digested samples were centrifuged and
successively treated at 37°C with solutions of
0.25% trypsin (Life Technologies) /0.1%
versen (Biochrom) for 1 min, 5mg/ml dispase |l
(Roche)/ 0.1mg/mL DNAsel (Sigma-Aldrich)
for 5 min. Pellets were treated with a cold
ammonium chloride solution (Stem Cell
Technologies) and filtered through a nylon
mesh cell strainer with 40 mm pores (Fisher
Scientific) before immunolabeling. The same
procedure was applied to mammary tumors
with an enzymatic dissociation time extended
to 2h.

Flow cytometry cell sorting and analysis
Freshly isolated mammary cells or BC44 cells
were incubated at 4°C for 20 min with the
following antibodies: anti-CD24-BViolet421
(clone M1/69), anti-CD49f-PeCy7 (clone
GoH3), anti-CD45-APC (clone 30-F11), anti-
CD31-APC (clone MEC13.3), anti-CD54-PE
(clone YN1/1.7.4), anti-Pdpn-PE (clone 8.1.1)
or anti-Clec2-PE (clone 17D9). All antibodies
were from Biolegend, except anti-Clec2
(Biorad). Labeled cells were analyzed and
sorted out using either a FACSVantage flow
cytometer (BD Biosciences) or a MoFlo Astrios
cell sorter (Beckman Coulter). Data were
analyzed using FlowJo software. Sorted cell
population purity was at least 95%.

Primary mammary epithelial cell culture
assays

For two-dimensional clonogenic assays, sorted
basal or luminal cells were plated on irradiated
3T3 cell feeders in 24-well plates at a density
of 2000 or 500 cells per well respectively.
Basal cells were grown in DMEM/F12 medium
supplemented with 1% FBS, 2% B27 (Gibco
Life Technologies), 5 wg/mL insulin (Sigma-
Aldrich) and 10ng/mL EGF (Invitrogen, Life
Technologies) whereas luminal cells were
cultured in DMEM/F12 medium supplemented
with 10% FBS, 5 ug/mL insulin, 10 ng/mL EGF

and 100 ng/ml cholera toxin (ICN
Biochemicals) for 7-8 days, as previously
described (Moumen et al., 2012; Chiche et al.,
2013).

For mammosphere 3D-culture, freshly isolated
mammary basal cells or CD24-positive cells
from mammary tumors were seeded on
ultralow-adherence 24-well plates (Corning) at
a density of 5000 or 20000 respectively in
DMEM/F12 medium supplemented with 2%
B27, 20 ng/mL EGF, 20 ng/mL bFGF (Gibco
Life Technologies), 4 pug/mL heparin (Sigma
Aldrich), 10 pg/mL insulin and 2% of Matrigel
(BD Pharmingen), as described elsewhere
(Spike et al., 2012; Chiche et al., 2013). For
second-generation sphere assays,
mammospheres were dissociated during 10
min  with  0,05% trypsin (Gibco, Life
technologies) and reseeded as described
above. ImageJ software (NIH) was used to
count colonies and mammospheres and
quantify their size in pixels. When specified,
isolated mammary basal cells cultured for 24
hrs in mammosphere condition were treated
once with 10 ng/mL of mouse recombinant
Wnt-3a (R&D systems) or co-treated with
Wnt3a and 50 ng/mL of mouse recombinant R-
spondin 1 (R&D systems) for 6h.

Whole-mount analyses and histology

Dissected mammary fat pads were spread
onto glass slides, fixed in Methacarn (1/3/6
mixture of acetic acid/chloroform/methanol)
overnight at room temperature and stained
with carmine alum (Stem Cell Technologies),
as described elsewhere (Chiche et al., 2013)
or fixed in 4% paraformaldehyde overnight at
4°C. Imaged software (NIH) was used to
determine the fat pad filling percentages. For
whole-mount X-gal staining, mammary glands
were fixed in 2.5% paraformaldehyde in
Phosphate-Buffered Saline (PBS), pH 7.5, for
1 hour at 4°C, and stained overnight at 30°C
with Xgal staining solution (1.5mg/mL X-gal; 10
mM K3Fe(CN)6; 10 mM K4Fe(CN)6; 2 mM
MgCI2; 0.01% Na-deoxycholate; 0.02%
Tergitol-NP40 in PBS). For histological
analyses, fixed glands were embedded in
paraffin, and 6 um-thick sections were cut,
dewaxed and stain with hematoxylin-eosin or
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counterstained with Fast red for X-gal stained
glands.

Immunohistofluorescence and
immunocytofluorescence labeling
Mammary tissue sections were dewaxed,
processed for acidic antigen retrieval,
incubated overnight at 4°C with primary
antibodies, and then at room temperature with
secondary antibodies for 2 h.

Prior to immunostaining, freshly isolated cells
from mouse mammary gland were cyto-
centrifuged onto slides and fixed in cold
methanol for 10 min. BC44 cells were cultured
onto glass slides for 24 h and then fixed in cold
methanol, or paraformaldehyde 10 min at room
temperature and treated with 0.5% triton X-100
for 5 min before immunostaining. Then, fixed
cells were incubated with primary antibodies at
room temperature for 2 h, with secondary
antibodies for 1 h and mounted in Prolong
Gold antifade reagent with DAPI (Invitrogen,
Life Technologies).

The following primary antibodies were used:
anti-Pdpn (PA2.26; Gandarillas et al., 1997),
anti-kK5 and anti-K8 (Covance), anti-p63
(Abcam), anti-pan-keratin (Dako), anti-SMA
Cy3-conjugated (Sigma Aldrich), anti-PR
(Santa Cruz) and anti-p-ERM (Cell Signaling
Technologies).  Alexafluor-488 or -594
conjugated secondary antibodies were from
Molecular Probes. Image acquisition was
performed using a Leica DM 6000B
microscope (Wetzlar, Germany) and
MetaMorph software.

Transplantation assays

Isolated basal cells or epithelial fragments from
adult mammary tissues were transplanted into
the inguinal fat pads of 3-week-old BALB/c-
Nude females (purchased from Charles River)
cleared of endogenous epithelium as
described elsewhere (Moumen et al., 2012;
Chiche et al., 2013). Primary outgrowths were
collected after 6-10 weeks and when specified,
used for serial transplantation assays.
Outgrowths were either pooled to isolate
mammary cell populations or individually
treated for histological analyses, as described
above. Repopulating unit frequency was

calculated with Extreme Limiting Dilution
Analysis software
(http://bioinf.wehi.edu.au/software/elda/).

Reverse
reaction
Purified RNA was reverse-transcribed using
MMLV H(-) Point reverse transcriptase
(Promega), and qPCR was performed by
monitoring, in real time, the increase in
fluorescence of the QuantiNova SYBR Green
PCR Kit (Qiagen) on a LightCycler 480 Real-
time PCR System (Roche). The values
obtained were normalized to Gapdh levels.
The primers used for qPCR analysis were
purchased from SABiosciences/Qiagen or
designed using Oligo 6.8 software and
synthesized by Eurogentec. The designed
primers are listed in Table S1.

transcription-polymerase chain

Western blot analysis

Protein extracts from isolated tumor cells or
BC44 cells were prepared in Laemmli or RIPA
buffer, respectively. The following primary
antibodies were used for immunoblotting:
monoclonal rat anti E-cadherin (clone ECCD-2,
Thermofisher Scientific), monoclonal mouse
anti-Vimentin (clone V13.2, Sigma-Aldrich),
anti-B-actin (clone A2228, Sigma-Aldrich), anti-
active  B-catenin  (Ser33/37/Thr41, Cell
Signaling Technologies) and total B-catenin
(clone 14/beta-catenin, BD Biosciences).

Transfection and Luciferase reporter gene
assays

Stable BC44 transfectants were obtained using
Lipofectamine 3000 reagent (ThermoFisher
Scientific). Cells were transfected with
pcDNA3.1 empty vector or pcDNA3.1 Pdpn-full
length, kindly provided by Dr. S. Acton (Acton
et al., 2014). After geneticin selection (Sigma-
Aldrich, 600ug/mL), Pdpn-expressing cells
were isolated using FACSAria Fusion (BD
Biosciences) and cultured as described before
under geneticin selection.

Firefly/Renilla luciferase transient transfections
were performed using Geneduice®
transfection reagent (EMD Millipore), following
manufacturer’s  instructions (3 mL  of
reagent/mg plasmid DNA). Cells were plated
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into 12-well dishes at a density of 1.2 x 10°
cells/well. Twenty-four hours later, cells were
transfected with 500 ng/well of TOPFlash
reporter plasmid and 250 ng/well of pCGN-
ANpcat plasmid, kindly provided par Dr. A.
Ben-Ze'ev (Teuliere et al.,, 1997). TK-Renilla
plasmid was used to monitor transfection
efficiency (125 ng/well, Promega). Dual-Glo®
luciferase (Promega) assay was performed 48
h after the beginning of the transfection

obtained for Firefly luciferase were normalized
to Renilla luciferase activity.

Statistical analysis

p-values were determined using Student t-test
with  two-tailed distribution and Welch’s
correction, assuming both populations have
unequal variance. For survival curve, Log rank
(Mantel cox) test was used. p-values < 0.05
are considered as significant. All the statistical

procedure, using a FLUOstar OPTIMA
microplate reader (BMG Labtech). Values

analyses were performed using the GraphPad
prismv6 software.
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Figure 1. Pdpn specifically marks the mammary basal cell population, including multipotent
SCs

(A-D): Immunofluorescence labeling of sections through (A) an embryonic mammary bud at day 15
(E15); (B) a TEB (upper panel) and epithelial ducts (middle and lower panels) from 6 week-old
mice; (C) alveoli and a small duct from 15-day-pregnant (P15) mouse; and (D) 4-day lactating (L4)

mouse. White arrows point to basal-basal and basal-luminal cell junctions in (B) and to cells
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coexpressing Pdpn and pERM in (B and C). TK, total keratin. DAPI-stained nuclei are in blue.
Bars, 50 mm except in (B) lower panel, 25 mm and in (C) lower panel, 10 mm.

(E) Flow cytometry analysis of CD24 and Pdpn expression in cells isolated from mammary glands
taken from 6-week- and 12-week-old virgin (V-6w, V-12w), and 8- and 16-day pregnant (P-8d, P-
16d) mice. The two gated subsets within the CD24" epithelial cell pool are Pdpn™ and Pdpn”,
respectively.

(F) gPCR analysis of lineage-specific gene expression in Pdpn® and Pdpn” mammary epithelial
cells isolated from adult virgin mice. Data are the mean + SEM of 3 separate preparations.

(G) Carmine-stained whole-mount outgrowths derived from transplantation of 200 Pdpn™ epithelial
cells. Outgrowths were analyzed in 13-week-old (V-13w) virgin recipient mice and in late pregnant
hosts (P-16d). Bar, 0.2mm.

See also Figure S1.
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Figure 2. Loss of Pdpn affects SC activity in adult virgin mice

(A) CD24 and Pdpn expression in mammary cells isolated from Pdpn

K5Cre;Pdpn™ (mutant) adult virgin mice. Lu, luminal cells; Ba, basal cells.

F/F
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(control) and

(B) Sections of X-gal-stained mammary glands from control and mutant adult virgin mice. Bar, 50

mm.
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(C) Carmine-stained whole mounts of mammary glands from control (Pdpn™) and mutant
(K5Cre;Pdpn"™) 6-week-old mice. Bar, 3mm.

(D) Mammosphere formation by 5000 basal cells isolated from control and mutant 6-week-old mice
Left: Views of wells. Right: Relative quantification of sphere-forming cells (n=3). *p=0.0045.

(E) Left: Carmine-stained whole-mounts of mammary glands from 6 month-old control and mutant
adult virgin mice. Bar, 1mm. Right: Quantification of the mammary branching points per cm?from
16 mutant females and 14 control littermates. *p=0.013.

(F) Left: CD24 and Itga6 expression in mammary cells isolated from control and mutant adult virgin
mice. Right: Percentages of basal cells within the CD24" epithelial cell pool (n=8). *p=0.0098.

(G) Left: Views of the colonies formed by 2000 control and Pdpn-null basal cells. Right:
Percentages of clonogenic basal cells (n=6). *p=0.0239.

(H) Limiting dilution assays of control and Pdpn-null basal cell regenerative properties. Data are
expressed as take rate success per injected fat pad. Confidence intervals (Cl 95%) are 7.6-25.8
and 19.7-77.0 for control and mutant SC contents, respectively.

() Whole mount analysis of the tertiary outgrowths derived from serial transplantation of control
and Pdpn-deficient mammary epithelial fragments. Two distinct mutant females and their control
littermates were used as donors. Left: Views of representative carmine-stained outgrowths. Bar,
1.5mm. Right: Pie charts of fat pad filling. n, total number of fat pad analyzed.

In (D), (F) and (G), data are shown as mean + SEM. n, number of independent preparations.

See also Figures S2 and S3.
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Figure 3. Loss of Pdpn perturbs expression of Wnt signaling components in mammary

basal cells and affects their developmental potential ex vivo

(A) Comparative expression levels of lineage-specific genes in control and Pdpn-null basal cell

preparations (n=4) from adult virgin mice. gqPCR data are expressed as Log; ratios of values

normalized to Gapdh. Comparator values were those obtained with control cells. *p= 0.044 (Lgr5),
p =0.063 (Fzd7).

(B) Heatmap based on gPCR data showing expression of Wnt-associated genes in 6 independent

samples of control and Pdpn-null basal cells.
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(C) Left: High-magnification views of primary mammospheres derived from control and Pdpn-null
basal cells cultured for 14 days. Bar, 200mm. Right: Percentages of sphere-forming cells after
consecutive passages of 5000 control and mutant basal cells. MS1 (n=5), MS2 (n=3) and MS4
(n=2) refer to 1%, 2" and 4™ generation spheres. *p= 0.0257 (MS1); *p = 0.0231 (MS2).

(D) Left: K5 immunodetection in sections through primary spheres derived from control and Pdpn-
null basal cells cultured for 14 days. DAPI-stained nuclei appear in blue. Bar, 30mm. Right:
Percentages of K5 cells in dissociated control and mutant spheres. A total of 600 cells from 10
distinct fields per cytospot was scored. *p = 0.0013.

(E) Relative number of metabolically active cells in mammosphere samples (n=4), as estimated by
Cell titer Glo® 3D assay. Control and Pdpn-null basal cells were grown for 6 days. *p= 0.04.

(F) gPCR analysis of Pdpn, Trp63, Krt18 and Lgr5 expression in control and Pdpn-deficient
primary spheres (n=4). *p = 0.008 (Lgr5), *p< 0.0001 (Pdpn).

(G) Double K5/K8 staining of cells isolated from control and Pdpn-deficient primary spheres. Bar,
20mm .

In (A) and (C-F) data are shown as mean + SEM. n, number of independent preparations.

See also Figure S4.



Partie 3 : Résultats 126

A C . .
) Clonogenic Log2 expression ratio
Luminal cells (%) luminal cells (%) ) (Mut/Ctrl)
100 40 — K * )
] * 1 * {3\' * Q\Q,Q
50 1
0- ] *
Ctrl Mut Ctrl Mut -4
D ) Mut _ Ratio
3 ) Lu-pos = (Lu-pos/Lu-neg)
o 2 ] *
§ 10 E f : § ‘ Ba
O : ' 1
10 . - MR L LR L IR L ‘ L3 AL LU B U B L B L 0 - ’—L‘

he
0 1 2 3

10‘; 10.1'””10 10 1t 10 10 1‘0 10 10 10 v105‘ Ctrl Mut
ICAM-1 ICAM-1

Figure 4. Loss of Pdpn perturbs the luminal compartment of adult virgin mice

(A) Percentages of luminal cells within the CD24" epithelial cell pool, as defined in Fig. 2F (n=8).
*p=0.0097.

(B) Left: Views of the colonies formed by 500 control and mutant luminal cells. Right: Percentages
of clonogenic luminal cells (n=4). *p = 0.011.

(C) Flow cytometry analysis of control and mutant luminal cells. Left: Dot plots of CD24 and ICAM-
1 expression. ICAM-1 discriminated three distinct CD24" epithelial cell fractions, including ICAM1
and ICAM" luminal cells (Lu-neg and Lu-pos, respectively), and ICAM1" basal cells (Ba). Right:
Ratios of Lu-pos/Lu-neg proportion within the luminal population (n=5). *p =0,0167.

(D) Gene expression level in control and mutant luminal cells (n=4). gPCR data are expressed as
Log, ratios of values normalized to Gapdh. Comparator values were those obtained with control
cells. Esr1, Pgr and Prir encode for estrogen, progesterone and prolactin hormone receptors. *p=
0,033 (Prlr), *p =0,02 (Wnt4), *p =0,0055 (Rspo1).

In (A-D), data are shown as mean = SEM. n, number of independent preparations.



Partie 3 : Résultats 127

A BC44-Empty BC44-Pdpn
105'1599.9?/:_01 OOA)

‘6_) 10° 10° 2
& ]
o, 2]
R
coase | 0% 0% | 0%
" “Pdpn
C ) AXin2 (x10?) D AXin2 (x10%) E Axin2
CJEmpty *| 0.8{JEmpty 4 .9 6 ]
M Pdpn M Pdpn 2
1 — S +
0.4 * 28 3
o
L
0! 0 2o
Wnt3a - - ++ Wnt3a: -- ++ ++ Exp#1  Exp#2
Rspol: -- -- ++ O Control [ Pdpn-null
F Empty  Pdpn G Empty Pdpn
Wnt38a: - + - +
Active p-cat — — -Wnt3a
B-cat > TED "= D
H TopFlash activity +Wnt3a
30
S = *
g8
2% 15
=33
L

0.

Empty Pdpn
Figure 5. Pdpn acts as a positive regulator of Wnt/B-cat signaling in mammary basal cells
(A) Itga6 (=CD49f) and Pdpn expression in BC44 cells stably transfected with full-length Pdpn or

empty vector as control.
(B) Pdpn and double K5/p63 immunostaining in BC44 transfectants. DAPI-stained nuclei appear in

blue. Bars, 15 and 30mm .
(C) Axin2 induction in BC44 transfectants after stimulation with Wnt3a (40ng/mL) for 8h (n=6).

Untreated cells expressed undetectable level of Axin2. *p=0.024.
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(D) Axin2 induction in BC44 transfectants after stimulation by Wnt3a (10ng/mL), with or without
Rspo1 (50ng/ml) for 8h (n=3). Untreated cells expressed undetectable level of Axin2. *p=0.010
(Wnt3a), *p=0.031 (Wnt3a/Rspo1).

(E) Axin2 induction in freshly isolated control and Pdpn-null adult basal cells upon Wnt3a/Rspo1
co-stimulation (n=2). Fold induction is relative to untreated samples.

(F) Western blot analysis of active and total B-cat in untreated and Wnt3a-treated BC44
transfectants. Cells were stimulated with Wnt3a at 40ng/mL for 2h. One representative blot is
shown.

(G) B-cat immunostaining in untreated and Wnt3a-treated BC44 transfectants. Cells were
stimulated with Wnt3a as in F. Stars indicate cells containing nuclear p-cat. Bar, 15mm .

(H) Luciferase activity in BC44-Pdpn and BC44-empty cells transiently transfected with TopFlash
reporter. Data are presented as fold-activation induced by ANBcat transgene (n=4). *p = 0,0027.

In (C-D) and (H), data are shown as mean £+ SEM. n, number of independent preparations.

See also Figure S5.
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Figure 5. Loss of Pdpn attenuates B-cat-induced mammary tumor formation
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(A) Double Pdpn/K5 immunostaining in KSANBcat mouse mammary tumors. DAPI-stained nuclei

appear in blue. Left and right panels show two different tumor cell areas. Bars, 30 and 20 mm.

(B) Pdpn and CD24 expression in control Pdpn-proficient (left) and mutant Pdpn-deficient (right)

K5ANBcat tumor cells. Cell percentages are indicated in the square gates.

(C) Gene expression level of Pdpn, HA, Krt5 and Krt8 in control and mutant CD24" isolated tumor

cells, evaluated by gPCR (n=5). *p <0.001.
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(D) Molecular characteristics of control and mutant CD24" tumor cells (n=5). qPCR data are
expressed as Log;ratios of values normalized to Gapdh. Comparator values were those obtained
with control cells. *p = 0.0135 (Cdh1), *p = 0.0378 (Vim).

(E) Western blot analysis of E-Cadherin (E-Cad) and Vimentin (Vim) amount in control and mutant
CD24" tumor cells. B-actin was used as loading control. Data from two independent samples are
shown. The values indicate the ratios of E-Cad and Vim versus b-actin.

(F) Mammary tumor formation in control and mutant mice. Left: Kaplan-Meier curve of tumor-free
mouse percentage as a function of time. Tumor formation was monitored in 40 control and 25
mutant females. *p = 0.0011. Right: Number of mammary tumors per mouse. n, number of
analyzed mice. Mean values + SEM are indicated in red. *p = 0.0167.

(G) Left: Views of tumorspheres derived from 20000 control and mutant CD24" tumor cells. Right:
Relative tumorsphere quantification (n=5). *p = 0.0127.

In (C-D) and (G), data are shown as mean + SEM. n, number of independent preparations.
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Figure S1. Related to Figure 1. Ezrin, Moesin and Clec2 expression in mammary cells and

regenerative properties of Pdpn* basal cells

(A) Ezrin (Ezr) and moesin (Msn) gene expression in basal and luminal cells isolated from adult

virgin mice.

(B) Flow cytometry analysis of CD24 and Clec2 expression in mammary cells isolated from adult
virgin mice. Left dot plot: total cells, including CD45/31" stromal cells. Right dot plot: CD45/31°

cells. Percentages of Clec2” cells are indicated in the gated populations.

(C) Regenerative properties of Pdpn® and Pdpn” mammary epithelial cells isolated from adult virgin

mice. Data are expressed as take rate success per injected fat pad.
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Figure S2. Related to Figure 2. Mammary phenotype of K5Cre;Pdpn™ pubescent mice

(A) Immunofluorescence labeling of sections through ducts from control and mutant adult mice,
showing the complete deletion of Pdpn in the basal cell layer. Bar, 30mm.

(B) Distance of the epithelium forefront to the lymph node. Data, shown as mean + SEM, are from
eleven 6-week-old mutant (Mut) females and their control (Ctrl) litermates.

(C) Immunofluorescence labeling of sections through ducts (upper and middle panels; bars,
30mm) and TEB (lower panel; bar, 50mm) from control and mutant 6-week-old mice. DAPI-stained
nuclei are in blue.

(D) Left: Flow cytometry analysis of CD24 and Itga6 expression in mammary cells isolated from
control and mutant 6-week-old mice. Lu, luminal cells; Ba, basal cells. Right: Percentages of basal

cells within the CD24" epithelial cell pool. Data are the mean + SEM of 3 separate sorting
experiments.
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adult virgin mice
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(A) Immunofluorescence labeling of sections through mammary ducts of control and mutant adult

virgin mice. DAPI-stained nuclei appear in blue. Bar, 50mm.

(B) Flow cytometry analysis of CD24 and ltgb1 (CD29) expression in mammary cells isolated from

control and mutant adult virgin mice. Lu, luminal cells; Ba, basal cells.
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(C) Representative carmine-stained outgrowths obtained 10 weeks after transplanting 50 control
and Pdpn-null basal cells (left). Bar 3mm. Immunodetection of K5/K8 in ductal structures derived
from transplanted control and mutant basal cells (right). Bar, 50mm.

(D) Relative Pdpn expression in basal cells isolated from primary, secondary or tertiary outgrowths
derived from serial transplantation of control and mutant epithelial fragments. Results are the mean
+ SEM of 4 independent samples.

(E) Clonogenic properties of control and Pdpn-null basal cells isolated from outgrowths. Left: Views
of colonies formed by 1500 basal cells isolated from secondary outgrowths by flow cytometry.
Right: Percentages of clonogenic basal cells in primary (OG1), secondary (OG2) and tertiary

(OG3) outgrowths. Data are the mean + SEM of 3 distinct experiments with triplicate wells.
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Figure S4. Related to Figure 3. Molecular characteristics of Pdpn-null basal cells

(A) Heatmap of gPCR data showing Pdpn deletion in the six separate samples analyzed in Fig. 3B.
(B) gPCR analysis of Wnt-associated gene expression in control and Pdpn-null basal cells isolated
from adult virgin mice. Mean expression ratios between mutant and control samples (+ SEM) are
presented. Results are from at least 3 independent sorting experiments. This set of genes was not

significantly modulated in mutant cells, as indicated by ratios close to one.
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(C) K15 expression in the mammary basal cell layer of control and mutant adult virgin mice. Left:
Double K15/SMA immunostaining of ducts. Arrows indicate areas of SMA-positive mutant basal
cells lacking K15 expression. Bar, 50mm. Right: Distribution of duct percentages according to their
content in K15-positive cells. Quantification was performed on mammary tissue sections from 11
control and 7 mutant adult virgin mice. n, total number of analyzed ducts.

