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Préambule

Ces dernieres années, de nombreuses avancées ont vu le jour dans le
domaine de la prise en charge médicale des cancers. Cependant, cette pathologie
tres hétérogéne reste un probléeme de santé publique, notamment a cause de la
résistance aux traitements actuellement disponibles.

Des travaux préliminaires de notre équipe ont montré que la protéine kinase
D1 (PKD1) participe au développement et/ou au maintien du phénotype cestrogéno-
dépendant dans le cancer du sein. En effet, dans les cellules de cancer du sein
MCF-7 dépendantes en cestrogénes, notre équipe a montré que l'augmentation de
'expression de cette protéine leur permettait de croitre indépendamment de
I'ancrage et en l'absence d'estradiol. De plus, cette surexpression augmente la
prolifération cellulaire ainsi que la réponse aux traitements avec du B-estradiol sur
ces cellules comparées aux cellules contréles. Nous avons également montré qu’au
sein d’'une cohorte de patientes atteintes d’'un cancer du sein ERa* (estrogen
receptor a*) et traitées au tamoxifene, une forte expression de PKD1 en ARNm était
associée a une moins bonne survie sans métastase. En parallele de cette étude,
notre équipe s’est intéressée au niveau d’expression de PKD1 dans des lignées de
mélanome cutané. Ainsi, les résultats ont montré que PKD1 était plus exprimée dans
les tumeurs de phénotype mésenchymateux que dans les tumeurs ayant un
phénotype épithélial. Notre équipe a également prouvé que le G66976, un inhibiteur
de la protéine kinase Ca (PKCa), de la protéine kinase CB (PKCB) et de PKD1,
pouvait in vitro réduire l'agressivité de cellules de mélanome métastatique
ganglionnaire.

Au vu de ces résultats préliminaires, I'objectif de cette thése se décompose en
deux objectifs distincts. Le premier consiste a valider PKD1 comme facteur
pronostique et cible thérapeutique dans le cancer du sein. Le second concerne
lanalyse du réle que pourrait avoir PKD1 dans le maintien du phénotype
mésenchymateux du mélanome.

Cette thése a été menée en co-direction entre I'unité de Pharmacogénomique
a I'Institut Curie et le Laboratoire de Biologie et de Pharmacologie Appliquée (LBPA,
UMR8113 du CNRS) de I'Ecole Normale Supérieure Paris-Saclay.

L’introduction du manuscrit de cette thése présente les caractéristiques du cancer du
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sein, celles du mélanome, le switch de cadhérines dans le développement tumoral et

enfin la protéine kinase D1.
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INTRODUCTION
Partie 1:Le cancer du sein

Partie 1 : Cancer du sein

1. Epidémiologie

Le cancer du sein est le cancer qui est le plus fréquent chez la femme. Son
incidence a présenté une forte augmentation entre les années 1980 et 2005 ; elle
tend actuellement a se stabiliser. Ainsi, on note 54 000 nouveaux cas et pas moins
de 11 900 déces par an pour le cancer du sein chez la femme en France en 2015.
Bien que l'incidence ait fortement augmenté, le taux de mortalité quant a lui n’a pas
connu de grande variation. Cela s’explique a la fois grace au dépistage de plus en
plus précoce mais aussi a une meilleure prise en charge des patientes (« La situation

du cancer en France en 2015 » - INCa avril 2016).

2. Facteurs derisque

Le cancer du sein est multifactoriel. De nombreux facteurs de risque ont été
mis en évidence pouvant prédisposer a un développement de ce cancer. On
distingue ainsi les facteurs de risque exogenes qui sont liés a I'’environnement et aux
modes de vie et les facteurs de risque endogéenes qui eux sont liés a l'individu lui-

méme (age, sexe, antécedents familiaux, ...).
2.1 Facteurs de risque endogenes

e Age: L'age de la femme est un facteur de risque non négligeable; en effet, de
nombreuses études épidémiologiques ont montré que I'incidence était augmentée

avec I'age de la patiente (Figure 1).
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Figure 1 : Taux d’incidence du cancer du sein en fonction de I'dge chez la
femme en France (Francim, Hospices civils de Lyon, Institut national du cancer).
Le taux d’incidence du cancer du sein augmente a partir de 40 ans pour

atteindre un pic a 60-69 ans.

Durée de vie génitale et age de la premiére grossesse : L’apparition précoce
des premiers cycles menstruels ainsi que la survenue tardive de la ménopause
sont des facteurs de risque (Brinton et al., 1988). De plus, I'apparition tardive
d’'une premiére grossesse ou un délai trop court entre deux grossesses peuvent
egalement étre des facteurs de risque importants dans la survenue du cancer du
sein (Lesieur et al., 2008).

Antécédents familiaux : Les antécédents familiaux vis-a-vis d’'un cancer du sein
augmentent de maniére importante le risque de survenue d’'un cancer du sein.
Prédisposition génétique : 5 a 10% des cancers du sein sont la conséquence
d’anomalies génétiques. Les principales mutations germinales inactivatrices
observées sont celles de BRCAl1 et BRCA2, deux génes codant pour des
protéines impliquées dans la réparation des cassures double-brin de 'ADN
(Hrgovic et al., 1995).

60 a 65 % des patientes porteuses d’une mutation BRCA1 et 45 a 55 % de celles
porteuses d’'une mutation BRCA2 sont susceptibles de développer un cancer du
sein. Dans la population générale, les femmes porteuses de mutations BRCAL
ou BRCAZ2 sont rares (0,11% et 0,12%, respectivement).
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2.2

6 % des femmes agées de moins de 50 ans et présentant un cancer du sein sont
porteuses d’'une mutation germinale de I'un de ces deux génes, alors que
seulement 1 a 1.5% des femmes agées de plus de 50 ans en sont affectées.

Les autres génes dont les mutations sont transmises avec une forte incidence
sont les genes TP53 (syndrome de Li-Fraumeni) et PTEN (syndrome tumoral
hamartomateux).

D’autres génes de susceptibilité plus rares, tels que CHEK2, ATM, PALB2,
BRIP1, CDH1, RAD50, RAD51C et RAD51D, conféerent aux porteuses de ces
mutations un risque faible a modéré de survenue d’'un cancer du sein. Tous ces
genes sont impliqués dans les mécanismes de réparation de ’ADN (Kaminska et
al., 2015).

Obésité : De nombreuses études ont également montré que I'obésité était un
facteur de risque pour la survenue d’un cancer du sein. Cela serait d0 a
'augmentation, chez les personnes atteintes d’obésité, des concentrations
hormonales et notamment de I'cestrogéne. Cette augmentation d’cestrogénes
pourrait, via I'activation de voies de signalisation pro-oncogéniques, favoriser le
risque d’apparition d’'un cancer du sein (Cleary and Grossmann, 2009; Kaminska
et al., 2015).

Facteurs de risque exogenes

Traitement hormonal : La relation entre la prise de contraceptifs hormonaux et la
survenue d’un cancer du sein reste encore largement controversée. En effet, des
études ont montré que la prise de traitements contraceptifs hormonaux
augmentait de 24% le risque de survenue d’un cancer du sein comparé a des
femmes n’ayant jamais pris de contraceptifs hormonaux. Mais d’autres travaux
n'ont pas trouvé de différences significatives entre les femmes ayant ou n’ayant
pas recu de traitement hormonal contraceptif (Ban and Godellas, 2014; Westhoff,
1999). Ces résultats contradictoires peuvent s’expliquer par les différents
contraceptifs hormonaux étudiés lors de ces analyses.

Consommation d’alcool : On considére actuellement que la consommation
d’alcool est le deuxiéme facteur de risque de survenue d’'un cancer aujourd’hui

dans le monde. Dans le cas du cancer du sein, on considére que 17% des cas
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seraient dus a la consommation d’alcool (Key and Reeves, 2016) (e-cancer
2016).

e Radiations ionisantes : De nombreuses études ont prouvé que I'exposition
unique ou répétée a des radiations ionisantes au niveau du tissu mammaire
augmente le risque de cancer du sein du fait de I'altération de '’ADN par les

rayons ionisants (Boice, 1996; Key et al., 2001).

3. Anatomie de la glande mammaire

La glande mammaire a pour principale fonction de produire et d’excréter le
lait. C’est une glande exocrine qui est localisée au niveau du sein, reposant sur les
muscles pectoraux. Elle est composée de 10 a 20 lobes qui sont eux-mémes
entourés et séparés entre eux par du tissu conjonctif et adipeux. Chacun de ces
lobes est constitué de lobules et est drainé par un canal galactophore qui aboutit au
mamelon. Chaque lobule est constitué d’alvéoles (ou acini) regroupées de fagon
dense autour d’un canal alvéolaire. Plusieurs canaux alvéolaires se réunissent pour
former un canal lobulaire. Enfin, un canal galactophore est le regroupement de

plusieurs canaux lobulaires (Figure 2) (Dadoune, 1990).
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Figure 2: Anatomie de la glande mammaire, d’aprés https://www.ligue-
cancer.net/localisation/sein

La glande mammaire est constituée de deux compartiments tissulaires,
I’épithélium et le stroma. L’épithélium mammaire est constitué de deux couches de
cellules : les cellules épithéliales luminales ainsi que les cellules myoépithéliales.
L’épithélium, et plus précisément les tubulo-alvéoles, sont responsables de la
production du lait et également de sa sécrétion a I'aide de la contraction de cellules
myoépithéliales (qui entourent les tubulo-alvéoles) sous I'action de I'ocytocine. Ces
cellules myoépithéliales reposent sur une membrane basale.

Le stroma (ou mésenchyme) correspond, quant a Ilui, a la matrice
extracellulaire ainsi qu’a une variété d’autres cellules telles que les myofibroblastes,
les fibroblastes, les cellules endothéliales ainsi que les leucocytes infiltrants. La
fonction principale du stroma est de soutenir 'organe et de réguler la fonction de
I'épithélium mammaire via des interactions paracrines, physiques et hormonales
(Figure 3) (Polyak and Kalluri, 2010).
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Figure 3: Structure de I'alvéole mammaire (d’aprés Delouis)
http://www.vetopsy.fr/reproduction/lactation/glandes-mammaires-

histologie.php

La glande mammaire est un organe qui est en constante évolution tout au
long de la vie de la femme, sous I'action des hormones durant la puberté, les cycles

menstruels et la ménopause.

4. Cancérogénése mammaire

La glande mammaire est un organe qui est trés sujet aux transformations
cancéreuses du fait de sa constante évolution et du grand nombre de cellules en
division. La carcinogenése mammaire, comme dans de nombreux autres tissus, se
déroule selon quatre principales étapes : l'initiation, la promotion, la progression et
enfin I'invasion métastatique.

A la suite d’altérations génétiques héréditaires ou non, les cellules épithéliales

vont se diviser et proliférer de maniére non contrélée. Cette prolifération va impliquer
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la formation de couches cellulaires anormales au niveau du conduit ou du lobule
conduisant a une hyperplasie ductale atypique (ADH). A ce stade, cette Iésion est
encore pré-maligne. Cependant, elle peut ensuite étre a l'origine du carcinome
canalaire ou lobulaire in situ qui pourra a son tour évoluer vers un cancer invasif
(apres franchissement de la lame basale).

Au cours de ce processus a plusieurs étapes, le contrdle de la prolifération, de
la survie, de la différenciation et de la migration cellulaires est dérégulé. Les
interactions entre les cellules tumorales et les cellules du stroma deviennent
aberrantes, facilitant ainsi la progression de la maladie.

Pour former des métastases, les cellules doivent envahir la lame basale,
entrer dans le systeme vasculaire ou lymphatique (intravasation), survivre en
I'absence d'adhérence, sortir du systeme vasculaire (extravasation), pour finalement

établir une nouvelle tumeur au sein d’'un nouveau microenvironnement. (Figure 4).

Cellules tumorales

Altérations génétiques
et épigénétiques

Cellules épithéliales luminales

Cellules myoeépithéliales (:)G%?o‘%_n —
Membrane basale — = =D

Vaisseaux sanguins

O Macrophage

Matrice extracellulaire < &> j

Fibroblaste

Extravasation
Parenchyme du foie

Formation de métastases

Figure 4: Progression tumorale (Vargo-Gogola and Rosen, 2007)

La progression tumorale se fait en deux étapes principales : 1) une prolifération
anormale des cellules épithéliales sans franchissement de la lame basale ; 2) un
envahissement des tissus aprés franchissement de la lame basale qui se traduit par
une migration a travers les vaisseaux sanguins ou lymphatiques afin de former des

métastases a distance.
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Le cancer du sein est un cancer trés hétérogene. Par conséquent, de
nombreuses classifications ont été réalisées afin de mieux comprendre et traiter les

différents types de tumeurs mammaires.

5. Classification des tumeurs mammaires

5.1 Classification histologique

Les adénocarcinomes constituent 98% des tumeurs malignes du sein. On en
distingue deux types: les adénocarcinomes in situ (non infiltrants) et les

adénocarcinomes invasifs (infiltrants).

a) Les adénocarcinomes in situ

Les adénocarcinomes in situ représentent 15% des adénocarcinomes
mammaires et sont caractérisés par une absence de franchissement de la lame
basale par les cellules cancéreuses. Le diagnostic précoce de ces tumeurs est
nécessaire car il peut étre pris en charge trés facilement et est de bon pronostic.
Dans le cas contraire, on peut observer une rupture de la lame basale et ainsi une

transformation de I'adénocarcinome in situ en un adénocarcinome infiltrant.

L’adénocarcinome in situ peut-étre divisé en deux sous-groupes (Figure 5):
e Les adénocarcinomes intracanalaires in situ : prolifération anormale des cellules
épithéliales au niveau de la lumiére du canal galactophore.
e les adénocarcinomes intralobulaires in situ : prolifération anormale des cellules

épithéliales au niveau des acini.
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Cancer Lobulaire

Cancer canalaire

Figure 5: Types d’adénocarcinomes, d’aprés http://www.gynecologue-vaud.ch

b) Les adénocarcinomes invasifs

Les adénocarcinomes invasifs représentent la majorité des adénocarcinomes
mammaires (75 a 85% des cas environ). lls sont caractérisés par le franchissement
de la lame basale des canaux ou des lobules par les cellules malignes. Il en résulte
ainsi une invasion des tissus mammaires avoisinants locaux mais aussi une
formation de métastases a distance, le plus souvent au niveau ganglionnaire,

osseux, cérébral ou viscéral (poumon, foie...).

De facon analogue aux adénocarcinomes in situ, on peut classer les
adénocarcinomes invasifs en deux sous-catégories:
e Adénocarcinome canalaire infiltrant, il est de loin le plus fréquent des
adénocarcinomes invasifs

e Adénocarcinome lobulaire infiltrant

5.2 Classification TNM

La classification TNM (Tumor, Node, Metastasis) est une classification
internationale des cancers qui a plus de 50 ans et est toujours utilisée par les
cliniciens pour catégoriser les tumeurs mammaires. Cette classification s’appuie sur
’'extension anatomique de la tumeur et permet de classer les tumeurs en différents
stades selon trois mesures. La classification TNM utilisée actuellement en clinique a

24



INTRODUCTION
Partie 1:Le cancer du sein

été révisée plusieurs fois, la 7°™e et derniére révision a été publiée par I'UICC (Union

Internationale Contre le Cancer) en 2010.

Le (T) correspond a la taille de la tumeur sur le site primitif, le (N) correspond

a l'extension locorégionale (au niveau ganglionnaire) et enfin le (M) correspond a

I'extension métastatique de la tumeur (Figure 6).
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Figure 6: Classification TNM (Le livre de sémiologie médicale - Université Paris
Diderot/Paris 7, 2012)

25



INTRODUCTION
Partie 1:Le cancer du sein

5.3 Classification par Grade SBR

A la suite de I'examen histologique de la tumeur, on peut la classer selon un
grade histopronostique appelé SBR (Scarff-Bloom-Richardson). Lors de cette
classification, on s’intéresse a trois paramétres morphologiques : l'architecture
tumorale, la forme du noyau ainsi que le nombre de cellules en mitose. Pour chacun
de ces parametres, un score de 1 a 3 est attribué. La somme des 3 scores permet de

classer les tumeurs selon trois grades.

Grade 1 : Cancer a croissance lente avec de faibles risques de propagation
(scorede 3ab);

Grade 2 : Cancer a évolution moyenne (score de 6a 7) ;

Grade 3 : Cancer a évolution rapide avec des risques élevés de propagation
(scorede 8a9);
On peut également parler de « bas grade » pour les tumeurs les moins agressives et

de « haut grade » pour les tumeurs les plus agressives.

5.4 Classification immunohistochimique

La classification des tumeurs mammaires peut également se faire de maniere
immunohistochimique, par I'’étude de I'expression de trois récepteurs : le récepteur
aux cestrogénes (ER), le récepteur a la progestérone (PR) ainsi que le récepteur de
facteurs de croissance épidermiques HER2.

Le seuil de positivite en immunohistochimie de I'expression des deux récepteurs
hormonaux ER et PR est défini par une expression de plus de 10% au niveau des
cellules tumorales et correspond a un score de +1.

La surexpression d’'HER2 par les cellules tumorales est, quant a elle, caractérisée

par un score de +3.

La détection de I'expression de HER2 et de deux des récepteurs hormonaux
nous permet ainsi de classer les tumeurs en trois groupes :
e Récepteurs hormonaux positifs (ER ou PR > +1)
e HER2 surexprimé (HER2 = +3)
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e Triple négatif (ER et PR < +1 et HER2 < +3)

Nous verrons par la suite que cette classification est indispensable pour le choix

du traitement de ces tumeurs.

5.5 Classification moléculaire

La classification immunohistochimique, bien que plus précise, ne permet pas
un classement homogéne des tumeurs du sein. En effet, les tumeurs appartenant a
chacun des trois sous-groupes décrits précédents répondent de maniére variable aux
traitements. Afin de pallier a cela, et grace au développement de techniques
d’analyse moléculaire a haut débit, une nouvelle classification des tumeurs a été
établie.

Cette nouvelle classification consiste a analyser I'expression des récepteurs
ER, PR et HER2 mais également I'expression d’un panel de génes. Ainsi, en 2000,
Pérou et ses collaborateurs ont établi une classification en cing sous-types sur la
base d’une signature intrinséque correspondant a I'expression de 534 génes. Ces
cing sous-types sontles suivants : Luminal A, Luminal B, HER2+ (ou ERBB2+),

Basal-like et Normal-like (Perou et al., 2000) (Figure 7 et Figure 8).

Le sous-type RH+ décrit précédemment se retrouve divisé en deux sous-
groupes : les tumeurs de type Luminal A et de type Luminal B. Les deux sous-types
luminaux présentent un profil d’expression génique proche de celui des cellules

épithéliales mammaires.

Ainsi, le sous-type Luminal A représente les tumeurs exprimant au moins un
récepteur hormonal (le plus généralement ER) et ne surexprimant pas HER2/ERBB2.
Ces tumeurs expriment faiblement les genes liés a la prolifération cellulaire et sont
généralement de bon pronostic. Les tumeurs de type Luminal B expriment également
au moins un récepteur hormonal mais surexpriment HER2/ERBB2. Ces tumeurs
expriment de maniére plus importante les genes liés a la prolifération cellulaire, ce

qui se traduit par un moins bon pronostic (Figure 9).
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Les sous-types RH- vont étre subdivisés en trois sous-groupes dans cette

classification : Normal-like, HER2+ et Basal-like.

Les tumeurs de type Normal-like sont caractérisées par un profil d’expression

génique proche de celui des cellules épithéliales basales et des adipocytes. Le sous-

type HER2+ correspond a la surexpression du gene HER2/ERBB2 ainsi qu’a une

forte expression de genes liés a la prolifération cellulaire.

Enfin, le sous-type Basal-like se caractérise par un profil d’expression génique

proche de celui des cellules myoépithéliales/basales normales et également par une

forte expression de génes liés a la prolifération cellulaire. Il est, du fait des récentes

avancées dans le traitement des tumeurs HER2+, le sous-type ayant le plus mauvais

pronostic (Figure 9).

Carcinomes invasifs
~ 80% des cancer du seins

ER+, PR+

Figure 7 : Représentation schématique de la classification moléculaire des tumeurs

du sein (d'apres Sandhu et al., 2010)
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Figure 8 : Profil d’expression des récepteurs hormonaux et d’HERZ2 dans les

différents sous-types moléculaires (Sandhu et al., 2010)
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Figure 9 : Courbes de survie des différents sous-types moléculaires (d'aprés Sandhu
et al., 2010)
La survie des patientes ayant une tumeur de type Luminal A ou B est meilleure que
celle des patientes atteintes d’une tumeur HER2+ ou Basal-like. La survie du sous-
groupe HER2+ (aussi appelé ERBB2+) s’est nettement améliorée ces dernieres

années du fait du développement de thérapies anti-HER2 (Trastuzumab).
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Il est intéressant de noter que les profils d’altérations génétiques de ces
differents sous-types moléculaires ne sont pas les mémes, confirmant cette

classification et son intérét pour les prises en charge thérapeutiques (Figure 10).
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Figure 10 : Principales altérations génétiques en fonction du sous-type de cancer du
sein (The Cancer Genome Atlas Network, 2012)
Les profils d’altérations génétiques sont différents en fonction du sous-type de
cancer du sein. Les cancers du sein Luminal A présentent plus d’altérations de la
voie de signalisation PI3K que les autres sous-types, tandis que les Basal-like et

HER2 présentent plus frequemment une délétion de TP53.

6. Traitements du cancer du sein
6.1 Les traitements

Les tumeurs de sein sont tres hétérogenes ; de ce fait, les traitements sont
nombreux et adaptables en fonction du sous-type moléculaire mais aussi du niveau
d’invasion de la tumeur.

Le traitement des tumeurs in situ ayant un bas grade se fait principalement par
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chirurgie et/ou radiothérapie. On appelle ces traitements des thérapies locales car
elles vont cibler uniquement I'organe du sein.

Pour le traitement des tumeurs de plus haut grade, on utilise des thérapies
systémiques. Les cliniciens ont ainsi a leur disposition des chimiothérapies, de
I’hormonothérapie, ainsi que des thérapies ciblées. La chimiothérapie peut étre
donnée avant la chirurgie (néo-adjuvante) ou aprés la chirurgie (adjuvante) mais
également pour traiter les tumeurs métastatiques. Différents types de chimiothérapie
s’offrent aux cliniciens : les anthracyclines telles que la doxorubicine et I'épirubicine
ou bien les taxanes tels que le paclitaxel (taxol) ou le docetaxel (taxotere). Les
cliniciens peuvent également choisir de donner le 5-fluorouracil (5-FU) ou bien une
molécule de la famille des cyclophosphamides et ils peuvent également prescrire des
dérivés du platine : carboplatine (paraplatine) (American Cancer Society, 2016). Le
choix de la chimiothérapie est dépendant du clinicien, de I'appréciation de la tumeur

et des traitements précédents.

Dans le cas de tumeurs de type ER+, les patientes vont recevoir de
I’lhormonothérapie qui va bloquer la voie de signalisation des cestrogénes. Pour cela,
il existe deux types de molécules. Les SERM (Selective Estrogen Receptor
Modulators) vont fonctionner comme des agonistes du récepteur aux cestrogenes
dans certains tissus ou bien comme des antagonistes dans d’autres tissus, du fait de
leur structure analogue avec les cestrogénes (Riggs and Hartmann, 2003). Le
tamoxiféne et le raloxiféne sont deux molécules de la classe des SERM.

Les SERD (Selective Estrogen Receptor Down-regulators) sont des antagonistes
purs (dépourvus d’activité agoniste) et vont favoriser la dégradation du récepteur aux
cestrogénes (Robertson, 2001). Dans la classe des SERD, on trouve I'ICl 182.780,
aussi appelé fulvestrant. Les molécules telles que les inhibiteurs d’aromatase (Als)
vont quant a elles diminuer le taux d’cestrogénes circulant dans I'organisme, ce qui
induit alors une diminution de I'activation de la voie de signalisation des cestrogénes

(American Cancer Society, 2016).

Pour les tumeurs du sein non hormono-dépendantes (RH-), de nombreuses
thérapies ciblées se sont développées, notamment pour traiter les tumeurs du sous-

groupe HER2+. Le trastuzumab (herceptin), le pertuzumab (perjeta), le TDM-1 sont
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des anticorps monoclonaux qui ciblent le récepteur HER2. Le lapatinib (tyverb) est un
inhibiteur de la tyrosine kinase HER2 et de la tyrosine kinase EGFR1 (Epidermal
Growth Factor Receptor 1). Cette molécule va alors inhiber les voies de transduction

activées par les récepteurs HER.

Il existe également des thérapies ciblées agissant en tant qu’inhibiteurs de

CDK4/6 (Cyclin Dependent Kinase 4/6): le palbociclib (Ibrance®) ou le ribociclib
(Kisgali®) qui sont généralement prescrits dans le cas de tumeurs du sein hormono-
dépendantes.
L’everolimus (Afinitor®) est une thérapie ciblée actuellement indiquée dans les
tumeurs ER+/HER2- agissant en bloquant la voie de signalisation AKT/Pi3K /mTOR
(American Cancer society). Les tumeurs ayant une mutation des géenes BRCAL ou
BRCA2 peuvent recevoir des inhibiteurs de PARP (Poly(ADP-ribose) polymérase)
(Higgins and Baselga, 2011) (Figure 11).
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Figure 11 : Choix des thérapies en fonction des sous-types de cancer du sein (Sharp
and Harper-Wynne, 2014)

6.2

Les résistances aux traitements

Malgré des avancées intéressantes dans le traitement du cancer du sein et

notamment dans la prise en charge des sous-types HER2+ et HR+, on remarque une

importante résistance aux traitements actuels. Cette résistance peut étre induite par

différents mécanismes moléculaires (Figure 12).
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Figure 12 : Mécanismes les plus courants de résistance aux traitements (d'aprés
Calaf et al., 2015)

a) Transition épithélio-mésenchymateuse (EMT). Les cellules épithéliales
vont perdre leur polarité et les jonctions d’adhérence avec les cellules avoisinantes.
Elles vont également acquérir une morphologie fibroblastoide qui va augmenter la
motilité et l'invasivité cellulaire. On observe également une modification associée a la
voie de signalisation du TGFB. Les cellules cancéreuses présentant des
caractéristiques EMT et CSC (cellule souche cancéreuse) peuvent acquérir une
résistance aux traitements via 'lEMT ou via I'expression de transporteurs de la famille
ABC (ATP binding cassette).

b) Changements épigénétiques. La suppression d’expression de génes
suppresseurs de tumeurs tels que TP53 via des modifications de type épigénétique
(méthylation de 'ADN) peut influencer le microenvironnement tumoral et favoriser la
progression du cancer du sein vers un phénotype métastatique trés agressif. Des

modifications épigénétiques du promoteur du géne MDR1 (Multidrug resistance
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protein 1), se traduisant par une augmentation de l'expression de la protéine MDR1
va également induire des résistances aux traitements.

c) miARNs. Les miARNs sont des régulateurs clés dans la résistance aux
traitements du cancer du sein via la régulation positive des transporteurs ABC ou de
protéines anti-apoptotiques mais également via la régulation de 'EMT et I'acquisition
d’un phénotype CSC. Les miARNs pourraient étre des biomarqueurs potentiels de
réponse a la thérapie.

d) Transporteurs ABC. Les pompes a efflux dépendantes de IATP
permettent de réduire I'accumulation intracellulaire de divers médicaments. Les plus
connues sont la protéine P-gp ou MDR1 (Multidrug resistance protein 1), la protéine
MRP1 (Multidrug resistance-associated protein 1) et la protéine BCRP (Breast
Cancer Resistance Protein). Il a été montré qu’'une surexpression de ces protéines
diminue la présence intracellulaire de médicaments et induit donc une résistance aux
traitements.

e) Mutation au niveau de la cible thérapeutique. La résistance peut
egalement étre induite en raison de mutations ou de modifications d'expression de la
cible thérapeutigue. En effet, une mutation d’'ESR1 (Estrogen receptor 1) peut
induire une résistance aux traitements anti-hormonaux. De plus, une mutation
activant la voie de signalisation MAPK induit une résistance aux anti-EGFR.

f) Résistance anti-apoptotique. Il a été montré qu’une dérégulation de
I'expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) pouvait étre

associée a la résistance.

Du fait de I'importance de la résistance aux traitements actuels et de la grande
hétérogénéité des tumeurs du sein, il est nécessaire de découvrir de nouvelles cibles

thérapeutiques pour le traitement de ce cancer.
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Partie 2 : Mélanome cutané

1. Epidémiologie

Le mélanome cutané se situe au neuvieme rang des cancers en terme
d’incidence (Ali et al., 2013; Rastrelli et al., 2014; Arrangoiz et al., 2016). En effet, en
France et pour I'année 2011, 9 780 nouveaux cas ont été diagnostiqués, dont 25%
au stade avancé (lll et 1V).

Dans le monde, I'incidence du mélanome a augmenté de 10% durant les
cinquante derniéres années. En France, le nombre de nouveaux cas a été multiplié
par trois durant les vingt-cinq derniéres années. Cela pourrait s’expliquer en raison
de I'évolution des habitudes d’exposition au soleil au cours des dernieres décennies.
Le taux de mortalité lié au mélanome reste important avec 1620 déces en 2011
(INCA, 2013). De plus, le taux de survie a 5 ans pour les personnes atteintes d’'un

mélanome métastatique n’est que de 14% (Arlo J. and Mihm, 2006).

2. Facteurs derisque

Le mélanome cutané, comme de nombreux autres cancers, est un cancer
multifactoriel dont les facteurs de risque peuvent étre liés a I'environnement, aux

modes de vie mais aussi a des facteurs de risques individuels.

2.1 Risque exogeéne : exposition aux ultraviolets

Le risque carcinogene dd a une exposition aux rayons ultra-violet (UV)
naturels et artificiels est hautement important et se cumule. Ce risque est déterminé
par la dose totale recue, mais il dépend également de facteurs individuels.

On peut noter que chez les personnes agées de 40 a 65 ans, les mélanomes sont
plus régulierement retrouvés a des endroits tels que le tronc et les membres. Cette
particularité est le reflet d’'une exposition plus ou moins volontaire aux rayons UV.
Cependant, chez les personnes plus agées, les mélanomes se situent le plus
souvent sur le visage et le cou, traduisant une exposition chronique au soleil
(Anderson et al., 2009; Whiteman et al., 2001; Ali et al., 2013; Rastrelli et al., 2014).
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Il a également été démontré qu’une forte exposition au soleil durant I'enfance
augmente le risque de survenue d'un mélanome (Elwood and Jopson, 1997;
Whiteman et al., 2001).

De plus, selon une autre étude, en France, I'exposition aux UV artificiels pourrait
étre a l'origine de pres de 347 nouveaux cas annuels (Boniol et al., 2012).

Au total, on estime que I'exposition aux rayons UV (naturels ou artificiels) est a
I'origine de plus de 65% des mélanomes cutanés.

Ce risque de I'exposition aux UV dans la survenue d’'un mélanome viendrait,
selon les études, de l'accumulation d’altérations génétiques au niveau des
mélanocytes. En effet, les rayons UV engendreraient 'accumulation de dommages
dans I'’ADN des mélanocytes, qui ne seraient plus en mesure de les réparer ; des

mutations genétiques pouvant ainsi apparaitre (Arlo J. and Mihm, 2006).

2.2 Risque endogene

Il a été clairement démontré que I’exposition aux rayons UV n’était pas le seul
facteur déterminant la survenue d’'un mélanome. En effet, certaines personnes sont
plus sensibles a I'exposition aux rayons UV. Le type de peau (phototype) est un
critere majeur et déterminant de cette sensibilité (Rastrelli et al.,, 2014). Le
phototype permet de classer la peau en fonction de sa couleur, le classement va de
| a VI, VI correspondant aux peaux les plus noires.

Les peaux claires (phototype | ou IlI) sont les plus a risque. On note
également que la présence de naevi (accumulation de mélanocytes ou de cellules
du nevus donnant lieu a une tache de naissance brune) de plus de 2 millimetres est
un facteur de risque non négligeable (Rastrelli et al., 2014).

De plus, des maladies génétiques telles que le Xeroderma Pigmentosum
(sensibilité de la peau aux rayons UV) et également des antécédents personnels et
familiaux vis-a-vis du mélanome voire méme vis-a-vis d’autres cancers (le
rétinoblastome, le syndrome de Li-Fraumeni et le syndrome de Lynch de type II),
vont favoriser la survenue d’'un mélanome (Arlo J. and Mihm, 2006; Rastrelli et al.,
2014).

De facon analogue au cancer du sein, 5 a 10% des mélanomes sont une
conséquence d’anomalies génétiques héréditaires. A ce jour, deux génes ont été

principalement liés au mélanome : CDKN2A (Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A)
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et CDK4 (Cyclin-dependent kinase 4). Une mutation inactivatrice dans l'un de ces
genes confére un risque accru de développer un mélanome. Ces deux génes jouent
un réle important dans la régulation du cycle cellulaire.

Récemment, il a été découvert que des amplifications de deux autres génes : MITF
(Microphthalmia-associated transcription factor) et MC1R (récepteur de la
mélanocortine de type 1) augmentent le risque de développer un mélanome, a la
fois chez les individus atteints de mutations CDKN2A et chez les individus non
atteints (Badenas et al., 2012; Lee et al., 2015) (Figure 13).

Facteursderisquedu
mélanome cutané

Mode de’rvie et Démo ré hiques Familiaié;éénéti ues et
S— graphig —) q

Environnementaux et Phénotypiques Epigénétiques
S’ tatut sqcio— Sexe
économique masculin
Prédispositions
Ssité alléliques
Immuno- .
suppression Cheveux clairs, Multiples Naevi
peau clair et atypique MITE BRAF et
Passifavecle yeux clairs autres
cancer mutations
Age>65ans

Figure 13 : Facteurs de risques du mélanome (D'apres Azoury and Lange, 2014)

Tous ces facteurs de risque isolés ou combinés vont favoriser la formation

d’'un mélanome cutané.

3. Différents types de mélanome

Il existe plusieurs types de mélanome cutané qui sont classés en fonction de

leur localisation, leur incidence et leurs aspects cliniques (Rastrelli et al., 2014).

3.1 Mélanome in situ

Dans le mélanome in situ, les mélanocytes malins restent confinés au sein de

I’épiderme et n'ont pas encore pénétré le derme (Rastrelli et al., 2014).
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3.2 Meélanome de Dubreuilh ou lentigo malin

Ce type de mélanome est retrouvé en majorité chez les personnes plus
agées. Il se traduit par des taches pigmentées brunes ou noires sur le visage
(Rastrelli et al., 2014). Il reste de nombreuses années dans la couche supérieure de

la peau : I'épiderme.

3.3 Mélanome superficiel extensif

Le mélanome superficiel extensif (Superficial spreading melanoma ou SSM)
est la forme la plus fréquente de mélanome. En effet, il représente 70% des
mélanomes cutanés. Il commence par se développer de fagon horizontale
(mélanome in situ) durant de nombreuses années et va, a la suite de nouvelles
altérations cellulaires, pénétrer les couches les plus profondes de I'épiderme. On
appelle cette étape la progression verticale du mélanome. Cette progression peut-

étre trés rapide (Rastrelli et al., 2014).

3.4 Mélanome nodulaire

A la difference du SSM, le mélanome nodulaire va trés rapidement
progresser de maniére verticale au sein des couches profondes de I'épiderme. Un
diagnostic précoce est alors nécessaire pour assurer un bon pronostic. Cependant,

'incidence de ce mélanome reste aujourd’hui trés faible (Rastrelli et al., 2014).

4. Classification des mélanomes

4.1 Classification du mélanome en différents stades

Apres un examen clinique, les mélanomes vont étre classés en différents
stades allant de 0 a IV, le stade IV étant le stade métastatique le plus avancé
(Tableau 1). Ce classement va orienter la prise en charge et le suivi du patient.
Ainsi, un patient atteint d'un mélanome de stade Il aura un suivi tous les 6 mois les
5 premiéres années tandis qu’un patient ayant un mélanome de stade Ill ou IV aura
un suivi au minimum tous les 3 mois.

De la méme maniere, ce classement va permettre de mieux appréhender les
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examens cliniques que le patient aura a faire tels que I'imagerie par exemple. De

plus, les pronostics different également en fonction des stades (Figure 14).

En effet, la survie a 5 ans pour un mélanome de stade | est de 97% tandis

qu’elle n’est que de 15% pour un mélanome de stade IV (American Cancer Society,

2016).

Stades

Critéres

Stade 0

Tumeur in situ

Stade IA

Tumeur inférieure ou égale a 1 mm d’épaisseur, sans ulcération
et mitoses < 1/mm? (pT1a), NO, MO

Stade IB

Tumeur inférieure ou égale a 1 mm d’épaisseur, avec ulcération
et / ou mitoses = 1/mm? (pT1b), NO, MO

Stade IIA

Tumeur supérieure a 1 mm et inférieure ou égale a 2 mm
d’épaisseur, avec ulcération (pT2b), NO, MO

Tumeur supérieure ou égale a 4 mm d’épaisseur, sans
ulcération (pT3a), NO, MO

Stade IIB

Tumeur supérieure a 2 mm et inférieure ou égale a 4 mm
d’épaisseur, avec ulcération (pT3b), NO, MO

Tumeur supérieure a 4 mm d’épaisseur, sans ulcération
(pT4a), NO, MO

Stade IlIC

Tumeur supérieure a 4 mm d’épaisseur, avec ulcération
(pT4b), NO, MO

Stade IlIA

Tumeur sans ulcération (pT1la-4a), métastases microscopiques
dans 1, 2 ou 3 ganglions lymphatiques régionaux (N1a, 2a), MO

Stade IlIB

Tumeur sans ulcération (pT1la-4a), métastases macroscopiques
dans 1, 2 ou 3 ganglions lymphatiques régionaux ou « en
transit » (N1b, 2b, 2c), MO

Tumeur avec ulcération (pT1b-4b), métastases microscopiques
dans 1, 2 ou 3 ganglions lymphatiques régionaux ou « en
transit » (N1a, 2a, 2c¢), MO

Stade IlIC

Tumeur avec ulcération (pT1b-4b), métastases macroscopiques
dans 1, 2 ou 3 ganglions lymphatiques régionaux (N1b, 2b, 2c),
MO

Tumeur avec ou sans ulcération (tous pT), métastases dans 4
ganglions lymphatiques régionaux ou plus ou métastases en
transit avec métastase(s) ganglionnaire(s) régionale(s) (N3), MO

Stade IV

Métastases a distance (tous pT, tous N, M1)

Tableau 1: Classification des tumeurs en fonction du stade (Balch et al., 2009)
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Figure 14 : Probabilité de survie en fonction du stade du mélanome (d'apres

Balch et al., 2009)

Classification TNM du mélanome

Comme pour le cancer du sein, il est possible de classer le mélanome en

différents stades grace a la classification TNM qui va tenir compte de I'épaisseur, du

nombre de ganglions envahis ainsi que du nombre de sites métastatiques (Tableau

2).
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CLASSIFICATION

EPAISSEUR (MM)

ULCERATION/MITOSES

T
Tis Mélanome in situ NA
A: sans ulcération et mitoses
2
T1 <1 <lmm®
B: avec ulcération et mitoses
=1/mm?2
T2 1,01-2 A: sans ulce,rat!on
B: avec ulcération
T3 2.01-4 A sans ulce,rat!on
B: avec ulcération
T4 >4 A: sans ulce,rat!on
B: avec ulcération
. , . h S i
N Nombre de ganglions métastatiques Charge m.etaSt‘f"“q“e
ganglionnaire
A: micrométastase
NO 0 .
B: macrométastase
A: micrométastase
N1 1 .
B: macrométastase
N2 2.3 A: mlcromgtastase
B: macrométastase
24 ganglions lymphatiques métastatiques ou
N3 métastases en transit ou satellites avec
ganglions lymphatiques métastatiques
M Site LDH sérique
MO Pas de métastases a distance NA
M1A Métastases a dlst:fmce c!e la peaq, du tissu Normal
sous-cutané ou d’un ganglion
M1B Métastases pulmonaires Normal
- Toutes autres métastases viscérales Normal
M1C - Toutes métastases a distance Elevé

Tableau 2 : Classification TNM du mélanome (Balch et al., 2009)

NA: Non applicable; LDH: Lactate déshydrogénase; TNM : tumeur, ganglion,

métastase
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4.3 Classification moléculaire du mélanome

Du fait d’importantes hétérogénéités entre les mélanomes, une classification
moléculaire a été réalisée. Les anomalies génétiques les plus fréequemment
retrouvées dans le mélanome cutané sont des mutations activatrices de BRAF,
NRAS et KIT (Tableau 3).

Ces anomalies seront plus largement discutées dans la suite de ce

manuscrit.

Site primaire BRAF NRAS KIT

Peau exposée
chroniquement 10% 1% 28%

Peau non

exposée 60% 20% <1%

chroniquement
Extrémités 20% 10% 36%
Muqueuses 10 5% 39%

Tableau 3 : Classification moléculaire et pourcentages des mutations (d'apres
Vernez and Hohl, 2011)

5. Progression du mélanome

L’initiation tumorale commence par une prolifération non contrélée de
mélanocytes normaux pour produire un naevus bénin. Les mélanocytes sont des
cellules qui dérivent de la créte neurale et qui vont pigmenter la peau. Elles se
retrouvent ainsi au niveau de I'épiderme, de I'ceil et de l'oreille interne. C’est pour
cela qu’il est nécessaire de distinguer le mélanome cutané du mélanome uvéal. En
effet, bien qu’issues de mélanocytes, il s’agit de deux pathologies distinctes avec
une localisation, des dérégulations moléculaires et une étiologie différentes
(Materin, 2011).

L'évolution du mélanome se poursuit par une croissance anarchique des

mélanocytes dans un naevus préexistant ou dans un nouvel emplacement, ce qui
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conduit & une lésion pré-maligne. On appelle ces Iésions des naevus atypiques ou
dysplasiques. Cette progression est la conséquence d’altérations génétiques et
principalement de mutations du gene BRAF (BRAF est un acteur de la voie MAP
Kinase qui contr6le la prolifération cellulaire) (Arlo J. and Mihm, 2006; Arrangoiz et
al., 2016; Hodis et al., 2012).