(D) Size distribution (in pixels) of primary mammospheres derived from control and Pdpn-null
mammary basal cells, illustrated in Fig. 3C. Analysis of 1059 control and 319 mutant spheres from

3 distinct culture wells in one representative assay is shown.
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Figure S5. Related to Figure 5. Characteristics of BC44 transfectants

(A) qPCR analysis of Fzd7, Lrp5 and Lrp6 in BC44 transfectants. Data are the mean + SEM of 5
independent assays.

(B) gPCR analysis of Lgr4, Lgr6 and Lgr5 expression in BC44 transfectants. Data are the mean %
SEM of 5 independent samples.

(C) Wnt3a dose response performed on Pdpn-null BC44 cells. Axin2 induction was evaluated in
untreated cells and cells treated with 10, 40 and 100 ng/ml Wnt3a by qPCR. Data are from one

assay. Untreated cells expressed undetectable level of Axin2.
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Table S1. Related to Material and Methods. List of primers for q-PCR

Acta2-as 5’- GTCCAGCACAATACCAGTTG -3'
Acta2-s 5’- GACCCAGATTATGTTTGAGAC -3’
Axin2-as 5’- ACTGCCAGACATCCTGTGA -3’
Axin2-s 5’- GTACCTTGCCAAAACGGAAT -3’
Cdh1-as 5’- ACCACCGTTCTCCTCCGTA -3’
Cdh1-s 5- ATCCTCGCCCTGCTGATTC -3’
Cdh3-as 5- GTCCTGTGCGGTATAGATGC -3'
Cdh3-s 5’- ACGAAGCCCCTGTGTTTGTT -3'
Cnn1-as 5- AGTACTGCCTGAACCCGGAGT -3’
Cnn1-s 5- GTTGTGCGGGTGGTGATTG -3’
Esr1-as 5’- GAGGCACACAAACTCTTCTC -3’
Esr1-s 5’- CTGGACAGGAATCAAGGTAAA -3’
Fn1-as 5- GTGCCTCCACTATGATGTTG -3
Fni-s 5’- GAAGAGCCCTTACAGTTCCA -3’
Gapdh -as 5’- GTTGAAGTCGCAGGAGACAAC -3
Gapdh-s 5’- CCAATGTGTCCGTCGTGGATC -3’

HA-DNbcat-as 5’- GCCCGTCAATATCAGCTACT -3
HA- DNbcat -s 5- ATCCTTATGACGTGCCTGAC -3

Krt14-as 5- TCCAGCAGGATTTTGTACTG -3’
Krt14-s 5- CGGCAAGAGTGAGATTTCTG -3’
Krt15-as 5- CAGGGTCCGTCTCAGGTCT -3’
Krt15-s 5- GAGGTGGCGTCTAACACAG -3
Krt18-as 5- CAGCCTTGTGATGTTGGTGT -3
Krt18-s 5- CCTTGCCGCCGATGACTTTA -3
Krt5-as 5- TGCCAACACCAATGCTGCTG -3’
Krt5-s 5- GACCAGTCAACATCTCTGTC -3
Lgr5-as 5- AGGTCCCGCTCATCTTGAAC -3
Lgr5-s 5- ATGCCATCTGCTTACCAGTGT -3’
Myc-as 5- CCCGACTCCGACCTCTTG -3
Myc-s 5- CACCAGCAGCGACTCTGAA -3’
Myh11-as 5- CATGGACCCGCTAAATGACA-3’
Myh11-s 5- CAATGCGGTCCACATCCTTC -3
Pdpn-as 5- GCCTTGCCAGTAGATTCATTA -3’
Pdpn-s 5- ACCGTGCCAGTGTTGTTCTG -3
Pgr-as 5- CAACTGGGCAGCAATAACTTC -3
Pgr-s 5- CCACCTGTACTGCTTGAATAC -3
Prir-as 5- GTCATCCACTTCCAAGAACTC -3’
Prir-s 5- ATAAAAGGATTTGATACTCATCTG -3’
Procr-as 5- GAACTCCACACAAGTGTCCT -3’
Procr-s 5’- CCAAAGCAGCCAACTTCACC -3
Rspo1-as 5- ACGGGGACCACTCGCTCAT -3
Rspo1-s 5- GCCTGCTTCAGCCACAACTT -3
Snail-as 5-TAGTTCTGGGAGACACATTG -3
Snail-s 5- ACACCTGTTTCACAGCAGTT -3
Snai2-as 5- CCCAGTGTGAGTTCTAATGT -3’
Snai2-s 5- GATGCCCAGTCTAGGAAATC -3’

Trp63-as 5’- GAGGAGCCGTTCTGAATCTG -3



Trp63-s
Vcan-as
Vcan-s
Vim-as
Vim-s
Whnt4-as
Wnt4-s
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5’- TGCCCAGACTCAATTTAGTGA -3’
5’- GAAGGTGTCGCTGAATGAAAC -3
5’- ACCACGCTATGAAATCAACTC -3
5’- TAAGGGCATCCACTTCACAG -3’
5’- CCAAGCAGGAGTCAAACGA -3’
5’- GCCACACCTGCTGAAGAGAT -3
5’- CGAGGAGTGCCAATACCAGT -3’

139
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1) Analyse de I'épithélium mammaire des souris déficientes en
Pdpn en gestation et lactation

L’élévation des niveaux d’hormones ovariennes durant les phases d’cestrus, puis lors du début de
la gestation, déclenche le développement de ramifications latérales, résultat d’'une expansion des
populations souches et progénitrices particulierement marquée durant la gestation. La voie de
signalisation Wnt/Bcat est connue pour contribuer, en aval de la stimulation hormonale, a la

régulation de ces processus (pour revues, Brisken et Ataca, 2015; Yu et al., 2016).

Les souris K5Cre;PdpnF/F sont fertiles et ne présentent aucun défaut majeur de développement
post-natal. Des dosages hormonaux réalisés sur des lots de souris controles et mutantes ont
confirmé que la perte précoce et ciblée de Pdpn n’induit pas de perturbation de production
d’estrogénes et progestérone au stade nullipare adulte (Fig. 30A).

Pour faciliter I’analyse de I'impact de la perte de Pdpn sur le développement mammaire durant le
début de la gestation, nous avons stimulé, de maniére contrélée, les souris contréles et mutantes
d’'une méme portée par I'implantation de dispositifs hormonaux délivrant des concentrations
d’estrogénes et progestérone constantes mimant un début de gestation (Rajkumar et al., 2007).
Quatre semaines apres I'implantation, nous avons comparé les glandes mammaires stimulées (Ctrl
+ EP et Mut + EP) entre elles et par rapport a des souris contréles implantées avec un dispositif
vide, dit placebo. L’analyse in toto des glandes mammaires apres coloration au carmin a confirmé
un développement accru de ramifications latérales chez les souris stimulées, contrbles et
mutantes, par rapport au placebo (Fig. 30B). Elle a aussi révélé que les souris stimulées mutantes
possédent un épithélium moins ramifié et complexe que les souris contréles stimulées (Fig. 30B).
L'analyse de la distribution des populations épithéliales basales et luminales a I'aide des
marqueurs de surface CD24 et ICAM-1 indique que conformément aux données de la littérature
(Asselin-Labat et al., 2010; Di-Cicco et al., 2015) les souris stimulées présentent une augmentation
du pourcentage de cellules basales (56,6 et 58% dans Ctrl +EP et Mut +EP respectivement contre
16,3% dans le placebo) ainsi qu’une surreprésentation de la population luminale progénitrice qui
est en phase d’expansion par rapport a la population luminales ER/PR+ (ratio LuPos/LuNeg de 0,98

et 0,79 dans Ctrl +EP et Mut +EP respectivement contre 0,26 pour Placebo ; Fig. 30C).
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Figure 30 : Etude de la réponse a la stimulation hormonale mimant un début de gestation dans des souris
déficientes en Pdpn

(A) Taux sériques d’hormones stéroidiennes (estrogénes en pmol/L et progestérone en nmol/L) chez les
souris controles, PdpnF/F, et mutantes, K5Cre;PdpnF/F. Les moyennes +/- écarts-moyens ont été réalisées a
partir des données de 12 souris contréles et 9 mutantes adultes de 24 semaines. (B) Morphologie in toto
colorées au rouge carmin des glandes mammaires contréles des souris PdpnF/F traitées avec un placebo,
controles PdpnF/F traitées avec estrogéne et progestérone (=EP), et mutantes K5Cre;PdpnF/F traitées avec
EP. Barre d’échelle: 3 mm. (C) Expression des marqueurs de surface CD24 et ICAM-1 analysée en
cytométrie de flux dans les cellules mammaires issues des souris controles traitées avec un placebo, des
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souris controles et mutantes stimulées par EP. Les nombres affichés représentent les pourcentages des
différentes populations par rapport au compartiment épithélial CD24 positif. (D et E) Photographies des
colonies formées a partir de 2000 cellules basales (D) ou 1000 cellules LuPos (E) contréles et mutantes
stimulées par EP colorées en Hématoxyline-Eosine aprés 6 jours de culture. Les histogrammes représentent
les potentiels clonogéniques (%). La moyenne du comptage de 3 puits individuels issus de deux expériences
indépendantes est présentée +/- I’écart-moyen.

Les pourcentages de cellules basales apres stimulation ne different pas de facon notable chez les
controles et les mutants, cependant le test fonctionnel d’établissement de colonies démontre que
le compartiment basal des souris K5Cre;PdpnF/FstimuIées présente une population clonogénique
diminuée de moitié par rapport aux contréles (Fig. 30C et D). Le sous-développement mammaire
des souris mutantes stimulées suggere donc que le nombre absolu de cellules souches basales est
réduit en I'absence de Pdpn. La balance des populations luminales chez les souris controles et
mutantes stimulées n’est pas affectée significativement et les potentiels clonogéniques de la
population progénitrice luminale sont analogues (Fig. 30E).

Nos données indiquent que sous stimulation hormonale contrélée mimant un début de gestation,
la perte de Pdpn affecte I'expansion de I’épithélium mammaire et 'amplification de la population
souche et progénitrice basale qui I'accompagne. Ces résultats sont en cours de confirmation sur
un plus grand nombre d’animaux mais sont en accord avec le phénotype mammaire observé chez

I’adulte vierge.

Les données précédentes évoquant une perturbation du développement mammaire en début de
gestation chez les souris mutantes, nous avons poursuivi I'analyse du développement lobulo-
alvéolaire en fin de gestation et lactation. Nous avons comparé trois souris mutantes
K5Cre;PdpnF/F, a leurs controles de portée PdpnF/F au jour 15 de seconde gestation. Les colorations
au carmin in toto indiquent qu’a ce stade le développement lobulo-alvéolaire n’est pas
profondément affecté chez les mutants (Fig. 31A). Dans certaines zones du tissu, la densité des
structures alvéolaires semble moindre mais il faudrait plus d’échantillons pour conclure sur ce
point en raison de I'hétérogénéité entre animaux. Les immuno-marquages réalisés sur coupes
montrent une organisation normale de la bicouche épithéliale mammaire chez le mutant. Comme
chez les contréles, les cellules basales myoépithéliales sont organisées en réseau discontinu
autour des cellules luminales alvéolaires et expriment fortement a-SMA (Fig. 31A).

Pour analyser I'impact de la perte de Pdpn sur la fonction lactogénique, nous avons procédé a des

pesées de souriceaux issus de meres lactantes pour trois gestations successives. Les souriceaux
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nourris par les femelles contréles et mutantes présentent des poids similaires (Fig. 31B), indiquant
gue la fonction physiologique de la glande n’est pas compromise par |I'absence de Pdpn.

D’aprés nos expériences, le développement lobulo-alvéolaire et la différenciation lactogénique
terminale ne sont pas profondément altérés chez les souris déficientes en Pdpn. Il serait
nécessaire de compléter cette étude par d’autres échantillons car seuls trois couples de souris

controles et mutantes ont été analysés a ce stade tardif de la gestation.

KSCre;Pd'pnF’F

B  Poids (g) des souriceaux
1ére, 2éme, 3éme Lactation

4

1 ere 2éme 3éme

jour6 jour7 jour7

Figure 31 : Analyse des glandes mammaires de souris controles, PdpnF/F, et mutantes, K5Cre ; PdpnF/F, au
15°™ jour de deuxiéme gestation successive et capacité d’allaitement de ces souris.

(A) Haut : Morphologie in toto des glandes mammaires contréles, PdpnF/F, et mutantes, K5Cre;PdpnF/F, au
158me jour de deuxiéme gestation successive (P15 pour « pregnancy day 15 »). Coloration au rouge carmin.
Barre d’échelle : 3 mm. Bas : Immuno-marquage réalisé avec les anticorps anti pan-keratine (=TK) et anti-
aSMA sur coupes histologiques de glandes mammaires en gestation (P15) de souris controles et mutantes.
Barre d’échelle = 50 um. (B) Histogramme représentant la moyenne du poids des portées issues de méres
contrdles et mutantes. Les poids moyens en g d’au moins 3 portées sont représentés +/- I'écart-moyen.
Pour la premiére gestation (1ére), les souriceaux sont pesés a jour 6 aprés la mise-bas, pour les seconde
(2°™) et troisieme gestations (3°™), ils sont pesés a jour 7.
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lll) Morphologie et cytosquelette des cellules basales
myoépithéliales déficientes en Pdpn

Plusieurs études montrent que la Pdpn participe au contrdle de I'organisation du cytosquelette
d’actine. L'analyse des FRCs issus des souris Pdpn'/' a montré que la perte de Pdpn entrainait une
réduction de leur capacité d’étalement et de contractilité associés a une perte des fibres de stress
et a une diminution de I'expression de pERM, pMLC, et de |'activation de RhoA (Acton et al., 2014;

Astarita et al., 2015).

L'analyse des caractéristiques morphologiques des cellules basales mammaires est
particulierement difficile in vivo compte tenu de leur apparence fusiforme. Pour mettre en
évidence de possibles modifications morphologiques induites par la perte de Pdpn, nous avons
mis au point des cultures d’explants a partir d’organoides. Les organoides sont des petits
fragments d’épithélium mammaire contenant des cellules basales et luminales. Placés sur un
support d’adhésion, ils s’étalent et forment en 48h un tapis cellulaire comprenant un grand
nombre de cellules basales a leur périphérie (Macias et al., 2011).

Les organoides mammaires ont été réalisés a partir de souris adultes nullipares contréles (PdpnF/F)
et mutantes (K5Cre;PdpnF/F) et mis en culture sur Matrigel pour mimer la membrane basale. Nous
avons observé que les organoides controles et mutants s’étalent de fagon similaire et présentent a
leur périphérie des cellules basales conservant I'expression des marqueurs spécifiques de lignage,
notamment K5, p63 et a-SMA (Fig. 32A-C). L'expression de Pdpn est retenue dans les cellules
basales contréles tandis qu’elle est absente des cellules issues de I’épithélium mutant (Fig. 32B).
La quantification de I'aire des cellules basales positives pour K5 indique que les surfaces
d’étalement des cellules contréles et mutantes sont similaires, sur Matrigel (Fig. 32D) et sur

Collagéne | (données non montrées).
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Figure 32 : Capacité d’étalement des cellules basales mammaires déficientes en Pdpn

(A) Explants en 2D issus d’épithélium de souris adultes contréles (PdpnF/F) et mutantes (K5Cre;PdpnF/F)
photographiés au vidéo-microscope inversé en contraste de phase apres 24-48h en culture. Barre d’échelle
= 50 um. (B) Immunofluorescence montrant un marquage Pdpn et K5 des explants sur Matrigel en 2D
contréles et mutants. (C) Immuno-marquages réalisés avec les anticorps anti-p63/anti-K5 (images de
gauche) et anti-K5/anti-aSma (images de droite) sur des explants en 2D (Matrigel) controles et mutants. Les
noyaux sont marqués au Dapi (bleu). Les barres d’échelle de (B) et (C) sont de 25um. (D) Diagramme
représentant la quantification de I'étalement des cellules d’explants sur Matrigel en 2D contrbles et
mutantes marquées par 'anticorps anti-K5 en immunofluorescence. Chaque point représente I'aire d’une

. - 3
cellule en pixels multipliée par 10°.
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Figure 33 : Organisation du cytosquelette des cellules myoépithéliales mammaires déficientes en Pdpn
(A) Immunofluorescence des explants sur Matrigel en 2D contrOles et mutants montrant le marquage
phalloidine (Phallo) permettant de visualiser les filaments d’actine et anti-K5. Les noyaux sont marqués au
Dapi (bleu). (B) Immunofluorescence des explants sur Matrigel en 2D controles et mutants montrant le
marquage vinculine et K5. Les noyaux sont marqués au Dapi (bleu). Les barres d’échelle pour (A) et (B) sont
de 25 um. (C) Western-Blot des protéines pERM, ERM et tubuline B dans deux échantillons pairés de
cellules basales isolées controles et mutants. L’histogramme représente le rapport entre la quantification
des protéines pERM par rapport a la quantité d’ERM totale dans deux expériences distinctes (C1, M1 et C2,
M2).

Comme I'actine du muscle lisse, I'actine filamentaire révélée par un marquage a la phalloidine, est
abondante dans les cellules basales contrdles et mutantes qui présentent de multiples fibres de
stress (Fig. 33A). Les contacts focaux, témoins de la connexion des filaments d’actine a la matrice
sous-jacente, ont été détectés par immuno-marquage de la vinculine, une protéine présente dans
le complexe d’adhésion avec les intégrines (Fig. 33B). En termes de densité, forme, taille et
localisation, ces contacts semblent analogues dans les cellules basales controles et déficientes en
Pdpn. Les données de cytométrie présentées dans l'article montraient de plus que la perte de
Pdpn n’altérait pas I'expression des chaines B1 et a6 des intégrines dans le compartiment basal

(Bresson et al., Fig. 2 et S3).
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In vivo, nous avons révélé que la Pdpn co-localise avec pERM aux contacts intercellulaires entre les
cellules basales et luminales (Bresson et al., Fig. 1). Les données de la littérature montrent que la
présence de Pdpn favorise la phosphorylation des protéines ERM (Wicki et al., 2006; Martin-Villar
et al., 2006; Acton et al., 2014; Astarita et al., 2015). La quantification de I'expression de pERM
s’est avérée impossible par immunomarquage sur coupes de tissu mammaire mais nous avons
comparé, par Western-Blot, I'expression protéique des ERM totales et de pERM dans deux lots
pairés de cellules basales isolées a partir de souris adultes controles et mutantes. Les deux
échantillons testés présentent une grande hétérogénéité d’expression, mais les rapports
PERM/ERM ne semblent pas altérés dans les cellules basales déficientes en Pdpn (Fig. 33C).

L’ensemble des résultats obtenus indique que I'absence de Pdpn n’influe pas de fagon significative
sur les propriétés d’adhésion, d’étalement et d’organisation du cytosquelette d’actine des cellules
myoépithéliales, contrairement aux données décrites pour les FRCs et certaines lignées de cellules

épithéliales (Wicki et al., 2006; Martin-Villar et al., 2006; Acton et al., 2014; Astarita et al., 2015).

Tout en restant tres simplifiés, les modeles de culture 3D se rapprochent davantage du contexte
tissulaire in vivo, notamment par le maintien de la bicouche épithéliale polarisée, de ses
interactions et des contacts avec la membrane basale. Nous avons exploité le modeéle
d’organoides en Matrigel pour comparer les capacités de morphogénese de I'épithélium
mammaire controle et mutant. Dans ce modeéle, une stimulation par le FGF entraine
I’établissement de bourgeons épithéliaux, réminiscents de ceux formés in vivo durant le
développement mammaire (Nguyen-Ngoc et al., 2015).

Les organoides non traités par le FGF forment des spheres ou les cellules basales sont localisées en
surface et entourent les cellules luminales (Fig. 34A et B). Les spheéres issues des organoides
controles et mutants ne présentent pas de défauts d’organisation majeurs (Fig. 34A). Comme dans
le modele d’explants, la perte de Pdpn n’affecte pas I’étalement des cellules myoépithéliales.

La plupart des organoides traités au FGF développe des bourgeons épithéliaux apres quelques
jours en culture (Fig. 34B). La quantification du pourcentage d’organoides branchés montre que la
perte de Pdpn induit une légere diminution des capacités de bourgeonnement de I'épithélium
sans affecter I'organisation de la bicouche (Fig. 34B et C). De facon intéressante, la co-stimulation
des organoides avec FGF et Rspol révele une diminution un peu plus marquée du pourcentage

d’organoides branchés provenant de I'épithélium mutant (Fig. 34B).
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En accord avec nos conclusions établies in vivo et dans la lignée BC44 (Bresson et al., article
soumis), ces résultats argumentent en faveur d’'un défaut de réponse a la stimulation Wnt/Bcat

associé a la perte de Pdpn.

A Pdpn* K5Cre;Pdpn™ B Organoides contréles
— NT e
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Figure 34 : Impact de la perte de Pdpn dans I'induction de morphogénése dans des organoides.

(A) Immuno-marquage anti-K5 (haut) et Dapi (bas) sur des organoides PdpnF/F(CtrI) et K5Cre;PdpnF/F(Mut)
cultivés pendant 9 jours en 3D sur Matrigel, image d’un plan prise au microscope confocal. Barre d’échelle :
50 um. (B) Images d’organoides contréles en 3D prises au microscope a contraste interférentiel différentiel
(DIC) cultivées pendant 6 a 9 jours en présence (+FGF) ou en absence (NT pour non-traité) de FGF (5nM).
Barre d’échelle : 25 um. L’histogramme représente le pourcentage d’organoides branchés aprés stimulation
avec FGF (5nM), en absence ou présence de Rspol (500ng/mL) par rapport au nombre total d’organoides.
Une seule expérience quantifiée est représentée dans [|’histogramme. (C) Immuno-marquages des
cytokératines K5 et K8 sur des organoides cultivés et stimulés avec du FGF (5nM) en 3D pendant 9 jours.
Les images de microscopie confocale représentent la morphologie branchée d’un organoide controle
(gauche) et d’'un organoide mutant (droite). Dans chaque cas, deux plans a des profondeurs différentes
sont donnés (vue de dessus et vue transversale). Barre d’échelle : 50 pm.
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IV) Role de la partie cytoplasmique de Pdpn dans la
potentialisation de la signalisation Wnt

Les études moléculaires de I'interaction de Pdpn avec les protéines ERM ont identifié trois acides
aminés basiques, localisés dans la queue cytoplasmique de Pdpn, cruciaux pour cette interaction
(Martin-Villar et al., 2006). La queue cytoplasmique de Pdpn contient également deux sérines,

pouvant étre phosphorylées et entrainer des modulations de sa fonction (Krishnan et al., 2015).

Afin d’évaluer le role de la partie cytoplasmique de Pdpn dans la modulation de la signalisation
Wnt/Bcat, nous avons exprimé une construction protéique Pdpn, tronquée en C-terminal (Pdpn-
AC), dans la lignée cellulaire BC44 (Fig. 35A). Cette construction dépourvue de la queue
cytoplasmique conserve sa partie extracellulaire reconnue par 'anticorps anti-Pdpn utilisé en
cytométrie de flux. Comme les cellules BC44 transfectées avec la Pdpn entiere (Pdpn-WT), la
guasi-totalité des transfectants stables Pdpn-AC sont positifs pour Pdpn (Fig. 35B). Cependant, leur
réponse a la stimulation de la voie Wnt/Bcat difféere notablement. Aprés traitement avec Wnt3a,
en présence ou absence de Rspol, les cellules BC44 exprimant Pdpn-AC présentent une expression
d’Axin2 significativement diminuée par rapport aux cellules Pdpn-WT (Fig. 35D). L’expression
accrue des récepteurs de Wnt, Fzd7 et Lrp5/6, déja visible dans les cellules Pdpn-WT, est
également augmentée dans les cellules exprimant Pdpn-AC (Fig. 35C). Ces expériences
démontrent que la potentialisation de la signalisation Wnt par Pdpn-WT est dépendante de sa
gueue cytoplasmique mais n’est pas relative a la surexpression des récepteurs membranaires de

Wnt.

Plusieurs travaux montrent une interaction en cis de Pdpn avec CD44 et une régulation corrélée de
ces deux protéines (Martin-Villar et al., 2006; Acton et al., 2014). Nous avons donc analysé
I’expression de CD44 dans la lignée BC44 par cytométrie de flux et révélé que les trois
transfectants (Empty, Pdpn-WT et —AC) expriment CD44. Aucune modification significative de
I’expression de CD44 n’a été observée apres expression forcée de Pdpn (Fig. 35E).