Ces neevus dysplasiques vont apparaitre sous la forme de macules plates.
Ces macules sont de taille supérieure a 5 mm, avec des bordures irrégulieres et

une pigmentation variable.

L’accumulation de nouvelles altérations génétiques telles que la perte des
géenes suppresseurs de tumeur PTEN, TP53 ou encore CDKN2A va permettre la
progression du mélanome (Hodis et al., 2012; Lee et al., 2015). A ce stade le
mélanome est toujours in situ, la présence de la E-cadhérine permet le confinement
des cellules au niveau de I'épiderme. En effet, la E-cadhérine est exprimée a la
surface des mélanocytes et des keératinocytes. Elle va alors favoriser les jonctions
entre ces deux types cellulaires (Arlo J. and Mihm, 2006; Arrangoiz et al., 2016;
Bonitsis et al., 2006; Hsu et al., 1996). Les mélanocytes proliferent horizontalement
dans I'épiderme, on parle de croissance radiale ou horizontale du mélanome.

A la suite de nouvelles altérations, un « switch » de cadhérines est observé. Il
se traduit notamment par une perte d’expression de la E-cadhérine et une
augmentation de I'expression de la N-cadhérine. L’augmentation de I'expression de
cette cadhérine va permettre aux mélanocytes de former des jonctions avec les
cellules du derme qui expriment la N-cadhérine telles que les fibroblastes et les
cellules endothéliales. Ces nouvelles interactions cellulaires favorisent la
progression des mélanocytes verticalement dans le derme et par la suite linitiation
de métastases a distance dans le poumon, le foie ou le cerveau (Figure 15) (Arlo J.
and Mihm, 2006; Arrangoiz et al., 2016).
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Figure 15 : Changements moléculaires et cellulaires au cours de la

progression du mélanome (d'aprés Arrangoiz et al., 2016)

Lors de la progression du mélanome, on observe le plus généralement des

mutations de BRAF, une diminution de I'expression de CDKN2A et PTEN, puis une

augmentation de I'expression de CD1 (glycoprotéine transmembranaire) et enfin une

diminution de I'expression de la E-cadhérine. Tout cela permet la dissémination

métastatique du mélanome cutané.

6. Physiopathologie moléculaire du mélanome

De nombreuses altérations moléculaires ont été décrites dans le mélanome

cutané. Les principales voies de signalisation dérégulées sont des voies impliquées

dans la prolifération, la sénescence et I'apoptose, telles que la voie MAP Kinases
(impliguant les protéines RAS/RAF/MEK/ERK) et la voie PI3K/AKT. On note

également des dérégulations de la voie de signalisation Wnt/B-caténine et des voies
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pl6 et p14 impliquant les protéines CDKN2A/p53 (Figure 16) (Cancer Genome Atlas
Network, 2015; Paluncic et al., 2016; Sullivan et al., 2015).

- MAP Kinases

La voie MAP Kinases est de loin la voie de signalisation la plus fréquemment
dérégulée dans le mélanome cutané (50% des mélanomes). Cette dérégulation se
traduit par une activation constitutive et irréversible de la voie. Une mutation du géne
BRAF au niveau du codon V600 est fréguemment retrouvée dans le mélanome.
Cette mutation conduit a la synthese d’'une protéine BRAF constitutivement active.
BRAF fait partie de la famille des tyrosines kinases RAF qui vont activer les protéines
MEK, qui elles-mémes activeront les protéines ERK (Extracellular signal-regulated
kinase). Lorsque les tyrosine/thréonine kinases ERK1/2 sont phosphorylées et
activées par MEK, elles vont phosphoryler plusieurs substrats cytoplasmiques et
nucléaires nécessaires a la transcription de nombreux genes qui vont augmenter la
prolifération et la survie cellulaires (Atkinson, 2017; Cancer Genome Atlas Network,
2015; Hodis et al., 2012; Long et al., 2011). On retrouve également dans 20% des
mélanomes, une mutation du géne N-RAS, codant une petite GTPase également
impliquée dans la cascade protéique BRAF/RAS/RAF/MAPK.

- c-Kit

Dans le mélanome cutané, on observe également dans moins de 10% des
cas une mutation du récepteur tyrosine kinase c-Kit. La liaison du récepteur c-Kit a
son ligand, le Stem Cell Factor (SCF ; un facteur de croissance des cellules souches
appartenant a la famille des cytokines), conduit a sa dimérisation et a I'activation de
son activité tyrosine kinase intrinséque. c-Kit activé va a son tour phosphoryler et
activer des molécules de transduction du signal impliquées principalement dans les
voies de signalisation MAP Kinases et PI3K/AKT. Une mutation de cette protéine, la
rendant constitutivement active, favorise la prolifération et la survie des mélanocytes
(Curtin et al., 2006).

Les mutations précédemment décrites ne sont pas suffisantes pour induire a
elles seules la progression du mélanome. On retrouve également des altérations de

genes suppresseurs de tumeurs tels que PTEN, CDKN2A, NF1 ou encore TP53,
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ainsi que l'activation de la voie PI3K/AKT et de la voie MITF (Aziz et al., 2010;
Cancer Genome Atlas Network, 2015; Roh et al., 2016).
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Figure 16: Principales voies de signalisation dérégulées dans le mélanome

cutané (Cancer Genome Atlas Network, 2015)

7. Traitements actuels du mélanome

Jusqu’en 2011, le traitement systémique du mélanome métastatique était de
la dacarbazine (agent alkylant) ainsi que des fortes doses d’interleukine 2 (HD-IL-2)
(Hashim et al., 2016). Cependant, la dacarbazine n’a montré que de faibles
bénéfices et les traitements par l'interleukine 2 présentent de fortes toxicités,
notamment rénales et neurologiques. Depuis, les traitements sont centrés sur deux

axes : I'inhibition de la voie de signalisation des MAP kinases et 'immunothérapie.

Les inhibiteurs de la voie MAP kinases actuellement utilisés sont des
inhibiteurs de BRAF et de MEK.
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¢ Inhibiteurs de BRAF

Les principales molécules utilisées permettent d’inhiber spécifiquement la protéine
BRAF mutée. C’est le cas pour le vemurafenib et le dabrafenib. Ces deux
traitements ont montré des résultats intéressants comparés au traitement de
référence avec la dacarbazine (survie globale de 13,6 mois pour le vemurafenib
versus 9,7 mois pour la dacarbazine). Cependant, une forte résistance secondaire
apparait lors du traitement avec les inhibiteurs de BRAF, notamment via une
réactivation de la voie MAPK indépendante de BRAF (induite par une mutation de
MEK1 ou MEK2) (Hashim et al., 2016).

¢ Inhibiteur de MEK

La découverte de BRAF muté comme étant impliqué dans le développement du
mélanome a entrainé les chercheurs a s’intéresser aux effecteurs qui se trouvent en
aval de BRAF dans la voie de signalisation des MAP kinases. C’est ainsi que des
inhibiteurs de MEK ont été développés tel que le trametinib. Celui-ci est prescrit
depuis 2013 en cas de mutation de BRAF chez les patients atteints d’'un mélanome

cutané métastatique.

Parmi les immunothérapies utilisées pour le traitement du mélanome, on
retrouve les inhibiteurs de CTLA-4 (ipilimumab notamment) et les inhibiteurs de PD-
1. L’ipilimumab a recu son autorisation de mise sur le marché par la FDA en 2011
pour le traitement du mélanome métastasique. Le pembrolizumab, un inhibiteur de
PD-1, a été mis sur le marché en 2014 pour les patients atteints d’'un mélanome

métastatique réfractaire a l'ipilimumab (Hashim et al., 2016).
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Figure 17 : Traitement standard du mélanome (d'apres Culver et al., 2011)
A : Inhibiteurs de la voie BRAF / MAP Kinase

B : Immunothérapies

Ainsi, ces derniéres années, le traitement standard du mélanome avance
consiste en des thérapies ciblées inhibant la voie MAP Kinases et des
immunothérapies (Figure 17). Cependant, ces deux types de traitement ne
permettent pas une guérison systématique du mélanome cutané, notamment pour
les stades les plus avancés. En effet, on remarque l'apparition de nombreuses
résistances apres quelques années de traitement, malgré une stabilisation initiale de
la maladie avec les thérapies ciblées. L'immunothérapie apporte de nouveaux outils
thérapeutiques mais ne permet pas une rémission de tous les patients atteints d’un
mélanome (Ribas et al., 2012). Il reste donc nécessaire de découvrir de nouvelles

cibles et/ou combinaisons thérapeutiques pour le traitement du mélanome.
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Partie 3 : Le « switch » de cadhérines dans le

développement tumoral

1. Le « switch » des cadhérines : mécanisme indispensable a la
TEM

Les cellules épithéliales peuvent se transformer en cellules
mésenchymateuses par un processus bien caractérisé appelé la transition épithélio-
meésenchymateuse (TEM). La TEM est définie comme le processus au cours duquel
une cellule épithéliale polarisée, reposant sur la membrane basale et liée aux
cellules voisines par difféerents types de jonctions intercellulaires, va subir les

modifications lui permettant d’acquérir un phénotype motile mésenchymateux.

1.1 LaTEM dans I’embryogénése

La TEM est tout d’abord un phénoméne nécessaire au développement
embryonaire et qui va aboutir notamment a la formation des organes. Ainsi, en
absence de TEM, I'embryogénése ne dépasse pas le stade blastula. La TEM est
impliquée dans la gastrulation, la formation de la créte neurale et des valves

cardiaques (Thiery et al., 2009).
1.2 LaTEMdans lacicatrisation

Lors du processus de cicatrisation, les cellules épithéliales vont subir une TEM
afin de pouvoir se détacher de la lame basale et migrer, dans le but de reformer un
nouvel épithélium. Aprés la migration, elles vont subir une TME (transition
mésenchymo-épithéliale) qui va leur permettre de redevenir épithéliales, de rétablir
des interactions avec les cellules adjacentes et ainsi de reformer un épithélium stable

reposant sur la lame basale.
1.3 LaTEMdans les pathologies

De nombreuses études ont montré limplication de la TEM dans des

processus pathologiques tels que la fibrose de certains organes mais aussi le
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développement de métastases (Thiery et al., 2009). Dans le cas du développement
tumoral, la TEM va permettre aux cellules épithéliales tumorales de devenir
mésenchymateuses. Ce nouveau phénotype va leur permettre d’acquérir une forte
motilité et de devenir invasives (Nieto et al., 2016).

La TEM est régulierement observée lors de la dissémination métastatique des
carcinomes. De maniére intéressante, un processus similaire est observé lors de la
dissémination métastatigue du mélanome (Bonitsis et al., 2006; Hsu et al., 1996;
Nieto et al., 2016; Thiery et al., 2009).

Dans le cas particulier du mélanome, on ne peut néanmoins pas parler de
TEM. En effet, comme nous I'avons vu précédemment, les cellules de mélanome
dérivent des mélanocytes et ne sont donc pas d’origine épithéliale. Cependant, elles
possedent de nombreuses caractéristiques des cellules épithéliales, telles que la
formation de jonctions adhérentes, la polarité et I'expression de marqueurs

epithéliaux.
1.4 Processus moléculaires impliqgués dans la TEM

La TEM est caractérisée par une perte des jonctions intercellulaires, une perte
de la polarité des cellules épithéliales, un remodelage du cytosquelette d’actine, ainsi
gu’une diminution d’expression de marqueurs épithéliaux et une acquisition de

marqueurs mésenchymateux.

Une des principales étapes de la TEM est la perte d’expression de la E-
cadhérine, qui va déstabiliser les jonctions adhérentes. On observe ensuite une perte
de la polarité et un remodelage du cytosquelette d’actine, se traduisant par le
passage d’'une cellule ayant une forme épithéliale a une cellule mésenchymateuse
fibroblastoide. Ensuite, on observe une forte expression des métalloprotéases, qui va
permettre aux cellules de franchir la lame basale. En paralléle de cela, les cellules
vont perdre les marqueurs épithéliaux tels que la E-cadhérine mais vont acquérir
également des marqueurs mésenchymateux tels que la N-cadhérine, la vimentine,
ou encore la fibronectine (Nieto et al., 2016).

Ainsi une des étapes clés de la dissémination métastatique des carcinomes et

du mélanome est le « switch » des cadhérines.
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2. Les cadhérines

Les cadhérines sont une classe de glycoprotéines transmembranaires qui
jouent un réle important dans l'adhérence cellulaire en assurant les liaisons
intercellulaires au niveau des tissus. Leur fonctionnement est dépendant du calcium.
Elles sont composées de trois régions principales : une région extracellulaire amino-
terminale contenant cinq domaines répétés communs aux membres de la famille et
des sites de fixation des ions calcium, une région transmembranaire, et une région
cytosolique carboxy-terminale (David and Rajasekaran, 2012). La fixation des ions
calcium aux domaines cadhérines répétés permet la dimérisation des molécules de

cadhérines et leur liaison aux domaines semblables d’une cellule adjacente.

D’autre part, les cadhérines se relient, par le biais de leur domaine
cytoplasmique, aux caténines intracellulaires, elles-mémes reliees aux filaments
d’actine (David and Rajasekaran, 2012). Ce complexe cadhérines-caténines-
cytosquelette d’actine constitue les jonctions adhérentes et permet une adhérence

stable entre les cellules (Figure 18).

Extracellulaire Intracellulaire

B-caténine

a-caténine

Filaments
d’actine

Figure 18: Complexe cadhérine/caténines/cytosquelette d’actine (d'apres
Wheelock et al., 2008).
Les cadhérines sont ancrées au cytosquelette d’actine par le biais des

caténines a et 3 ainsi que de la caténine p120

Il existe plusieurs types de cadhérines : la E-cadhérine présente dans les
cellules épithéliales, la N-cadhérine présente dans les cellules neuronales,
musculaires et fibroblastiques, la P-cadhérine présente dans les cellules

placentaires et embryonnaires, la VE-cadhérine présente dans les cellules
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endothéliales vasculaires. Les interactions homophiles entre cadhérines permettent

la formation de tissus cellulaires.

3. Expression des cadhérines E et N au cours du développement

tumoral

Comme nous l'avons vu précédemment, la dissémination métastatique est
généralement associée a un « switch » de cadhérines, se traduisant par une perte
de I'expression de la E-cadhérine et par une induction de I'expression de la N-
cadhérine par les cellules tumorales (Kourtidis et al., 2017; Wheelock et al., 2008)
(Figure 19).

Epithéliumnormal Transformation pro-tumorale

‘ | | '1"' “.J‘ . -
] -] C ./
P LN Migration, formation de
- L) —
Stast
. Jonctions adhérentes EMT _\. metastases

E-cadhérine, P120, Rhoa ~ «Switch» de = Cadhérines mésenchymateuses

cadhérines ;o i
Activité Rho (Cadhérine-11 et N-cadhérine)

= Jonctions basolatérales GTPase
E-cadhérine, p-P120, p-Src, Racl

Figure 19 : Développement tumoral et switch de cadhérines (d'aprés Kourtidis et al.,
2017)

Ce « switch » d’expression des cadhérines est associé a un phénotype
tumoral plus agressif. En effet, il a été démontré qu’une inhibition de I'expression de
la E-cadhérine augmente la motilité et l'invasivité des cellules tumorales in vitro
(Frixen et al., 1991; Shamir et al., 2014; Wendt et al., 2011; Yilmaz and Christofori,
2010). De plus, chez les patients, la perte d’expression de la E-cadhérine est
associée a un fort développement de métastases et a un mauvais pronostic. Le taux
d’expression de la E-cadhérine peut servir de biomarqueur cancéreux en clinique
(De Wever et al., 2007). Ainsi, il a été largement démontré que la E-cadhérine peut
étre qualifiée de suppresseur de tumeur (Frixen et al.,, 1991; Onder et al., 2008;
Shamir et al., 2014; Valastyan and Weinberg, 2011).
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De maniére analogue, il a été démontré que I'augmentation de I'expression
de la N-cadhérine induisait la motilité et I'invasivité des cellules tumorales in vitro
(Nieman et al., 1999). De plus, les études cliniques ont montré que I'augmentation
de I'expression de la N-cadhérine dans les tissus tumoraux est associée a une
diminution de la survie sans progression (formation de métastases) ainsi que de la
survie globale chez les patients atteints d’'un sarcome métastatique (Niimi et al.,
2013). Ainsi, de méme que pour la perte dexpression de la E-cadhérine,
'augmentation de I'expression de la N-cadhérine est un bon marqueur de la
progression tumorale (De Wever et al., 2007; Kreizenbeck et al., 2008; Mariotti et
al., 2007; Niimi et al., 2013).

Ce « switch » de cadhérines survenant lors du développement tumoral a été
observé dans différents types de tumeurs, tels que le cancer du sein (Hazan et al.,
2000; Wendt et al., 2011), le mélanome (Lade-Keller et al., 2013), le cancer du
pancréas (Hotz et al., 2007), le cancer du foie (Araki et al., 2011), le cancer de la
vessie (Jager et al., 2010) et le cancer de la prostate (Jaggi et al., 2006; Yilmaz and
Christofori, 2010).

Plus précisément, dans le mélanome, il a également été montré qu’une
réexpression de la E- cadhérine ou une diminution de I’expression de la N-
cadhérine inhibaient la croissance tumorale, la motilité et l'invasivité cellulaire in

vitro ainsi que la tumorigénicité in vivo (Hsu et al., 1996).

4. Mécanismes de régulation de la progression tumorale par le «

switch » des cadhérines

La perte d’expression de la E-cadhérine pourrait induire la progression tumorale par

différents mécanismes :

o La perte d’expression de la E-cadhérine favorise la motilité des cellules
épithéliales. La E-cadhérine fait partie intégrante des jonctions cellulaires des
cellules épithéliales par le biais du complexe formé avec les caténines et les
filaments d’actine, assurant ainsi le maintien de l'intégrité des tissus (Wheelock et
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al., 2008). Une diminution d’expression de la E-cadhérine diminuerait la formation
des jonctions adhérentes intercellulaires, permettant ainsi aux cellules épithéliales
de se dissocier, migrer et envahir les tissus environnants (Wheelock et al., 2008).

o La perte d’expression de la E-cadhérine favorise le réle oncogénique de la 3-
caténine. La B-caténine est une protéine ayant deux rbles : structural et
transcriptionnel. En effet, liée a la E-cadhérine, la B-caténine permet la liaison aux
filaments d’actine et donc la stabilisation des jonctions adhérentes (Jeanes et al.,
2008). Sous sa forme libre, elle peut étre dégradée par le complexe protéasomique
ou agir en association aux facteurs de transcription de la famille TCF/LEF (T Cell
Factor/Lymphoid enhancer factor) pour réguler I'expression de génes cibles
favorisant la prolifération et la progression tumorale tels que ceux codant pour la
cycline D1, Myc, MMP?7,... (Jeanes et al., 2008).

Ainsi, en présence de la E-cadhérine, il y a formation du complexe E-cadhérine / B-
caténine / filaments d’actine, la B-caténine est donc maintenue a la membrane, et
son role oncogénique est inhibé. Cependant, la perte d’expression de la E-
cadhérine conduit a [laccumulation de Ila (-caténine cytoplasmique, son
internalisation dans le noyau et I'induction de I'expression de ses genes cibles pro-
tumoraux et donc a la prolifération et I'invasion cellulaires (Jeanes et al., 2008).
Ainsi, la B-caténine possede différents roles en fonction de sa localisation

subcellulaire (Thorstensen et al., 2003).

o La p-caténine peut également avoir un réle oncogénique dans sa participation
a la voie de signalisation Wnt. En I'absence du ligand Wnt, I'excés de [-caténine
cytoplasmique est dégradé par le protéasome. En présence de ce ligand, le
complexe récepteur-corécepteur (Frizzled-LRP), va recruter a la membrane
plasmique certaines protéines qui normalement stimulent la dégradation de (-
caténine. De la méme maniére que précédemment, I'excés de [-caténine
cytoplasmique peut étre transporté vers le noyau et permettre I'activation

transcriptionelle de ces genes cibles oncogéniques (Nelson and Nusse, 2004).

o La perte d’expression de la E-cadhérine favorise les voies de signalisation de

certains récepteurs a activité tyrosine kinase. Il a été démontré que le complexe
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transmembranaire E- cadhérine / caténines / filaments d’actine pouvait interagir
avec différents récepteurs a activité tyrosine kinase (RTK) tels que le FGFR
(Fibroblast growth factor receptor) (Yilmaz and Christofori, 2010), 'EGFR (epidermal
growth factor receptor) (Jeanes et al., 2008; Yilmaz and Christofori, 2010), I'lGF-IR
(récepteur de type | aux facteurs de croissance insulino-mimétiques) et Met (Yilmaz
and Christofori, 2010). Ces interactions entrainent une régulation négative des voies
de signalisation activées par ces récepteurs (Yilmaz and Christofori, 2010).
Plusieurs mécanismes ont été décrits pour expliquer la régulation des voies de
signalisation des RTK par la E-cadhérine, dont linhibition de [Iactivation du
récepteur par son ligand ou l'induction de son endocytose (Yilmaz and Christofori,
2010). Ainsi, la perte de I'expression de la E-cadhérine dans les cellules
cancéreuses pourrait lever I'inhibition de voies de signalisation oncogéniques et

donc favoriser la croissance et la progression tumorales.

Contrairement a la E-cadhérine, I'expression de la N-cadhérine favorise quant a elle

la progression tumorale.

o La N-cadhérine peut favoriser les voies de signalisation de certains récepteurs
a activité tyrosine kinase. De nombreuses études ont montré que la N-cadhérine
peut étre impliquée dans la régulation positive des voies de signalisation activées
par les RTK. En effet, il a été démontré que la N-cadhérine pouvait interagir avec le
FGFR et induire I'activation des voies de signalisation situées en aval de celui-ci,
soit en facilitant sa dimérisation (indépendamment de la présence de son ligand),
soit en empéchant son internalisation et donc en augmentant son activation par le
FGF. Ainsi, cette interaction N-cadhérine / FGFR va favoriser la prolifération et la
migration cellulaires (Christofori, 2003; Wheelock et al., 2008).

La N-cadhérine peut également interagir avec d’autres RTK dans les cellules
tumorales. Par exemple, Le complexe N-cadhérine / B-caténine peut interagir avec
le PDGFR (récepteur au facteur de croissance plaquettaire) par I'intermédiaire de la
protéine d’échafaudage NHERF. Ce complexe est localisé au niveau du front de

migration des cellules tumorales et favorise leur motilité (Theisen et al., 2007)

o La N-cadhérine peut activer de petites GTPases telles que Racl et Cdc42
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induisant la motilité et l'invasion cellulaires. Ces petites GTPases participent a la
motilité cellulaire en induisant la polarisation de l'actine et la formation des
lamellipodes et filopodes au niveau du front de migration (Yilmaz and Christofori,
2010).

o L’expression de la N-cadhérine peut faciliter l'interaction avec les fibroblastes
et I'endothélium. Ceci est le cas de la transformation mélanocytaire. En effet,
comme nous l'avons vu précédemment, les mélanocytes expriment la E-cadhérine
et interagissent avec les kératinocytes, ce qui régule leur croissance (Li et al.,
2001a). Ainsi, lorsque les mélanocytes perdent I'expression de la E-cadhérine et
expriment la N-cadhérine, leur croissance n’est plus controlée par les kératinocytes.
De plus, ils acquierent la capacité d’interagir avec les fibroblastes et les cellules
endothéliales qui expriment cette N-cadhérine. Cette interaction avec les
fibroblastes pourrait leur permettre de migrer a travers le derme tandis que
interaction avec les cellules endothéliales leur permettrait de pénétrer dans la
circulation sanguine. La N-cadhérine va alors favoriser la formation de métastases
(Haass et al., 2005; Li et al., 2001b).

Ainsi, le « switch » d’expression des cadhérines (E/N) favoriserait, par le biais
de différents mécanismes, la progression tumorale et notamment la formation de
métastases (Wheelock et al., 2008). Les cellules ont acquis grace a ce « switch » de

cadhérines, un phénotype de type mésenchymateux et invasif.
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Partie 4 : Protéine Kinase D1

La protéine Kinase D1 (PKD1), aussi dénommée protéine kinase Cu (PKCp),
est une sérine/thréonine kinase qui a été clonée pour la premiere fois en 1994 au
sein de deux laboratoires (Johannes et al., 1994; Valverde et al., 1994). L’abréviation
de la protéine kinase D1 (PKD1) est a ne pas confondre avec I'abréviation de la
Polycystic kidney disease 1 appelée PKD1 également dans la littérature.

PKD1 a été initialement décrite comme une PKC atypique. Cependant, du fait

de ses caractéristiques structurales et fonctionnelles, elle a ensuite été classée au
sein de la sous-famille des PKD, qui comporte deux autres membres (PKD2 et
PKD3). Ces trois protéines sont fortement similaires. La famille des PKD est elle-
méme classée dans le groupe des CAMK (calcium-calmodulin-dependent kinases)
en raison de la forte ressemblance de leurs domaines catalytiques (Rozengurt et al.,
2005).
PKD1 régule différentes voies de signalisation et est impliquée dans de nombreux
processus fondamentaux tels que la prolifération, la survie, la motilité et l'invasion
cellulaires, I'organisation de I'appareil de Golgi et le trafic membranaire (Rozengurt,
2011).

1. PKD1, membre de la famille des PKC

Comme nous l'avons vu précédemment, PKD1 fait partie de la famille des
protéines kinases C (PKC). Elle a été initialement décrite comme une PKC atypique
du fait de sa forte homologie avec cette sous-famille de PKC, avant d’étre ensuite
classée dans la sous-famille des PKD (Figure 20). La famille des PKC se divise en
guatre sous-familles: i) la sous-famille des PKC conventionnelles (cPKC) qui
comprend PKCa, PKCBI, PKCBIl et PKCy, ii) la sous-famille des PKC atypiques
(aPKC) qui comprend PKCC et PKCA, iii) la sous-famille des nouvelles PKC (nPKC)
qui comprend quant a elle PKC8, PKCg, PKCn et PKCB et iv) la famille des protéines
kinases D (PKD), créée aprés la découverte de PKD1 (Toker, 1998).

Depuis plus de 20 ans, des études sont menées sur les réles cellulaires des

PKC. Ainsi, il a été montré que les PKC jouaient un role fondamental dans de
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nombreux processus physiologiques tels que la prolifération cellulaire, I'apoptose,
I'activation plaquettaire ainsi que le remodelage du cytosquelette (Isakov, 2017,
Toker, 1998).

De nombreuses équipes se sont ensuite intéressées au(x) réle(s) que
pourraient jouer les PKC dans le développement tumoral. lls ont montré que les PKC
pouvaient jouer un rble oncogénique ou anti-oncogénique de manieres tissu-
dépendante et PKC-dépendante. Plus précisément, dans le mélanome, il a été
montré que les PKC pouvaient étre impliquées dans la tumorigénese. En effet, les
patients atteints d’'un mélanome présentant une forte expression de PKCe ont un
mauvais pronostic (Lau et al., 2012). Il a également été montré que les PKC
pouvaient favoriser I'activation de la voie MAP Kinases, événement majeur dans
'oncogenése du meélanome (Cohen et al., 2006). Putnam et son équipe ont
egalement montré que les PKC pouvaient influencer I'organisation du cytosquelette
d’actine et promouvoir ainsi l'invasivité cellulaire dans le mélanome (Putnam et al.,
2009).

Des études ont également montré le lien étroit entre les PKC, les cadhérines
et I'invasion tumorale (Chen and Chen, 2009; Debiais et al., 2001; Delannoy et al.,
2001; Gandellini et al., 2009; Jain and Basu, 2014; Masur et al., 2001).

Ainsi, une étude a montré que la forte expression de PKCa est associée, dans
le cancer du cblon, a une faible expression de la E-cadhérine (Masur et al., 2001).
De la méme maniére, une autre étude a montré que l'activation des PKC par des
esters de phorbol augmentait I’expression de la N-cadhérine (Delannoy et al., 2001).
Enfin, il a été rapporté que la déplétion de PKCe induisait une réversion du
phénotype tumoral dans des cellules de cancer de la prostate, se traduisant par une
augmentation de I'expression de la E-cadhérine (Gandellini et al., 2009).

Au total, ces différentes observations ont permis de faire un lien entre
'agressivité tumorale observée lors du « switch » de cadhérines et la famille des
PKC. Le rdle exact joué par les PKC dans ce « switch » de cadhérines reste toutefois

a préciser.

De maniéere surprenante, de nombreuses études ont également montré que

les PKC pouvaient jouer un réle anti-oncogénique, notamment dans le mélanome.
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En effet, il a par exemple été montré que PKCPB participait a la différenciation
meélanocytaire et réduit I'invasivité cellulaire (Oka et al., 2008; Park et al., 1993; Voris
et al., 2010).

Du fait de I'implication des PKC dans la régulation de la progression tumorale,
de nombreuses études a visée thérapeutique utilisant des inhibiteurs ou des
activateurs de PKC sont en cours de développement (Denning, 2012). Cependant,
du fait de la grande diversité des PKC et de leurs réles, les différentes PKC ont
également été étudiées et ciblées de maniere spécifique. C'est ainsi qu'a été

identifiée la protéine kinase D1.
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Figure 20 : Structures des différentes sous-familles des PKC (Wang, 2006)
PS : pseudo substrat domaine ; C1 : domaine riche en cystéine ; C2 : domaine de
liaison du calcium ; C3+C4 : domaine catalytique ; PH : domaine d’homologie a la

pleckstrine ; SP : signal putatif peptidique ; TM : domaine transmembranaire

2. Organisation génique

La protéine kinase D1 est une protéine encodée par le géene PRKD1, situé sur
le chromosome 14 chez 'homme et comprenant 351 kb. C’est un géne trés
conservé, retrouvé également chez la souris, le rat, la drosophile, le ver nématode,
ainsi que chez la levure (Jaggi et al., 2007). La protéine PKD1 est composée de 912

acides aminés et possede un poids moléculaire de 115 kDa, chez ’'Homme.
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3. Structure protéique

PKD1 est une protéine qui posséde un domaine régulateur amino-terminal et
un domaine catalytique carboxy-terminal (Sundram et al., 2011). Le domaine
régulateur (acides aminés 1-588) est constitué d’une région riche en résidus alanine
et proline nommée (AP), une répétition en tandem de deux motifs a doigts de zinc
riches en résidus cystéine (Cla et Clb), une région riche en acides aminés acides
(AC), ainsi qu’'un domaine d’homologie a la pleckstrine (domaine PH). Le domaine
PH va permettre I'export nucléaire de PKD1 mais aussi I'auto-inhibition du domaine
kinase (Sundram et al., 2011). Ce domaine PH n’est pas retrouvé chez les membres
des autres sous-familles de PKC. Le domaine régulateur permet de controler
I'activité enzymatique de PKD1 mais également sa localisation subcellulaire.

Le domaine catalytique (acides aminés 589-845) contient le domaine
sérine/thréonine kinase de la protéine (Sundram et al., 2011). On retrouve a
'extrémité carboxy-terminale un domaine PB (PDZ de type 1) qui va permettre

l'interaction avec d’autres protéines (Kunkel et al., 2009) (Figure 21).

Domaine régulateur Domaine catalytique
PKD1 ‘
© L L O Qb D4 N o~ ST738/742 o
A¥ ¥ o @4 ':;’ V‘r\’ g N h’ )
AP % @ ACIf PH Kinase PB
N-terminale C-terminale
Site de haute affinité Phosphorry|ation Interaction protéique
i avec le DAG
Localisation TGN  Site d’ancrage PM  Export nuclealre
Site de liaison PM Importnucléaire Inhibition de
Inhibition de I'activité kinase
I'activité kinase Interaction
protéique

Figure 21: Structure moléculaire de PKD1 (d'apres Sundram et al., 2011)

La représentation schématique montre la structure de PKDL1 et les principales
fonctions de ses différents domaines. PKD1 comporte 912 acides aminés. PKD1
contient une région riche en alanine-proline ou en proline a I'extrémité N-terminale et
un domaine de liaison PDZ a I'extrémité C-terminale. Les nombres représentent le

positionnement des acides aminés de chague domaine de la protéine PKD1
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humaine. Les résidus sérine marqués dans le domaine kinase représentent les
résidus de la boucle d'activation phosphorylés par nPKC.
Abréviations : AC, domaine acide ; AP, domaine riche en alanine/proline ; Cla
et C1lb, motifs a doigts de zinc riches en cystéine ; PB , domaine PDZ binding ; PH,
domaine plekstrin homology ; TGN, réseau trans-golgien ; PM, membrane plasmique

4. Activation

L’activation de PKD1 peut étre induite par différents stimuli tels que des
facteurs de croissance, des neuropeptides mitogéniques, ainsi que le stress oxydant.
Il existe différents mécanismes d’activation de PKD1 (Figure 22). Le mécanisme le
mieux caractérisé est celui impliquant la voie phospholipase C/ protéine kinase C
(PLC/PKC), appelé aussi activation PKC-dépendante.

Les stimuli qui permettent cette activation PKC-dépendante sont les esters de
phorbol, les analogues du diacylglycérol (DAG), les neuropeptides mitogéniques
(bombésine, vasopressine, endothéline, bradykinine...), I'acide lysophosphatidique,
les facteurs de croissance (PDGF et VEGF), le stress oxydant, ainsi que la

bryostatine-1.

Ces différents stimuli vont permettre I'activation de récepteurs couplés aux
proteines G (GPCR) ou de récepteurs a activité tyrosine kinase (RTK)
membranaires, suite a la fixation de leurs ligands extracellulaires, ce qui conduit a
I'activation des phospholipases Cp ou Cy (PLCPB ou PLCy), respectivement. Les PLC
activées vont catalyser I'hydrolyse du phosphatidylinositol-4,5-diphosphate (PIP2)
membranaire en inositol-1,4,5-triphosphate (IP3) et DAG. Ce dernier recrute les
nouvelles PKC (nPKC) et PKD1, les nPKC phosphorylent PKD1 sur ses résidus Ser-
738 et Ser-742 chez 'homme (Ser-744 et Ser-748 chez la souris) (Jacamo et al.,
2008). Ces phosphorylations lévent I'auto-inhibition par le domaine régulateur et
stabilisent PKD1 dans son état actif. La phosphorylation de ces deux résidus est
nécessaire a I'activation de PKD1. En effet, il a été montré que la substitution de ces
deux résidus sérine par des résidus alanine induisait un blocage de I'activation de

PKD1 par la voie PKC-dépendante (lglesias and Rozengurt, 1998; Rozengurt, 2011).
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De plus, PKD1 peut étre activée par le stress oxydant. Ce stress oxydant va
induire une phosphorylation par c-Abl du résidu Tyr-463 situé dans le domaine PH de
PKD1, ainsi que la phosphorylation Src-dépendante du résidu Tyr-95. Ces deux
phosphorylations vont d’'une part lever I'auto-inhibition intramoléculaire du domaine
PH, d’autre part libérer le domaine kinase C2 de PKD1. Ces changements de
conformations de PKD1 vont permettre a la PKCd de phosphoryler PKD1 sur ses
résidus sérine 738 et sérine 742 (Storz and Toker, 2003; Doppler and Storz, 2007;
Storz et al., 2003; Doppler and Storz, 2017).

Il existe également d’autres mécanismes d’activation de PKD1 n’impliquant
pas les PKC appelés mécanismes d’activation non PKC-dépendants mais ils restent

encore peu décrits dans la littérature.

Un de ces mécanismes serait le clivage de PKD1 par la caspase 3, entre son
domaine PH et son domaine acide. La localisation précise de ce clivage reste encore
incertaine, cependant ce clivage permet la libération et I'activation consécutive du
domaine catalytigue de PKD1 (Endo et al., 2000; Haussermann et al., 1999; Vantus
et al., 2004). Ce processus est mis en place lors de I'apoptose induite par un stress

génotoxique ou par le TNFa (tumor necrosis factor o) (Jaggi et al., 2007).

Un autre mécanisme d’activation de PKD1 non dépendante de PKC
impliquerait une lente auto-phosphorylation du résidu Ser-742 de PKD1 permettant

ainsi son activation (Jaggi et al., 2007).

De plus, il a été montré que la protéine PKD1 active s’auto-phosphoryle sur
son résidu Ser-910 (Ser-916 chez la souris). Cette phosphorylation de la sérine 910
est une caractéristique de l'activation de PKD1 et joue un rdle important dans le
maintien de sa conformation active (Guha et al., 2010; Jaggi et al., 2007; Rozengurt
et al., 2005; Sundram et al., 2011).
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Figure 22: Les différents mécanismes d’activation de PKD1 (Steinberg, 2012a)
Représentation schématique des différents modes d’activation de PKD1 et

des voies de signalisation régulées.
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A. Activation PKC-dépendante ; B. Activation par le stress oxydant; C.
Activation par clivage via la caspase-3; D. Induction de l'apoptose apreés
traitement au H202. Les protéines en rose sont les substrats directs de PKDL1.

5. Localisation subcellulaire

La localisation cellulaire de PKD1 peut varier en fonction de son état
d’activation et du type cellulaire. Dans sa conformation inactive, lorsque le domaine
catalytique est réprimé par le domaine PH, PKD1 présente une localisation plutdt
cytosolique (Chang et al., 2017; Matthews et al., 2000; Rey et al., 2001). Cependant,
la protéine PKD1 activée est capable de transloquer rapidement du cytosol vers
difféerents compartiments cellulaires (appareil de Golgi, noyau, membrane

plasmique), ou elle pourra y phosphoryler ses substrats.

6. Voies de signalisation régulées par PKD1
PKD1 est impliquée dans de nombreuses voies de signalisation (Figure 23).
6.1 Voie de signalisation du BCR

Il a été montré que PKD1 peut étre activée par le récepteur des lymphocytes B
(BCR). Cette activation s’effectue via une cascade de phosphorylations médiée par
les tyrosines kinases Lyn, Syk et Btk, qui aboutissent a I'activation de la PLCy. Par la
suite, la protéine PKD1 est activée et va phosphoryler Syk, ce qui réduirait la
capacité de Syk a phosphoryler PLCy et fonctionnerait comme une boucle de

régulation négative du BCR (Matthews et al., 2000).

6.2 Voie de signalisation des MAP Kinases

Il a également été montré que PKDL1 participait a la cascade de signalisation
des MAP Kinases. En effet, une activation prolongée de PKD1l conduit a une
activation des protéines MEK, ERK et RSK via la phosphorylation de RIN1 par PKD1
(Jaggi et al., 2007; Karam et al., 2012).
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6.3 Voie de signalisation JNK

D’autres études ont suggéré que PKD1 pouvait réguler négativement la voie de
signalisation JNK par phosphorylation de c-Jun. Cependant, cette régulation négative
de la voie de signalisation JNK semble étre tissu-dépendante. Par exemple, elle n’est
pas retrouvée dans des lignées cellulaires de carcinome pulmonaire non a petites
cellules (Hurd and Rozengurt, 2003; Kisfalvi et al., 2010).

6.4 Voie NF-kB

PKD1 régule également l'activité¢ du facteur de transcription NF-kB. Celui-cCi
joue un réle important dans la régulation des réponses inflammatoires et
immunitaires induites par le stress oxydant notamment. PKD1 agit dans ce cas
comme un senseur du stress oxydant et peut réguler la réponse cellulaire en activant
NF-kB. En présence d’espéces radicalaires de I'oxygene, PKD1 est activée par les
kinases Src et Abl. PKD1 phosphoryle alors la kinase IKK (IkB kinase), ce qui
entraine la phosphorylation et la dégradation par le protéasome de la protéine kB
(inhibitor of kB). NF-kB est alors libéré et va s’accumuler dans le noyau et induire la
transcription de ses genes cibles (Storz, 2007; Storz and Toker, 2003). PKD1 peut
egalement activer NF-kB par un mécanisme non dépendant d’IKK mais celui-ci reste

encore largement inconnu.

6.5 Régulation de I'’expression génique par les HDAC

Les HDAC (histone déacétylases) sont des protéines qui contrdlent I'expression
génique en régulant le degré de compaction de la chromatine et donc l'acces des
facteurs de transcription a 'ADN. PKD1 phosphoryle les HDAC de classe 1l (HDAC5
et HDACY) et favorise leur transport du noyau vers le cytoplasme, atténuant la
répression transcriptionnelle des genes régulés par ces HDAC. Ainsi, PKD1 qui est
activé dans les cellules endothéliales par le facteur de croissance VEGF va induire la
prolifération cellulaire et I'angiogenése notamment via la phosphorylation de HDAC5
et HDAC7 (Ren, 2016).
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Figure 23: Représentation schématique des voies de signalisation modulées
par PKD1 (Sundram et al., 2011)
PKD1 régule notamment 1) la voie ERK, 2) l'activité de NF-kB, 3) la voie INK
et 4) les HDAC.

Abréviations : Casp3, caspase 3 ; DAG, diacyglycérol ; ERK1/2, extracellular
signal-regulated kinase % ; GPCR, G protein-coupled receptor ; HDAC, histone
deacetylase ; IkBa, NF-kB inhibitor ; JNK, c-jun n-terminal kinase ; NF-kB, nuclear
factor-kappa-light-enhancer of activated B cells ; PKC, protéine kinase C ; PLC,

phospholipase C ; IKK, IkB kinase

7. Fonctions

La protéine kinase D1 joue un réle dans de nombreux processus moléculaires,
cellulaires ou physiologiques tels que la synthese d’ADN, le remodelage de la
chromatine, la prolifération cellulaire, I'adhérence intercellulaire, la polarisation, la

migration cellulaire, I'apoptose et le transport de protéines depuis le Golgi vers la

67



INTRODUCTION
Partie 4 : La Protéine Kinase D1

membrane plasmique, la détoxification des espéces radicalaires de |'oxygéne,
'angiogenése, la réponse immunitaire, la sécrétion d’'insuline ainsi que la survie des

cellules B pancréatiques (Sundram et al., 2011).

7.1 Role dans la prolifération cellulaire et la synthése d’ADN

De nombreuses études ont montré que PKDL1 joue un réle dans la prolifération
de différents types cellulaires, notamment les kératinocytes, les cellules endothéliales
et les lymphocytes T.

Dans les cellules endothéliales, le VEGF va activer la voie de signalisation
ERK notamment via PKD1 (Wong and Jin, 2005). De plus, des études ont montré
que I'expression de PKD1 stimulait également la prolifération de kératinocytes murins
(Rennecke et al., 1999).