L'ensemble de ces données indique que la queue cytoplasmique de la Pdpn joue un réle important
dans la régulation positive de la voie Wnt/Bcat dans les cellules basales BC44 et que CD44 est un

partenaire potentiel de Pdpn dans ce modele.
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Figure 35 : Etude de la fonction de la queue cytoplasmique de la Pdpn dans la réponse a la signalisation
Whnt

(A) Schéma des constructions protéiques Pdpn transfectées dans les cellules BC44. Pdpn-WT représente la
forme entiere de la Pdpn dite WT; Pdpn AC représente la forme tronquée en C-terminal dépourvue de la
gueue cytoplasmique. (B) Analyse en cytométrie de flux de I'expression de Pdpn et ltga6 dans les cellules
BC44 transfectées avec un vecteur vide, Pdpn-WT ou Pdpn- AC. (C) Expression de I’Axin2 analysée par gPCR
dans les cellules BC44 transfectées traitées, pendant 8h, avec Wnt3a (10 ng/mL), seul ou en combinaison
avec Rspol (50 ng/mL). La moyenne +/- écart-moyens de 3 expériences indépendantes est représentée
dans I'histogramme. (D) Expression des genes Fzd7, Lrp5 et Lrp6 analysée par qPCR sur les cellules BC44
transfectées. Les moyennes +/- écart-moyens ont été calculées a partir de 5 expériences indépendantes. (E)
Histogrammes représentant |'expression en cytométrie de flux de CD44 (gris foncé), par rapport a
I’expression d’un isotype contrdle (gris clair), dans les cellules BC44 transfectées.
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V) Etude de la perte de Pdpn dans I’épithélium mammaire des
souris K5ANfcat

Comme nous l'avons vu, I'absence de Pdpn affecte la formation des tumeurs mammaires induites
par l'expression constitutive de la Pcat (section résultats page 101). Les résultats obtenus
précédemment au laboratoire montraient une expansion de la population basale mammaire dans
les souris K5ANpcat avant I'apparition de tumeurs (Chiche et al., 2017). Pour explorer si la
population basale exprimant Bcat est perturbée par I'absence de Pdpn dans I'épithélium
mammaire prénéoplasique, nous avons analysé les souris K5AN/o’cat;K5Cre;PdpnF/F a l'age de 6

mois, bien avant I'apparition de |ésions mammaires.
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Figure 36 : Analyse des propriétés progénitrices des cellules basales issues des souris K5SANfcat (Ctrl) et

KSANﬁcat;KSCre;PdpnF/F (Mut) avant I’'apparition des tumeurs.

(A) Gauche : Distribution des populations mammaires épithéliales et stromales analysée en cytométrie de
flux sur la base de I'expression d’ICAM-1 et CD24 dans les souris agées de 6 mois. Droite: Les
histogrammes représentent le pourcentage de cellules basales et luminales au sein du compartiment
epithélial. Les moyennes et écart-moyens de 3 expériences indépendantes sont représentés. (B) Gauche :
Photographies des colonies formées a partir de 2000 cellules basales colorées en Hématoxyline-Eosine
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apres 7 jours de culture. Droite : Photographies des mammospheres formées par 5000 cellules basales. Les
histogrammes représentent la quantification des colonies et mammospheéres développées a partir de
cellules basales. Les moyennes et écart-moyens de 3 expériences indépendantes sont représentés.

L’analyse en cytométrie de flux des glandes mammaires des souris K5AN/3’cat;K5Cre;PdpnF/F révele
une réduction du compartiment basal ainsi qu’une perturbation de la balance des populations
luminales, au dépens des cellules ER/PR- (Fig. 36A). Les études fonctionnelles montrent une
réduction de moitié du potentiel clonogénique en 2D (colonies) et en 3D (condition
mammosphere) dans les cellules basales isolées déficientes en Pdpn exprimant ANfcat (Fig. 36B).
Ces résultats indiquent que I’épithélium mammaire des souris K5AN/3’cat;K5Cre;PdpnF/F est déja
perturbé avant |'apparition des tumeurs et suggerent que la diminution du compartiment de
cellules souches basales pourrait étre a I'origine de la réduction de formation des tumeurs induites

par la Bcat en I'absence de Pdpn.
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VI) Expression et valeur pronostique de Pdpn dans les différents
sous-types de cancer du sein humains

Compte tenu des résultats obtenus chez la souris et de la conservation d’expression de Pdpn dans
la couche basale de la glande mammaire humaine, nous avons effectué une analyse in silico du
niveau d’expression de Pdpn dans les différents sous-types de cancers du sein en utilisant le site

internet Genexminer (http://bcgenex.centregauducheau.fr/). Nous n’avons pas observé de

différence significative dans le taux global d’ARNm de Pdpn entre les sous-types de cancers du

sein classifiés moléculairement par PAM50 (Fig. 37A).
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Figure 37 : Analyse in silico de I’expression et de la valeur pronostique de Pdpn dans les cancers du sein.
(A) Le diagramme présente la moyenne de I'expression de ’ARNm de Pdpn dans les différents sous-types
de cancers du sein classifiés sur la base de PAM50. Nombres de cas : Basal (1120), Her2 (802), LumA (1559),
LumB (1037), Normal subtype (695 ; source Genexminer). (B) La courbe de survie dans les cancers du sein
de type basal/TN a été réalisée en prenant comme seuil de séparation le tertile haut d’expression de Pdpn.
En rouge, les cas ou Pdpn est fortement exprimée (1% tiers supérieur, n=204), en noir le reste des cas (2
tiers inférieurs, n=414) (source KMplotter). (C) Marquage immunohistochimique de Pdpn réalisé sur des
tumeurs TN. Dans la tumeur de gauche, le marquage est essentiellement concentré dans les zones péri-
tumorales, alors que la tumeur de droite est marquée a la fois dans les zones tumorales (*) et stromales.
Barre d’échelle : 80 um.
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Le site internet KMplotter (http://kmplot.com) permet de déterminer in silico la valeur

pronostique de I'expression d’une protéine spécifique dans les différents sous-types de cancer.
Cette approche a révélé qu’une expression forte de Pdpn (tiers supérieur) dans les cancers du sein
de type basal constituait un marqueur significatif de mauvais pronostic sur la survie sans rechute
des patientes (Fig. 37B). Dans les autres sous-types étudiés, Pdpn ne présente pas de valeur
pronostique significative.

Comme pour les analyses transcriptionnelles faites sur Genexminer, la valeur pronostique de Pdpn
déterminée par KMPlotter se base sur son expression globale dans la biopsie tumorale,
comprenant stroma et cellules tumorales. L'expression de Pdpn dans le stroma, notamment dans
les CAFs, a déja été décrite comme un facteur de mauvais pronostic dans les carcinomes
mammaires invasifs (Schoppmann et al., 2012; Pula et al., 2013). En immunohistochimie, I'analyse
de I'expression de Pdpn sur des micro-matrices tissulaires issues de carcinomes mammaires
humains de type triple-négatif a permis de confirmer que la Pdpn pouvait étre fortement et
spécifiguement exprimée par les CAFs du stroma tumoral (Fig. 37C). Par ailleurs, il existe de rares
cas de tumeurs triples négatives dans lesquelles la Pdpn présente une expression a la fois dans le
stroma et dans les cellules tumorales elles-mémes (Fig. 37C).

D’apres nos travauy, il est probable que le mauvais pronostic des cancers du sein TN surexprimant
Pdpn soit relatif a son expression dans le stroma. Cependant, il serait intéressant d’explorer plus
en détail les caractéristiques des cancers du sein présentant une expression atypique de Pdpn

dans le compartiment tumoral.

La compréhension des mécanismes de transition des carcinomes mammaires in situ vers les
carcinomes invasifs est un sujet de grand intérét puisqu’elle permettrait de mettre en évidence
des acteurs ou inhibiteurs de cette progression et ainsi mieux appréhender I’évolution des
patientes. La transition du DCIS vers le carcinome invasif implique le passage des cellules
tumorales a travers la barriere physique des cellules basales myoépithéliales puis la rupture de la
membrane basale. De ce fait, I'intégrité de la couche basale est considérée comme une barriere

protectrice contre I'invasion locale des cellules tumorales (Polyak, 2010; Russell et al., 2015).
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Figure 38 : Expression de la Pdpn dans des cas de carcinomes mammaires in situ

(A) Marquage immunohistochimique de Pdpn dans des échantillons de tissus mammaires sains adjacents
aux foci tumoraux. Les photographies représentent différentes intensités d’expression de Pdpn. Dans la
premiére image, I’encadré noir est un vaisseau lymphatique fortement marqué par Pdpn, utilisé comme
référence interne de marquage. Barres d’échelle de gauche a droite : 60, 110, 110 et 225 um (B) Expression
de Pdpn dans des cas de carcinomes in situ évaluée par immunohistochimie. Plusieurs cas sont représentés
avec différentes intensités de marquage. Barres d’échelle : 90, 100, 100 et 120 pm (C) L’histogramme
représente |I'expression de Pdpn en immunohistochimie dans les cellules luminales et basales des TMA de
tissus sains. Les différents cas sont classifiés selon le score d’Allred définissant 3 catégories (entre O et 2 :
nul ou trés faible marquage ; entre 3 et 6 : marquage intermédiaire ; > 6 : marquage fort) et présentés en
pourcentage dans chaque catégorie. (D) Les intensités de marquage immunohistochimique Pdpn dans les
cellules tumorales au sein de la tumeur et les cellules myoépithéliales (Cellules Myo (CIS)) entourant les
carcinomes in situ ont été quantifiés. L’histogramme représente le pourcentage de cas dans chacune des
trois catégories déterminées par le score d’Allred.
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L’évaluation de I'implication potentielle de Pdpn dans la transition des DCIS vers les carcinomes
invasifs a été réalisée par I'exploration de son expression dans un ensemble de TMA issus de
patientes atteintes de cancers du sein diagnostiqués comme DCIS. Pour chaque patiente, nous
avons également analysé |'expression de Pdpn dans la biopsie issue de tissu mammaire « sain »

adjacent a la tumeur.

Pour réaliser la quantification, nous avons utilisé comme référence interne de marquage les
vaisseaux lymphatiques, fortement marqués par Pdpn (Fig. 38A). Son expression dans le tissu
mammaire a été comparée a ce controle positif afin d’en évaluer I'intensité. De plus, nous avons
estimé le pourcentage de cellules positives dans chaque échantillon. Ces deux parametres
(intensité et pourcentage de cellules marquées) nous ont permis de déterminer un score d’Allred
pour chaque type cellulaire de I'épithélium normal (luminal et basal) et pour chaque échantillon
tumoral.

La Pdpn présente tres rarement une expression forte dans les cellules luminales tandis que dans
les cellules basales normales, seuls 25% des cas présentent un marquage faible (Fig. 38A et C).
Dans I'épithélium normal, I'expression forte de la Pdpn est donc majoritairement restreinte aux
cellules basales myoépithéliales de facon concordante avec nos résultats obtenus chez la souris.
Dans les carcinomes in situ (CIS), nous avons réalisé le méme type de quantification d’expression
dans les cellules au sein de la tumeur (cellules tumorales) et dans les cellules basales
myoépithéliales entourant le CIS (cellules Myo CIS). Dans la plupart des cas, les cellules tumorales
sont négatives ou faiblement marquées par Pdpn (Fig. 38B et D). Par contre, les cellules
myoépithéliales entourant le CIS sont majoritairement positives pour Pdpn, avec 30% des cas ou
elle est exprimée fortement et 42% des cas de facon intermédiaire (Fig. 38B et D).

La comparaison au cas par cas de |'expression de Pdpn dans les cellules basales myoépithéliales de
I’échantillon de tissu normal avec celles du carcinome in situ révele que, dans 50% des cas, les
cellules basales myoépithéliales entourant le CIS présentent une expression plus faible que les
cellules basales normales (données non montrées). Cette perte d’expression n’est pas corrélée a
un sous-type de cancer du sein et n’a pas pu étre associée a un degré de sévérité particulier de la

pathologie pour les 37 cas ou nous disposons des informations cliniques.
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Notre étude, fondée sur I'analyse de souris transgéniques, révele un roéle pour la Pdpn dans le
développement, la fonction des cellules souches et la tumorigenése mammaires. Nous montrons,
en particulier, que la Pdpn est un marqueur spécifique de la couche basale mammaire, qu’elle
participe au contrdle de I'activité des cellules souches résidant dans ce compartiment, et qu’elle
favorise la tumorigenese mammaire dans un modele murin de cancer du sein triple-négatif. Nos
données mécanistiques indiquent que la Pdpn potentialise la signalisation Wnt/Bcat dans les

cellules souches basales.

Pdpn, un nouveau marqueur de surface du compartiment basal, incluant les cellules souches

La séparation des cellules mammaires par cytométrie de flux requiert 'utilisation de marqueurs de
surface robustes dont les épitopes résistent au traitement enzymatique de dissociation cellulaire.
A ce titre, les marqueurs les plus utilisés chez la souris sont les chaines a6 et 1 des intégrines qui,
combinées a CD24, discriminent les cellules basales, luminales et stromales (Sleeman et al., 2006;
Stingl et al., 2006; Shackleton et al., 2006). Nos données révelent qu’associée a CD24, I'expression
de Pdpn sépare ces trois populations, représentant ainsi une alternative aux combinaisons
actuelles. L’absence totale d’expression de Pdpn dans les cellules luminales et sa forte expression
dans les cellules basales durant la puberté, la maturité et la gestation, permettent de générer des
profils de cytométrie particulierement clairs. A I'inverse, I'expression différentielle des chaines a6
et Bl entre les cellules basales et luminales est peu marquée, surtout durant la gestation ou

I’expression des intégrines est induite dans la population luminale.

Notre travail démontre que les cellules souches a potentiel régénératif résidant dans le
compartiment basal exprime Pdpn a leur surface. Bien que ce marqueur, comme CD24, Itgab et
ItgB1, n’identifie aucune sous-population basale distincte, il serait intéressant de déterminer si le
potentiel régénératif est notablement enrichi dansla fraction exprimant fortement Pdpn. La
différenciation lactogénique s’accompagne d’une perte de Pdpn dans les cellules myoepithéliales
suggérant qu’une forte expression de ce marqueur pourrait constituer un élément de signature
des cellules souches basales. A ce titre, I’'analyse par cytométrie du tissu lactogénique pourrait
permettre d’identifier un réservoir mineur de cellules basales immatures conservant I'expression
de Pdpn qui serait réactivé au moment du développement lobulo-alvéolaire lors des gestations

successives.
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La Pdpn représente donc un marqueur fiable, robuste, et alternatif, permettant de purifier a
différents stades du développement mammaire murin la population basale incluant les cellules
souches. Il est tres certainement utilisable pour I'analyse par cytométrie du tissu mammaire

humain puisque son profil d’expression est conservé in situ.

La Pdpn n’est pas cruciale pour la fonction contractile des cellules myoépithéliales matures

La lactation est marquée par la différenciation terminale de I'épithélium mammaire. La maturation
des cellules basales myoépithéliales, comme celle des cellules luminales sécrétrices, est
progressive. Elle comprend l'acquisition de certaines protéines spécifiques du muscle lisse,
probablement requises pour un renforcement des propriétés contractiles de ces cellules en
réponse a |'ocytocine délivrée au cours de la lactation (Deugnier et al., 1995). La signature
moléculaire des cellules myoépithéliales en lactation n’est pas connue, mais a notre connaissance

la Pdpn représente a ce jour le seul exemple de perte spécifique d’expression.

Des travaux récents rapportent que la Pdpn est un acteur majeur du contréle de la contractilité
des FRCs dans les ganglions lymphatiques (Acton et al., 2014; Astarita et al., 2015). Son absence
dans les cellules myoépithéliales matures indique qu’elle ne joue pas un role essentiel dans les
capacités de contraction de ces cellules. De plus, la perte précoce de Pdpn dans les cellules basales
ne conduit pas a des défauts de lactation, indiquant que leur maturation fonctionnelle n’est pas
profondément altérée. D’autres récepteurs sont connus pour réguler la contractilité cellulaire via
les RhoGTPases, notamment I'intégrine a3B1 dont I'absence dans les cellules basales entraine un
défaut de capacité lactogénique (Raymond et al., 2011). L'importance de la Pdpn dans les

mécanismes contrdlant la contractilité parait donc dépendre du contexte cellulaire.

Partenaires moléculaires extracellulaires et cytoplasmiques de Pdpn

Notre travail révele que dans I'épithélium mammaire, I'expression de Pdpn est concentrée aux
contacts intercellulaires, basal-basal et basal-luminal, suggérant une implication dans des
interactions cellulaires homotypiques et/ou hétérotypiques au sein de la bicouche. Clec2, le
récepteur de Pdpn dans le systéeme immunitaire (pour revue, Suzuki-Inoue et al., 2017), est absent
de I’épithélium mammaire. On ne peut pas cependant exclure I'existence d’autres récepteurs non
identifiés encore, notamment au sein de la superfamille des Clecs dont plusieurs membres sont
exprimés par les cellules basales et luminales mammaires comme l'indique I'analyse de leurs

profils transcriptionnels (Kendrick et al., 2008 et données non présentées). Ces récepteurs
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pourraient intervenir dans une signalisation bidirectionnelle comme c’est décrit pour les
interactions Pdpn/Clec2 dans les cellules immunitaires (Acton et al., 2012; Acton et al., 2014
Astarita et al., 2015).

De facon notable, I'expression de Pdpn in situ est corrélée a celle des pERMs aux contacts
intercellulaires. En accord avec ces observations, plusieurs travaux rapportent une interaction
directe de Pdpn avec des membres de la famille des ERM, notamment ezrine et moésine (Martin-
Villar et al., 2006; Acton et al., 2014; Astarita et al., 2015). Nos données de gPCR indiquent que
I'ezrine est majoritaire dans les cellules luminales mammaires, tandis que la moésine est
fortement exprimée dans les cellules basales. La moésine représenterait donc le partenaire
cytoplasmique privilégié de Pdpn, pouvant lui fournir une connexion avec le cytosquelette d’actine

et contribuer ainsi a la transmission d’un signal moléculaire dans les cellules basales.

Dans notre modele transgénique, la perte de Pdpn n’entraine pas une diminution mesurable de
I'expression de la forme phosphorylée active des ERM dans les cellules basales fraichement
isolées, contrairement a ce qui a été rapporté dans les FRCs en culture ou dans des lignées de
cellules fibroblastiques et épithéliales (Martin-Villar et al., 2006; Acton et al., 2014; Astarita et al.,
2015). De méme, nous n’avons pas observé de réorganisation majeure du cytosquelette d’actine
dans les cellules basales myoépithéliales déficientes en Pdpn mises en culture sur support
Matrigel. Il est possible que des défauts plus discrets soient décelables. Leur analyse pourrait étre

abordée plus facilement dans la lignée basale mammaire BC44 exprimant de fagon forcée la Pdpn.

La perte précoce de Pdpn perturbe la morphogénése et la fonction des cellules souches
mammaires

Notre analyse a révélé que la Pdpn était exprimée dans les cellules souches bipotentes K5+ du
bourgeon mammaire embryonnaire. Sa perte précoce dans le modele K5Cre;PdpnF/F n’entraine
pas de défaut visible de morphogenese a la puberté, indiquant qu’elle ne compromet pas les
processus de migration cellulaire, collective et individuelle, qui sont particulierement importants a
ce stade de développement intense (Ewald et al., 2012). Chez la souris adulte, I'épithélium
déficient en Pdpn se développe sans défaut majeur d'organisation mais il est moins ramifié,
présentant notamment une réduction des ramifications secondaires et tertiaires au stade
nullipare et en début de gestation. Il est établi que ces processus sont contrdélés en aval de la
progestérone par des médiateurs locaux appartenant essentiellement a la voie Wnt (pour revues,

Brisken et Ataca, 2015; Yu et al., 2016).
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L’ablation embryonnaire de Pdpn dans I'épithélium mammaire provoque une perturbation de
I'activité des cellules souches basales détectable par des essais fonctionnels dés la puberté. Le
compartiment basal des souris K5Cre;PdpnF/F présente notamment une diminution de la fréquence
des cellules souches associée a des défauts de croissance et de différenciation ex vivo ainsi qu’un
potentiel d’autorenouvellement réduit. Le contenu en progéniteurs luminaux dans | ‘épithélium
adulte est également réduit. De fagon concordante, les transplantations en série réalisées a partir
de fragments épithéliaux contrdles et mutants ont montré que la perte de Pdpn entrainait une
réduction du potentiel de développement de I'épithélium mammaire a long-terme. Ces essais
menés dans un environnement hormonal contrélé ont permis de confirmer que les défauts
observés dans I'épithélium mammaire déficient en Pdpn sont inhérents a la perte ciblée de Pdpn

dans les cellules basales, et non a une perturbation d’origine systémique des souris K5Cre;PdpnF/F.

Le développement post-natal ainsi que les populations souches de la glande mammaire sont
régulés localement par des interactions moléculaires réciproques entre les cellules basales et
luminales, comprenant un ensemble complexe de relations intercellulaires directes et de
mécanismes de communication paracrine (pour revues, Brisken et O'Malley, 2010; Macias et
Hinck, 2012; Brisken et Ataca, 2015). Les cellules basales produisent des facteurs de croissance
solubles, comme les FGFs, I'HGF et Nrgl, capables de réguler la population luminale progénitrice
et les processus de ramification (Macias et al., 2011; Forster et al., 2014; Di-Cicco et al., 2015). Par
ailleurs, la stimulation hormonale des cellules luminales ER/PR+ induit la libération de facteurs qui
influencent I’expansion des cellules luminales progénitrices ER/PR- et des cellules souches basales.
Les ligands de la voie Wnt/Bcat, tels que Wnt4 et Rspol, jouent un réle particulierement
important dans I’expansion du compartiment de cellules souches basales et la ramification latérale

(Cai et al., 2014; Rajaram et al., 2015; Fig. 18).

L’expression de différents genes cibles de la voie Wnt/Bcat est perturbée dans les cellules
basales déficientes en Pdpn

La Pdpn, localisée a l'interface entre les cellules basales et luminales mammaires, pourrait
contribuer a moduler la réponse des cellules basales aux stimuli délivrés par leur niche, en
particulier aux ligands de la voie Wnt/Bcat. En accord avec cette hypothése, I'expression de
plusieurs génes cibles de la voie Wnt/Bcat, tels que Ccndl, K15, Vcan et Jagl, est diminuée dans

les cellules basales adultes déficientes en Pdpn. Ces molécules n’ont pas toutes de fonction établie
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mais leur expression est dans I'ensemble associée au compartiment de cellules souches de divers
tissus épithéliaux, dont celui de la glande mammaire.

La Ccndl, un acteur majeur de la transition G1/S du cycle cellulaire, est nécessaire au
développement post-natal normal de la glande mammaire, notamment a I'expansion lobulo-
alvéolaire (Fantl et al., 1999). La perte de Ccnd1 dans les cellules épithéliales mammaires limite
leur capacité de régénération canalaire et de formation de ramification latérale apres
transplantation. Elle réduit également leur potentiel d’autorenouvellement ex vivo (Jeselsohn et
al., 2010).

La kératine de type Il K15 est considérée comme un marqueur des cellules souches des follicules
pileux, son expression étant restreinte au bulbe folliculaire, un site d’activation de la voie
Wnt/Bcat (pour revue, Yang et Cotsarelis, 2010). Sa fonction n’a pas été explorée dans la glande
mammaire, mais elle est décrite comme une cible de la signalisation Wnt/Bcat (Meyer-Abt et al.,
2013). Elle pourrait s’associer avec d’autres kératines basales de type |, telles que K5 (pour revue,
Bose et al., 2013), dont le niveau d’expression reste inchangé dans les cellules basales déficientes
en Pdpn.

Versican est un protéoglycane de la matrice extracellulaire dont le promoteur est directement
régulé par les facteurs de transcription Tcf/Lef (Rahmani et al., 2012). Comme K15, I'expression de
Versican est associée aux cellules souches du follicule pileux (pour revue, Yang et Cotsarelis, 2010).
Son expression ectopique dans des lignées tumorales mammaires favorise leur capacité a former
des sphéres (Du et al., 2013). Par ailleurs, des données non publiées du laboratoire ont montré
gue I'expression de Versican est diminuée in vivo dans les cellules basales mammaires déficientes
en Myc, un geéne cible majeur de la voie Wnt/Bcat. La perte de Myc entraine I'abolition du
potentiel régénératif des cellules souches basales (Moumen et al., 2012). Le rOle potentiel de
Versican dans la niche des cellules souches mammaires reste toutefois a élucider.

Le promoteur de Jag1, un ligand majeur de la voie Notch, possede des sites de liaison aux facteurs
de transcription Tcf/Lef (Katoh et Katoh, 2006; Rodilla et al., 2009), indiquant une interaction
entre les signalisations Wnt et Notch. La voie Notch spécifie le lignage luminal et contrdle la
prolifération des progéniteurs luminaux mammaires (Bouras et al., 2008; Rodilla et al., 2015). La
réduction d’expression de Jagl dans les cellules basales déficientes en Pdpn pourrait contribuer a

la diminution du contenu en progéniteurs clonogéniques observée dans le compartiment luminal.

Nous n’avons pas détecté de modulation de I’Axin2, dans les cellules basales déficientes en Pdpn

fraichement isolées des souris adultes nullipares. A ce stade, la population Axin2+ constitue 5% du
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compartiment basal mammaire qui, dans son ensemble, exprime faiblement I’Axin2 au niveau
transcriptionnel (van Amerongen et al., 2012). Il est probable que nos analyses en gPCR ne nous
permettent pas d’accéder de maniére fiable a I'expression d’Axin2 dans ce contexte. Par contre,
lors d’une stimulation ex vivo par le ligand Wnt3a, les cellules basales adultes déficientes en Pdpn
présentent une réduction de l'induction d’Axin2, indiquant une atténuation de la réponse a la
signalisation Wnt/Bcat.

Dans leur ensemble nos résultats indiquent que la perte de Pdpn conduit a une modulation
négative de certains génes cibles de la voie Wnt/Bcat dans les cellules basales mammaires, et a un

défaut d’induction de sa cible majeure, Axin2, dans des conditions de stimulation ex vivo.

La perte de Pdpn affecte la population basale Lgr5+

Les mécanismes de signalisation Wnt, controlés par les couples ligands/récepteurs, Wnts/Fzds et
Lgrs/Rspos, ne sont que partiellement élucidés dans I’épithélium mammaire (pour revue, Yu et al.,
2016). Chez I'adulte, les cellules basales mammaires positives pour Axin2 et Lgr5 constituent des
petites sous-populations cellulaires distinctes (van Amerongen et al., 2012; Plaks et al., 2013;
Wang et al., 2015; Fu et al., 2017 ; Fig. 18). Lgr4, un ligand alternatif des Rspos, est largement
exprimé dans la couche basale de I'épithélium (Wang et al., 2013). Dans la glande mammaire, la
fraction Axin2+ est définie comme répondant a la signalisation Wnt/Bcat alors que celle positive
pour Lgr5 n’exprime pas de marques d’activation de cette voie, contrairement aux cellules
souches intestinales Lgr5+ (Zeng et Nusse, 2010; Plaks et al., 2013; Wang et al., 2015; Fu et al.,
2017). D’apres des études récentes, la population basale adulte Lgr5+ contiendrait un pool de
cellules souches bipotentes quiescentes, apparentées a celles du bourgeon mammaire
embryonnaire (Trejo et al., 2017; Fu et al., 2017).

Notre travail réveéle une surexpression de Lgr5 dans les cellules basales déficientes en Pdpn. En
I'absence d’anticorps anti-Lgr5 fiable, nous n’avons pas pu tester si cette surexpression était liée a
une surreprésentation de la population Lgr5+. Cette hypothése serait cependant en accord avec
les capacités de croissance restreintes des cellules basales déficientes en Pdpn observées ex vivo
et leur propension a générer des sphéres enrichies en cellules K5+/K8+, un phénotype
caractéristique des cellules souches mammaires foetales (Spike et al., 2012).

Pour déterminer si la proportion de cellules Lgr5+ est modulée a I'age adulte par la perte
embryonnaire de Pdpn, il serait intéressant d’analyser cette fraction dans nos souris mutantes
apres croisement avec une souris rapportrice Lgr5-GFP. Ce modele permettrait aussi de préciser le

niveau d’expression de Pdpn dans la sous-population Lgr5+.
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La Pdpn est un potentiateur de la signalisation Wnt/Bcat

In vivo, les ligands Wnt4 et Rspol, produits par différentes sous-populations luminales, agissent en
synergie pour ajuster la signalisation Wnt/Bcat dans les cellules basales mammaires (Cai et al.,
2014; Rajaram et al., 2015 ; Fig 18). Dans nos mutants K5Cre;PdpnF/F, la population luminale est
affectée et son analyse moléculaire a révélé de faibles niveaux d’expression de Rspol qui
pourraient expliquer, en partie, une atténuation de la voie Wnt/Bcat dans les cellules basales

mammaires.

Afin d’étudier I'implication de la Pdpn dans la signalisation Wnt/Bcat en dehors de la complexité
tissulaire, nous avons utilisé la lignée basale mammaire murine BC44, dans laquelle nous avons
forcé I'expression de Pdpn, absente des cellules parentales (Deugnier et al., 1999; Deugnier et al.,
2002). La réponse moléculaire des cellules BC44, exprimant ou non la Pdpn, a été analysée aprés
stimulation avec Wnt3a et avec Wnt3a/Rspol, connus pour activer la voie Wnt/Bcat dans les
cellules basales mammaires (Zeng et Nusse, 2010; Cai et al., 2014; Wang et al., 2015). A 'aide de
ce modele, nous avons montré que la présence de Pdpn potentialise la signalisation Wnt/Bcat. Elle
stimule I'expression d’Axin2 ainsi que celle de la Bcat activée et favorise sa translocation nucléaire.
De plus, I'expression ectopique d’'une forme constitutivement activée de la Bcat dans les cellules
BC44 a révélé que la Pdpn pouvait agir, dans ce contexte, en aval du signalosome membranaire de

la voie Wnt/Bcat.

Différents travaux ont mis en évidence l'importance du domaine cytoplasmique dans les
mécanismes de signalisation intracellulaire par Pdpn (Wicki et al., 2006; Martin-Villar et al., 2006;
Krishnan et al., 2013; Acton et al., 2014; Astarita et al., 2015; Krishnan et al., 2015). L'utilisation
d’une construction tronquée dépourvue de la partie cytoplasmique a montré que ce domaine
jouait un réle important dans la potentialisation de la signalisation Wnt/Bcat par Pdpn dans les
cellules BC44. La co-localisation de Pdpn avec pERM dans les cellules basales mammaires in situ
suggere fortement qu’une interaction entre Pdpn et moésine est impliquée dans la réponse
observée. Nous testons a I’heure actuelle cette hypothese a I'aide d’une construction mutée pour
les trois acides aminés spécifiques de I'interaction Pdpn/ERM. En lien avec I'activation des ERM,
des travaux indiquent que Pdpn module la signalisation par les RhoGTPases dans certaines cellules

épithéliales (Wicki et al., 2006; Martin-Villar et al., 2006; Cueni et al., 2010b). Cette voie est
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maintenant connue pour interagir avec la signalisation Wnt/Bcat, notamment en régulant

I’'accumulation nucléaire de la Bcat (Schlessinger et al., 2009).

D’autres hypotheses d’action du domaine cytoplasmique sont envisageables. Le role potentiel des
deux sites de phosphorylation S167 et S171 pourrait étre analysé a I'aide des constructions non-
phosphorylables et phospho-mimétiques décrites dans la littérature (Krishnan et al., 2013; Acton
et al., 2014; Krishnan et al., 2015). Par ailleurs, les domaines transmembranaires et
cytoplasmiques de Pdpn participent a sa relocalisation dans les radeaux lipidiques, micro-
domaines membranaires potentiellement importants pour I'activation de la signalisation Wnt
(Fernandez-Munoz et al., 2011; Ozhan et al., 2013). La perturbation de la formation de ces
radeaux par un traitement des cellules BC44 avec un composé solubilisant le cholestérol pourrait

permettre d’aborder ce point.

La tetraspanine CD9 et le récepteur CD44 sont des partenaires membranaires potentiels de Pdpn
susceptibles de moduler sa fonction (Nakazawa et al., 2008; Martin-Villar et al., 2010). lls sont
fortement exprimés par les cellules basales mammaires (Kendrick et al., 2008; Louderbough et al.,
2011; Di-Cicco et al., 2015) et de plus, ont été impliqués dans le contréle de la signalisation
Wnt/Bcat. CD9 est un antagoniste de la voie Wnt/Bcat qui favorise I'export de la Bcat via les
exosomes (Chairoungdua et al., 2010). CD44 régule de fagon positive la signalisation Wnt/Bcat, en
controlant I'activation de Lrp6 et sa localisation a la membrane (Schmitt et al., 2015). Ces
mécanismes requierent linteraction cytoplasmique de CD44 avec les protéines ERM et le
cytosquelette d’actine. Il serait intéressant de déterminer, dans le modele BC44, si le role de Pdpn
dans la potentialisation de la signalisation Wnt/Bcat nécessite son interaction en cis avec des

partenaires membranaires, comme CD9 ou CD44.

L’ensemble des données obtenues dans nos modeles de perte et gain de fonction indique que
dans les cellules basales mammaires, la Pdpn posséde un réle intrinseque dans la signalisation
Wnt/Bcat et peut participer au contrdle paracrine de la fonction des cellules souches (Fig. 39). Les
mécanismes par lesquels Pdpn interfére avec la cascade de signalisation Wnt/Bcat, régulée a de

multiples niveaux entre la surface cellulaire et le noyau, restent a préciser.
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Figure 39 : Modeéle de I'implication de la Pdpn dans les interactions luminal-basal contr6lées par la
signalisation Wnt/Bcat.

Dans la cascade des événements conduisant a I'activation de la voie, la Pdpn pourrait agir au niveau du
sighalosome membranaire, du complexe de destruction ou du transport nucléaire de la Bcat.

La perte de Pdpn induit une atténuation de la tumorigénése mammaire dirigée par I'activation
de la voie Wnt/Bcat

La surexpression de Pdpn a été documentée dans de nombreux types de carcinomes ou elle est
souvent concentrée au front invasif (pour revues, Wicki et Christofori, 2007; Suzuki-lnoue et al.,
2017). Elle est de plus associée a une progression tumorale plus rapide dans des modeles murins
de tumeurs de peau et de pancréas (Wicki et al., 2006; Renart et al., 2015). Nous avons trouvé que
les tumeurs mammaires triple-négatives induites par I'expression d’'une forme activée de PBcat,
expriment fortement Pdpn, notamment au front invasif. Dans les souris K5ANfcat, les tumeurs
mammaires sont le résultat de I'amplification aberrante des cellules souches de type basal
(Moumen et al., 2013). Nos données montrent que l'inactivation de Pdpn dans ce modéle

entraine : i) une diminution de la population de souche basale dans I'épithélium mammaire pré-
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néoplasique ; ii) un retard dans I'apparition de tumeurs et une diminution de leur nombre ; et iii)
une inhibition de formation de tumorsphéres en culture. L'ensemble de ces résultats suggere que
I'atténuation de la tumorigenése en absence de Pdpn pourrait étre due, au moins en partie, a la
réduction du compartiment de cellules souches basales, cibles de la transformation oncogénique
par la Bcat.

L’expression ectopique de la Pdpn dans un contexte cellulaire épithélial favorise I'acquisition de
caractéristiques mésenchymateuses, mais I'activation d’'un programme EMT « complet » reste
discutée (pour revues, Wicki et Christofori, 2007; Renart et al., 2015). L'identité basale des
tumeurs formées par les souris K5ANfScat en absence de Pdpn est conservée. Toutefois, elles
surexpriment la cadhérine E et présentent une répression des genes Snail, Vim et Twistl,
suggérant une transition vers un phénotype plus épithélial avec un renforcement des jonctions
intercellulaires. LEMT est considérée comme un processus dynamique et réversible qui comprend
un large spectre d’états transitionnels entre les phénotypes épithéliaux et mésenchymateux (Tan
et al., 2014; pour revues, Savagner, 2015; Nieto et al., 2016).

La voie de signalisation Wnt/Bcat est étroitement connectée a I'activation des processus d’EMT,
caractérisés par une régulation négative de I'expression de la cadhérine E via I'induction des
membres des familles Snails et Twists (pour revue, Heuberger et Birchmeier, 2010). A leur front
invasif, certains carcinomes présentent des marques d’activation de la voie Wnt/Bcat, ainsi que
des caractéristiques mésenchymateuses typiques d’un programme d’EMT (pour revue, Fodde et
Brabletz, 2007; Suzuki et al., 2008a). Il est donc probable que la Pdpn, en potentialisant la
signalisation Wnt/Bcat, favorise I'expression de caractéristiques mésenchymateuses dans notre
modele de tumorigenése mammaire. |l est intéressant de noter qu’en accord avec nos données,
I’expression de Snaill, et non de son paralogue Snail2, est associée a |'activation de I'EMT dans des

modeéles de tumeurs mammaires (Ye et al., 2015).

Valeur diagnostique et pronostique de la Pdpn dans les cancers du sein

La couche myoépithéliale constitue une barriere naturelle protectrice contre la progression des
CIS en carcinomes invasifs. Son intégrité est déterminante pour contenir les processus d’invasion
locale (pour revue Moumen et al., 2011). Il a été rapporté que plusieurs protéines spécifiques du
lignage basal, notamment p63, calponine et a-SMA, sont perdues dans les cellules myoépithéliales
entourant les CIS, et ce avant I'apparition de défaut structurel de la couche (Russell et al., 2015).
En accord avec ces données, notre analyse des TMA indique que I'expression de Pdpn dans les

cellules basales myoépithéliales est atténuée dans 50% des cas de CIS par rapport a I'épithélium
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normal adjacent. Ces données suggerent que la Pdpn pourrait représenter un élément de
signature de la progression des CIS et avoir une valeur pronostique de I'évolution de la maladie. A
ce titre, il serait intéressant de déterminer si la perte de Pdpn est précoce ou tardive, en la

comparant a celle des autres marqueurs myoépithéliaux altérés.

Notre analyse in silico sur une large cohorte de patientes atteintes de cancer du sein a révélé
gu’une forte expression transcriptionnelle de Pdpn semble corréler avec un mauvais pronostic
dans le sous-type basal/triple-négatif uniquement. Ces données reposent sur I'expression globale
de Pdpn dans la biopsie des patientes de cette cohorte, comprenant cellules stromales et
tumorales. Notre screening préliminaire des carcinomes triple-négatifs par immunohistologie
montre que la Pdpn est fréquemment exprimée dans les CAFs alors qu’elle I'est rarement dans les
cellules tumorales, confirmant des données de la littérature (Schoppmann et al., 2012; Pula et al.,
2013). Le groupe des TNBC étant trés hétérogene, il serait intéressant de déterminer si les rares
cas d’expression tumorale correspondent a un sous-type particulier, et s’il existe une corrélation
entre I'expression de Pdpn, des signes d’hyper-activation de la voie Wnt/Bcat, et un haut score
d’EMT. De facon intéressante, des données préliminaires, obtenues en collaboration avec J. P.
Thiery, indiquent une corrélation significative entre I'expression de Pdpn et le sous-type « claudin-
low » associé a un haut score EMT (Tan et al., 2014; données non publiées).

La présence de Pdpn dans les CAFs correle avec un mauvais pronostic pour les patientes atteintes
de cancers du sein triple-négatifs mais sa fonction reste a préciser (Schoppmann et al., 2012; Pula
et al., 2013). On peut postuler que la forte expression de cette molécule dans ces cellules
fibroblastiques pourrait affecter leurs propriétés mécaniques et physiologiques, et impacter la

croissance tumorale.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Malgré de nombreux travaux impliquant la Pdpn dans le développement tissulaire et la
tumorigenese, sa distribution précise et sa fonction potentielle dans I'épithélium mammaire en
développement n’avaient pas été étudiées. Notre travail a révélé que I'expression de Pdpn est
régulée de facon spatio-temporelle dans ['épithélium mammaire murin. Présente des
I'embryogenése, cette protéine transmembranaire est restreinte a la couche basale mammaire
apres la naissance mais absente des cellules myoépithéliales durant la lactation. Elle n’est pas
essentielle aux mécanismes de migration des cellules basales de la coiffe gouvernant la
morphogenéese canalaire durant la puberté, ni aux compétences contractiles des cellules
myoépithéliales matures. En revanche, notre travail révele qu’au cours du développement post-
natal mammaire, la Pdpn participe au contréle de la signalisation Wnt/Bcat qui régule de fagon
paracrine la fonction des cellules souches résidant dans le compartiment basal, mettant ainsi en
évidence un role nouveau pour cette molécule et un nouveau partenaire de cette voie de
signalisation clef pour le développement et la tumorigenése mammaires.

Les mécanismes moléculaires reliant Pdpn a I'activation de la signalisation Wnt/Bcat restent a
définir précisément. Une de nos hypotheses impliquerait une modulation de |’activation des
RhoGTPases via le site de liaison aux ERMs du domaine cytoplasmique de la Pdpn. Nous la testons
a I’heure actuelle dans le modele de la lignée basale mammaire BC44.

L’expression conservée de Pdpn dans I'épithélium mammaire humain suggere une fonction
moléculaire similaire. Elle représente un marqueur additionnel des cellules basales mammaires,
potentiellement intéressant pour évaluer la transition des CIS vers les carcinomes invasifs. Enfin,
sa fonction dans les CAFs des cancers du sein triple-négatifs qui la surexpriment fortement mérite

sans doute d’étre explorée.
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1) Modeéles de souris transgéniques

Les souris K5Cre, exprimant la recombinase Cre sous le controle du promoteur de la kératine 5
(actif dans les cellules basales des épithélia stratifiés, dont la glande mammaire), ont été fournies
par le Dr. J.L. Jorcano (Ramirez et al., 2004). Les souris K5ANfcat ont été générées par le
laboratoire et décrites précédemment (Teuliere et al., 2005).

Les souris Pdpn™*

ont été générées par le prestataire Ozgene (Bentley DC, Australie). Des
séquences LoxP, entourant I'exon 1 du gene de la Pdpn qui comprend le codon d’initiation, ont été
introduites par recombinaison homologue dans des cellules souches embryonnaires murines
C57BL6. Les clones hétérozygotes obtenus ont été ensuite implantés dans des souris pseudo-
gestantes (fond génétique 129SV) pour produire des souris chimériques hétérozygotes. Ces
derniéres ont été croisées avec des souris Rosa26;Flp1 (exprimant la recombinase flippase) afin
d’éliminer la cassette Neo®. Aprés I'obtention des souris homozygotes PdpnF/F nous les avons
croisé avec les souris K5Cre et K5ANScat. Nous avons également croisé ces souris avec les souris
Rosa26""“ possédant une cassette loxP-stop-loxP-LacZ (Soriano, 1999). Pour I'ensemble des
expériences in vivo sauf indication contraire, nous avons choisi comme contrbles des souris
Pdpn™" ou Pdpn™";K5ANScat de la méme portée ou d’age similaire, au méme stade de
développement que les mutantes analysées. Les souris du modele tumoral K5ANfcat ont été
suivies régulierement afin de détecter I'apparition de tumeurs et sacrifiées quand l'une des
tumeurs palpables avait atteint 1cm®.

L'utilisation de ces animaux a été effectuée en accord avec les régles européennes et nationales
de la protection des animaux vertébrés utilisés a des fins expérimentales (Numéro de licence
#C75-05-18). Ces expériences sont conformes aux principes de remplacement, réduction et
raffinement décrits dans le guide pour la protection et l'utilisation des animaux de laboratoire

(NRC, 2011).

2) Génotypage des souris transgéniques

Les extractions d’ADN génomique (ADNg) sont réalisées a partir de fragments d’oreilles. lls sont
soit digérés a 55°C sur la nuit par une solution de lyse a la protéinase K (Tris 100 mM, pH 7,5;
EDTA 50 mM, pH 8 et SDS 0,5%; protéinase K 0,3 mg/ml Roche), soit au moyen d’un kit
d’extraction KAPA (« KAPA Express Extract Kit», KAPA Biosystems). Aprés centrifugation et
précipitation, I’ADNg est récupéré et resuspendu dans du Tris-EDTA (Tris 10mM, pH 7,5 et EDTA
0,1 mM).
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La présence du transgene Cre, des sites LoxP dans le gene de la Pdpn ou du transgene KSANPcat

(appelé ANPcat), a été détectée par PCR. Les séquences des amorces et les conditions de chaque

PCR sont indiquées dans le tableau ci-dessous :

Genes Séquence des amorces Conditions PCR Taille amplicon
cre 5’- ATTTGCCTGCATTACCGGTC -3’ 1 2:: z:og 28 250 ob
5’- ATCAACGTTTTGTTTTCGGA -3’ oo cycles P
1 min 72°C
odon.F 5'- GGGCTAAGTCTCCTGTAACA -3’ 1? :z zgog 34 400 pb (sauvage)
P 5’- TTCCATCCATTTCCAGTGTAG -3’ . cycles 550 pb (flox)
30sec72°C
1 min 94°C
ANBeat 5’ ATCCCATCCACGCAGTTTGAC 3’ ) 2:: co 35 500 pb (sauvage)
5’ GATGCCACCAGACTTAAAGATG 3’ L el | cveles 400 pb (Tg)

Tableau 6 : Présentation des amorces utilisées pour le génotypage des souris par PCR
Les séquences des amorces sont indiquées ainsi que la taille des amplicons produits en paires de bases (pb)

L'ensemble des cycles de PCR est précédé d’une étape de dénaturation de 5 min a 95°C et terminé
par une étape d’élongation de 7 min a 72°C. Les produits de la réaction PCR sont ensuite déposés
sur un gel d'agarose contenant du SYBR® Safe (0,004% ; ThermoFisher Scientific) pour une

migration électrophorétique afin de visualiser les différents amplicons.

3) Dissociation des glandes ou tumeurs mammaires murines

Afin d’analyser les populations épithéliales mammaires par cytométrie de flux, les glandes
mammaires murines ont été prélevées, dissociées mécaniquement a l'aide de ciseaux et scalpels,
puis soumises a une série de digestions enzymatiques et protéolytiques a base de collagénase A (3
mg/mL, Sigma Aldrich), de hyaluronidase (100 U/mL, Sigma), de trypsine-EDTA (0,25% trypsine,
0,1% EDTA, Invitrogen), de dispase Il (5 mg/mL, Roche) et de DNase | (0,1 mg/mL; Sigma), selon les
protocoles décrits précédemment (Stingl et al., 2006; Shackleton et al., 2006; Sleeman et al.,
2007). Pour les tissus tumoraux, le temps de digestion enzymatique a 37°C dans la solution de
collagénase A et hyaluronidase a été allongé a 2h au lieu 1h30-45. Les érythrocytes sont éliminés a
I'aide d'un tampon de lyse a base de chlorure d'ammonium (STEMCELL technologies), puis la
solution est passée sur un filtre de 40 um (Fisher brand) afin d’éliminer les fragments tissulaires

non dissociés.

4) Culture de la lignée cellulaire BC44

La lignée cellulaire épithéliale de type basal BC44 a été clonée a partir des cellules mammaires

murines HC11, elles-mémes dérivant de la lignée CommaDp (Deugnier et al., 1999; Deugnier et al.,
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2002). Ces cellules sont cultivées dans un milieu composé de RPMI 1640 medium (Gibco Life
Technologies), FBS 10% (Gibco Life Technologies), 2 mM L-Glutamine, 5 pg/mL insuline (Sigma-
Aldrich), et pénicilline + streptomycine (Gibco Life Technologies), comme décrit précédemment

(Deugnier et al., 1999).

5) Tri cellulaire et analyse en cytométrie de flux

Les cellules primaires mammaires dissociées ainsi que les cellules de la lignée BC44 sont marquées
pendant 20 min a 4°C avec les anticorps référencés dans le tableau page 181. Apres lavage, les
cellules marquées sont analysées grace au cytomeétre LSRII (BD Biosciences) ou triées a I'aide du
cytomeétre de flux/trieur MoFlo Astrios (Beckman Coulter). Toutes les données obtenues sont
analysées avec le logiciel FlowJo. La pureté des populations triées est vérifiée pour chaque tri, elle

est d’environ 95%.

6) Essai de formation de colonies

Des fibroblastes irradiés (NIH-3T3L1 irradiés a 20 Gy) sont ensemencés dans une plaque 24 puits a
la densité de 5000 cellules par puits. Ce tapis de fibroblastes crée une assise de cellules
productrices de matrice extracellulaire permettant aux cellules épithéliales d’adhérer au support.
Le lendemain, les cellules épithéliales fraichement isolées sont mises en culture a faible densité
(500 cellules luminales ou 2000 cellules basales par puits) comme décrit précédemment (Stingl et
al., 2006; Shackleton et al., 2006) dans le milieu suivant :

-pour les cellules luminales : DMEM/F12 (Gibco Life technologie), FCS (10%, Life technologie),
Insuline (5 ug/mL, Sigma- Aldrich), EGF (10 ng/mL, Invitrogen Life Technologie), Choléra Toxine
(100 ng/mL, ICN Biochemicals), Pénicilline + Streptomycine (10 mM, Gibco) et Glutamine (10 mM,
Gibco)

-pour les cellules basales: DMEM/F12 (Gibco Life technologie), FCS (1%, Life technologie),
complément B27 (1% Gibco), Insuline (5 ug/mL, Sigma-Aldrich), EGF (10 ng/mL, Invitrogen Life
Technologie), Pénicilline + Streptomycine (10 mM, Gibco) et Glutamine (10 mM, Gibco).

Aprés 7 jours de culture, les colonies cellulaires formées sont fixées en paraformaldéhyde 4% (ou
PFA) pendant 15 min a température ambiante, puis colorées a |’"hématoxyline-éosine et
photographiées sous loupe binoculaire (MZ8, Leica Microsystems GmbH, Allemagne). Le nombre

et la taille des colonies sont quantifiés avec le logiciel ImageJ (NIH, USA).
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7) Essai de formation de mammosphéres et tumorspheéres

Selon le protocole décrit par Dontu et Coll. et modifié par Spike et Coll., les populations cellulaires
fraichement isolées par cytométrie de flux ont été mises en culture en plaques 24 puits a faible
adhérence (Corning) a une densité de 5000 cellules/puits pour les cellules épithéliales normales et
20000 cellules/puits pour les cellules tumorales (Dontu et al., 2003; Spike et al., 2012). Le milieu
de culture est composé de DMEM/F12 (Gibco Life technologie), B27 (1%, Gibco), EGF (20 ng/mL,
Invitrogen), bFGF (20 ng/mL, Gibco Life technologie), Héparine (4 ug/mL, Sigma-Aldrich), Insuline
(10 ug/mL, Sigma-Aldrich), Matrigel (2%, BD Pharmingen), Pénicilline + Streptomycine (10 mM,
Gibco) et Glutamine (10 mM, Gibco). Aprés 12 a 14 jours de culture, les puits sont photographiés a
la loupe binoculaire. Pour quantifier les mammospheéres et estimer leur taille, le logiciel ImageJ a
été utilisé. Les tailles des structures ont été évaluées en quantité de pixels occupé sur la
photographie et classées en trois catégories: agrégats cellulaires (inférieure a 90 pixels),
microsphéres (entre 90 et 150 pixels) et mammospheéres (supérieure a 150 pixels). Pour estimer le
pourcentage de cellules clonogéniques, c’est-a-dire aptes a générer des mammospheéres d’origine
clonale, le nombre de mammosphéres et microspheres a été rapporté au nombre de cellules
ensemencées initialement.