Dans les fibroblastes murins swiss 3T3, I'activation de PKD1 par la bombésine ou la
vasopressine induit une augmentation de la prolifération cellulaire et de la synthese
d’ADN via la voie de signalisation MAPK/ERK (Chiu and Rozengurt, 2001; Sinnett-
Smith et al., 2004). Ces différentes études ont montré que l'augmentation de la
prolifération cellulaire et de la synthése d’ADN était principalement due aux substrats
de PKD1 (Kim et al., 2016b).

7.2 Réle dans I'apoptose

De nombreuses études ont également montré que PKD1 pouvait exercer une
activité anti-apoptotique. En effet, PKD1 diminue la sensibilité des cellules HelLa au
TNFa (Rykx et al., 2003). Il a également été montré que PKD1 inhibe I'apoptose
induite par le stress oxydatif en régulant les voies NF-kB et JNK (Storz, 2007; Storz
and Toker, 2003; Storz et al., 2005).

De facon intéressante, PKD1 peut étre activée par un mécanisme PKC-
indépendant impliquant un clivage par la caspase-3 qui génere deux fragments de
PKDL1. Le fragment possédant le domaine catalytique actif pourrait jouer un role pro-
apoptotique qui reste encore largement incompris (Endo et al., 2000; Vantus et al.,
2004).
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7.3 Réles dans l'appareil de Golgi

De nombreux travaux ont montré que PKD1 dans sa conformation active et
présentant un domaine C1b intact pouvait transloquer dans I'appareil de Golgi. PKD1
serait impliqué dans I'intégrité du transport des protéines du Golgi vers la membrane
plasmique (Liliedahl et al., 2001). Il a également été montré dans des fibroblastes
gue PKD1 serait impliguée dans la régulation du trafic antérograde des protéines

vers I'appareil de Golgi (Prigozhina and Waterman-Storer, 2004).

7.4 Réle dans laréponse immunitaire

PKD1 est également impliquée dans la régulation de la signalisation induite
par l'activation du BCR. Cette régulation se fait via I'augmentation de HPK1
(hematopoietic progenitor kinase-1), ce qui se traduit par une stimulation de la voie
de signalisation JNK ainsi que par 'activation de NF-kB (Arnold et al., 2005; Jaggi et
al., 2007).

7.5 Role dans I’adhérence et la migrationcellulaires

Des études menées sur des cellules de cancer de la prostate LnCap ont
montré que linhibition de PKD1 par linhibiteur pharmacologique G66976 induisait
une diminution de l'agrégation cellulaire. De plus, la surexpression de PKD1 dans
des cellules C4-2 (cancer de la prostate) augmente I'agrégation et diminue la motilité
cellulaire. Dans cette méme étude, les auteurs ont aussi montré que le domaine
kinase de PKD1 pouvait interagir directement avec la B-caténine (Jaggi et al.,
2005a).

D’autres études ont montré que PKD1 phosphoryle la E-cadhérine, stabilisant
ainsi le complexe E-cadhérine / B-caténine. La stabilisation de ce complexe va
augmenter I'adhérence intercellulaire et diminuer la migration cellulaire (Jaggi et al.,
2005a). De plus, il semblerait que l'activation de PKD1 par la bryostatine induit une
séquestration de la p-caténine au niveau de la membrane plasmique, inhibant ainsi

I'activité oncogénique qu’il exerce dans le noyau (Jaggi et al., 2005b).

69



INTRODUCTION
Partie 4 : La Protéine Kinase D1

PKD1 pourrait également réguler négativement la motilité cellulaire en
interagissant avec les filaments d’actine dans d’autres lignées cellulaires (Durand et
al., 2016). PKD1 phosphoryle des protéines régulant la polymérisation de I'actine au
niveau du front de migration telles que la cortactine et SSH1L (Slingshot-1-like)
(Eiseler et al., 2009). La phosphorylation de ces protéines inhibe la formation des

lamellipodes et de ce fait la motilité cellulaire.

De maniere controverse, il a également été montré que la phosphorylation de
la cortactine par PKD1 pouvait déstabiliser le complexe E-cadhérine / p-caténine /
filament d’actine et ainsi diminuerait la formation des jonctions adhérentes (Sroka et
al., 2016).

Il a également été montré que PKD1 pouvait réguler la transition épithélio-
mésenchymateuse dans des cellules de cancer de la prostate. En effet, la
surexpression de PKD1 induit une ré-expression de marqueurs épithéliaux (E-
cadhérine) et une diminution de marqueurs mésenchymateux (N-cadhérine et
vimentine) (Du et al., 2010). Ces derniers résultats renforcent ainsi le role que

pourrait jouer PKD1 dans I'adhérence et la migration cellulaires.

7.6 Roble dans I’'angiogenése

Deux études récentes ont montré que PKD1 pouvait participer a 'angiogenese
en favorisant la migration des cellules endothéliales via la régulation de la
transcription de nhombreux géenes pro-angiogéniques (Ren, 2016; Zhao et al., 2014).
En effet, PKD1 activé par le VEGF peut phosphoryler les HDAC entrainant
laugmentation de la migration des cellules endothéliales (Ha et al., 2008). La
phosphorylation des HDAC contribue également a la formation de tubes et de micro-

vaisseaux.

8. PKD1 et cancer

De nombreuses études ont mis en évidence I'implication de PKD1 dans le
développement tumoral. PKD1 est surexprimée dans de nombreux types de cancer
tels que le cancer du pancréas (Trauzold et al., 2003) et le cancer de la peau (Arun

et al., 2011). Cette surexpression a été associée a une activation de la prolifération
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et de la survie cellulaire, de linvasion tumorale et de I'angiogenese (Arun et al.,
2010, 2011; Ochi et al., 2011). Ainsi, PKD1 pourrait devenir une cible thérapeutique

anti-tumorale pertinente.

8.1 PKD1dans le cancer du sein

Le rbéle oncogénique de PKD1l dans le cancer du sein reste a ce jour
largement controverse.

En effet, des études menées par notre équipe ont montré que la
surexpression de PKD1 levait la dépendance aux cestrogénes pour la prolifération
cellulaire et la croissance indépendante de I'ancrage des cellules MCF-7 (lignée
cellulaire de carcinome mammaire humain dépendante en oestrogénes). Cette
cestrogéno-indépendance s’exerce via l'activation de la voie des MAP Kinases
(Karam et al., 2012). De plus, notre équipe a montré que la forte expression de PKD1
au niveau transcriptionnel chez les patientes atteintes d’'un cancer du sein ER+
résistant aux traitements antihormonaux était associée a une moins bonne survie
sans meétastases (Karam et al.,, 2014). Ces dernieres données viennent renforcer
idée que PKD1 pourrait jouer un réle dans la prolifération des cancers du sein
hormono-dépendants mais également dans la résistance aux anti-hormonaux par un
mécanisme d’indépendance aux cestrogénes.

Notre équipe a également montré que PKD1 pouvait réguler de maniére
positive la réponse aux cestrogénes dans des lignées cellulaires de cancer du sein
hormono-sensibles. Cette régulation implique une augmentation de I'expression du
récepteur aux cestrogénes et se traduit par une augmentation de la prolifération
cellulaire (Karam et al., 2014). Ces données soulignent a nouveau le réle que joue
PKD1 dans la signalisation cestrogénique, indispensable au développement des
cancers du sein hormono-dépendants

L’équipe de Kim et ses collaborateurs a montré que linhibition de PKD1
diminuait la prolifération cellulaire et la croissance indépendante de l'ancrage de
lignées de cancer du sein résistantes a la chimiothérapie (Kim et al., 2016a). Les
auteurs de cette étude ont associé ces effets a une inhibition de la voie de
signalisation pro-oncogénique GSK3 / [B-caténine. Le rbéle de PKD1 dans la

régulation de cette voie suggére un rdle potentiel de PKD1 dans d’autres cancers
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dépendant de GSK3 / B-caténine.

A l'opposé, d’autres études ont montré que PKD1 pouvait avoir un rdle anti-
oncogénique dans le cancer du sein. En effet, il a été établi que PKD1 peut inhiber la
motilité de cellules de cancer du sein via la phosphorylation et I'inactivation de la
protéine SSH-1L (protéine qui régule la dynamique des microfilaments d’actine). De
plus, il a été montré que PKD1 pouvait diminuer I'expression de nombreuses métallo-
protéases (MMP) et ainsi diminuer le pouvoir invasif des cellules. De récentes études
ont également démontré un rb6le de PKD1 dans la transition épithélio-
mésenchymateuse (TEM). En effet, son expression favoriserait le maintien d'un
phénotype épithélial (Bastea et al., 2012; Borges et al., 2013; Eiseler et al., 2007,
2009). Ainsi, la régulation négative de la dynamique du cytosquelette d’actine, de la
TEM, ou encore de l'expression des MMP par PKD1 suggére un réle anti-
métastatique de la protéine dans le cancer du sein.

Au total, les données publiées sur le réle de PKD1 dans le cancer du sein sont
contradictoires. Des études supplémentaires sont nécessaires pour déterminer les
conditions et situations spécifiques dans lesquelles s’exercent les réles oncogénique
ou anti-oncogénique de PKD1, afin de choisir au mieux comment réguler son activité

(activation ou inhibition) dans une perspective thérapeutique.

8.2 PKD1 dans les autres types de cancer

Dans la littérature, il a été montré que PKD1 avait un réle pro-oncogénique
dans d’autres types de cancers tels que le cancer du pancréas et le mélanome
(Bollag et al., 2004; Guha et al., 2002; Ristich et al., 2006). PKD1 peut également
avoir un role anti-oncogénique dans les cancers de la prostate, du colon, et de
'estomac, ainsi que dans les ostéosarcomes (Du et al., 2009, 2009; Eiseler et al.,
2009; Jaggi et al., 2005b; Onishi et al., 2012).

Des travaux ont montré que dans des cellules tumorales de pancréas, PKD1
induisait une diminution de I'expression de CD95 (récepteur Fas), qui permet le
déclenchement de la voie extrinséque de I'apoptose lorsqu’il est activé par son ligand
(CD95L/FasL). La diminution de I'expression de CD95 observée induit une
augmentation de la prolifération cellulaire et une diminution de I'apoptose. De plus,
I'inhibition pharmacologique de PKD1 restaure la sensibilité des cellules a I'apoptose

médiée par CD95 (Trauzold et al., 2003). Cette étude suggére un réle anti-

72



INTRODUCTION
Partie 4 : La Protéine Kinase D1

apoptotique pour PKD1.

Des études menées sur le cancer de la prostate par Du et al. ont établi que
la surexpression de PKD1 diminuait la croissance tumorale in vivo (Du et al., 2009,
2010). Il a également été montré que PKD1 pouvait moduler négativement les
fonctions du récepteur aux androgenes (Mak et al., 2008). De plus, le récepteur aux
androgénes peut inhiber I'expression de PKD1 alors que sa déplétion augmente le
niveau d’expression de PKD1 (Zhang et al., 2017). Au total, ces données suggerent
gue PKD1 pourrait avoir un réle dans la réponse des cellules prostatiques aux
androgenes et/ou dans I'hormonorésistance du cancer de la prostate, de maniére
analogue a ce que notre équipe a démontré dans le cancer du sein.

De facon tout a fait intéressante, et de la méme maniére que dans le cancer
du sein, PKD1 régulerait négativement la TEM des cellules de cancer de la prostate
et exercerait alors une activité anti-oncogénique (Du et al., 2010).

Enfin, une étude récente a identifié une mutation activatrice du gene PRKD1
(Glu710Asp) dans les adénocarcinomes polymorphes de bas-grade de la glande
salivaire (Weinreb et al., 2014). De maniére tres intéressante, cette mutation
activatrice est retrouvée dans plus de 70% des cas et serait impliguée dans le
développement de ce cancer. Les auteurs ont montré que des cellules épithéliales
mammaires non transformées exprimant PKD1 mutée présentaient une prolifération
accrue mais une motilité réduite (Weinreb et al., 2014). Ces résultats pourraient
expliquer les résultats contradictoires rapportés dans la littérature quant au réle pro-

ou anti-oncogénique de PKD1.

9. ROle de PKD1 dans d’autres pathologies

9.1 Roélede PKD1 dans les pathologies cardiaques

De nombreuses études ont montré que PKD1 peut réguler des processus
fondamentaux au niveau cardiagque tels que la contraction, la prolifération et la mort
cellulaire (Dirkx et al., 2014; Fielitz et al., 2008; Harrison et al., 2006; Stathopoulou et
al., 2014).

La surexpression in vivo de PKD1 chez la souris conduit au développement

d’'une cardiomyopathie dilatée, due en partie a une phosphorylation de HDACS5 par
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PKD1. HDACS5 ainsi phosphorylé transloquerait du noyau vers le cytoplasme et ne
pourrait plus jouer son role de répresseur transcriptionel (Harrison et al., 2006). |l
semblerait également que PKD1 puisse phosphoryler la troponine |, ce qui réduirait
la sensibilité des myofilaments au calcium et par conséquent la contraction cardiaque
(Fielitz et al., 2008).

Récemment, une étude a montré que Il'activation de PKD1 pourrait représenter
une stratégie thérapeutique pour augmenter I'import de glucose dans les cellules
cardiaques résistantes a l'insuline. En effet, Dirkx et ses collaborateurs ont montré
qgue la surexpression de PKD1 chez des souris soumises a un régime riche en
graisses n’a induit ni une augmentation des dépdts lipidiques, ni une altération de la
signalisation médiée par l'insuline. Elle n’a pas induit non plus une perte de glucose,

comme cela avait été observé chez les souris contrdles (Dirkx et al., 2014).

9.2 ROle de PKD1 dans 'inflammation

Plusieurs études ont démontré un réle de PKD1 dans l'inflammation (Ittner et
al., 2012; Kim et al., 2010; Upadhyay et al., 2017; Varga et al., 2015). Ce r6le est
cohérent avec la régulation par PKD1 de différentes voies essentielles a la réponse
inflammatoire telles que les voies MAPK ou NF-kB.

Ainsi, a l'aide d’'une inhibition de PKD1 par linhibiteur pharmacologique
G066976 et dune inhibition de son expression par des siRNA, Kim et ses
collaborateurs ont montré que PKD1 était indispensable a l'activation des voies
MAPK et NF-kB et a l'expression de diverses cytokines et chimiokines pro-
inflammatoires aprés traitement par un agent infectieux. De plus, les souris
prétraitées avec du G66976 présentaient un plus faible afflux de neutrophiles apres
exposition a I'agent infectieux. Ces résultats démontrent que PKD1 est essentielle
pour les réponses immunitaires pro-inflammatoires et I'afflux de neutrophiles dans les
poumons (Kim et al., 2010).

Une étude récente a également montré que l'inhibition pharmacologique de
PKD1 et de VEGFR2 diminuait la réponse inflammatoire dans des lignées cellulaires
humaines pro-inflammatoires (Varga et al., 2015).

Au total, ces différentes études identifient PKD1 comme un nouvel acteur de la

réponse inflammatoire.
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Des travaux menés par Zhu et al. ont également montré que PKD1 était
impliquée dans le développement et le maintien de I'hypersensibilité & la chaleur. Ce
mécanisme implique l'inhibition de TRPV1 qui est un récepteur ayant un réle dans
les mécanismes nociceptifs et s'activant en réponse a un stimulus thermique (Zhu et
al., 2008).

De maniere intéressante, l'activité pro-inflammatoire de PKD1 pourrait
participer a ses effets oncogénique ou anti-oncogénique. En effet, de nombreuses
études ont montré que des cancers pouvaient se développer a la suite
d’inflammation chronique (Coussens and Werb, 2002; Todoric et al., 2016).

9.3 Roéle de PKD1 dans la dégénérescence neuronale

Une étude récente a montré que PKD1 pouvait réguler l'internalisation et
activité des NMDAR (Récepteur au N-méthyl-D-aspartate). Ces récepteurs jouent
un réle important dans la plasticité synaptique. Leur phosphorylation par PKD1 va
diminuer la plasticité synaptique des neurones en inhibant leurs fonctions (Fang et
al., 2015).

Une seconde étude a, quant a elle, suggéré que PKD1 et PKD2 pouvaient
ensemble réguler la croissance et la polarité des neurones. En effet, apres inhibition
stable de I'expression de PKD1 et PKD2 dans des neurones de I’hippocampe,
Avriyanti et ses collaborateurs ont observé une diminution de la longueur axonale,
une augmentation du nombre de neurones possédant plusieurs axones et enfin une
augmentation du nombre de dendrites par neurone (Avriyanti et al., 2015).

Des travaux précédents avaient, de la méme maniere, suggéré lI'implication de
PKD1 dans le trafic membranaire des neurones. En effet, l'inhibition de PKD1
réduirait le trafic membranaire neuronal essentiel a leur bon fonctionnement (Bisbal
et al., 2008).

10. Similarité avec les autres membres de la famille des PKD :
PKD2 et PKD3

PKD1 appartient a la famille des PKD qui comprend également les protéines
PKD2 et PKD3. La protéine kinase D2 et la protéine kinase D3 ont été caractérisées

et clonées pour la premiére fois en 2000 et en 1999, respectivement.
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PKD2 et PKD3 posséedent un poids moléculaire d’'une centaine de kilodaltons (97
kDa pour PKD2 et 100,5 kDa pour PKD3) et partagent une forte similarité avec PKD1
avec 69% d’acides aminés identiques. Tout comme PKD1, PKD2 et PKD3 possedent
deux domaines en doigts de zinc riches en cystéines au niveau amino-terminal, un
domaine PH ainsi qu’un domaine kinase proche de celui de la famille CAMK (Figure
24) (Durand et al., 2016; Wang, 2006). PKD2 et PKD3 sont fortement exprimées
dans différents tissus humains et murins. De facon analogue & PKD1, PKD2 et PKD3
peuvent étre activées par de nombreux facteurs de croissance et/ou neuropeptides
mitogéniques, de manieres PKC-dépendante ou PKC-indépendante (Hayashi et al.,
1999; Sturany et al., 2001).

Les réles de PKD2 et de PKD3 restent aujourd’hui encore peu étudiés.
Cependant, I'’équipe de Peter Storz a montré récemment que PKD3 était plus
exprimé dans les cancers du sein triple négatif et que son inhibition pouvait diminuer
la croissance tumorale in vivo (Borges et al., 2015). Des études précéedentes avaient
déja suggéré un role de PKD3 dans le développement du cancer du sein triple
négatif par I'activation de la voie de signalisation oncogénique mTOR (Huck et al.,
2014). PKD2 pourrait également étre impliqguée dans le développement des cancers
du sein et de la prostate (Alpsoy and Gindiz, 2015). Une autre étude a montré que
PKD2 et PKD3 pouvaient coopérer pour favoriser la prolifération des cellules de
cancer de la prostate (Zou et al., 2012). Une coopération de PKD2 et/ou PKD3 avec

PKD1 n’est pas exclue mais n’a a ce jour pas été identifiée.
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PKD3 mmmmmmcta  Comm mmUPHUEE  Knse | EEN

Pourcentage

desimiarte 1pKD1 50 90 29 80 47 59 65 94 74

des domaines

e | 53 84 36 82 34 56 65 91 74

Figure 24 : Structure et similarité de la famille des protéines kinase D (d'aprés Wang,
2006)
Le pourcentage de similarité de chaque domaine avec PKD3 est reporté sous le
domaine correspondant.
Cla, Clb : Domaine riche en cystéine ; PH : domaine d’homologie a la pleckstrine ;

kinase : Domaine catalytique.

11. Inhibiteurs de PKD1

Différents inhibiteurs pharmacologiques de PKD1 ont été décrits dans la
littérature.

L’inhibiteur G66976 a été le plus couramment employé in vitro. Cependant, ce
composé inhibe également et de maniére équivalente PKCa et PKCB. C’est
pourquoi, plusieurs nouveaux inhibiteurs pharmacologiques de PKD1 ont été
identifiés. Ces inhibiteurs se sont révélés inhiber PKD1 in vitro avec des IC50
comprises entre 1 et 200 nM. Néanmoins, aucun d'entre eux n'est réellement
spécifique de PKD1. En effet, les composés CID755673, CRT5 et CRT0066101
inhibent de maniere similaire PKD1 et PKD3. De plus, une des limitations majeures
de ces inhibiteurs est I'impossibilité pour la plupart d’entre eux d’étre utilisés dans
des expérimentations in vivo, du fait de leur toxicit¢é et/ou de leur faible
biodisponibilité (Arun et al., 2010; Bravo-Altamirano et al., 2011; Evans et al., 2010;
Harikumar et al., 2010; Haworth and Avkiran, 2001; Lavalle et al., 2010; Sharlow et
al., 2008). Il reste donc nécessaire, pour mieux comprendre le réle de PKD1 et
envisager son inhibition in vivo, de développer de nouvelles molécules permettant

son inhibition spécifique, notamment vis-a-vis de PKD2 et de PKD3.
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Depuis plusieurs années, notre équipe s’est intéressée a la famille des PKC et
plus précisément a la découverte d’'une nouvelle cible thérapeutique contre deux
cancers : le cancer du sein qui est le cancer le plus fréquent chez la femme, et le

mélanome qui est le cancer de la peau le plus invasif et le plus mortel.