Tous les 12 a 14 jours, afin d’évaluer et comparer le potentiel clonogénique de chaque population
sur le long terme, les mammospheéres sont dissociées avec de la trypsine 0,05% (Gibco) pendant
10 min puis apres ringage, filtration et comptage, les cellules ainsi dissociées sont réensemencées
dans le milieu décrit ci-dessus.

Lors de cette étape, il est possible de réaliser des cytospots de cellules dissociées issues des
mammospheéres. Pour cela, les cellules sont projetées sur une lame histologique par une
centrifugation dans un cytospin (Thermo Scientific Cytospin® 4 Cytocentrifuge) pendant 5 minutes
a 1500 rpm, puis fixées en méthanol froid pendant 10 min.

Pour évaluer la capacité de réponse a la stimulation de la voie Wnt/Bcat des cellules mammaires
primaires, les cellules basales fraichement isolées sont mises en culture sur la nuit a une densité
de 40000 cellules par puits en condition mammosphére puis traitées avec Wnt3a (10ng/mL, R&D
system) pendant 7h, en présence ou absence de Rspol (50ng/mL, R&D system).

Pour mesurer la quantité de cellules primaires métaboliquement actives en culture 3D, 20000
cellules basales fraichement isolées sont ensemencées par puits en condition mammosphére.
Apres 6 jours de culture, les cellules sont centrifugées et analysées au moyen du kit Cell titer Glo®

3D (Promega) comme préconisé par le fabricant.
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8) Isolement d’organoides et culture ex vivo en 2D/3D
a) Isolement des organoides a partir de tissu mammaire

Selon le protocole d’Ewald et Coll., les glandes mammaires murines, apres élimination des
ganglions lymphatiques, sont collectées et dissociées mécaniquement par une cinquantaine
d’incisions croisées au scapel (Ewald, 2013). Les fragments obtenus sont incubés pendant 1h a
37°C sous agitation (140rpm) dans une solution de digestion enzymatique contenant: du
DMEM/F12 (Gibco Life technologie), FCS (5%, Life technologie), trypsine (2mg/mL, Gibco), insuline
(5ug/mL, Sigma-Aldrich), Collagenase A (2mg/mL, Sigma-Aldrich), Pénicilline + Streptomycine (10
mM, Gibco) et Glutamine (10 mM, Gibco). Aprées centrifugation a 1800 rpm pendant 10 min a
température ambiante, le culot obtenu est traité a la DNAse (4000U/mL, Sigma) pendant 5 min a
température ambiante. Afin d’obtenir des fragments d’épithélium mammaire dépourvus de
contamination par des adipocytes ou fibroblastes, 4 a 5 centrifugations différentielles sont
réalisées, ce qui consiste a atteindre la vitesse de 1800 rpm sans maintenir cette vitesse plus de
guelques secondes. Le culot de fragments d’épithélium est alors remis en suspension et la densité
des organoides (c’est a dire des structures contenant plus de 50 cellules épithéliales) est estimée

par comptage au microscope.

b) Etalement et analyses d’explants ex vivo en culture 2D

Les organoides isolées sont ensemencés a une densité de 500 a 1500 organoides/puits en plaques
de 24 puits contenant des lamelles de verre. Les lamelles peuvent étre recouvertes d’une fine
couche (dit « coating ») de Matrigel (10%, BD Pharmingen) ou de collagéne | bovin (0.3 mg/mL,
Advanced Biomatrix) pendant 1h a 37°C avant la mise en culture. Aprés 24 a 48h de culture dans
un milieu contenant DMEM/F12 (Gibco Life technologie), FCS (5%, Life technologie), complément
B27 (1% Gibco), Insuline (5 ug/mL, Sigma-Aldrich), EGF (10 ng/mL, Invitrogen Molecular Probes),
Pénicilline + Streptomycine (10 mM, Gibco) et Glutamine (10 mM, Gibco), les organoides étalés
(appelés explants) sont fixées en PFA 4% pendant 10 min a température ambiante ou en Méthanol

pendant 10 min a -20°C.

c) Essai de formation d’organoides ex vivo en culture 3D

Pour les essais de formation d’organoides en 3D, des gouttes de 30 uL de Matrigel (Growth factor

reduced, BD Pharmingen) contenant les fragments épithéliaux, sont étalées dans des chambres de
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culture a 8 compartiments (lbidi). Aprés 30 min de polymérisation a 37°C, la goutte de Matrigel
solidifiée est recouverte avec 200 uL d’un milieu de culture contenant: DMEM/F12 (Gibco Life
technologie), ITS (Insuline + Transferrine + Sodium sélénite, 1%, Sigma), Pénicilline +
Streptomycine (10 mM, Gibco). Quand c’est spécifié, les organoides sont traitées avec du bFGF de
souris (5nM ; Life technologie) en présence ou non de Rspol (500ng/mL ; R&S systems). Le milieu
de culture est changé tous les jours. Apres 7 a 9 jours, les organoides sont préparés pour réaliser
des marquages immuno-fluorescents. Pour cela, chaque puits est incubé sous agitation légere
avec 100 uL de sucrose a 18% puis a 30% (Sigma) pendant 15-30 min. Le Matrigel contenant les
structures épithéliales est ensuite homogénéisé par pipetages dans le sucrose 30% puis étalé sur
une lame de verre. Lorsque le mélange Matrigel/sucrose est sec (environ 30 min a température
ambiante), les organoides sont fixés en PFA 4% ou Méthanol froid pendant 10 min a température
ambiante. Le protocole de marquage immuno-fluorescent utilisé est le méme que celui décrit pour
les coupes histologiques a la page 179. Les organoides marqués sont analysés au microscope

confocal A1R (Objectif 20X, APO VC/NA 0,75/WD 1 DIC Dry, Nikon).

9) Implantation de dispositifs hormonaux

Les implants hormonaux sont préparés dans des tubes en silicone creux et fins de 1,5 cm environ
de longueur (Dow-Corning) contenant chacun: 50 ug d’estrogénes (Sigma) et 20 mg de
progestérone (Sigma). La veille de I'expérience, les implants sont réhydratés a 37°C dans du PBS.
Les souris sont anesthésiées puis rasées entre les deux omoplates. Une incision de 3 mm permet
d’insérer les implants sous la peau. L'incision est refermée a I'aide de quelques points de suture.
L’analyse des glandes mammaires de ces souris est faite aprés un mois d’exposition aux hormones

(Rajkumar et al., 2007; Moumen et al., 2012).

10) Transplantation de cellules isolées et de fragments d’épithélium mammaire

Le potentiel de régénération des populations cellulaires isolées a partir de I'épithélium mammaire,
ou des fragments de celui-ci, est étudié grace a des essais de transplantation. Les cellules
épithéliales fraichement isolées et diluées dans du milieu CO2 indépendant (Gibco Life
Technologie) contenant 50% de matrigel (BD Pharmingen), ou les fragments épithéliaux d’environ
1 mm?® sont greffés dans des coussins adipeux mammaires de femelles « hdtes »
immunodéficientes agées de 3 semaines (« nudes Balb/c »; Charles River) dont le rudiment

épithélial mammaire endogéne est préalablement excisé par microchirurgie (Deome et al., 1959;
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Taddei et al., 2008). Les glandes #4 bilatérales de la souris hote recoivent l'injection de deux
populations cellulaires différentes, permettant de comparer rigoureusement leurs capacités
morphogénétiques dans un contexte hormonal identique. Les greffons sont analysés 8 a 12
semaines apres transplantation. Dans certains cas, les souris greffées peuvent étre accouplées afin
d'étudier le développement lobulo-alvéolaire des transplants mammaires.

Les cellules basales fraichement isolées ou les fragments issus des greffons primaires peuvent étre
transplantés de nouveau en suivant le méme protocole, on appelle cela les transplantations
secondaires et tertiaires. Cela permet d’étudier les capacités cellulaires d’auto-renouvellement a
long terme.

Les expériences de transplantation en dilution limite permettent d’évaluer la fréquence de cellules
présentant une capacité de régénération (cellules souches). Pour se faire, on peut calculer la
fréquence au moyen d’un logiciel crée en 2009 et mis a disposition sur internet

(http://bioinf.wehi.edu.au/software/elda/) par les auteurs (Hu et Smyth, 2009).

11) Etude morphologique et histologique des tissus mammaires
a) Prélevement, fixation et coupes histologiques

Les glandes ou tumeurs mammaires sont prélevées, étalées sur une lame histologique, puis fixées
sur la nuit. Deux types de fixation peuvent étre utilisés selon I'analyse des échantillons:
Methacarn ou paraformaldéhyde (PFA). Pour I'analyse morphologique in toto, aprés fixation au
Methacarn (60% méthanol ; 30% chloroforme ; 10% acide acétique), les glandes sont rincées deux
fois en éthanol 70% pendant 1h puis en eau distillée pendant 5 minutes. Aprés leur incubation en
rouge carmin (Sigma, 0,2%) sur la nuit, les glandes sont déshydratées dans des bains d’éthanol de
concentration croissante (de 50% a 100%) puis dans 2 bains successifs de xylene, et enfin
photographiées sous loupe binoculaire (MZ8, Leica Microsystems GmbH, Allemagne). Pour
Iinclusion en paraffine, les glandes sont passées dans un mélange de xyléne/paraffine (50/50)
pendant une heure a 60°C puis dans un bain de paraffine pure pendant encore une heure. Apres
un deuxieme bain de paraffine sur la nuit, les échantillons sont refroidis a température ambiante
jusqu’a ce que la solidification de la paraffine.

Pour les immuno-marquages avec certains anticorps, les glandes ont été fixées en PFA 4% a 4°C
sur la nuit, rincées exhaustivement en PBS a 4°C, puis incubées en série de 40 minutes a

température ambiante dans des solutions d'éthanol de concentrations croissantes (de 50% a
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100%). Les échantillons ont ensuite été placés dans deux bains successifs de xyléne et inclus en
paraffine comme décrit dans le paragraphe précédent.

Pour I'analyse histologique des mammosphéres, aprés 2 semaines de culture, une partie des
mammospheres de chaque génération a été collectée par centrifugation. Le culot de
mammospheres est resuspendu dans une goutte de 50 uL de Matrigel (BD Biosciences), disposé
dans une plaque de culture 6 puits puis laissé a 37°C pendant 1h pour permettre la polymérisation
de la goutte de Matrigel. Les échantillons sont fixés en Methacarn pendant 15 minutes, incubés en
méthanol 100% sur la nuit, passés dans 2 bains successifs de xylene de 15 minutes, puis placés
dans un mélange de xyléne/paraffine (50/50) pendant une heure a 60°C et enfin inclus comme
décrit ci-dessus.

Les blocs de paraffine obtenus ont été conservés au froid avant d’étre coupés au microtome (Leica
RM 2035). Des coupes sériées de 6-7 um d’épaisseur sont étalées sur des lames histologiques

facilitant I’'adhérence.

b) Marquage au Xgal

Dans les souris Rosa26"%, 'expression de la [-galactosidase indique que la recombinase Cre a
excisé le codon stop de la cassette loxP-stop-loxP-LacZ. Afin de détecter I'expression de la 3-
galactosidase, un test enzymatique en présence de son substrat, le X-gal (5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-B-D-galactopyranoside) est réalisé. Le X-gal hydrolysé donne une coloration bleue
caractéristique. Pour cela, les glandes mammaires sont prélevées, préfixées en PFA 2,5% diluée
dans du PBS pendant 1 heure et incubées in toto avec le X-gal a 1,5 mg/mL 1h a 37°C puis sur la
nuit a 30°C. Le lendemain, les tissus sont post fixées en PFA 4% durant 1 heure, déshydratés puis

inclus en paraffine comme décrit précédemment.

c) Colorations histologiques

La coloration Hématoxyline/Eosine est réalisée sur les coupes de tissu a intervalle régulier (une
coupe sur 8), ce qui permet d’étudier la morphologie des structures et de sélectionner les lames
qui seront ensuite utilisées pour un marquage par immunofluorescence. Apres déparaffinage des
coupes dans deux bains successifs de xyléne, de 5 minutes chacun, les coupes sont réhydratées a
I’aide de bains d’alcool de concentrations décroissantes (100% a 50%) et ensuite lavées pendant 5
minutes a I’eau osmosée. La coloration débute par un bain de 1 a 2 minutes dans I’hématoxyline

(RAL diagnostics), suivi d’'un lavage a I'’eau du robinet. Les coupes sont ensuite plongées dans un
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bain d’éosine a 0,5% (Sigma) pendant 1 a 2 minutes, suivi par un lavage a 'eau osmosée. Les
coupes sont finalement déshydratées et montées avec du milieu EUKITT, (Sigma-Aldrich) avant
visualisation au microscope optique (Leica DM RBE, Leica Microsystems GmbH, Allemagne).

Dans le cas ou les glandes ont été marquées au X-gal, une coloration unique au Fast Red (Vector
laboratories) pendant 2 minutes a été utilisée afin de visualiser les structures provenant de

cellules négatives pour le marquage X-gal.

12) Immunohistologie et immunocytologie

Le marquage des échantillons inclus en paraffine débute par un déparaffinage et une
réhydratation des coupes comme décrits précédemment pour les colorations histologiques. Les
coupes sont ensuite lavées dans un bain de PBS pendant 5 minutes. Pour certains anticorps, une
étape de "démasquage antigénique" acide est nécessaire. Pour cela, les lames sont placées dans
une solution de citrate de sodium 10mM pH 6, préchauffée a 95°C, et incubées a une température
proche de I'ébullition pendant 10 minutes, puis refroidies 20 minutes a température ambiante. Les
lames sont ensuite recouvertes d’une solution de blocage composée de PBS et de sérum de veau
foetal (FCS) a 5% afin de saturer tous les sites de fixation non spécifiques potentiels. Les coupes
sont alors incubées avec les anticorps primaires (tableau page 181) dilués dans la solution de
blocage et placées en chambre humide a 4°C sur la nuit. Aprés 3 ringages en PBS pendant 10
minutes, les coupes sont incubées avec les anticorps secondaires : anticorps anti-lIgG, produits
chez la chévre, de la gamme Alexa Fluor, (Alexa 488 et Alexa 594, Molecular probes) dilués au
1/500°™ et incubés avec les lames pendant 2 heures a température ambiante a I'abri de la
lumiere. Les lames sont de nouveau lavées dans du PBS (3 fois 10 min), puis montées dans une
solution aqueuse Dapi-Mount (Molecular probes Life technologies), permettant de marquer les
noyaux au Dapi, et enfin observées en microscopie a épifluorescence (DM 600B, Leica Allemagne).
Le logiciel Metamorph (MDS Analytical Technologies Inc., USA) est utilisé pour I'acquisition des
images et Adobe Photoshop (Adobe Systems Incorporated, USA) pour le traitement de celles-ci.

Les cellules BC44, les explants 2D et les cytospots de cellules épithéliales mammaires sont fixés sur
lames ou lamelles de verre, incubés avec les anticorps primaires (tableau page 181) dilués dans du
PBS pendant 1-2h a 37°C, puis rincés en PBS et incubés avec les anticorps secondaires couplés aux
fluorochromes pendant 45 min a 1h a 37°C. Pour finir, les lames ou lamelles de verre sont
montées dans une solution aqueuse Dapi-Mount (Molecular probes Life technologies) comme

indiqué ci-dessus.
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13) Constructions plasmidiques et transfections de la lignée BC44

Afin d’étudier la fonction de Pdpn in vitro, nous avons surexprimé la Pdpn de fagon ectopique dans
la lignée cellulaire de type basal BC44, une lignée qui ne I'exprime pas. Pour cela, les cellules sont
transfectées au moyen du réactif Lipofectamine 3000 (Thermofisher Scientific) avec les plasmides
suivants : pcDNA3.1-Pdpn (pour la Pdpn compléte) et pcDNA3.1-PdpnAC (pour la Pdpn dont la
gueue cytoplasmique est tronquée) qui ont été fournis par le laboratoire du Dr. S. Acton (Acton et
al., 2014). Le plasmide pcDNA3.1 vide est utilisé comme contréle (donné par Dr. C. Blouin, équipe
Dr. L. Johannes Institut Curie). Aprés une sélection a la généticine (G418 600 pg/mL, Sigma
Aldrich), les cellules exprimant la Pdpn a leur surface ont été triées a I'aide du FACSAria Fusion (BD
Biosciences ; Fig. 40) et mises en culture dans les conditions décrites a la page 172, en conservant
la pression de sélection a la généticine. La stabilité des populations cellulaires triées a été vérifiée

apreés plusieurs passages en culture (80-90% de cellules restent positives pour Pdpn).
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Figure 40 : Analyse par cytométrie de flux de I’expression de Pdpn dans les cellules BC44 transfectées.
Expression de l'intégrine a6 (CD49f, ltga6) et de Pdpn dans les cellules BC44 : parentales (cellules d’origine,
non transfectées), vide (transfectées avec le vecteur vide), Pdpn-WT (transfectées avec le vecteur
exprimant la Pdpn compléte) et Pdpn-AC (transfectées avec le vecteur exprimant la protéine Pdpn dont la
partie cytoplasmique est tronquée). Les cercles noirs représentent les populations triées par cytométrie de
flux qui ont ensuite été mises en culture en présence de généticine afin d’établir des lignées stables.
L’anticorps anti-Pdpn utilisé ici reconnait sa partie extracellulaire.

Concernant le systéeme rapporteur de l'activité Wnt/Bcat, les plasmides TOPFlash et Renilla
permettant I'expression des luciférases « firefly » et « renilla » respectivement, ont été transfectés
transitoirement a 'aide du réactif Geneluice® (EMD Millipore), selon les conditions décrites par le
fabricant. Brievement, un mélange de 3 plL de réactif de transfection par ug d’ADN plasmidique est
utilisé. Les cellules sont ensemencées en plaque 12 puits a la densité de 1.2 x 10° cellules/puits.
Aprés 24h, les cellules sont transfectées avec 500 ng/puits de plasmide rapporteur TOPFlash et
250 ng/puits de plasmide pCGN-ANBcat (donné par le Dr. A. Ben-Ze'ev ; Teuliere et al., 2005). Le

plasmide TK-Renilla est utilisé comme contréle de I'efficacité de transfection (125 ng/puits,

Promega). Le kit Dual-Glo® luciférase (Promega) est utilisé afin de mesurer les taux de luciférase
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« firefly » et « renilla » dans chaque condition expérimentale 48h aprées transfection. Les valeurs
sont obtenues au moyen d’un lecteur de plaque FluoStar OPTIMA (BMG Labtech) puis les valeurs

de la luciférase « firefly » sont toutes normalisées sur celles de la luciférase « renilla ».

14) Western Blot

Les extractions protéiques a partir de cellules tumorales fraichement isolées murines ou de
cellules BC44 en culture sont préparées dans les tampons d’extraction Laemmli ou RIPA. Aprées
migration sur gel de polyacrylamide et transfert sur membrane de PVDF (Polyfluorure de
vinylidéne), ces derniéres sont saturées pendant 1h a température ambiante puis incubées sur la
nuit a 4°C avec les anticorps primaires selon les conditions présentées dans le tableau page 181.
Les membranes sont ensuite incubées 2h a température ambiante dans une solution d’anticorps
secondaire couplé a la HRP (de I'anglais « Horseradish peroxidase ») puis révélées grace au kit Pico

ou Pico Plus SuperSignal™ (ThermoFisher Scientific).

15) Anticorps

Une synthése de I'ensemble des anticorps primaires utilisés dans cette étude, classés par

application, est donnée ci-dessous :

Nom de I'anticorps [Espéce Clone Fabricant Usage dans cette étude et diIutionI
CD49f-PeCy7 (Itgab) rat GoH3 Biolegend FACS (1/50°)
CD24- BV421 rat M1/69 Biolegend FACS (1/50°)
CD45-APC rat 30-F11 Biolegend FACS (1/100°)
CD31-APC rat MEC13.3 Biolegend FACS (1/100°)
CD54-PE (ICAM-1) rat YN1/1.7.4 Biolegend FACS (1/50°)
Pdpn-PE rat clone 8.1.1 Biolegend FACS (1/50°)
Clec2-PE rat 17D9 Biolegend FACS (1/30°)
CD44-BV605 rat IM7 Biolegend FACS (1/50°)
K5 Lapin polyclonal Covance IF (1/1000°)
K8 Souris 1E8 Biolegend IF (1/100°)
p63 Souris 4A4 Abcam IF (1/50°)
Sma-Cy3 Souris 1A4 Sigma-Aldrich IF (1/250°)
Pan-keratin Lapin AE1/AE3 Dako IF (1/100°)
PR Lapin polyclonal Santa Cruz IF (1/200°)
p-ERM Lapin polyclonal |Cell signaling technologies IF (1/100°)
Pdpn (Pa2.26) Rat Pa2.26 Gag;'a'\r/ill'la%u;?zalr'2397 IF (1/200°)
Pdpn (D2-40) Souris M2A Abcam IF (1/100°)
Phalloidin None None Molecular probes IF déja couplé (1/200°)
Vinculin Souris VIIF9 Dr. M. Glukhova IF (surnagent %)
Glukhova et al., 1990
B-catenine totale Lapin Polyclonal |Cell signaling technologies IF (1/250°)
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Cdh1i Rat ECCD-2 Thermofisher scientific WB 1/1000°
Vimentine Souris V13.2 Sigma Aldrich WB 1/1000°
B-actine Souris AC-74 Sigma Aldrich WB 1/20000°
IB-catenine forme activée| Lapin D13A1 Cell Signaling Technologies WB 1/1000°
B-catenine totale Souris |14/beta-catenin BD Biosciences WB 1/10000°
p-ERM Lapin polyclonal |Cell Signaling Technologies WB 1/1000°

ERM Lapin polyclonal |Cell Signaling Technologies WB 1/1000°

Tableau 7 : Liste des anticorps primaires utilisés dans cette étude classés par type d’application

16) RT-PCR en temps réel

Les ARN totaux des cellules fraichement isolées a partir des glandes mammaires sont extraits a
I'aide du kit Micro RNeasy (Qiagen) en suivant les instructions décrites par le fabricant. Les ARN
purifiés sont rétro-transcrits avec la transcriptase inverse M-MLV (Promega), en utilisant la
méthode d'amorcgage au hasard (amorces hexamériques; 1 ug, Roche) pour obtenir des ADN
complémentaires (ADNc). Pour chaque échantillon, une réaction témoin a été effectuée au cours
de laquelle les ARN totaux ne sont pas mis en présence de I’enzyme de rétro-transcription. Des
expériences de PCR en temps réel sont ensuite réalisées a I'aide d'un appareil Light Cycler 480
(Roche) permettant de mesurer en temps réel I'augmentation de la fluorescence du colorant et
intercalant de I'ADN (SYBR Green QuantiNova ; Qiagen), intégré aux nucléotides utilisés.

Les amorces oligonucléotidiques spécifiques des genes d’intérét, ont été « dessinés » a I'aide du
logiciel Oligo 6.8 (Molecular Biology Insights) et fournies par Eurogentec. Elles sont présentées
dans le tableau en annexe 2. Dans certains cas, des amorces commerciales ont également été
utilisées (Quiagen). Les conditions expérimentales de PCR en temps réel comportent une étape de
dénaturation de 15 min a 95°C; puis 45 cycles de : 10 secondes a 95°C, 30 secondes a 60°C et 30
secondes a 72°C; puis une étape de dissociation des amorces de 5 secondes a 95°C et 1 min a
65°C. Les niveaux de transcription des genes d’intéréts sont rapportés a ceux du gene de référence
glycéraldéhyde phosphate deshydrogénase (Gapdh), suivant la formule 2t GAPPH - Cteénecble) o
Ct correspond au nombre de cycles de PCR permettant I'obtention de 50% de la totalité des

produits d'amplification. Des duplicats ont été réalisés pour chaque échantillon.

17) Analyses in silico

L’étude in silico de la valeur pronostique et du niveau d’expression de Pdpn dans les différents
sous-types de cancers du sein humains a été réalisée au moyen de banques de données

transcriptionnelles (analyse par puce a ADN des échantillons de tumeurs mammaires des patients)
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disponibles publiquement sur les sites internet de Genexminer

(http://bcgenex.centregauducheau.fr/ ; Jezequel et al., 2013) et de KMplotter

(http://kmplot.com/analysis/ ; Szasz et al., 2016). Sur ces deux banques de données, la sonde

221898 at a été sélectionnée pour évaluer I'expression de Pdpn puisqu’elle correspond a l'unique
sonde optimale validée pour sa spécificité, sa détection des isoformes d’épissage et sa robustesse
face a la dégradation des transcrits. Les valeurs statistiques sont directement calculées par les

algorithmes utilisés par ces banques de données.