Récemment, notre équipe a montré que le traitement de lignées cellulaires de
mélanome métastatique par des inhibiteurs de PKCa, PKCB et PKD1 induisait une
diminution de la prolifération cellulaire et de la croissance indépendante de I'ancrage.
Il également été montré que I'expression de la protéine PKD1 est plus forte dans les
lignées cellulaires de mélanome métastatique ayant un phénotype le plus
mésenchymateux par rapport aux lignées ayant un phénotype plus épithélial.

Le premier objectif de cette these est d’analyser le role de PKD1 dans le
maintien du phénotype mésenchymateux du mélanome. Nous allons ainsi étudier
limpact du traitement par les inhibiteurs de PKCa, PKCB et PKD1 (G66976 et
G66983) sur des lignées cellulaires de mélanome métastatique ayant un phénotype
mésenchymateux ou épithélial et exprimant différents niveaux de PKD1. Pour cela,
nous allons analyser I'expression et la localisation de différents marqueurs de
phénotypes mésenchymateux et épithéliaux tel que les cadhérines E et N- et la B-
caténine apres traitements avec les inhibiteurs. Dans ce travail nous allons
également observer par microscopie confocale la morphologie de ces cellules apres
traitements avec ces mémes inhibiteurs. En effet, les cellules mésenchymateuses et
donc plus agressives ont une morphologie bien distinctes de celles ayant un
phénotype plutbt épithélial.

Du fait de son réle pro-tumoral, PKD1l apparait comme une cible
thérapeutique non seulement dans le mélanome mais également dans le cancer du
sein. En effet, une étude récente menée par notre équipe a montré que la
surexpression de PKD1 dans les cellules de cancer du sein oestrogéno-dépendante
MCF-7 augmente la prolifération cellulaire par le biais de la stimulation de la
transition de la phase G1 a la phase S du cycle cellulaire ainsi que la croissance
indépendante de I'ancrage (Karam et al., 2012). De méme, son inhibition réduit la
prolifération cellulaire. Ces premiers résultats ont donc permis la mise en évidence
des propriétés oncogéniques de PKD1 dans le cancer du sein in vitro.

Par la suite, notre équipe a montré que la sur-expression de PKD1 dans ces
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mémes cellules MCF-7 pouvait lever la dépendance aux cestrogénes et leurs
permettait ainsi de proliférer, de former des colonies en milieu semi-solide in vitro en
'absence d’cestrogenes. lls ont également montré que cette sur-expression
permettait la formation de tumeurs in vivo chez la souris nude sans ajout
d’cestrogenes, ce qui n'est pas le cas avec les cellules parentales MCF-7 qui elles,
sont dépendantes en cestrogénes (Karam et al., 2012).

De plus, I'analyse de I'expression en ARNm de PRKD1 (géne codant pour la
protéine PKD1) dans des tissus tumoraux prélevés chez des patientes ayant un
cancer du sein REa positif a montré qu’une forte expression de PRKD1 est associée
a une moins bonne survie sans développement de métastases apres traitement au
Tamoxiféne (anti-hormonaux) (Karam et al., 2014).

Ces différentes études ont permis la mise en évidence d’une relation directe
entre I'expression de PKD1 d’une part et la perte de dépendance aux cestrogénes
ainsi que la résistance aux traitements anti-oestrogéniques dans le cancer du sein
ERa positif, d’autre part. Ainsi, PKD1 pourrait devenir une cible thérapeutique pour le
traitement des cancers du sein ERa positifs mais non dépendants en cestrogénes et
pourrait peut-étre contourner la résistance aux traitements hormonaux.

Au vue de ces résultats, le second objectif de cette these est d’étudier la
valeur pronostique de PRKD1 dans la population totale de cancer du sein et de
verifier si PKD1 pouvait étre une cible thérapeutique pertinente.

Dans ce but, nous allons analyser I'expression en ARNm de PRKD1 au sein
d’'une cohorte de 527 tumeurs de seins de patientes de I'lnstitut Curie pour laquelle
les données pathologiques, biologiques et cliniques sont connues. Nous allons
étudier I'impact d’une inhibition pharmacologique ou d’une inhibition de I'expression
de PKD1 par des siRNA in vitro au sein de lignée cellulaires de cancer du sein triple
négative. Afin de réaliser I'inhibition pharmacologique spécifigue de PKD1, nous
allons en collaboration avec la société AB Science développer des inhibiteurs
pharmacologiques de PKD1. L’objectif de ma thése est également de définir a la
suite de différents tests in vitro le meilleur inhibiteur pour réaliser I'inhibition de PKD1
au sein de lignées de cancer du sein triple négative. Finalement, nous allons étudier
impact d’'une inhibition pharmacologique de PKD1 in vivo au sein de xénogreffes de
cancer du sein triple négatif dérivés de patients (PDX).

Dans la littérature, il a été montré que PKD1 avait un rdle pro-oncogénique au
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niveau de différents types de cancers, ce qui nous a amené a nous intéresser au
niveau d’expression de PRKD1 dans d’autres types tumoraux que le cancer du sein.
Le troisiéme objectif de cette thése est alors d’analyser I'expression de PRKD1 en
ARNmM au niveau de deux cohortes de multi-cancers (PDX et tumeurs) dont nous

disposons a I'Institut Curie.
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Article 1: Protein kinase C inhibitor G66876 but not G66983 induces
the reversion of E- to N- cadherin switch and metastatic phenotype

in melanoma: identification of the role of protein kinase D1

Messaouda Merzoug Larabi*, Caroline Spasojevic*, Marianne Eymard, Caroline

Hugonin, Christian Auclair et Manale Karam
BMC Cancer, Janvier 2017

*co-premier auteur

Notre équipe s’est intéressée a l'implication de la famille de PKC et plus
précisément a PKD1 au sein du mélanome. En effet, comme nous avons pu le voir
précédemment, les PKC ont été montrées comme largement impliquées dans le
développement tumoral et plus particulierement dans le développement tumoral du
mélanome. De ce fait, des études préliminaires menées par notre équipe ont montré
gue le traitement par des inhibiteurs pharmacologiques spécifiques de PKCa, PKCR
et PKD1 sur des lignées cellulaires de mélanome métastasique ganglionnaire (M2 et
MA4T2) réduisait la prolifération cellulaire.

De plus, notre équipe a également montré que la protéine kinase D1 était plus
fortement exprimée au sein des lignées cellulaire de mélanome ayant un phénotype
de type mésenchymateux et donc plus agressives. A I'inverse, PKD1 était peu ou
pas exprimée au sein de lignées cellulaires de mélanome ayant un phénotype
épithélial.

Au vu de ces résultats préliminaires, le premier objectif de ma thése était
d’analyser I'impact du traitement par les inhibiteurs de PKCa, PKCpB et PKD1 sur des
lignées cellulaires de mélanome métastatique ayant un phénotype mésenchymateux
et exprimant fortement PKD1. Pour cela nous avons analysé dans un premier temps
I'effet du traitement par un inhibiteur spécifique de PKD1, PKCa et PKCB (G66976)
ou un inhibiteur spécifigue de PKCa et PKCB uniquement (G66983) sur une lignée
ganglionnaire métastatique de mélanome de type mésenchymateuse. Nous avons
ainsi analysé I'expression de marqueurs mésenchymateux nécessaires a la

progression mélanocytaire (i.e : switch de E- et N-cadhérine). Les premiers résultats
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ont montré que la molécule G66976 et non I'inhibiteur G66983 induisait un switch
d’expression des cadhérines (perte d’expression de la N-cadhérine et ré-expression
la E-cadhérine). Nous avons également mis en évidence que le G66976 uniquement
induisait un remodelage du cytosquelette d’actine se traduisant par une perte de la
forme fibroblastoide et une relocalisation au niveau cytoplasmique de la B-caténine
qui était jusqu’alors nucléaire.

Ces premiers résultats ont permis, grace aux différentiels de spécificité de ces
deux inhibiteurs d’identifier PKD1 comme impliquée dans ces changements induits
par le G66976 et non retrouvés avec le traitement par le G66983. Nous avons
également montré que le G66976 réduit la croissance indépendante de I'ancrage des
cellules, la prolifération cellulaire, la migration et I'invasion cellulaire.

A la suite de cela, notre équipe a analyseé l'effet d’'une inhibition stable de
I'expression de PKD1 par des shRNA au sein de la lignée cellulaire de mélanome
métastatique ganglionnaire M2. Les reésultats ont montré une diminution de
I'agressivité tumorale via des tests fonctionnels tels que la clonogénicité, la migration
et I'invasion cellulaire. Cependant, les résultats concernant le switch de cadhérines et
le changement morphologique restent eux non concluants pour les clones ou
inhibition de I'expression de PKD1 a été réalisée.

Grace a ces résultats, cette étude nous a ainsi permis d’identifier PKD1
comme ayant un réle dans le maintien du phénotype mésenchymateux au sein du

mélanome.
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Protein kinase C inhibitor G66976 but not ®~
G066983 induces the reversion of E- to N-
cadherin switch and metastatic phenotype

in melanoma: identification of the role of

protein kinase D1

Messaouda Merzoug-Larabi'", Caroline Spasojevic’ ', Marianne Eymard', Caroline Huganin', Christian Auclair'
and Manale Karam'

Abstract

Background: Melanoma is a highly metastatic type of cancer that is resistant to all standard anticancer therapias
and thus has a poor prognicsis. Therafore, metastatic melanoma represenits a significant clinical problem and
requires movel and effective targeted therapies. The protein kinase C [PEC) family comprises multiple sofoms of
sarinesthreonine kinases that possess distinct roles in cancer davelopmeant and proagression. Inthis snedy, we
determined whether inhibition of PRC could rever a major process reguired for melanoma progression and
metastasis; i.e. the E- to M-cadherin switch.

Metheds: The cadherin switch was analzed in diferent patient-derived primary tumors and their respective
metastatic melanoma cells wo determine the appropriate cellular model (aggressive E-cadherin-negativesM-cadherin-
positive metastass-derived malanoma cells). Mext, PEC inhibition in two selected metastatic melanoma cell lines,
was parfarmed by using either pharmacalogical inhibitors (GS6976 and GA65983) or stable kentiviral shRMA
transduction. The expression of E-cadherin and W-cadherin was determined by western blot. The consequences

af cadherin switch reversion ware analyzed: cell morphaology, intercellular interactions, and f-catenin subcellular
localization weere amalyzed by immunoiuorescence labeling and contocal microscopy; cyclin O expression was
analyzed by western blot; cell metastatic potential was determined by anchorage-independent gronwth assay

using methylcalluloss as serni-solid medium and cell migraticn potential by wiound healing and transwell aszays.

Results: G56976 but not GA5983 reversed the E- to M-cadhesin switch and as a consequence indwced intercellular
interactions, profound morphological changes from elongated mesenchymal-like to cuboidal epitheliaHike shaps,
B-catenin ranslocation from the nudeus to the plasma membrane inhibiting its cncogenic function, and reverting
the metastatic potential of the aggressive melanoma cells. Comyparison of the target spectrumn of these inhibiors
indicated that these cheervaticns wera not the conseguence of the imhibition of conventional PECs (cPKICE), but
alloved the identification of & nowel serinafthrecnine kinase, La. protein kinase Cy, also known as protain kinase
07 (PED1), whose spedific inhibition allows the reversion of the metastatic phenotype in aggressive melanoma.
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Conclusion: In conclusion, our study seggests, for the first time, that while cPECs don't embedy a pertinent
therapeutic target, inhibition of PED1 represents a nowal attractive approach for the treatment of metastatic |

melanoma.

Keywords: GSE976, Protein kimase C, Protein kinase D4, Cadharin switch, Melanoma, Metastass

Background

Melanoma is a highly metastatic and deadly type of cancer
that arises from melanocytes, melanin-producing cells res-
iding in the basal layer of the epidermis and necessary foe
protection of skin cells from deleterious effects of ultravio-
let light. The incidence of melanoma is increasing very st
wotldwide [1]. When diagnosed early, most patients with
primary mekanoma can be cured by swrgical resection.
However, if not detected and pemoved early, melanoma
cells can metastasize rapadly. Metastatic melanoma has
histerically been considered an untreatable disease, where
stamdard treatment options produced modest pespons:
rates and fallure to bnprove overall survival [2 3] Re-
cently, the treatment Landscape for advanced melanoma
was revolutionized by the development of new tageted
and bmmune therapeotic strategies. [-‘:u'ur:ularl:.-, BRAF!
MAPE pathway inhibitors and immune checkpoint mbibi-
tors have proven to significantly smprove survival in
melanoma patients in comparison to raditional therapea-
ties [4 5], However, many patients develop resistance to
MAPK inhibitor therapies and most patents do pot re-
spond to mmunotherapies. Thevefore, metastatic melban-
ok repreents an impartant health problem and requires
novel and effective targeted therapies.

In human epadermis, normal melanocytes interact with
kesatinocytes thioagh the adhesion mobecule E-cadherin
This communication maintaing differentiation state of
melanocytes and control their proliferation and migration
[6, 7]. Teansformation of melanocytes mte melanoma
entails a number of genetic and environmental factors
involving cell adhesion and growth regulatory genes.
One key event allowing melanoma progression is the
loss of E-cadberin and gain of another member of clas-
sical cadhering, Le. MN-cadherin [8, 9). This cadherin switch
results in the loss of keratinocyte-mediated growth and
medility control [6] and enables melanoma cells to interact
divectly with M-cadherin-expressing steoisal cells froim the
dermis, swch as fbroblasts and vascular o lymphoid
endothelial cells [10]. These events are cruckal o allow
melanoie cells to metastasize.

E- and M-cadherin are members of the classical cad-
herin family that play an imporant fole in cell-cell
adhesion regulating morphogenesis during embryonic
development and maintaining integrty in developed ts-
sues [11]. These transmembrane glveoproteins mediate
calcium-dependent intercellular adhesion in a homophilic

manner. Cadhern-mediated cell-cell junctions are frmed
ag a result of interaction between extracellular domaing of
identical cadhering, which are located on the membrane
of neighboring cells. The stability of these adhesive junc-
tions i insured by binding of the intracellubar cadherin
dowmain with the actin cyteskeleton through the cytoplas-
mbe proteing «-, B- and y-catening [12]. The E-cadherin is
expresed by most nosmal epithelial tissues and M-
cadberin & typically expressed by mesenchyimal  cells
which, in contrast to epithelial cells, are nob-polarized,
elongated, less adherent between each other, motile and re-
sistant to anoiks [13]). However, many epithelium-derived
cancer cells have lost E-cadherin expression and inappro-
priately express M-cadherin, This cadberin switch has been
shown o promote umoe geowth, medility and invasion
through a process called epithelial-mesenclymal transition
(EMT]) [6, 14—16] and to be associated with metastasis and
pooE progioss i patients [17, 18] Since functional restor-
ation of E-cadherin or depletson of M-cadherin in melan-
omma cells inhibits tumor cell growth, motilicy and invasion
in vitro and reduces tuimanigenicity in vive [, 19), identifi-
cation of molecular mechanisms reverting the E- o M-
cadherin switch rmay be a way to dentification of new po-
tential therapeutic targets for melanoma treatment.

The protein kinase C (FEKC) family of serne/threonine
kimases includes multiple Bozymes that are divided into
three groups, conventional, novel, or atypical, depending
on their requirements for Ca™ or dizcylglyeeral for
activation [20]. Signaling through PECs is induced by a
rermarkable number of stimuli jndud.ing G-protein-
coupled receplor agonists and growth Betors. [ndividual
PEC isozymes regulate a varied array of biological pro-
cesses including cell proliferation, survival, migration and
apoptesis. They are bvolved in the development and pro-
gression of different tvpes of cancer including melanoma
[21, 22]. PECu, abo known as PED {probein kinase D1}
wia initially described a3 a member of the PEC family
[23]). However, PEKD1 possesses distinet substeate specifi-
city [24] and has therefore vecently been classified as a
novel subgroap of the calcium/calmodulin-dependent kin-
age [CAME) family [25]). Despite the new classification of
FED1, this serne/threonine kinase shares with conven-
thesinal and novel PECs common activators, such as phor-
bol esters [24], as well a5 potent inhibitors such as Gisd76
[26, 27). Phorbol esters and Gogd76 inhibitor has been
shown to regulate cell junctions, cadherin expression and
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migration [28, 29 However, to date, the role of PECs in
cadherin switch and  melanoma  progression  rermains
unkinow.

In the present study, we analyzed whether PEC inhib-
itors Gand7e and Gao®d3 would revert the E- to M-
cadherin switch and metastatic phenotype in aggressive
melanoma cells.

Methods

Antibodies and materials

The primary antibodies wsed were rabbit anti-E-cadherin,
rabbit anti-N-cadberin, mouse anti-f-catenin and rabbat
antl-FEDL (10500 for westemn blot and 1050 for nununo-
fusrescence; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CAJ),
goal anti-actin (1/200 for western blol; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) and rabbit anti-cyelin
D1 (11000 for western blot, Cell signaling technalogy,
Denvers, MA)L Horseradish peroxidase-conjugated sec-
ondary antibodies weed were goat anti-rabbic lgG (172000;
Dake, Glostrup, Denmark), rabbit anti-goat 1gG (172000
Santa Cruz Blotechnology) and goat anti-mouse 1gG
(1/5000; Rockland, Gilbertsville, PA) The Alexa Fluoe-
conjugated secomdary antibodies were  Alexa-Fluor-594-
conjugated donkey anti-rabbit [gG, Alexa-Fluor-4858-
conjugated donkey anti-mouse 1gG conjugated (1720
Inwitrogen, Cergy-Pontose, France). Actin was stained
with Alexa-Fluor-488-conjugated phalloidin (1/50; lnvi-
trogen, Cengy-Pontosse, France). The nucleus was stained
with 4" &-dizmidino-2-phenylindole DAPL (1750000 [nvi-
trogen, Cergy-Pontosse, France). Gobo76 and Gae983
were purchased from Calbiochem (Darmstadt, Germany).
All other biochemicals were from Sigma-Aldrich (Se
Lowis, M)

Cell culture

Primary (T1 and 15), their respective lmph-node metasta-
sl (1 and M2), and the cutaneous metastasis (MATI)
melanoma cell lines were obtained from 70-77-year old
patients from Institut Gustave Roussy (Villejuil, France),
as previowsly described [30). These cells were culbired in
EPMI mediom supplemented with 10% fetal bovine
serum {FES), 100 units/ml penicillin and 100 pg/mL
streptomycin (PY5), and 1 mdM sodium pyruvate (complete
medium).

Stable shRMA lentiviral transduction

For stable PED depletion, cells were infected with human
PECu shRMA (5c-36245-v] or contral shENA (sc-108080)
lentivical transduction particles from Santa Cruz Bio-
technology (Santa Cruz, CA) according to the manufac-
turer’s protocol. Stable clones expressing the shRNA
were selected with 2 pgfml puromyein
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Western blot analysis

Cells were lysed for 20 min at 4 °C in 50 mM Tra-HC
pH 74, 150 mM MaCl 1 mM EDTA, 100 b sodiwm
fuaride, 10 mM etra-sodium diphosphate decabyedrate,
I mM sodium enthovanadate, 1 mb phenylmethylsulfo-
nylflueride, 10 pg/mL aprotinin and 1% Nonidet P-40.
Lysates were clanfied by centrifegation at 14000 epen for
10 min ab 4 “C. 30-B0 pg of total profein extracts were
separated by SDS-PAGE and wransferred onte nitrocellu-
lose membranes. These were incubated with the specific
antibodies overnight at 4 °C and revealed by enhanced
chembumimnescence (Amersham, GE Healthcare, LK),

MTT assay

Cells were seeded in guadruplicates into 96-well plates
at a density of LO0O cells per well in complete medivm
andd incubated for 1 e & days at 37 °C, 5% C05. On the
day of analysis, cells were incubated with 0.5 mg/ml
MTT for 2 hoat 37 °C. Then, 10% SD5 were added to
sech well and incubated for 16 h at 37 “C. Absorbance
walwe (OD) wad measured at 570 ame

Colony formation assay

Cells were reswspended in 25 mbl of methyleellulose
(0.8%) prepared in complete medivm containing vehicle
conteal (DS, 1 phd Gaa976 or 1 pM Gaauas, Cells
were then plated in uncoated 35 mum culture dishes and
tncubated at 37 °C b oa humidified atmosphere at 5%
CO2 for 3 oweeks. Colonses were then photographed and
counted under a light microscope using a grid.

Wound healing assay

The serateh wound was ereated using 200 pl stecile pip-
ette tip in a confluent cell culture pre-treated for 24 h
with DMSO, 1 pM Goed76 or 1 ph GHs0E3. The
seratch area wias washed and cells were re-incubated
with the same inhibitors, The images were taken at 0, 16
amd 24l The lines show the area where the scratch
woolind was created.

Transwell migration assay

2-well ranswell chambers [Corning Costar, Corning,
WY, USA) with 80-pm pore size polycarbonate meimn-
brane were used. 100000 cells were plated in duplicates
i 200 pl serum-free RPMI medivm in the upper well.
Complete medium was added to the lower well, After
24 h oof incubation, cells that migrated through the
membrane to the lower well were all counted by light
i Croscnpy.

Immunofluorescence

Cells cultured on cover glass slides [Menzel-Gliser;
Braunschwelg, Germany] were fixed and permeabilized
with Cytolix-Cytoperm solution (BD Biosciences, Le Poat
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de Claix, France) for 10 min at coom temperature. Cells
were washed with 2% glycine solution, then blocked
with Bocking buffer containing 2% FBES and 0.5% sap-
onin in PES for 30 min at 37 "C Cells were incubated
with the primary antibodies, then with Alexa Fluoe-
conjugated secondary antibodies or phalloidin for 1 h
at ropim temperature sach, DAPL was added for 2-
3 min at foom ternperature. The sbhdes were mounted
with Mowsol solution (Southeen Biotech, Birmingham,
ALl Immunofluorescence  lmages were acquired  with
tverted epiflsorescence or confocal microscopes and ana-
lvzed with IMSTAR ar LEFCA sofbwaies, pespectively.

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Soluble E-cadherin was detected in conditioned media
from shEMA lentiviral transduced cells with sandwich
ELISA {Human E-cadherin ELA Kit, Takara Bio, Osaka,
Jagan), sceording to the manufacturer’s specifications.
Briefly, samples were added, in triplicates, to the wells
and then incoubated in the dark for 2 h at 37 °C. The
wells were washed 3 times with TES containing 0.1%
Tween-20 and 5 mM CaCly. The antibody conjugated to
peraxidase and specific o human E-cadherin was added
for 1 h at 37 °C, the wells were washed 4 times and then
the substrate solution [TMBZ) was added for 15 min at
room temperabure before the reaction was stopped with
1 M sulfuric acid. The plate was read at 450 nme

Results

Comparative analysis of E- and N-cadherin expression
and oncogenic properties between primary melanoma
cells and their respective metastatic cells

To study the possibility o revert the E- to N-cadberin
switch and the tumor phenotype in metastatic melanoma,
the approprate cellular model [Le. aggressive metastasis-
derved melanoma cells that do not express E-cadherin
but sirongly express N-cadhering was first selected. There-
fore, the expression of these cadhering and the oncogenic
properties {Le. anchorage-dependent and -independent
growth and migration) were analyzed in fwo couples of
primary and comesponding lvmphe-node metastasis mel-
anoma cells. [5 (primary tumor) and M2 {lymph-node
mmetagtagia) cell limes were derived from the same patient.
T1 (primary twmor) and Gl (vmph-node metastasis) cell
lines were derived from another patient.

The expression of E- and M-cadhering in 15, M2, T1
and G1 melanoma cell lines was analyzed by westem
blot (Fig. 1a). High expression levels of E-cadherin and
very low expression levels of N-cadhern were found in
T1 and G1 cells. On the other hand, both 15 and M2
cells were found to express M-cadberin but not E-
cadherin, Specifically, the metastatic M2 oalls showed a
significant 5-fold increase in N-cadherin expression level
in comparison Lo thelr corresponding primary tumor cells
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(15). These results suggest that the [5 and M2 melanoma
cells arise from melanocytefs) that underwent the cad-
herin switch,

The proliferation (Fig. 1b), anchorage-independent
growth (Fig. 1c) and migration (Fig. 1d) of the melanoma
cell limes were also analyzed. Except for the 15 cell line,
thess mesenchymal features strongly and signaficantly cor-
relate with high MN-cadhern and bow E-cadherin expres-
sion in our sel of melanoma models (Additional fle 1)
Furthermore, significantly higher proliferation, ancharage-
independent growth {anoikis resistance) and migration
rates were found in M2 cells that don't express E-cadherin
but express the highest level of N-cadherin compared to
15, T1 and G1 cells, Thus, the M2 cell line s the most ag-
gressive among this set of melanoma models.

Taken together, these vesults suggest that the highly
aggressive E-cadherin-negative/N-cadherin-positive meta-
statie M2 cell line is an appropriate cellular model to
study the posaibility to induce the reversion of the cad-
herin switch and tumer phenotype in aggresive meta-
statie melanor.

Effect of Gaa976 and G46983 on E- and MN-cadherin ex-
predsion in M2 metastatic melanoma cells

To determine whether PRC inhibitors may affect the ex-
pression of E- and/or M-cadherin in metastatie melanoma
cells, M2 cells were imnoubated with 1 phd Gosd76 or 1 phd
GeaWe3 for different perbods of time (0, 1, 3, 24 and 48 h).
then analyzed by western blot (Fig. 2). Compared to un-
treated control cells ([0 k), GoaY7e-treated cells exhibited
an induced expression of E-cadherin and a significantly
decreased (by approximately 50%) expression of N-
cadherin as soon as 1 h and 3 b oof reatment, respect-
wely. This Goo97a-induced M- to E-cadherin switch
was maintained for at least 48 h. However, treatment of
the M2 cells with Ga6983 affected neither M-cadherin
nor E-cadherin expression. These results demonstrate
that Gaed76 but not GHA9E3 induces E-cadherin and
peduces M-cadherin expression in M2 metastatic mel-
anoma cells.

Effect of G&69T6 and G46983 on the morphology and

intercellular interactions of M2 metastatic melanoma cells
The cadherin switch is a mapor event of the EMT durnng
tumar progression that entails prefound morphological
changes to a cell and affects intercellular interactions [16].
Therefore, the effect of the PEC inhibitors (GoR976 and
Gaa9E3) on the M2 cell marphology and mtercellular in-
teractions was analyzed by actin labeling and fuorescent
mbceodcopy (Fig. 3a) Untreated cells (0 h) showed a typ-
ical elongated mesenchymal-like shape and formed very
few cell-cell contacts. Treatrnent with Goed76 induced a
vapid cell shape change from elongated to cuboidal ac-
comnpanied by a strong increase in cell-cell interactions
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(Fig. 3a). These changes were observed ac eardy 25 1 hoafier  and isolated (Fig. 3a). Thus, Gog%76 but not GH6YES in-
treatment with Ga6976 and were maintained for at least  duces a rapid cell shape modification from an elongated
48 h. Iin contrast, Goa93-treated cells remained elongated mesenchyrmal-like structure into 2 “oubeddal” epithelial-like
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shape and a strong increase in intercellular interactions in
M2 metastatic melanoma cells.

Cellular localization of the GH6976-induced E-cadherin
mioleculbes

Since GOBYTE was found Lo regulate the expression of
the cell adhesion molecules N- and E-cadhering as well
as the intercellular interactions of M2 cells (Figs. 2 and
3a), the subcellular localization of these cadherins was
next analyzed. Thevefore, M2 cells were teeated with
Gibd76 or GH6983 for 24 b before actin and M-
cadherin (Fig. 3b) or E-cadherin (Fig. 3c) luorescent
co-stabning and confocal microscopy analysis. Whatever
the condition, N-cadherin staining was mostly localized
in the cyvtoplasim (Fig. 3b). On the other hand, E-
cadherin staining was observed only in GoB976-treated,
buit ot in untreated or Goa983-treated cells and was
strongly increased at the cell-cell contacts (Fig. 3ch
Thus, Goe97a-incited cell clustering is associated with
induced E-cadherin expression and localization at the
intercellular interactions.

Effect of GA6576 and Ga6983 on the subeellular
localization of B-catenin

The stability of E-cadherin-mediated intercellular inter-
actions requives the accumulation of f-catenin at the
plasma membrane at these cell-cell contact sibes [31].
Loss of E-cadherin expression during EMT and tumor
progression i3 accompanied by f-catenin translocation
to the nuclews where it acts as oncogenic transcription
factor |32, 33]. Since Gaa976-reatment induces the ex-
pression of E-cadbherin at the cellular junctions in the E-
cadherin-negative metastatic melanoma cells (M2 cells),
the status of f-catenin in these cells and the effect of
the PEC inhibitors (GoA976 and Gob983) an its subcel-
lular  localization and  expression  were  detecmined
(Fig. 4a and b). In untreated M2 mesenchymal-like mel-
anoma cells (0 h), f-catenin was accumlated at high
levels in the nuclei of the cells in addition o its loca-
tion ab the plasma membrane (Fig. 4a). When the cells
were treated with GobS76, [-calenin staining disap-
peared from the nucle ag soon as 1 h of treatiment and
was observed al the plasma membrane (Fig. 4a, lefi
column). This Goa97a-induced relocation of f-catenin
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from the nucleus to the plasma membrane was stable
and maintained for at least 48 h of treatment (Fig. 4a,
left column). Noteworthy, Goe976 did not affect [3-
catenin expression (Fig. 4b). On the other hand, when
the cells were treated with Go6Y83, B-catenin was still

located at high levels in the nuclei of the cells whatever
the duration of treatment (1-48 h) (Fig. 4a, right col-
umn). In conclusion, Ga6976, but not Go6Y83, induces
the translocation of B-catenin from the nucleus to the
plasma membrane.
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Effect of Ga6976 on cydlin O expression

To determine whether the Gaa976-induced relocation of
frcatenin from the nuclews to the plasma membrane
was associaled with a decrease in iis oncogenic function,
the effect of Gibd76 treatment on the expression of a
major f-catenin target, Le. the sncoprotein cvclin [,
was analyzed (Fig 4c). M2 cells were incubated with
Gaad7e or GOGYES for different periods of time then
lyged and cyclin D expression analyzed by western blot
using a specific antibody. As shown in Fig. 4a, cyclin D1
was strongly expressed in untreated M2 cells (0 hj
Giad76 treatment markedly inhibited cyclin D1 expres-
sion levels over time; by approximately 1% and 93%
after B and 48 h of treatment, vespectively. Thus,
Gaad7e treatment inhibits cyclin D1 expressbon in M2
melanoma cells, [n contrast to Gasd76, GOEYES didn't
have amy significant effect on cyclin D1 expression.
These data further confirim that the reduction in cvelin
D1 by Gob%7e may reflect changes in cadberin expres-
slon patlerns.

Effect of Ga6976 and Gi6983 on the metastatic and
migration potential of M2 melanama cells

Loss of E-cadherin expression, nuclear localization of
freatenin and cyelin D1 expression are characteristics
that have been shown to corvelate with transformation,
increased oncogenic activity and progression of most
cancers, including melanoma [9, 34]. To test whether
the Gisdla-induced reversion of these characteristics
(Figs. 1, 2, 3 and 4} correlates with a reduced aggressiv-
ity of the metastatic melanoma cells, the effect of this in-
hibiter on the anchorage-independent growth (reflecting
cell metastatic potential) and migration capacity of the
M2 cells was determined (Fig. 5).

Anchorage-independent growth was analyzed by stwdy-
ing the abdlity of M2 cells reated or not with GE6976 or
GOaYED to survive, grow and focm colonies in the methyl-
cellulose semi-solid mediem. As shown in Fig. 5a, G976
strongly reduced the number and volume of the colonies
formed n methydeellulose (by 54% and 93.2% respect-
wvely), whereas Goa%83 had no significant effect. Gae976
ales stromgly inhibited by 62.9% (Fig 5bl and 91.9%
(Fig. 5¢) the horizental {wound healing assay) and chemo-
tactic {(ranswell assay) migrations, respectively.

Noteworthy, although the horizontal migration was
not affected by Goo%83 (Fig 5b), this inhibitor signifi-
cantly reduced, by 50%, the chemstactic migration of
M2 cells but to a lesser extent than G976 {percentage
of inhibition = 93.2%) (Fig. 5c).

Together, these results indicate that the Géb976-
induced E-cadherin expression, membrane translocation
of fcatenin and logs of cyclin DI expressson correlate
with a decreased anchorage-independent growth and mi-
gration capacity of the M2 metastatie melanoma cells.
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Effect of G&6976 and G46983 on the metastatic amd
migration potential of MAT2 melanoma cells

T Further confirm the ability of GOaY76 to revert the E-
to W-cadherin switch and pro-metastatic phenobype of
aggressive melanoma cells, the effect of this inhibitor
was also tested on M4T2 cells that ave derived from the
cutaneous metastasis of a different melanoma patient
and express high levels of M-cadherin but low levels of
E-cadherin.

Ag shown in Fig &, toeatment of M4T2 melanoma cells
with GobS7a strongly inhibits anchorage-independent
growth [approximately 70.9% and 97.1% reduction in the
number and volume of colonies, respectively; Fig. a),
horizontal migration {very falmt wound closure 24 h after
seratch while full clesure observed after at least 16 h for
comttio] DMSEO-treated cells; Fag. 6b) and chemotactic mi-
gration (by approximately 92%:; Fig. ).

Furthermore, treatment of M4T2 cells with Goa976
also induced a 4.7-fold increase in E-cadherin expression
amd o decrease in N-cadherin expression by AR
(Fig. &d) compared to contial (DMSO-treated) cells,

On the other hand, treaiment of MA4T2 cells with
Gao9e3 reduced thelr chemotactic migration by only
336% (va UXE when reated with Gie78) (Fig. 6c), and
did not affect hortzontal migration (Fig. 6b), anchorage-
independent growth (Fig. 8a) or cadherin switch (Fig. 6d).

Together, these pesults show that bn the same way as
in M2 cells, treatment with Go6976, but not with
G983, induces M- to E-cadherin switch and reversion
of the pro-metastatic phenotvpe b the MAT2 metastatic
melanoma cells.

In contrast to the metastatie melanoma cells (M2 and
MATZ cell lines) (Figs. Z, 5a and fa, d, Goe%76 inhibitor
did not sigaificantly affect the expression of E- or N-
cadhering or the anchorage-independent growth in the
primary melanoma cell line {15) (Additional file 2). Thus,
the effects of this inhibitor seem o be specific to advanced
metastatie melanoma.

Taken all together, our results have shown that the
FEC inhibitors; Le. Gaad76 and Goa9es, differentially
affect the reversion of E- to N-cadherin switch and
metastatic  phenolype in aggressive melanoma cells
(Figse. 1, 2, 3, 4, 5 and 6). In Fact, whereas GOB976 in-
duces E-cadherin expression, [-catenin translocation
froim the nuclens to the plasma membrane and intercel-
lular interactions, and inhibits N-cadherin and cyclin
D1 expression, anchorage-independent  growth  and
horzontal and chemotactic migration of metastatic
mesenchymal-like melanoma cells, Goa983 could only
reduce the chemotactic migration but to a much lesser
extent than Ga976. These resulis suggest that a spe-
cific PEC soform targeted by GHeY76 but not by
Gieti3 would be invalved in the reversion of the cad-
herin switch and metastatic phenotype and; therefore,
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would become a pharmaceustical target for the treai-
ment of melanoma. Mext, we searched to determine
this target.

Analysis of PED1 expression in different melanoma cell
limes and correlation with E-/M-cadherin expression

Since GOAY7E s a selective inhibitor of PECx, PECPE and
FECp and GonSA3 a selective inhibitor of PKCa and
PECP but not PECy [26, 27], we hypothesized that the
specific hibitton of PECp, which & also known as
FED (protein kinase D1}, would be responsible for the
Gind70-induced M- to E-cadherin switch and tmor pe-
version in metastatic melanoma cells.

Tor west this hypothesis, first, the expressson of PKDL
and its relationship with E- and M-cadberin statuses were
amalvzed by western Blot in different melanoma cell lines
(e T1, GL 15 M2 and M4TZ) (Fig 7). In T1 and G1 mel-
anotma cells that express high levels of E-cadherin but very
low levels of M-cadherin, PEDL expression was very Eaint
(Fig. 7a). In 15, M2 and M4T2 melanoma cells, that ex-
press oull or very low levels of E-cadherin but high levels
of M-cadberin, PKDI expresion was strong with maxirmal
expression i the most aggressive cell line (Lo, M2 cells)
(Fig. 7aj. In addition to this strong qualitative carrelation
betwesn PKDI expression and E-cadhern negative/N-
cadherin positive phenotype, gquantitative correlation was
alen confivimed by Spearnman corvelation coefficient ana-
lysis (¢ = 00921; o = 0006 and » = —0.8; 06T for correlation
with N-cadherin and E-cadherin, respectively) (Fig. 7b).
Fusthermore, PED1 expression significantdy  corvelated
with the mesenchyrmal features of the melanoma cell lines
used o this study and was associated with a high meta-
static potential {anchorage-independent growth and mi-
gration) (Additional file 3).

These data support the hypothesis that the effect of
G976 on M- toe E-cadherin switch and tumor reversion
in melanoma cells would be due to the inhibition of
FED.

PED silencing by lentiviral vector based shRMA
tranaduction in the M2 metastatic melanoma cells

Mext, to allow divect analysis of the role of FKD1 inhib-
fton in human metaEtate meanoma, M2 cell clones sta-
by expressing shRMAs directed against PEDL (mamed P2,
F3, P4, PS5, P& and P7) or scrambled shENA control
(naumed C1 and C2) were generated by lentivical particles
transduction. The efficiency of PED knockdown was de-
termined by western blot (Fig. 81 The results show that
whersas the clones tramsdeced with lentivieal control
shEMA express similar bevels of PEDL protein as parental
M2 eells, clones transduced with lentivieal PEDL -specific
shEMAs show varving degrees of PEKDL knockdown effi-
ciency. PKD expression was strongly inhibited in Pa, P2,
P7. P3 and P4 clones by approximately 909, 9078, 85.1,
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BE.T and 63.5%, respeciively, bul weakly inhibited in P53
clone by approximately 20,

Effect of PED1 depletion on E-cadherin expression in M2
resenchyrmallike melanoma cells

Stnee GBS but not GOEOES induces E-cadhern ex-
pression 1o the E-cadherin-negative metastatic melan-
oma cells (Fig. 2), we tested whether PED1 depletion
would have the same effect. Therefore, total proteins
from lentiviral contred (C1 and C2) and PEDL-specific
(F2, P3, P4, PS5 and P6) shENA-transduced M2 clones
culured in semi-solid methyleallulose medium (Fig. 9a)
ot in adherent conditions (Fig. 9b) were extracted and
analveed for PKDL andfor E-cadherin expression by
western blot. A very faint protein band at 1350 kDa and a
wery thick band at 80 kDa representing full-length and
cleaved E-cadberin molecules, respectively, were ob-
served in the protein extracts from PEKDL-depleted (F2,
F3, P4 and Pe) M2 dones cultured in methyleellulose
but mot from control (1 and C2} or PED-fainty inhib-
ited (P53} M2 clones (Fig. %a). Nonetheless, when these
cells were cultured under adherent conditions (Fig. 9b),
neither full-length noe cleaved E-cadherin corresponding
bands could be observed in the protein extracts froom
any of the M2 clones [Fig. 9b).

Since a strong expression of deaved E-cadberin was ob-
served in PRD1-depleted B2 clones cultured in methyleel-
lulose, we asked whether induced E-cadherin would be
cheaved and secreted in the medivm of the adberent cells
while sequestered in the spheres of colonles formed
methyleellulose. To test this hvpothesis, conditboned media
foom control (C1 and C2) and PED-specific (P2, M4, PS5
and Ph) shRNA-transduced M2 cdlones were analyeed for
the presence of soluble E-cadherin by ELISA. As indscated
in Fig. 9¢, sagnificant amounts of soluble E-cadberin were
detected in the media of PKD1-specifie (P3, P4, P5 and Pa)
but not contrel (1 and CZ) shRMNA-tansdeced b2
chones, Taken togethern, these results indicate that FEDIL
depletion induces the expression of E-cadberin that is
cheaved and secreted in M2 cells.

Interestingly, PKD1 knockdown also induced the ex-
pression of E-cadherin in M4T2 metasiatic melanoma
cells. However, in contrast to the M2 cells, full-length E-
cadherin was detected in M4T2 cells {Additbenal file 4).
This result further confirms the role of PEDL in the
regulation of E-cadherin expression and also suggests
that the mechamism leading w the cleavage of the newly
formeed E-cadherin molecules in M2 cells is cell-context
specific.

Effect of PED1 depletion on the cell shape and cell-cell
interactions in M2 melanoma calls

Simoe GOAYTE but not Gaad83 induces a rapid cell shape
modification (feom elongated to cubosdal) and cell-cell
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Fig. 7 Pratein Hnase D1 expressian positively corelates with N-cadherin and negatively cocrelates with E-cadherin in primary and metastatic
maanoma cels. Protein extracts fram pamary (T1 and 15) and metastatic (G, M2 and M4T.
wsing D, are-E-cadhenin, anti-N-cadherin and arti-actin antibedes. 3. The resuks preseniad are those of typicd espeniments The hstograms
represent quanttative anatysis af PED1, N-cadherin and E<adherin expression from twa independent esperments b The table represents the
relaticrehip betwesn PEDI protein lkevels and Excadherin and N-cadhenn levek In the melanoma cell lines

2) medanoma cells were analyzed by western blot

interactions in M2 cells (Fig. 3a), we tested whether  P6 and P7) shRNA-transduced M2 clones were analyzed
PKD1 depletion may exert the same effect. Therefore, by actin-labeling and confocal microscopy (Fig. 10).
the cell morphology and intercellular interactions of  Results showed that all shRNA-transduced M2 clones
control (C1 and C2) and PKDI1-specific (P2, P3, P4, P5,  (control and PKDI1-depleted) present typical elongated
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mesenchymal-like shape and form veey few cell-cell
contacts, suggesting that PEKDL depletion could induwce
neither reversion of mesenchymal-like morphology nor
intercellular interactions in M2 cells.