18) Analyse de micromatrices tissulaires sur des échantillons humains

L'analyse de I'expression de la Pdpn sur des micro-matrices tissulaires (dites TMAs, de I'anglais
« tissue micro-arrays ») de biopsies tumorales de patientes a été réalisée via une collaboration
avec le programme Pic-Bim de I'Institut Curie. Les patientes incluses dans la cohorte répondent
aux critéres suivants : un cancer du sein primaire diagnostiqué a I'Institut Curie entre 2005 et
2006, une tumeur traitée uniquement par chirurgie (pas de chimio-, radio-, ou hormonothérapies),
des piéces tumorales provenant de I'hopital de I'Institut Curie d’une épaisseur suffisante (>1 mm).
Les pieces tumorales sélectionnées ont été caractérisées par les anatomo-pathologistes Maya
Nourieh, Lionel Aherfi et Anne Vincent Salomon. lls ont notamment déterminés pour toutes les
tumeurs : le type histologique, I'index mitotique, le score d’Elston et Ellis (différenciation,
pléomorphisme nucléaire et index mitotique), le statut des récepteurs hormonaux aux estrogénes
(ER) et a la progestérone (PR), le statut du récepteur 2 du facteur de croissance épidermique
humain (HER2 pour human epidermal growth factor receptor 2) et le pourcentage de cellules
positives pour Ki67. Pour les cancers du sein triple-négatifs, les anatomo-pathologistes ont
également réalisé une quantification de I'expression des marqueurs spécifiques du lignage basal
(CK5/6, CK14), et vérifié le statut du récepteur a 'EGF (EGFR) ainsi que I"absence des marqueurs
spécifiques du lignage luminal (CK8/18). Cette banque de TMAs inclut 100 cas de cancer canalaire
in situ et 649 échantillons de cancer du sein invasif canalaire dont 187 TNBC, 212 luminal A, 148
luminal B, 21 luminal B/Her2+, 81 Her2+. Les 35 lames de TMAs ainsi constituées comprennent,
pour chaque patiente, des biopsies de deux localisations différentes au sein de la tumeur ainsi
gu’une biopsie du tissu sain adjacent. Un marquage immuno-histochimique avec I'anticorps anti-
Pdpn (D2-40, Abcam) a été réalisé sur I'ensemble de ces lames. Les lames sont ensuite
photographiées et enregistrées par un scanner de lame (Philips digital pathology) afin de faciliter

la lecture et la quantification du marquage. Une double lecture a été effectuée permettant
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d’attribuer un score d’Allred, basé sur l'intensité d’expression et le pourcentage de cellules

positives moyen des deux biopsies tumorales de chaque patiente.

19) Analyse statistique des résultats

Pour la plupart des expériences quantifiées, les résultats sont présentés sous forme d’une
moyenne faite a partir d’au moins 3 expériences +/- I'écart-type moyen. La p-value est déterminée
par un test de Student a deux colonnes de distribution et une correction de Welch qui assume que
les deux populations ont une variance non-équivalente. Pour la courbe de survie présentée en Fig.
6 de I'article soumis Bresson et al., un test Log Rank (ou dit également de Mantel Cox) a été
réalisé. Les résultats sont considérés significativement différents quand la p-value est inférieure a

0,05. Toutes les analyses statistiques ont été effectuées a I’aide du logiciel GraphPad Prism 7.
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ANNEXES

Annexe 1 : Paracrine Met signaling triggers epithelial-mesenchymal transition in

mammary luminal progenitors, affecting their fate.
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Abstract HGF/Met signaling has recently been associated with basal-type breast cancers, which
are thought to originate from progenitor cells residing in the luminal compartment of the mammary
epithelium. We found that ICAM-1 efficiently marks mammary luminal progenitors comprising
hormone receptor-positive and receptor-negative cells, presumably ductal and alveolar progenitors.
Both cell populations strongly express Met, while HGF is produced by stromal and basal
myoepithelial cells. We show that persistent HGF treatment stimulates the clonogenic activity of
ICAM1-positive luminal progenitors, controlling their survival and proliferation, and leads to the
expression of basal cell characteristics, including stem cell potential. This is accompanied by the
induction of Snait and Snai2, two major transcription factors triggering epithelial-mesenchymal
transition, the repression of the luminal-regulatory genes EIf5 and Hey1, and claudin down-
regulation. Our data strongly indicate that paracrine Met signaling can control the function of luminal
progenitors and modulate their fate during mammary development and tumorigenesis.

DOI: 10.7554/eLife.06104.001

Introduction

The postnatal development of the mammary gland comprises two distinct morphogenetic events: the
growth and branching of epithelial ducts during puberty and the lobulo-alveolar development during
pregnancy. The mammary epithelium is embedded in a fatty connective tissue and organized as
a bilayer, with a basal layer of myoepithelial cells and a luminal epithelial layer. During lactation, the
luminal cells produce milk, whereas myoepithelial cells serve for milk expulsion.

The luminal cell layer is characterized by the expression of keratins 8/18/19 and comprises a subset
of hormone-sensing cells that express estrogen, progesterone, and prolactin receptors (ER, PR, and
PriR, respectively) (Brisken, 2013). Basal myoepithelial cells express keratins 5 and 14, P-cadherin, the
transcription factor p63, and smooth muscle-specific contractile proteins (Moumen et al., 2011). This
compartment specifically displays Slug/Snail2 (Guo et al., 2012; Nassour et al., 2012), a key
transcription factor coordinating the epithelial-mesenchymal (EMT) transition program (Thiery et al.,
2009; Nieto and Cano, 2012; Gonzalez and Medici, 2014).

Di-Cicco et al. eLife 2015;4:e06104. DOI: 10.7554/eLife.06104
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elLife digest Throughout the life of a female mammal, the mammary glands undergo different
phases of development to prepare for, and adapt to, feeding offspring. Luminal cells line the inside
of branch-like structures throughout the mammary gland and are responsible for producing milk.
When the mammary gland grows, new luminal cells develop from a kind of cell called luminal
progenitor cells. However, these progenitor cells are also thought to be the source of certain types
of breast cancer.

Recently, it has been suggested that luminal progenitor cells display a receptor protein called Met
on their surface. When Met and ‘co-receptor’ proteins bind to a molecule called HGF, this triggers
a cascade of signals that can cause certain cells to change their properties. This is known as the
epithelial-mesenchymal transition. Although this transition is important for new tissues to develop, it
can also result in cancerous tumors forming if it is not correctly controlled. Luminal cells do not
produce HGF themselves, which suggests that Met signaling in these cells is triggered by the HGF
released from neighboring cells. However, neither the mechanisms behind this signaling nor the
effects of signaling on the luminal progenitor cells are well understood.

Di-Cicco et al. set out to identify where Met, its co-receptors and HGF are located in the mouse
mammary gland during different phases of development. This revealed that one of the co-
receptors—called ICAM-1—can be used as a marker to identify certain types of luminal progenitor
cell. Di-Cicco et al. found that these progenitor cells display Met on their surface, and other types of
mammary cell—called stromal cells and myoepithelial cells—produce HGF.

When exposed to HGF, luminal progenitor cells grown in culture in the laboratory proliferated
and went through the epithelial-mesenchymal transition. These findings suggest that myoepithelial
and stromal cells regulate luminal progenitor cells by producing HGF to activate Met signaling in
these cells. Such interactions could be of great importance during mammary development and
tumorigenesis. The next big challenge will be to determine the circumstances under which luminal
progenitor cells stimulated by HGF can give rise to breast cancers. This work will allow us to better
define the cell population that should be targeted by anti-cancer drugs.

DOI: 10.7554/eLife.06104.002

The adult mammary basal compartment harbors multipotent stem cells able to fully regenerate the
gland upon transplantation (Shackleton et al., 2006; Stingl et al., 2006). The luminal cell layer
contains clonogenic cells, the luminal progenitors (Asselin-Labat et al., 2007; Sleeman et al., 2007).
This population is heterogeneous, consisting of hormone receptor-positive and hormone receptor-
negative clonogenic cells that are considered to be functionally distinct ductal and alveolar
progenitors (Beleut et al., 2010; Regan et al., 2012; Shehata et al., 2012; Fu et al., 2014).
Considerable interest has recently focused on luminal progenitors. According to lineage-tracing
studies, these cells are able to drive the expansion of the luminal cell population in mammary ducts
and alveoli during postnatal development (Van Keymeulen et al., 2011; Fu et al., 2014; Rios et al.,
2014). Moreover, luminal progenitors are thought to be at the origin of the triple-negative, basal-like,
Brcal-associated breast cancers, indicating that they display phenotypic plasticity and an ability to
upregulate basal markers (Lim et al., 2009; Molyneux et al., 2010; Proia et al., 2011). Of note,
ectopic expression of Snail2 endows luminal progenitors with basal cell features (Guo et al., 2012),
supporting an important role of EMT in the regulation of luminal progenitor plasticity.

The Met tyrosine kinase receptor and its major ligand, HGF, are known to control numerous
epithelial cell functions and trigger EMT (Trusolino et al., 2010; Gherardi et al., 2012). Met signaling
has been implicated in mammary development and tumorigenesis. Although not investigated in detail
yet, Met-deficient mammary glands of adult MMTV-Cre:Met” mice showed defects in branching
morphogenesis (Garner et al., 2011). Aberrant Met activation occurs in breast cancers, in particular in
the triple-negative, basal-like subtype (Gastaldi et al., 2010; Ponzo and Park, 2010). Expression of
activated Met or over-expression of HGF in mouse mammary gland induce tumors, including those of
the basal-like subtype (Graveel et al., 2009; Ponzo et al., 2009; Holland et al., 2013; Knight et al.,
2013). Several in vitro studies performed with mammary organoids or immortalized cell lines have
implicated HGF/Met signaling in the regulation of mammary epithelial cell growth, morphogenesis,
and differentiation (Soriano et al., 1995; Yang et al., 1995; Haslam et al., 2008, Lee et al., 2011).
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One recent work indicated that luminal progenitors express Met and that, when forced to express
HGF, display an enhanced in vivo regenerative potential, a property attributed to basal-type stem
cells (Gastaldi et al., 2013). However, in situ, mammary luminal cells do not express HGF, suggesting
that Met signaling in mammary epithelial cells is activated in a paracrine manner. HGF-mediated
paracrine and autocrine Met stimulation can trigger distinct biological responses in epithelial cells
(Mai et al., 2014). How Met-expressing luminal progenitors respond to the physiological paracrine
action of HGF has not yet been investigated at the cellular and molecular levels.

Met activation requires adhesion molecules as co-receptors. Two co-receptors for Met have been
identified in hepatocytes: CD44v6, the CD44 isoform containing the exon vé and ICAM-1 (CD54),
a member of the immunoglobulin superfamily of cell adhesion molecules (Orian-Rousseau et al.,
2002; Olaku et al., 2011). In this study, we investigated the expression of ICAM-1, CD44vé6, HGF, and
Met in the mouse mammary epithelium. We found that ICAM-1 is a useful marker for obtaining highly
enriched preparations of clonogenic luminal progenitors that express Met, and that HGF is produced
by both stromal and myoepithelial cells. Using ICAM-1 as a surface marker, we further characterized
Met-expressing luminal progenitors and analyzed their cellular and molecular responses to HGF. Our
data suggest that HGF can act as a paracrine regulator of luminal progenitor function and fate during
mammary development and tumorigenesis.

Results

ICAM-1 expression discriminates the basal/myoepithelial cell
compartment and two distinct populations of luminal cells

We examined ICAM-1 expression at representative stages of mammary gland development, including
puberty, maturity, early, and late gestation. Freshly isolated mammary cells, double-stained for CD24
and ICAM-1, were analyzed by flow cytometry (Figure 1A, Figure 1—figure supplement 1A). From
puberty to late gestation, ICAM-1 was differentially expressed in the mammary epithelium. Staining
for this marker identified three epithelial populations, negative (ICAM1-neg) or displaying low
(ICAM1-low) or high (ICAM1-hi) levels of expression (Figure 1A, Figure 1—figure supplement 1B).
Gene expression analysis by gPCR showed that, at all stages of development, K5-expressing basal
myoepithelial cells were located in the ICAM1-hi population, while K8-positive luminal cells were
distributed in ICAM1-neg and ICAM1-low-cell subsets (Figure 1B). Thus, ICAM-1 can be used to
identify the basal cell compartment, and separate two populations of luminal cells, referred to
hereafter as Lu-pos and Lu-neg cells.

Throughout development, the basal myoepithelial cell population constitutively expressed ICAM-1
at high level (Figure 1A). By contrast, the luminal cells displayed temporal changes in ICAM-1
expression (Figure 1A, Figure 1—figure supplement 1C). In virgin mice, most of the luminal cells
were negative for ICAM-1 at puberty, whereas 25-30% of the luminal cells expressed ICAM-1 in the
mature gland of 11 to 14-week-old cycling females. Notably, the Lu-pos cell subset was amplified
early in gestation (P-8d), during the expansion of the alveolar buds. Later, at P-16d, when the alveoli
were well developed, almost the entire luminal compartment was positive for ICAM-1. Thus, in the
luminal cell population, ICAM-1 expression is developmentally regulated and correlates temporally
with changes in hormone signaling.

ICAM-1 expression delineates a luminal cell population highly enriched in
clonogenic progenitors

We investigated the functional properties of the luminal cell populations separated on the basis of
ICAM-1 expression, by plating purified Lu-pos and Lu-neg cells at low density and assessing their
ability to form colonies in two-dimensional cultures. In adult virgin mice, almost all the colony-forming
activity was associated with the Lu-pos cell subset, demonstrating that ICAM-1 expression delineates
a luminal population highly enriched in clonogenic progenitors (Figure 1C). Notably, ICAM-1
efficiently marked mammary luminal progenitors from adult virgin Balb/c (Figure 1C), C57BI/6J
(Figure 1—figure supplement 2A) and Blg-Cre; R26 mice (Figure 1—figure supplement 2B-E). As
expected from previous findings (Selbert et al., 1998; Molyneux et al., 2010), LacZ activity, as assessed
by X-gal staining, was undetectable in basal myoepithelial cells and present in a subset of luminal
cells in the mammary gland of adult virgin Blg-Cre; R26 females (Figure 1—figure supplement 2C).
An analysis of Cre expression by gPCR indicated that Blg (B-Lactoglobulin) drove recombination
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Figure 1. ICAM-1 expression discriminates basal and luminal cell compartments and defines a luminal population
highly enriched in clonogenic progenitors. (A) Flow cytometry dot plots showing CD24 and ICAM-1 expression in
cells isolated from mouse mammary glands taken at representative stages of development: V-6w, 6-week-old virgin;
V-12w, 12-week-old virgin; P-8d, 8-day pregnant mice; P-16d, 16-day pregnant mice. Within the CD24-positive
epithelial cell population, ICAM-1 discriminated three distinct fractions, negative (Neg), low-expressing (Low), and
high-expressing (Hi) cells. (B) Levels of Icam1 and lineage-specific gene expression in ICAM1-neg, ICAM1-low, and
ICAM1-hi epithelial cells as determined by g-PCR analysis. Cells were isolated from mammary glands at different
stages of development, as shown in panel A. The values were normalized to Gapdh expression and represent mean
values from at least two distinct cell preparations. Data obtained with adult virgin mice (V-12w) are from four
independent groups of cell samples and presented as mean +S.E.M. (C) Colony formation by ICAM1-neg (Lu-neg)
and ICAM1-low (Lu-pos) mammary luminal cells. Left panel: hematoxylin and eosin (H&E) staining of clonal colonies
after 8 days in culture. Right panel: percentages of clonogenic cells. Cells were isolated from mature virgin mice (V)
and early pregnant females (P-8d). The results are from two (P-8d) or three (V) independent cell preparations (each of
which with three separate wells), and presented as mean values +S.E.M. (D) g-PCR analysis of relative gene
expression levels in Lu-neg and Lu-pos cells isolated from mammary glands of mature virgin females. Mean ratios
(+S.E.M) of values normalized to Gapdh expression are shown. Lu-neg/Lu-pos and Lu-pos/Lu-neg ratios are
presented in left and right panels, respectively. Results are from three independent cell preparations.

DOI: 10.7554/eLife.06104.003

The following source data and figure supplements are available for figure 1:

Source data 1.

DOI: 10.7554/eLife.06104.004

Figure supplement 1. Gating procedure for flow cytometry analysis.
DOI: 10.7554/eLife.06104.005

Figure 1. continued on next page
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Figure 1. Continued

Figure supplement 2. Isolation of mammary luminal progenitors from adult virgin C57BI/6J and Blg-Cre; R26
females using ICAM-1.
DOI: 10.7554/eLife.06104.006

primarily in the luminal progenitor population identified by ICAM-1 (Figure 1—figure supplement 2D).
Accordingly, 98% of the colonies formed by ICAM1-expressing Blg-Cre; R26 luminal cells were
LacZ-positive (Figure 1—figure supplement 2E).

We next compared the molecular characteristics of the luminal cell populations defined by ICAM-1
by analyzing the expression of a panel of genes by qPCR (Figure 1D, Figure 1—figure supplement 2F).
The non-clonogenic Lu-neg population had high level of transcripts for the hormone receptors, ERa, PR,
and PriR, and for genes encoding secreted hormonal mediators implicated in the control of mammary
development such as amphiregulin (encoded by Areg), RankL (encoded by Tnfsf11) and Wnt4.
These genes, along with Lyéa (encoding Sca-1), are characteristic of mature mammary luminal cells
(Mulac-Jericevic et al., 2003; Kendrick et al., 2008; Cai et al., 2014). The clonogenic Lu-pos
population expressed Mki67, a marker of cell proliferation, more strongly than the Lu-neg fraction.
It exhibited high levels of expression for genes encoding essential regulators of mammary development
including EIf5, the Notch effector, Hey1, RANK (encoded by Tnfrsf11a), and the local mediator
R-spondin1 (encoded by Rspo1) (Fata et al., 2000; Bouras et al., 2008; Oakes et al., 2008; Cai et al.,
2014). Lu-pos cells also over-expressed Kit and ltga2, two markers previously used to obtain mammary
cell populations enriched in luminal progenitors (Regan et al., 2012; Shehata et al., 2012).

The Lu-neg and Lu-pos cell populations isolated from the mammary glands of females in early
pregnancy had functional properties and gene expression patterns similar to those purified from adult
virgin glands (Figure 1D, Figure 2—figure supplement 1A). ICAM-1 thus appeared to be a robust
surface marker for the enrichment in mammary luminal progenitors from adult virgin and early
pregnant females.

The luminal progenitors identified by ICAM-1 express Met whereas
myoepithelial and stromal cells produce HGF

We then used g-PCR to examine the expression of Met and its major cytoplasmic effector, Gab1, in
the mammary cell populations separated by ICAM-1. In adult virgin mice, Met transcript levels were
five and ten times higher in the Lu-pos population than in the Lu-neg and myoepithelial cells,
respectively; Gab1, like Met, was strongly expressed only in the Lu-pos fraction (Figure 2A). Similarly,
the clonogenic Lu-pos population isolated from the mammary glands of early pregnant females was
greatly enriched in Met-expressing cells (Figure 3—figure supplement 1B). Thus, in adult virgin
females and during early pregnancy, the target cells for Met signaling mostly belonged to the luminal
progenitor-enriched population defined by ICAM-1 expression.

As expected (Niranjan et al., 1995; Yang et al., 1995), HGF, the major Met ligand, was strongly
expressed in the CD24-negative Pdgfr-expressing stromal cell population (Figure 2B). In addition,
HGF was expressed at high level in the mammary basal cell population of mature virgin and early
pregnant mice (Figure 2A,B, Figure 2—figure supplement 1B), suggesting paracrine interactions
between basal myoepithelial cells and luminal progenitors.

As both ICAM-1 and CD44vé may serve as co-receptors for Met (Olaku et al., 2011), we analyzed
the expression of CD44vé in freshly isolated Lu-pos and Lu-neg cells. Most cells of both populations
were stained with the anti-CD44vé antibody (Figure 2—figure supplement 1C). Thus, CD44vé6 is
broadly expressed in the luminal compartment and cannot, therefore, be used for the enrichment in
Met-expressing progenitors.

HGF stimulates the clonogenic activity of luminal progenitors and
promotes acquisition of basal-specific traits

We used ICAM-1 to isolate Met-expressing luminal progenitors and investigated their response to the
paracrine action of HGF. Purified Lu-pos cells were cultured in suspension in the presence of 2%
Matrigel as previously described (Spike et al., 2012; Chiche et al., 2013). We found that HGF-treated
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Figure 2. ICAM-1 identifies Met-expressing clonogenic luminal progenitors. (A) lcam-1, Met, Gab1, and Hgf
expression in Lu-neg, Lu-pos, and basal/myoepithelial cells isolated from mammary glands of mature virgin mice by
flow cytometry. The g-PCR values were normalized to Gapdh expression and represent mean values +S.E.M from
three independent preparations. (B) Levels of Hgf expression in stromal and basal/myoepithelial cells. Left panel:
flow cytometry dot plot showing mammary basal (Ba) and stromal (S) cell compartments isolated from a 14-week-old
virgin mice. Right panel: g-PCR analysis of Hgf expression in basal and stromal cells. The values were normalized to
Gapdh expression and represent mean values +S.E.M from three independent preparations. (C) Characteristics of
HGF-treated and untreated spheres derived from purified Lu-pos cells cultured in the absence or presence of HGF
for 10 days. Left panels: Representative phase contrast images of HGF-treated and untreated spheres (bar, 400 pm)
and H&E staining of sections through HGF-treated and untreated spheres (bar, 150 pm). Right panel: Sphere size
distribution (in arbitrary units) in HGF-treated and untreated cultures. At least 250 spheres were analyzed per
conditions. (D) Average percentages (+S.E.M) of clonogenic cells in non-stimulated and HGF-stimulated cultures of
Lu-pos cells. Data from two independent cell preparations (each of which with three separate wells analyzed at day
10) are shown. *p < 0.0004. (E) Caspase-3 and caspase-7 activity in non-stimulated and HGF-stimulated Lu-pos cells
after 1 and 2 days in culture as measured by a luminescent assay. Data are the mean (+S.E.M) of three measurements
from separate wells. *p < 0.003 at day 2, not significant (n.s) at day 1. A.U., arbitrary unit. (F) BrdU incorporation in Lu-
pos cells grown in the absence or presence of HGF for 1, 2, and 4 days. Left panel: percentage of BrdU-positive cells.
Mean values from two distinct cell preparations are shown. Right panel: representative images of cells

Figure 2. continued on next page
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Figure 2. Continued

cytocentrifuged and immunostained with anti-BrdU antibody after 2 days in culture. Nuclei were counterstained with
DAPI. Arrowheads indicate proliferating BrdU-positive cells. Bar, 20 pm.

DOI: 10.7554/eLife.06104.007

The following source data and figure supplement are available for figure 2:

Source data 1.

DOI: 10.7554/eLife.06104.008

Figure supplement 1. Molecular and phenotypic characteristics of luminal progenitors isolated from virgin and early
pregnant females.

DOI: 10.7554/eLife.06104.009

Lu-pos cells formed enlarged spheres after 10 days in culture (Figure 2C). These spheres had multiple
lumens, with an overall lumen space larger than that of the untreated spheres (Figure 2C).

Quantitative analysis revealed that HGF-treated cultures of purified Lu-pos cells contained twice as
many spheres as non-stimulated cultures (Figure 2D), suggesting a role for HGF in favoring cell
survival and/or proliferation. Measurements of caspase activity showed that HGF-treated cells had
lower levels of activated caspase-3 and caspase-7 than untreated cells after 2 days in culture
(Figure 2E). BrdU-incorporation assays performed after 1, 2, and 4 days in culture indicated that HGF
treatment increased cell proliferation, particularly on day 2 (Figure 2F). Thus, in 3D cultures, HGF
stimulated the clonogenic activity of ICAM1-expressing luminal progenitors, by promoting cell
survival and proliferation early in culture.

We then investigated the long-term effects of HGF on purified luminal progenitors. Using q-PCR,
we analyzed proliferation and lineage-specific gene expression in Lu-pos cells cultured in the presence
or absence of HGF for 9-10 days (Figure 3A). Mkié7 was down-regulated in HGF-stimulated cultures
whereas Cdkn1a, which encodes p21, a negative regulator of the cell cycle (Abbas and Dutta, 2009),
was upregulated by a factor of 2.5. The basal-specific keratin, Krt5, undetectable in untreated
spheres, was clearly expressed in HGF-stimulated spheres, whereas no significant decrease was
observed in expression of the luminal-specific keratin, Krt18. Thus, in the long-term, HGF/Met
signaling biased luminal progenitors toward a basal cell fate while attenuating cell cycle progression.

Consistent with the g-PCR data, immunofluorescence labeling showed that the percentages of
K5-positive cells in spheres stimulated with HGF for 9-10 days were six times higher that that of
untreated cultures (Figure 3B). Numerous K5-expressing cells stained positive for K8 (Figure 3B), and
none contained the myoepithelial-specific protein o-SMA (Figure 3—figure supplement 1).
Interestingly, BrdU incorporation assays showed that, unlike K5-negative luminal cells,
K5-expressing cells did not cycle following HGF stimulation (Figure 3C).

Thus, paracrine Met activation controls the survival and proliferation of ICAM1-expressing luminal
progenitors and favors the acquisition of basal-specific keratin.

Luminal progenitors activate EMT program and repress luminal-specific
regulatory genes upon stimulation by HGF
To prove that K5-expressing cells in HGF-treated spheres originated from luminal progenitors, we
isolated Lu-pos cells from Blg-Cre; R26 mouse mammary glands and stimulated them with HGF for
9-10 days. As in Balb/c mice, Met was strongly expressed in the Blg-Cre; R26 luminal progenitor
population purified with ICAM-1 (Figure 4—figure supplement 1A). Notably, in HGF-stimulated
cultures, 85% of the K5-positive cells expressed LacZ and were therefore of luminal origin (Figure 4A,
Figure 4—figure supplement 1B). Control HGF-treated basal cells did not stain positive for X-gal.
We investigated the molecular events induced by the paracrine action of HGF in luminal
progenitors, by analyzing the expression of basal-specific and luminal-specific regulatory genes in
untreated and HGF-treated spheres derived from purified Lu-pos cells (Figure 4B). Upon stimulation
with HGF, the expression of essential regulators of the luminal cell fate such as EIf5, Hey1, and Gata3
was repressed, whereas that of several basal-specific genes increased markedly. These genes included
Cdh3 (encoding P-cadherin), Trpé3, and the EMT inducer Snai2. Other genes associated with EMT
program—>Snai1, Sox9, and Cdh2 (encoding N-cadherin)—were also upregulated. In agreement with
gene expression data, immunodetection studies revealed that HGF-treated spheres contained
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Figure 3. HGF promotes acquisition of basal-specific keratins in luminal progenitors identified by ICAM-1.
(A) Analysis of Mkié7, Cdkn1, Krt18 and Krt5 expression in spheres derived from untreated and HGF-treated Lu-pos
cells, as determined by g-PCR. Lu-pos cells were isolated from mammary glands of mature virgin mice. The values,
normalized to Gapdh expression, represent mean values +S.E.M. from at least three independent sphere
preparations harvested after 10 days in culture. *p < 0.05, p < 0.001, p < 0.007 for Mki67, Cdkn1, and Krt5,
respectively. n.s, not significant (Krt18). (B) Double immunofluorescence labeling of non-stimulated and HGF-
stimulated Lu-pos cells grown for 10 days. Left panel: K8 and K5 staining of spheres sections. Bar, 60 pm. Middle
panel: K8 and K5 staining of cytocentrifuged cells derived from HGF-stimulated cultures. Arrowheads indicate

a group of double-positive K5/K8 cells. Bar, 45 pm. Right panel: Average percentages (+S.E.M) of K5-expressing cells
in 10- to 12-day-old spheres derived from untreated and HGF-treated Lu-pos cells. 1000 cells at least were counted
per sample. Percentages of K5-positive cells in untreated and HGF-treated cultures were 0.8% + 0.4 and 8.4% + 2.2,
respectively. Data are from four independent cell preparations. *p < 0.002. (C) BrdU incorporation in 10-day-old HGF-
treated spheres. Sections were stained with anti-BrdU antibody combined either to anti-K8 (left panels) or anti-K5
(right panels) antibodies. Pictures at low magnification and enlarged views of defined areas are shown. Bar, 45 pm.
DOI: 10.7554/eLife.06104.010

The following source data and figure supplement are available for figure 3:

Source data 1.

DOI: 10.7554/¢Life.06104.011

Figure supplement 1. a-SMA expression in untreated and HGF-treated spheres.
DOI: 10.7554/eLife.06104.012
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Figure 4. HGF triggers activation of EMT program in ICAM1-expressing luminal progenitors. (A) K5 and p-galactosidase expression in cells isolated

from HGF-treated spheres. Lu-pos

(upper panels) and basal cells (lower panels) were purified from mammary glands of mature virgin Blg-Cre;

R26 mice and stimulated with HGF for 13 days. Left panels: X-gal staining with fast red counterstaining. Bar, 15 pm. Middle and right panels:
correlated images of K5 immunostaining and X-gal staining. Arrows indicate LacZ-positive cells expressing K5. Quantitative data are shown in

Figure 4—figure supplement 1B.

Bar, 10 um. (B) Comparative expression levels of basal-specific, epithelial-mesenchymal transition

(EMT)-associated and luminal-specific genes in spheres derived from untreated and HGF-treated Lu-pos cells as determined by g-PCR. Lu-pos
cells isolated from mammary glands of mature virgin Balb/c mice were cultured in the absence or presence of HGF for 10 days. Results are
expressed as Logj, ratios of values normalized to Gapdh and represent mean values +S.E.M. from at least three independent sphere preparations.
The comparator values were those obtained with untreated spheres. (C-D) Immunodetection of p63 (C) and Snail2 (D) in sections through untreated
and HGF-stimulated spheres. Nuclei were counterstained with DAPI. Bar, 25 pm.

DOI: 10.7554/eLife.06104.013

The following source data and figure supplement are available for figure 4:

Source data 1.
DOI: 10.7554/eLife.06104.014

Figure supplement 1. Met expression in luminal progenitors isolated from Blg-Cre; R26 mice.

DOI: 10.7554/eLife.06104.015

numerous p63- and Snail2-positive cells, whereas untreated cells were negative for these basal-
specific markers (Figure 4C,D).

Snai2 and Snail can directly repress the transcription of Cdh1 (encoding E-cadherin) and claudins
(reviewed in Thiery et al., 2009; Gonzalez and Medici, 2014). Noticeably, Cdh1 expression was not
significantly reduced upon HGF treatment, whereas claudin-1 and claudin-3 transcript levels
decreased strongly (Figure 4B). Consistent with the q-PCR data, immunofluorescence staining
revealed E-cadherin in the vast majority of cell-cell contacts in untreated and HGF-treated spheres
(Figure 5A). Notably, numerous Snail2-positive cells present in the HGF-stimulated spheres displayed
E-cadherin at their surface (Figure 5B). Claudin-1 distribution was more heterogeneous than that of
E-cadherin, but it was clearly altered following HGF treatment. Untreated spheres contained
a majority of cells with claudin-1 at their junctions, whereas HGF-treated spheres displayed large cell
areas lacking claudin-1 expression (Figure 5C).

Thus, the persistent stimulation of Met signaling by exogenous HGF in luminal progenitors
repressed luminal-regulatory gene expression, upregulated basal-specific markers, and triggered an
EMT program, including Snai2 and Snail expression and decrease in claudin levels.

Persistent stimulation by HGF is required to sustain effects on luminal
progenitors

To examine whether the HGF/Met signaling effects on luminal progenitors persist after HGF
withdrawal, primary HGF-treated spheres obtained from purified Lu-pos cells were dissociated and
then cultured either with or without HGF for 10 additional days. Both clonogenic activity and level of
expression of the basal-specific keratin Krt5 were much lower in secondary mammospheres deprived
of HGF (Figure 6A,B). Consistently, immunofluorescence stainings revealed that, like untreated
control cultures, secondary mammospheres deprived of HGF contained less than 1% K5-positive cells
(Figure 6C,D). HGF-treated secondary mammospheres contained twice more K5-positive cells than
HGF-treated primary spheres. Many K5-positive cells co-expressed K8, as in primary spheres,

Di-Cicco et al. eLife 2015;4:e06104.
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(Figure 6C). Experiments performed with mam-
mary luminal progenitors purified from BlgCre;
R26 mice confirmed that, in HGF-treated sec-
ondary mammospheres, K5-expressing cells
were derived from LacZ-positive luminal cells
(Figure 6E). Gene expression analysis showed
that Trpé3, Snai2, and Cdkn1a were upregulated
whereas Hey1, EIf5, and Mki67 were down-
regulated only in HGF-treated secondary mam-
mospheres (Figure 6F).

Thus, the continuous activation of HGF/Met
signaling is required to sustain the response of
luminal progenitors in vitro and leads to the
accumulation of cells with basal characteristics.

o

HGF stimulation confers
regenerative potential on luminal
progenitors
To compare the stem cell activity of untreated
and HGF-treated luminal progenitors, we trans-
planted either single-cell suspensions or intact
spheres into cleared mammary fat pads of
recipient mice (Figure 7). Untreated cells iso-
lated from primary spheres failed to repopulate
the fat pad or gave rise to very limited out-
growths. In contrast, HGF-treated cultures
Figure 5. HGF treatment perturbs cell-cell adhesion  formed ductal-type outgrowths in seven of the
in ICAM1-expressing luminal progenitors. eight transplanted fat pads (Figure 7A,
(A) Immunofluorescence labeling of sphere sections Supplementary file 1). Serial passages of
with anti-E-cadherin antibody. Low- and high-mag- . . :
e ) luminal  progenitor-derived mammospheres
nification views of untreated (left panels) and HGF- X . R
) . ) stimulated by HGF led to an important enrich-
treated (right panels) spheres. Nuclei were stained in K5 .. s (Fi 40 heref
with DAPI. Bars, 60 pm and 30 pm. (B) Double ment in K>-positive cells ( Igure C)’ we theretore
compared the regenerative potential of second-

immunodetection of Snail2 and E-cadherin in a HGF- )
treated sphere. Arrowheads indicate Snail2-positive ~ ary spheres from untreated and HGF-stimulated

o

¥ > >
|_Cidni/DAPI | E-Cadh/DAPI ] E-Cadh

cells expressing E-cadherin at their surface. Nuclei
were stained with DAPI. Bar, 20 pm. (C) Double
immunofluorescence labeling of sphere sections

cultures. Strikingly, these transplantation assays
showed that only HGF-treated spheres were able
to form outgrowths (Figure 7B). 6-week-old

with anti-claudin-1 and anti-E-cadherin antibodies. outgrowths were composed of well-organized
Nuclei were stained with DAPI. Bar, 75 pm. ducts and growing buds comprising K8-positive
DOL: 10.7554/elife.06104.016 luminal cells and basally located a-SMA-expressing
myoepithelial cells (Figure 7C,D).
These data demonstrate that paracrine Met activation induced multipotent stem cell properties in
luminal progenitors.

Met-expressing luminal progenitors comprise hormone receptor-
positive and hormone receptor-negative cells

Differential Sca-1 expression in the luminal compartment has been reported to delineate populations
enriched in hormone receptor-positive and hormone receptor-negative cells, both containing
clonogenic progenitors (Sleeman et al., 2007, Regan et al., 2012). We characterized Met-expressing
luminal progenitors further, by analyzing ICAM-1 and Sca-1 distribution in the luminal compartment at
different developmental stages by flow cytometry (Figure 8A, Figure 8—figure supplement 1A).

In adult virgin mammary gland, ICAM-1 separated both Sca-1-positive and Sca-1-negative cell
populations, revealing four cell subsets, Lul (ICAM1-neg/Sca-1-pos), Lu2 (ICAM1-pos/Sca-1-pos),
Lu3 (ICAM1-neg/Sca-1-neg), and Lu4 (ICAM1-pos/Sca-1-neg) accounting for 39.8 + 4.6%, 9.1 + 1.4%,
15.0 + 2.5%, and 25.4 + 6.1% of the luminal compartment, respectively (Figure 8A). We assessed the
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Figure 6. Persistent stimulation with HGF is required to sustain effects on luminal progenitors. (A) Microphotographs of
primary (MS1) and secondary (MS2) mammospheres derived from purified Lu-pos cells. Primary spheres obtained after 11
days of culture in the presence of HGF were dissociated and 5000 cells were replated and grown either in the presence or
absence of HGF for an additional period of 10 days. (B) Krt18 and Krt5 expression levels in MS1 and MS2 cultures derived
from Lu-pos cells as determined by g-PCR. HGF-treated MS2 cultures (+) grown either in the presence or absence of
HGF are labeled +/+ and +/—, respectively. Untreated primary (=) and secondary (—/-) spheres of Lu-pos cells served as
controls. The values were normalized to Gapdh expression. Data are presented as mean values +S.E.M. of three
Figure 6. continued on next page
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Figure 6. Continued

independent experiments. (C) K5-expressing cells in MS1 and MS2 cultures derived from Lu-pos cells. Immunodetection
of K5 and K8 in cytocentrifuged cells isolated from MS1 and MS2. Bar, 30 pm. (D) Percentages of K5-expressing cells in
MS1 and MS2 cultures according to their treatment with HGF. 2000 cells were counted per analyzed cytospots. Data from
two independent experiments (three separate cytospots) are presented as mean values +S.E.M. (E) Correlated images of
K5 immunostaining and X-gal staining in cells isolated from HGF-treated secondary spheres. Lu-pos cells were purified
from mammary glands of mature virgin Blg-Cre; R26 mice and continuously stimulated with HGF. Arrows indicate two
groups of LacZ-positive cells expressing K5. Bar, 15 pm. (F) Modulation of Trpé3, Snai2, Hey1, Elf5, Cdknla, and Mki67
expression levels in MS2 cultures derived from Lu-pos cells as determined by g-PCR. The g-PCR values were normalized
to Gapdh expression. Results are shown as mean values +S.E.M. of three independent experiments.

DOI: 10.7554/eLife.06104.017

The following source data is available for figure 6:

Source data 1.

DOI: 10.7554/eLife.06104.018

colony-forming potential of these cell subsets. Lu1 was considered as non-clonogenic (<0.5% colony-
forming cells), Lu3 cells, negative for ICAM-1, were poorly clonogenic whereas both Lu2 and Lu4 cells,
positive for ICAM-1, were highly clonogenic (Figure 8B).

A Primary spheres B  Secondary spheres
HGF-treated cells HGF-treated cells
— 6/8
Sy

[10% M <50%
Untreated cells m 50% Untreated cells

)/\ﬁ- 2l / - ) e

C D
HGF-treated HGF-treated secondary spheres

secondary spheres

Figure 7. HGF-treated luminal progenitors display regenerative potential. (A) Regenerative properties of cells
isolated from untreated and HGF-treated cultures of luminal progenitors. Primary spheres were dissociated and
single cell suspensions were transplanted at 2000, 1000, and 500 cells/fat pad. Left panels: Representative images of
carmine-stained outgrowths obtained 12 weeks after transplantation of 2000 cells and take rates. Bar, 0.2 mm. Right
panels: Diagrams showing take rate and fat pad filling. (B) Representative images of carmine-stained outgrowths
obtained 5 weeks after transplantation of intact secondary spheres harvested from untreated and HGF-treated
cultures of luminal progenitors. Take rates are indicated. Bar, 2 mm. (C) Enlarged view of the outgrowth shown in B.
Bar, 0.8 mm. (D) Double immunofluorescence stainings of sections through the outgrowth shown in C.
Immunodetection of K5/K8 in a duct (left panel) and a-SMA/TK in a duct and a growing bud (middle and right
panels, respectively). Bar, 45 pm. The following supplementary file is available for Figure 7: Supplementary file 1.
DOI: 10.7554/eLife.06104.019
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Figure 8. Met-expressing clonogenic cells are distributed
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populations. (A) Representative flow cytometry dot-plots showing Sca-1 and ICAM-1 expression in the mammary
luminal cell population isolated from mice at different stages of development: V-6w, é-week-old virgin; V-13w, 13-
week-old virgin; P-8d, 8-day pregnant; P-16d, 16-day pregnant mice. Combined with Sca-1, ICAM-1 discriminated

four cell populations referred to as Lu1, Lu2, Lu3, and Lu4.

(B) Colony formation by Lu1, Lu2, Lu3, and Lu4 cell

subsets isolated from mammary glands of mature virgin mice. Upper panel: H&E staining of colonies after 8 days in

Figure 8. continued on next page
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Figure 8. Continued

culture. Lower panel: percentages of clonogenic cells. The results from two independent cell samples (each of which
with three separate wells) are presented as mean values +S.E.M. (C) Heat map of gPCR gene expression analysis
performed on Lul, Lu2, Lu3, and Lu4 cells freshly isolated from mammary glands of mature virgin mice. The gPCR
values were normalized to Gapdh expression. Mean values from three independent cell preparations were used to
establish the map and determine relationships between the luminal subsets by unsupervised hierarchical clustering.
(D) g-PCR analysis of Icam1, Ly6a, and Met expression in Lu1, Lu2, Lu3, and Lu4 cell populations freshly isolated from
mammary glands of mature virgin mice. The values were normalized to Gapdh expression and represent mean
values +S.E.M from three independent preparations. (E) Representative phase contrast images of spheres derived
from Lu2 and Lu4 cell populations grown in the absence or presence of HGF for 10 days. Bar, 150 pm.

(F) Comparative expression levels of basal-specific, EMT-associated and luminal-specific genes in spheres derived
from Lu2 and Lu4 cells, as determined by g-PCR. Cells were grown as described above in (E). Results are expressed
as Log2 ratios of values normalized to Gapdh. The comparator values were those obtained with cell preparations
grown in the absence of HGF.

DOI: 10.7554/eLife.06104.020

The following source data and figure supplement are available for figure 8:

Source data 1.

DOI: 10.7554/eLife.06104.021

Figure supplement 1. Characterization of luminal cell populations isolated from virgin and pregnant mice using

ICAM-1 and Sca-1 expression.
DOI: 10.7554/elife.06104.022

All four luminal cell subsets expressed K8 and displayed similar high levels of Krt18 and very low
levels of the basal-specific gene Krt14 (Figure 8A, Figure 8—figure supplement 1B). We
characterized the four cell subsets further by carrying out qPCR-based gene expression analyses on
a panel of luminal-specific genes. Unsupervised hierarchical clustering divided the populations into
two main branches (Figure 8C). Lu1, Lu2, and Lu3 clustered together, sharing strong expression of
hormone receptors, ERa, PR, and PrIR. The second branch contained only Lu4, which displayed very
low levels of hormone receptor transcripts.

Only Lu4, the major clonogenic subset devoid of HR-positive cells, expressed the milk protein
p-casein (Figure 8C). It also strongly expressed EIf5 and Tnfrsf11a, two crucial regulators of
alveologenesis (Fata et al., 2000; Oakes et al., 2008). Interestingly, flow cytometry analysis on
mammary epithelial cells isolated at different stages of development showed that Lu4 was absent at
puberty; this subset appeared in the glands of sexually mature cycling females and displayed massive
expansion early in pregnancy (Figure 8A). By contrast, Lu2 and Lu3 were detected at all stages of
development. As in mature virgin glands, Lu2 and Lu4 were highly clonogenic during early pregnancy,
whereas Lu3 was not (Figure 8—figure supplement 1C). The gene expression patterns of Lu1, Lu2,
Lu3, and Lu4 cells isolated from mature virgin and early pregnant mice were similar (Figure 8—figure
supplement 1D, E).

The g-PCR analysis showed that Met was strongly expressed in the clonogenic populations, Lu2 and
Lud (Figure 8D). These populations responded similarly to HGF treatment in 3D cultures. On
stimulation, both produced larger spheres, displaying an upregulation of basal-specific genes (Snai2,
Trp63, and Cdh3) and a down-regulation of luminal-specific regulatory genes (Gata3, EIf5, and Hey1)
(Figure 8E,F).

These data show that luminal progenitors defined by ICAM-1 expression include hormone
receptor-positive and hormone receptor-negative cells, all of which are potential targets of HGF/Met
signaling.

ICAM-1 can serve to localize luminal progenitors in the mammary
epithelium

To complement the flow cytometry data, we analyzed ICAM-1 localization on histological sections of
mammary gland. Immunohistochemical studies confirmed that in the pubertal gland, basal
myoepithelial rather than luminal cells expressed ICAM-1 while at late pregnancy, the whole
epithelium was positive (Figure 9A). At the onset of lactation, ICAM-1 was down-regulated both in
ducts and alveoli (Figure 9A).
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L-2d

Figure 9. ICAM-1 localization in the developing and adult mammary gland. (A) Immunohistochemical detection of
ICAM-1 in sections through mammary glands from mice at puberty (V-6w; left panel), late pregnancy (P-16d; middle
panel), and onset of lactation (L-2d; right panel). Left panel: bar, 60 pm. Middle and right panels: bar, 100 pm.

(B) Double immunofluorescence labeling of ICAM-1 and K8 in a mammary duct of a 15-week-old virgin female (V-
15w). The right panel shows an enlarged view of the area defined on the left. The arrows indicate a cluster of ICAM1-
positive luminal cells. Bars, 40 pm. (C) Double immunofluorescence staining of ICAM-1 and K8 in a large mammary
duct at early gestation (P-8d). The right panel shows enlarged view of the area defined on the left. The arrows point
to myoepithelial cells expressing ICAM-1 at their apical and lateral surfaces. The arrowheads indicate luminal layer
negative for ICAM-1. Bars, 40 pm. (D and E) Sections through an alveolus and a small duct from a mammary gland of
8-day-pregnant mouse (P-8d). (D) Double immunofluorescence labeling of ICAM-1 and a-SMA (SMA); (E) ICAM-1
and ER. DAPI served to stain the nuclei. The arrows point to clusters of ICAM1-positive cells. The arrowheads
indicate clusters of ER-positive cells negative for ICAM-1. Bars, 10 pm.

DOI: 10.7554/eLife.06104.023

Figure 9. continued on next page
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Figure 9. Continued
The following figure supplement is available for figure 9:
Figure supplement 1. Response of luminal progenitors isolated from Icam1-deficient mammary epithelium to HGF

stimulation.
DOI: 10.7554/eLife.06104.024

ICAM-1 localization in the adult mammary epithelium was further investigated using double
immunofluorescence labeling with anti-ICAM-1 and anti-K8 antibodies. In agreement with the flow
cytometry data, mammary basal cells in adult virgin mice displayed high levels of ICAM-1, whereas the
luminal compartment comprised ICAM1-negative and ICAM1-positive cells (Figure 9B). ICAM1-positive
luminal cells, enriched in clonogenic cells, often formed cell clusters within the ducts.

At early pregnancy, myoepithelial cells lining large ducts strongly expressed ICAM-1, whereas
luminal cells were devoid of ICAM-1 (Figure 9C). In contrast, in the developing alveoli and small ducts,
the luminal layer, presumably enriched in alveolar progenitors, contained clusters of cells positive for
ICAM-1 (Figure 9D). Consistently with gPCR data, ER-positive cells were mostly ICAM1-negative
(Figure 9E). Notably, in adult virgin and early pregnant mice, ICAM-1 expression was restricted to
cell-cell contacts, basal-to-basal, basal-to-luminal, and luminal-to-luminal (Figure 9B-E).

Loss of ICAM-1 does not impede the response of luminal progenitors
to HGF

To analyze a possible contribution of ICAM-1 in mammary development and HGF/Met signaling, we
investigated the mammary phenotype of Icam1-deficient (Icam1-KO) mice. The Icam1-KO females are
viable, fertile, and able to feed their pups (Xu et al., 1994). Whole-mount analysis of mammary glands
from wild-type and Icam1-KO adult virgin and pregnant mice indicated that lack of ICAM-1 did not
induce visible defects in mammary morphogenesis (Figure 9—figure supplement 1A). Flow
cytometry analysis showed that the percentages of basal and luminal cells were not significantly
affected in the Icam1-KO epithelium of adult virgin mice (Figure 9—figure supplement 1B).

For HGF stimulation assays, we isolated Icam1-KO mammary epithelial cells and used the Sca-1-
negative luminal cell population enriched in clonogenic progenitors (Figure 9—figure supplement 1C).
We found that Icam 1-KO Sca-1-negative luminal cells responded to HGF by increased clonogenicity and
production of large spheres (Figure 9—figure supplement 1D,E). In addition, as previously observed in
the presence of ICAM-1, HGF treatment led to the induction of the basal-specific genes Krt5, Trp63, and
Snai2, with a concomitant decrease in the regulators of the luminal lineage, Elf5, Gata3, and Hey1
(Figure 9—figure supplement 1F,G). Thus, ICAM-1 is not mandatory for mammary development and
HGF/Met signaling in luminal progenitors.

Discussion

We report here that ICAM-1 is a new surface
marker for the enrichment of mouse mammary
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Figure 10. HGF/Met signaling in the mammary tissue.
Luminal progenitors express Met, whereas stromal and
basal myoepithelial cells produce HGF. Paracrine HGF/
Met signaling can control the survival and proliferation
of luminal progenitors and affects their fate by modu-

lating antagonistic regulators of basal- (pé3, Snail2) and
luminal-specific (EIf5, Hey1) regulators.

DOI: 10.7554/eLife.06104.025

luminal progenitors. Luminal progenitor popula-
tion identified by ICAM-1 labeling is heteroge-
neous, comprising HR-positive and HR-negative
cells, potentially ductal and alveolar progenitors,
both strongly expressing Met. We show that
paracrine Met activation stimulates the clonogenic
activity of ICAM1-expressing luminal progenitors,
controlling their survival and proliferation, and
promotes a luminal-to-basal switch while trigger-
ing EMT program (Figure 10). EMT was accom-
panied by acquisition of regenerative potential,
a property restricted to multipotent stem cells.
Our data suggest that paracrine HGF signaling
can affect the fate of luminal progenitors during
mammary development and tumorigenesis.
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ICAM-1 is a new marker for the enrichment of clonogenic luminal
progenitors

Our study provides the first evidence showing that ICAM-1 is differentially distributed, both spatially
and temporally, in the mouse mammary epithelium. In mature virgin mice and early in pregnancy, the
luminal cell population comprises ICAM1-negative and ICAM1-positive cell fractions, highly enriched
in hormone-sensing cells and clonogenic progenitors, respectively. The luminal progenitors identified
by ICAM-1 staining strongly express Elf5, Hey1, Tnfrsf11a, and Rspol genes encoding critical
regulators of mammary development (Fata et al., 2000; Bouras et al., 2008; Lee et al., 2011; Cai
et al., 2014).

Several recent studies have indicated that the luminal progenitor population includes cells with
different phenotypes (Oliver et al., 2012; Regan et al., 2012; Shehata et al., 2012; Lafkas et al.,
2013; Sale et al., 2013; Rodilla et al., 2015). The differential expression of Sca-1 and CDé1 was first
used to obtain partial enrichment in luminal progenitor cells (Asselin-Labat et al., 2007; Sleeman
et al., 2007, Rios et al., 2014). Subsequently, the combined use of Sca-1 and c-kit or CD49b revealed
that the luminal progenitors in the mature virgin gland belong to two distinct populations, one
consisting essentially of HR-positive cells and the other mostly of HR-negative cells (Regan et al.,
2012; Shehata et al., 2012). We found that in virgin glands and during early pregnancy, combined
ICAM-1 and Sca-1 expression discriminated these two major luminal clonogenic cell subsets. ICAM-1
clearly appeared more efficient than Sca-1 for separating non-clonogenic and clonogenic luminal
populations. Importantly, ICAM-1 marked the luminal progenitor population in different mouse
strains, including C57BI6/J, and in mixed backgrounds, such as that of BlgCre; R26 mice, whereas
neither CD61 nor c-kit can be used for luminal progenitor enrichment from C57Bl6/J mouse mammary
glands (Visvader and Stingl, 2014). Furthermore, differential ICAM-1 expression within the Sca-1-
negative luminal cell population separated a poorly clonogenic ICAM1-negative subset enriched in
HR-positive cells (Lu3) from a major clonogenic cell fraction positive for ICAM-1 and lacking HR
expression (Lud). Such separation was not possible with CD49b, the most recently described marker
for characterizing luminal cell subsets (Shehata et al., 2012; De Silva et al., 2015).

The clonogenic luminal cell population is thought to comprise distinct ductal- and alveolar-
restricted progenitors, as yet not fully characterized (Regan et al., 2012; Shehata et al., 2012). Cells
committed to the alveolar fate are expected to expand in adult females particularly at the onset of
pregnancy, to express Tnfrsf11a and EIf5 strongly, and most probably, to lack ER and PR (Fata et al.,
2000; Lee et al., 2011; Fu et al., 2014; Rodilla et al., 2015). Interestingly, the Sca-1-negative
ICAM1-positive clonogenic cell population (Lu4) absent from prepubertal mammary epithelium
fulfills these criteria. In addition, these cells have high levels of transcript for the milk protein
B-casein. By contrast, the Sca-1- and ICAM1-positive clonogenic subset containing HR-expressing
cells (Lu2) present throughout mammary development may preferentially contain ductal-restricted
progenitors.

Thus, ICAM-1 is a new robust marker for separating basal and luminal cells and analyzing the
heterogeneity of the luminal cell compartment in the adult mammary gland using flow cytometry. In
addition, ICAM-1 can be used to localize and further characterize luminal progenitors in situ.

HR-negative and HR-positive luminal progenitors are potential targets of
HGF/Met signaling

The target cells for Met signaling in the mammary epithelium remain poorly characterized. A recent
work reported the expression of Met predominantly in the Sca-1-negative luminal progenitor-
enriched population (Gastaldi et al., 2013). In agreement with these data, we found high-Met
transcript levels in the Sca-1-negative ICAM1-positive clonogenic cell population (Lu4). Additionally,
we observed strong Met expression in the Sca-1-positive ICAM1-positive luminal progenitors (Lu2).
Thus, the two major clonogenic populations of luminal progenitors, enriched in HR-negative and HR-
positive cells, are potential targets of HGF/Met signaling. Met was also expressed in the Sca-1-
negative ICAM1-negative cell subset (Lu3), which was weakly clonogenic and enriched in HR-positive
cells. Our data thus highlight the phenotypic diversity of Met-expressing cells in the luminal
population. Consistently, a knockin mouse model with a mutationally activated Met has been reported
to develop various types of mammary tumors, including ER-positive and ER-negative tumors (Graveel
et al., 2009).
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We found that ICAM1-expressing luminal progenitors responded to HGF stimulation by basal marker
upregulation. Importantly, using the Blg-Cre; R26 reporter mouse, we demonstrated that these basal
marker-expressing cells were of luminal origin. Triple-negative basal-like breast cancers are thought to
originate from luminal progenitors aberrantly expressing basal-specific markers (Lim et al., 2009,
Molyneux et al., 2010; Proia et al., 2011). The highest levels of Met have been associated with the
basal subtype of breast cancers (Garcia et al., 2007; Graveel et al., 2009; Ponzo et al., 2009; Gastaldi
et al., 2010; Knight et al., 2013). Moreover, amplifications of the Met locus and Met overexpression
occur in Brca1/p53-deficient mouse tumors, a model of basal-like breast cancers (Smolen et al., 2006;
Gastaldi et al., 2013). Thus, consistent with these reports, our results strongly indicate that Met
signaling may contribute to the phenotypic characteristics of certain basal-like breast carcinomas.

ICAM-1 is not mandatory for HGF/Met signaling in luminal progenitors
We found that in the mouse mammary epithelium, Met-expressing luminal progenitors displayed both
ICAM-1 and CD44v6 at their surface. In mouse hepatocytes, CD44v6 acts as main co-receptor for Met,
however, ICAM-1 can trigger Met activation in the absence of CD44 (Orian-Rousseau et al., 2002;
Olaku et al., 2011). Our data showed that loss of ICAM-1 did not severely affect mammary
development, HGF/Met signaling, and basal cell differentiation process in luminal progenitors.
This suggests that CD44vé rather than ICAM-1 serve as main co-receptor for Met in the mouse
mammary epithelium and that identical compensation mechanisms may be involved in Met activation
in liver and mammary gland. Distribution of Met and its co-receptors in the human mammary gland
remains poorly defined; however, strong expression of Met, ICAM-1, and CD44vé6 has been
associated with triple-negative breast cancers and correlated with poor prognosis (Charpin et al.,
2009, Gastaldi et al., 2010; Ponzo and Park, 2010; Schroder et al., 2011). Moreover, ICAM-1 has
recently been identified as a molecular target for triple-negative breast cancers (Guo et al., 2014).

Myoepithelial and stromal cells may both control luminal progenitor
function in a paracrine manner

Stromal cells are usually considered to be the only source of HGF in the mammary gland (Niranjan
et al., 1995; Yang et al., 1995; Gastaldi et al., 2013). However, we show here that mammary
myoepithelial cells also produce HGF. It is worth mentioning that in the postnatal mammary
epithelium, ductal luminal cells are in direct contact with myoepithelial rather than stromal cells. In
alveoli, the myoepithelial cell layer is discontinuous, so luminal cells may also come into contact with
the basement membrane (Moumen et al., 2011). HGF produced by both myoepithelial and stromal
cells may therefore contribute to the control of the luminal progenitor activity, favoring either their
normal expansion during development or aberrant amplification in cancers. Paracrine basal-to-luminal
signaling mediated by the Nrg1-Erbb4 ligand-receptor pair has recently been implicated in the
regulation of luminal cell maturation during lobulo-alveolar development (Forster et al., 2014).

We found that HGF had multiple effects on Met-expressing luminal progenitors. Early in culture, HGF
promoted cell survival and proliferation. Consistent with its role in tubulogenesis (Rosario and Birchmeier,
2003), HGF then favored lumen formation. Finally, HGF treatment affected the fate of luminal progenitors,
leading to the accumulation of a cell population expressing basal markers, including cells co-expressing
basal and luminal keratins. Such dual luminal/basal cells are seldom in the adult mammary epithelium but
are abundant in fetal mammary rudiments (Spike et al., 2012). The accumulation of cells co-expressing
basal and luminal keratins has been observed in the mammary epithelium of Elf5-null mice, which have
high-Snail2 levels and display EMT-like phenotypic changes (Chakrabarti et al., 2012a, 2012b).

HGF triggers EMT in luminal progenitors and modulates the expression
of antagonistic regulators of luminal and basal fates

Several regulators of the balance between mammary luminal and basal phenotypes have recently
been identified. Notch signaling specifies a luminal cell fate, whereas ANpé63 is required for the
maintenance of basal cell characteristics (Bouras et al., 2008; Yalcin-Ozuysal et al., 2010). Forced
expression of Snail2 endows mammary luminal progenitor cells with molecular characteristics and
functional properties of basal-type stem cells, whereas EIf5, through the direct repression of Snai2,
promotes luminal cell differentiation (Guo et al., 2012; Chakrabarti et al., 2012a, 2012b). Consistent
with these data, we found that HGF induced the expression of Trp63 whilst repressing that of Hey1,
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a major Notch effector, in luminal progenitors. Concomitantly, we observed important hallmarks of
EMT, including an increase in Snai1 and Snai2 levels, EIf5 repression and claudin down-regulation. The
transcription of P-cadherin and N-cadherin was induced upon HGF treatment, but E-cadherin
expression was not repressed, suggesting a partial, reversible EMT process (Nieto and Cano, 2012,
Gonzalez and Medici, 2014). Consistently, alterations of the luminal progenitor phenotype did not
persist in vitro after HGF withdrawal. Altogether, these data suggest that microenvironmental signals,
such as HGF, may modulate the phenotype of luminal progenitors, by affecting the expression of
antagonistic regulators of the basal and luminal fates.

In addition to their role in triggering EMT, transcription factors of the Snail family have been
reported to attenuate cell cycle progression by increasing p21 expression (Vega et al., 2004). At late
time points, Cdknla, Snail, and Snai2 were upregulated in HGF-treated cultures of luminal
progenitors, whereas Mki67 was down-regulated. These changes were accompanied by the
accumulation of K5-expressing quiescent cells. How p21 and its major upstream regulator p53 are
involved in the response of luminal progenitors to HGF remains to be unraveled. A recent analysis of
transgenic mouse models showed that Met can synergize with p53 loss to promote the formation of
triple-negative mammary tumors with a claudin-low, EMT-type molecular signature (Knight et al.,
2013). Furthermore, the loss of p53 from the mammary epithelium leads to the expansion of
clonogenic mammary luminal progenitors (Chiche et al., 2013).

In brief, our data provide new insights into the cellular and molecular mechanisms underlying the
phenotypic plasticity of luminal progenitors. They also suggest that mammary basal and stromal cells
may both be involved in controlling luminal progenitor function via the paracrine activation of Met
during mammary development and tumorigenesis.

Materials and methods

Mouse strains and transgenic mice

BALB/cByJ JAX, C57BL/6, and BALB/c-Nude JAX females were purchased from Charles Rivers
(L'arbresle, France). Transgenic mice expressing the Cre recombinase under the control of the
p-Lactoglobulin promoter (Blg-Cre) were from the Jackson Laboratories (Sacramento, CA, USA) and
purchased from Charles Rivers. Rosa26-LacZ reporter strain was provided by Soriano (1999). lcam1-
deficient mice (B6.129S4-Icam1'™"'<¢"/J) were from the Jackson Laboratories. The mature virgin
females used in the experiments were 11-25 weeks old. The care and use of animals used here was
strictly applying European and National Regulation for the Protection of Vertebrate Animals used for
Experimental and other Scientific Purposes in force (facility licence #C75-05-18). It complies also with
internationally established principles of replacement, reduction, and refinement in accordance with
Guide for the Care and Use of Laboratory animals (NRC, 2011). All experimental procedures were
ethically approved (Ethical approval 02265.01/CEEA-IC 118).

Preparation of mammary epithelial cells

Single cells were prepared from 2 to 8 inguinal mammary glands. Glands taken from virgin or
pregnant females were minced, first with scissors and then with scalpels. Minced tissues were
transferred to a digestion solution containing 3 mg/ml collagenase (Roche Diagnostics, Meylan,
France), 100 units/ml hyaluronidase (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) in CO2-independent
medium (Gibco, Life Technologies, St Aubin, France) completed with 5% fetal bovine serum (FBS,
Lonza, Basel, Switzerland) and 2 mM L-glutamine (Sigma-Aldrich), and incubated for 90 min at 37°C
with shaking (150 rpm). Digested samples were centrifuged at 450xg for 5 min and the supernatant
eliminated. Pellets were washed once with CO2-independent medium, treated with a prewarmed
0.25% trypsin/0.1% versen (Life Technologies; Biochrom, Berlin, Germany) solution in Phosphate
Buffered Saline (PBS) for 1 min and rinsed with CO2-independent medium containing 5% FBS. Pellets
were then resuspended in a solution of 5 mg/ml dispase Il (Roche) in CO2-independent medium
containing 5% FBS and DNAsel (Sigma-Aldrich) was added to a final concentration of 0.1 mg/ml.
After 5 min incubation at 37°C, cells were rinsed once in CO2-independent medium containing 5%
FBS and the pellets were treated with a cold ammonium chloride solution (Stem Cell Technologies,
Grenoble, France). Cell suspensions were centrifuged, resuspended in CO2-independent medium,
and filtered through a nylon mesh cell strainer with 40-um pores (Fisher Scientific, lllkirch, France)
before immunolabeling.
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Flow cytometry

Freshly isolated cells were incubated at 4°C for 20 min with the following conjugated antibodies:
anti-CD24-FITC (clone M1/69) and anti-CD49f-PE (clone GoH3) from BD Biosciences (BD France,
Le Pont-de-Claix, France), anti-CD54-PE (clone YN1/1.7.4), anti-CD45-APC (clone 30-F11), and
anti-CD31-APC (clone MEC13.3) from Biolegend (San Diego, CA, USA), anti-Ly6A/E-PE-Cy5
(clone D7) from eBiosciences (San Diego, CA, USA). Labeled cells were sorted on a FACSVantage
flow cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA, USA), and data analyzed using FlowJo software.
Sorted cell populations were routinely re-analyzed and found to be 96-98% pure. As estimated
by trypan blue exclusion, cell viability after sorting was between 83% and 92%.

Cell culture assays
For two-dimensional clonogenic assays, sorted luminal cells were plated on irradiated 3T3 cell
feeders on 24-well plates at a density of 250-500 cells per well and cultured in DMEM/F12 medium
supplemented with 10% FBS, 5 pg/ml insulin (Sigma-Aldrich), 10 ng/ml EGF (Invitrogen, Life
Technologies), and 100 ng/ml cholera toxin (ICN Biochemicals, Irvine, CA, USA) for 7 days as
described elsewhere (Sleeman et al., 2007). For mammosphere cultures, freshly isolated luminal
cells were seeded on ultra-low adherence 24-well plates (Corning, NY, USA) at the density of
2000-5000 cells/well, in mammosphere media: DMEM/F12 medium supplemented with 2% B27, 20
ng/ml EGF, 20 ng/ml bFGF (Gibco, Life Technologies), 4 pg/ml heparin (Sigma-Aldrich), 10 pg/ml
insulin, and 2% growth-factor-reduced Matrigel (BD Biosciences) as described elsewhere (Spike
et al., 2012; Chiche et al., 2013). When specified, mammospheres were treated with 25-50 ng/ml
recombinant mouse HGF (R&D Systems Europe, Lille, France) every 2 days. ImageJ software was
used to count the colonies and the mammospheres and evaluate their size in pixels. Single cell
suspensions were obtained from mammospheres by treatment with 0.05% trypsin (Gibco, Life
Technologies).

Caspase-3/7 activity was assessed in cells harvested 1 and 2 days after plating them in
mammosphere medium, using the Caspase-Glo 3/7 Assay System (Promega, Madison, WI, USA)
according to the manufacturer’s protocol.

Immunofluorescence and immunohistochemical stainings

Freshly isolated cells were cytocentrifuged onto slides and fixed in cold methanol for 10 min. Cells
were incubated with primary antibodies at 37°C for 1 hr, with secondary antibodies at room
temperature for 1 hr and mounted in Prolong Gold antifade reagent with DAPI (Invitrogen, Life
Technologies). Mammospheres were resuspended in 50 pl Matrigel and incubated at 37°C for 2 hr
prior to embedding either in OCT (Tissue-Tek, Sakura Finetek Europe, Leiden, Netherlands) for
cryosections or in paraffin. Cryosections were post-fixed with 4% paraformaldehyde for 10 min and
treated with 0.5% triton X-100 for 5 min before immunostaining. Spheres were fixed in Methacarn
(1:3:6 mixture of acetic acid:chloroform:methanol) before embedding in paraffin. Sections were
dewaxed, processed for acidic antigen retrieval, and immunolabeled, as described elsewhere (Chiche
et al., 2013). For cell proliferation assays, mammospheres were incubated with BrdU (5 pg/ml;
Sigma-Aldrich) for 1 hr before being fixed and processed.

The following primary antibodies were used: anti-K5 and anti-K8 (Covance, Princeton, NJ, USA),
anti-BrdU, anti-CD44vé (AbD Serotec, Oxford, UK), anti-E-cadherin (ECCD2; Life Technologies),
anti-p63 and anti-claudin-1 (Abcam, Cambridge, UK), anti-snail2/slug (Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, USA), anti-ICAM-1 (Proteintech, Chicago, IL, USA), anti-ER (Dako France, Les Ulis,
France), and Cy3-conjugated anti-a-SMA (Sigma-Aldrich). Alexafluor-conjugated secondary anti-
bodies (Molecular Probes, Life Technologies) were used. For the immunohistochemical detection of
ICAM-1, we used the EnVision System from Dako. Image acquisition was performed using a Leica
DM 6000B microscope (Wetzlar, Germany) and MetaMorph software. Confocal images were
acquired with a Nikon Confocal A1r microscope using a 60x CFl Plan oil objective (Apo VC/NA
1.4/WD 0.13).

X-gal staining
Mammospheres established from Blg-Cre; R26 mammary cells were dissociated and isolated cells
were pre-fixed with 2.5% paraformaldehyde for 5 min at 4°C and X-gal stained in suspension at 37°C
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overnight. Cells were cytocentrifuged, post-fixed with 4% paraformaldehyde for 10 min at room
temperature, and processed either for Fast Red staining or immunostaining.

For whole-mount X-gal staining, mammary glands from Blg-Cre; R26 females were fixed in 2.5%
paraformaldehyde for 1 hr at 4°C and stained overnight at 30°C. Glands were embedded in paraffin
and sections counterstained with Fast Red.

Transplantation assays and whole-mount analysis

Isolated cells derived from primary spheres or intact secondary spheres were transplanted into the
inguinal fat pads of 3-week-old BALB/c-Nude JAX females cleared of endogenous epithelium as
described elsewhere (Deome et al., 1959; Moumen et al., 2012; Chiche et al., 2013). Untreated and
HGF-treated cells or spheres were resuspended in 10 pl of 25% growth factor-reduced Matrigel before
being grafted in the contralateral fat pads of host mice. For secondary sphere transplantations, 5000
ICAM1-positive luminal progenitors per well were plated, grown with or without HGF for 14 days, then,
dissociated and replated at 5000 cells per well as for primary spheres. After 15 days in culture, the
content of each culture well was grafted in a separate mammary fat pad. To analyze the outgrowths,
dissected mammary fat pads were spread onto glass slides, fixed in Methacarn, and stained with carmine
alum (Stem Cell Technologies), as described elsewhere (Moumen et al., 2012; Chiche et al., 2013).

Reverse transcription-polymerase chain reaction

RNA was reverse-transcribed with MMLV H(-) Point reverse transcriptase (Promega, Madison, WI,
USA), and quantitative PCR (qPCR) was performed by monitoring, in real time, the increase in
fluorescence of the SYBR Green dye on an LightCycler 480 Real-Time PCR System (Roche Applied
Science, Basel, Switzerland). The primers used for qPCR analysis were purchased from SABiosciences/
Qiagen (Hilden, Germany) or designed using Oligo 6.8 software and synthesized by Eurogentec
(Seraing, Belgium) (Supplementary file 2).

Statistical analysis of the data
p values were determined using Student’s test with two-tailed distribution and unequal variance.
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Annexe 2 : Liste des amorces utilisées dans cette étude pour les RT-qPCR

Acta2-as 5’- GTCCAGCACAATACCAGTTG -3'
Acta2-s 5’- GACCCAGATTATGTTTGAGAC -3’
Axin2-as 5’- ACTGCCAGACATCCTGTGA -3’
Axin2-s 5’- GTACCTTGCCAAAACGGAAT -3’
Cdhl-as 5’- ACCACCGTTCTCCTCCGTA -3’
Cdhl-s 5’- ATCCTCGCCCTGCTGATTC -3’
Cdh3-as 5- GTCCTGTGCGGTATAGATGC -3'
Cdh3-s 5’- ACGAAGCCCCTGTGTTTGTT -3
Cnnl-as 5’- AGTACTGCCTGAACCCGGAGT -3’
Cnnl-s 5- GTTGTGCGGGTGGTGATTG -3’
Esrl-as 5’- GAGGCACACAAACTCTTCTC -3’
Esrl-s 5’- CTGGACAGGAATCAAGGTAAA -3’
EIf5-as 5’- AGGCAGGGTAGTAGTCTTCA -3’
EIf5-s 5’- CCAACGCATCCTTCTGTGAC -3’
Fnl-as 5’- GTGCCTCCACTATGATGTTG -3’
Fnl-s 5’- GAAGAGCCCTTACAGTTCCA -3’

Gapdh -as 5- GTTGAAGTCGCAGGAGACAAC -3’
Gapdh-s 5- CCAATGTGTCCGTCGTGGATC -3’
Gata3-as 5- TTCGCTTGGGCTTGATAAGG -3’
Gata3-s 5’- AGGCAGGGAGTGTGTGAAC -3’

HA-DNBcat-as  5’- GCCCGTCAATATCAGCTACT -3’
HA-DNBcat-s 5’- ATCCTTATGACGTGCCTGAC -3’

Krt14-as 5’- TCCAGCAGGATTTTGTACTG -3’
Krt14-s 5- CGGCAAGAGTGAGATTTCTG -3’
Krtl5-as 5’- CAGGGTCCGTCTCAGGTCT -3’
Krt15-s 5’- GAGGTGGCGTCTAACACAG -3’
Krt18-as 5’- CAGCCTTGTGATGTTGGTGT -3’
Krt18-s 5’- CCTTGCCGCCGATGACTTTA -3’
Krt5-as 5’- TGCCAACACCAATGCTGCTG -3’
Krt5-s 5’- GACCAGTCAACATCTCTGTC -3’
Lgr5-as 5’- AGGTCCCGCTCATCTTGAAC -3’
Lgr5-s 5’- ATGCCATCTGCTTACCAGTGT -3’
Myc-as 5’- CCCGACTCCGACCTCTTG -3’
Myc-s 5’- CACCAGCAGCGACTCTGAA -3’
Myh11-as 5’- CATGGACCCGCTAAATGACA-3’
Myh11-s 5’- CAATGCGGTCCACATCCTTC -3’
Pdpn-as 5’- GCCTTGCCAGTAGATTCATTA -3’
Pdpn-s 5’- ACCGTGCCAGTGTTGTTCTG -3’
Pgr-as 5’- CAACTGGGCAGCAATAACTTC -3’
Pgr-s 5’- CCACCTGTACTGCTTGAATAC -3’
Prir-as 5’- GTCATCCACTTCCAAGAACTC -3

Prir-s 5-ATAAAAGGATTTGATACTCATCTG-3’
Procr-as 5’- GAACTCCACACAAGTGTCCT -3’
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Procr-s 5’- CCAAAGCAGCCAACTTCACC -3’
Rspol-as 5’- ACGGGGACCACTCGCTCAT -3’

Rspol-s 5’- GCCTGCTTCAGCCACAACTT -3’
Snail-as 5- TAGTTCTGGGAGACACATTG -3’
Snail-s 5’- ACACCTGTTTCACAGCAGTT -3’
Snai2-as 5- CCCAGTGTGAGTTCTAATGT -3’
Snai2-s 5’- GATGCCCAGTCTAGGAAATC -3’

Tnfsfl1-as 5- ATGCTGGTTTTAACGACATAC -3’
Tnfsfll-s 5’- CAAGATGGCTTCTATTACCTG -3’
Trp63-as 5’- GAGGAGCCGTTCTGAATCTG -3’

Trp63-s 5’- TGCCCAGACTCAATTTAGTGA -3’
Vcan-as 5- GAAGGTGTCGCTGAATGAAAC -3
Vcan-s 5’- ACCACGCTATGAAATCAACTC -3
Vim-as 5’- TAAGGGCATCCACTTCACAG -3’
Vim-s 5’- CCAAGCAGGAGTCAAACGA -3’

Wnt4-as 5’- GCCACACCTGCTGAAGAGAT -3’
Wnt4-s 5’- CGAGGAGTGCCAATACCAGT -3’
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