Effect of PED1 silencing on the metastatic potential of M2
relanoma cells

To determine whether PEDL inhibition may affect the
metastatic potential of M2 melanoma cells, contral
(C1 and C2) and PEDM -specific (P2, P3, P4, PS5, P6 and
F7) shRMA-transduced M2 clones were assayed for an-
chorage-ndependent growth and migraton. Results show
that anchorage-independent growth of PKD1-depleted
(Le. P2, 3, P4, P6 and P7) M2 clones was strongly inhib-
tted by 775, L1, 97.8, 78 and 54.5%, respectively, in com-
parson o control shENA-transduced (C1 and C2) and
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parental (M2) cells (Fig. 11a). Furthermore, except for 4
clone, chemotactse migration of all other PR -depleted
(P2, P3, Po, P7) M2 clomes was strongly inhibited by 804,
VA6, 93.7 and B4%, respectively (Fig. 11b). However, hori-
eoattal (wound healing) migration was not signifcantly
(P4} or weakly inhibited by 27% (P3), 33% (PA) and 35%
(F7) compared to conteod shiMA-transduced (C1 and C3)
cells, in all PED-depleted clones, except for P2 clone
(steong inhibitkon by 70.5%) (Fig. 11c).

Anchorage-independent growth and migration rates of
F5 clone, in which PED1 expression was only slightly
iinhibited, were similar to control cells {Fig. 11) suggest-
ing that a specific and strong PED1 inhibition is re-
guired 1o revert the metastatic phenotype in melanoma
ciells.

Discussion
In this study, we tested whether PKC inhibitars (such as
G970 and GoeYE3) would revert the E- to N-cadherin
gwitch, a major hallmark of the EMT process, required
for melanoma progression and metastasis [9, 15, 35].
Firat, we analyzed the cadherin switch in two couples
of pattent-derived primary (15, T1) and their respective
lymph-node metastasis (M2, G1) melanoma cells. Differ-
ent profiles of E- and M-cadherin  expression  were
observed. When comparing T1 (prmary tumorh and G1
(corraponding lymph node metastasis) melanoma cells,
both cell lines expressed high levels of E-cadherin and
very low levels of M-cadherin, Although these findings
are lnconsistent with the theoey of E- to MN-cadherin
gwitch dwring melanoma  progression {le. E-cadherin
expression in primary tumor and N-cadherin expression
in metastasis), the expression of E-cadherin by the
metastasis-derived cells (G1) might be the consequence
of a MET (mesenchymal-epithelial transition) that would
hawe oecurred at the metastatic sive. MET was postulated
to be part of the process of metastatbe tumes formation
[36, 37]. In fact, progression of solid Dwmors involves
spatsal and temporal oocurrences of EMT, whereby tumor
cells acguire a more invasive and metastatic phenobype
[38]. Subsequently, the disseminated mesenchymal
twmor cells undergo the reverse transition, MET, at the
site of metastases, as metastases recapitulate the path-
ology of their corresponding primary tumors [39], Just
as a critical EMT event is the downregulation or silen-
cing of E-cadherin and upregulation of M-cadherin, the
re-expression of E-cadherin and loss of N-cadherin =
proposed o Be the important ballmack of MET [39].
Presently, it is wnclear how MET facilitates the forma-
ton of metastazes. Some findings suggest a possible
mechanism whereby MET helps the tumor cells to con-
steuct connections with the resident non-neoplastic
epithelial cells and may enable dormancy and survival
of temer cells at a lower metabolic load at target organ
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(39]. Consistently, G1 cells, that may be derived from
metastatic cells that have underwent MET, grow very

slowly, are non-tumorigenic and do not migrate. On
the other hand, E-cadherin expression was absent in

bath 15 (primary tumor) and

2 [eorresponding lymph
node metastasis] melanoma cells while M-cadherin ex-
presaion was significantly higher in the metastasis cells,
SUgEesting that [5 prumary [amot cells may have u.|1|.-_'||.|5.'

underwent EMT. However, these cells did not show

rﬂl.'i

han their

|.|i|.',|.|-.'| |.ul.' i aiid rhagration |.|-:rl|.'1|.l|.:|'.> L

counterparts T1 cells but progressed to high

Iy agg@res-
o

sive metastatic cells (e, M2 cells), This observi
suggests that depending on the cellular context, the

pro-metastatic effect of

adherin switch might require

additional events that could occur later in tumorigenesis
(18], [n agreement with th

vpothesis, a study by Chen
et al. 2004 shows that E-cadberin loss in non-malignant
breast cells i insufficient to nduce EMT or to e
their transforming potential [40]. Furthermore, other smid-
pes by Knudsen et al 2005 show

sion b the maimmary gland of tramsgenic mice (mice

Ao

wal W-cadherin expres-

I.'II.IJL'hhiI:IH M- .'|IJ|II.'IIJI. |.IJI.|'_IL'I.' |.|.I\.' Cotledd Of fmduise mhaim-

mary [Umor virs prooober) does nob induce tumeors,

Interestis th mice express-

v, even crodsing these mice
biag the Mew oncogene in the mammary gland does not
produce tumors more aggressive than those in mice ex-
pressing Mew alone [41]. However, crossing them with
us middle T

mice expressing polyama

igen in the
rmmumary epithelivm leads to increased metastasis [¢

These studies suggest that the efects of cadlbwerin switch-
img are late events in tumorigenesis and demonstrate that

the influence of an inappropriate cadherin on the pheno-
type of the cell is context dependent [16]. This could be
the same by melanema cells. Thus, despite the E- to M-
cadherin switch in 15 primary melanoma cells, these cells
require additional mufations or evenis to acquire en-
hanced mesenchymal features allowing ther invasion and
metastasis formation. The primary {15) and coreesponding
mmetastasis (M) melanoma cells could be a good model to

study the events that are |-r_'|.|l.||.||.-d

in addition to the E- to
M-cadherin switch o allow melanoma progression to
metastatic phenatype. Interestingly, except for 15, cell lines
that express high MN-cadberin and low E-codberin levels
had a better capacity of peoliferation, clonegenicity and
mibgration than cell lines with low M-cadberin and high E-
cadherin expression. Ths, consistent with the cadherin

gwitch theory in melanoma progression, our data show o
strong link bebween high  M-cadherin/low  E-cadherin
expression and tumor aggressiveness and  defi L2

metastatic melanoma cells (Absent E-cadhering

cadherin expression and highly twmorgenie and motile)
lity to revert the

a5 & perfinent mhdel b study the |.l|.lh.1]|
E- to M-cadherin switch and the metastasia |.|'.'|.e||l.|'.}'|:l|.'. In

-rde metas

1505 JI:IEIU.I'II.II:I 1 I:ILIJIJL'I..

addition to this Iy Ty
andother cutaneous metactasis melanoma model with Jow
E-cadherin'high MN-cadherin expression (e MAT2 cells)
weag wsed to further confinm our resulis.

Trestment of metastatic melanoma cells with PEC in-
hibitors Gisaf7h or Ga69ES resulted in different responses
regarding cadherin switch and oncogenbe activ
cells. Gaa976 bul not GH69E3 trestment induced the
expression of E-cadherin and inhibited the expression of

of these
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N-cadherin in metastatic melanoma cells. This Go6976-
induced N- to E-cadherin switch was associated with rapid
phenotypic and molecular changes that comply with the
generally described model of cadberin switch during
tumor progression [6, 14-16]. In fact, our results showed
that the Go6976-induced E-cadberin expression and N-
cadherin loss were associated with a rapid cell shape
modification from an elongated mesenchymal-like struc-
ture into a ‘cuboidal” epithelial-like shape and a strong
increase in cell-cell junctions [43-45]. Furthermore, treat-
ment of lymph-node metastatic melanoma cells with
Gi6976 induced the translocation of f-catenin from the
nucleus to the plasma membrane. However, the mem-
brane B-catenin staining in Gé6976-treated cells 5 not
perfectly lining the plasma membrane. In fact, it has been

shown that newly synthesized E-cadherin arrives at the
plasma membrane already in complex with B-catenin
[46-48]. Then, once at the plasma membrane, this -
catenin pool is transferred to E-cadherins that were
already present at the plasma membrane. Furthermore,
the B-catenin released from E-cadherin may participate
in new exchange cycles [47]. Thus, since during the
tumes of Go6976-treatment used in our present study
(0-48 h), E-cadherin expression is continuing to in-
crease (Fig. 2), so new E-cadherin molecules are still
being synthesized and transported to the plasma mem-
brane, the diffuse B-catenin staining may be explained
by these B-catenin-E-cadherin exchange cycles [47]. In
agreement with this hypothesis, in Go06976-treated
cells, f-catenin staining, which completely disappeared
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from the nucleus, s mostly accumulated at the newly
formed intercellubar junctions while less f-catenin staining
i obgerved at the free borders of the plisma membsane
or in the cytoplism, consistent with E-cadherin staining
(Fag. 3¢}, This translocation of the f-catenin from the nu-
clews to the plasma membrane favors s tumaor suppressor
role of insuring the stability of E-cadberin-mediated inter-
cellular interactions to s oneogenic role of franseription
factor [32, 33], as further supported by the inhibiton of
the expression of its target cyclin D1 after GoaY76 (real-
ment. These observations also suggest that the Gos%7e-
induced E-cadherin molecules are functional. In addition
o these molecular changes, GoeS76 treatment resulted in
decreased anchorage-independent growth and metility of
metastatie melanoma cells, confirming the reversion of
the metastatic phenotype. In contrast to the metastatic
melanoma cells (M2 and MET2 cell lines), GH6576 inhibi-
o id ot significantly affect the expression of E- or M-
cadhering or the anchorage-independent growth in the
primary melanoma cell lise (15) (Additional fle 2). Thuos,
the effects of this inhibdtor seein ta be specific to advanced
metastatic melanoma suggesting that the reversion of the
mesenchymal features by G876 requires late event(s) in
the melanoma progression. Since a strong increase in the
expression of the G697 e-target « PEKD1 » is observed in
M2 metastatic cells in comparion o their corresponding
primary turmor cells (15), overexpression of this serne
threonine kinase could be one of these events.

In contrast o Gaad76, the PKC inhibitor G983 did
nol affect any of the E-/M-cadhenn expression, inter-
cellular interactions, f-catenin subcellular localization
or ancherage-independent geowth in metastatic melan-
oma cells. Although G983 could significantly inhibit
the chemaotactic (FBS attraction in transwell) migeation
of these cells but not their horzontal (wound healing)
migration, its effect was much lower than the effect of
Gided78. These resulis suggest that suppression of spe-
cific PEC isoforms ishibited by Gasdle bul noet by
Gisbdd3 would be invaelved in the reversion of the E- to
Mecadherin switch and metastatic phenotyvpe n melan-
oma. Very few studies have attempied o exarmine the
tnvolverment of FECs in EMT, E/N-cadherin expression
regulation and/er cell-cell jusctions. To our knowledge,
these studies were based on the treatment of the cells
with either PEC activator, phorbal ester [28, 49], or
PEC inhibitor Gaa976 [29, 50] but not on divect analysis
of the role of specific PEC isoforms. In fact, phobol ester
iz beein shown to induce N-cadberin expression in ostes-
blasts [28] and EMT in prostate cancer [49]. On the ather
hand, Gaad76 has been shown o promote formation of
cell junctions and inhibit vasion of veinaey bladder car-
cinoma celle [29], suppres 5352 FGFR-2 mutation-
induced M-cadherin expression in human ostecblasts [50]
and inhibit EMT in penal mibular epithelial cells [51].
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These studies support owr present data and indicate that
pharbol ester and Gae976 targets, Le. PRCs, can be in-
volved in the E- to M-cadberin switch; however, no spe-
cific Boforms could be determined as key players in this
process, A recently published study by Jain and Basu 2014
shiows, by overexpression or sifNA technbques, that PECe
promotes EMT in breast cancer [52]. Howsever, this
moform can't be involved in the reversion of the E- to M-
cadherin switch observed in our present study becawse
neither G976 nor GA6983 s a potent mhibitor of PECe,
which implies that, in melanoma cells, other PEC Bo-
formds) regulate the cadherin switch.

Grven the differential effect of the PEC inhibitors
Gaadre and Gao983, our present data suggest thal spe-
cific issenzyrme(s) argeted by Ga6976 bul not by GHa9E3
would be bmvelved in the reversion of the E- to N-
cadherin switch and metastatic phenotype in melanorma.

In viro kinase assays using recombinant full-length
PEC Boenzymes o, By, 6, & Cand p (Le. PEDL) show that
Giia7e selectively inhibits PRCo (IG5, = 2.3 nM), PECR
(150 =62 nb) and PECH (1m0 =20 abd). However, it
does nod affect the kinase activity of the PECy, &, e, and {-
Bozymes even at phd levele [27] On the other hand,
Gia9E3 eficsently inhibits several PEC isozymes ([T =7
i for PECa and PECE: & nd for PECy 10 aM for PRCE
and 60 nbd for PECD) but is extremely inefficent in sup-
pressing PROY kinase activity in vites [[C5, = 20 phd) [26].
Despite the highly conserved catalytic vegion of the
PRC isoforms, these kinases are differentially targeted
by Gae97a and Gaa983 ATP-competitive inhibitors.
That can be due to vaciability in their regulatory region
that might affect the binding of the inhibitor to the kin-
ase domain [53]. Furthermore, although the chemical
structures of Gobd%76 and GHBYES are very close, the
central aromatic ring is opened in G983 but intact in
GiandTe, which accounts for the different substrate
specificities of these inhibitars [26]. In contrast to the
ather PEC isoforms that are not inhibited by Gisad7a,
conventional PECs (FECa and PECE) and PECp share
tandem repetition of C1 motifs (forming the DAGY
PMA-binding domain) that is located at a comparable
distance towards the catalytic domain [23], which could
be important for the binding of Gaed7e. On the other
hand, PRCu significantly differs in some structural fea-
tures from the other PRC isoforms incleding PECa and
PECE [23]. In fact, PECy is larger than the other PECs
with 2 sequence of 912 aming acids. [t contains a
hydrophobic domain i the M-terminal region and a
plecksirin homology domain that are absent in the
other PKC isoforms. This additional sequence may be
responsible for the filure of GHAOEY o mhibit PECE
probably by preveating its binding to the ATP-binding
site. Furthermore, the specificity of action of these in-
hibitors can be independent of the regulatory domain
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of the PECs but differences in small sequences or single
amino acids in thelr catalytic domaing can affect the al-
firaty of the inhibitors o the ATP-binding site. How-
ever, strectural/ molecular biology studies are required
determine the exact reason for the differences in
pharmacological action of these inhibitors.

Whatever the mechaniem, since GH6976 5 a selective
inhibitor of PEKCo, PR and PECp and Gaa9s3 a select-
ve inhibitor of PECa and PECE but not PECy [26, 27,
we hypothesized that the specific inhibithon of FECp,
which i also known as PEDN, would be responsible for
the Gied7a-induced M- o E-cadherin switch and tumor
reversion in metastatic melanoma cells. Although this
serine/threonine kinase is a major cellular target for the
twmaor-promoding  phorbel  esters and  growth  Gactors
which rapidly induce its activity [25, 54], PEKD1 has a com-
plex relationship with pespect to cancer developiment. In
fact, depending on the teae type, PEDI exerts different
functions and effects [55]. To date, the role of PKDI in
melanoona initation and progression is not vet explored,
excepl for the unigue data by Kemphes et all 2012 show-
ing that PKD1 knockdown inhibits proliferation  and
migration-related processes such as flopodia formation
and ovf3 integrin recvcling in WM melanoma cell line
[56]. These data support our hypothesis. To study more
specifically and deeply the involvement of PEDL in melan-
oma progression, we ficstly analyzed the expression pat-
tern of this kinase in different melanoma cell lines, FKD1
was expressed in 4 out of the 5 melanoma cell lines tested
and this expression strongly coreelated with E-cadherin
negative/N-cadherin positive phenotvpe and metastatic
pedential (anchorage-independent growth and migration).
FED1 knockdown in M4TI metasiatic melanoma cells
significantly induced down-regulation of MN-cadherin and
up-regulation of E-cadherin (Additional file 4), supporting
the role of PEDM in E-cadhern to N-cadherin switch,
Several studies suggest a role of KDL in gene expression
regulation either by direct interaction and phosphoryl-
ation of teanseription factors [57, 58] of by phosphoryl-
ation and nuclear  exclusion of histone  deacetylases
(HRACE) [59). Some of the transeription fectors that can
be vegulated by PED1 are kiown to modulate the ex-
pression of E-cadherin or N-cadherin even il no divect
correlation  between PEKD and these cadhering has
been established. In fact, a study by Ewseler et al. 2012
has shown that PEKD1 efficiently interacts in nuclei with
Snaill, the main tanscrption factor that suppresses E-
cadherin expression during EMT in most epithelial
cancers including melanoma (80, &1]. FED1 phosphory-
lates Snaill at Ser-11 which recruits HDAC-1 and -2 ag
well as LOXLE, a transcriptional co-activator which is
also upregulated by PEDL. This newly formed complex
enhances Smail activity and induces proliferation and
anchorage-independent growth [57]. Althouwgh, in this
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study, authors did not test whether this PR -mediated
regulation of snailll activity might affect E-cadherin/M-
cadherin expression, another study by Pednado et al. 2004
shivws that snail medates E-cadberin vepression by the re-
cruitiment of HDACL/2. Thus, it is very likely that PEKD1L
might inhibit E-cadherin expresion wsing this mechan-
Em. On the other hand, PKDI can induce the activation
of MFxE [62], a transcription factor that can disectly bind
to M-cadberin promoter and activate its expressbon [B3].
Interestingly, M-cadherin can also be divectly regulated by
E-cadherin. In fact, loss of E-cadherin induces WFxB activ-
ity and consequent M-cadherin expression in melanoma
cells. Thus, regulation of E-cadherin expression by PEKDL
could be enough o induce E- to N-cadherin switch,
Although a bunch of evidence suggest a role of PKD in
the regulation of transcrption Betors that are regulators
of E- ar M-cadherin expression, these hypotheses need to
be tested to determine the exact mechanism by which
PED1 regulates E- o M-cadherin switch.

In the second metastatic melanoma cell line tested
(ie. M2y although the stable knockdown of PR by
spectfic shENAS induced the expression of E-cadherin,
these shPED1-induced E-cadherin molecules  could
only be detected as cleaved form in the colony spheres
of cells cultured in semi-solid medium or ag secreted
moleciles in the conditioned medium of the adherent
cells. Furthermore, the shPED-induced E-cadberin mole-
cules did mot allow the formation of cell-cell junctions in
M2 melanoma cellss on the contrary, the celk transduced
by shPKD maintained their elongated mesenchymal and
imolated shape. Furthermore, although PKD1 knockdown
induced a shight decrease in the horizontal migration
(wound healing) potential of metastatic melanoma cells,
the inhibition was very low b comparison of the effect of
the Gisd76 inhibitor. These data suggest that the E-
crdherin molecules induced by PEIM knockdown are not
functional, which is not swrprising since these molecules
wete obdervid in a truncated forin. This observation could
be explained by the strong expression, by M2 melanoma
cells, of metalloproteinazes (MMP2) such as MMPL
MAnAP, MMPL2 and MMPL3 [64—67] that may clewve the
newly synthesized E-cadherin molecules [63]. Noteworthy,
PECs, in partbeular PECax, have been shown o induce
MMP expression andfor activity [69-71]. Thus, the res-
toration of full keagth and functional E-cadherin mode-
cules by Gaa976 could be the consequence of the dual
hibitbon of PED (which induces E-cadherin expression)
and PECo (which may inhibit expression and/or activ-
ity of MMPs, thus preventing the cleavage of the newly
synthesized E-cadherin). The mechanism by which E-
cadherin cleavage is mediated in M2 cells might be
absent or negatively regulated in M4T2 cells where full-
length E-cadherin could be detected afier PED1 knock-
down (Additional file 4). Thus, protease profiling and
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PEC isoform combination silencing experiments would
allow the verification of these hypotheses.

Finally, despite its Gilure to induce the expression of
functional E-cadherin, PED1 knockdown alone strangly
alered anchorage-independent growth and migeation of
metastatic melanoma cells, probably by regulating sig-
naling pathways such as extracellular signal-regulated
kinase [ERK), c-jun M-terminal kinase ([NE) and nuclear
factor-kappa B (WNFeB), as previously  described in
hormone-positive breast cancer [72, 73] and pancreatic
cancer [74, 75].

Conclusions

The «PEC/FECH inhibitor Ga6976 reverses the E- to M-
cadherin switch and a5 a consequence induces profound
marphological, molecular and cellular changes that re-
werl the mesenchyimal phenotype and metastatic poten-
tial of aggressive melanoma cells. On the other hand, the
cPRC inhibitor Ga6983 doesn’t show any significant ef-
fect i this cadherin awitch. The comparison of the tae-
get spectrum of these two PRC inhibitors indicates that
these observations are not the consequence of the inhib-
ition of ¢PKCs, but identifies a novel serine/threonine
kinase, Le. PKCH Boform (also known as PED), whode
specific inhibition by shENAs induces E-cadherin ex-
pression and reverses the metastatic phenotype in all
metastatic melanoma cell lines tested. Moteworthy, in
one of these cell lines, specific inhibition of PED1 alone
tnduces the expression of E-cadberin molecules which
are found to be cleaved, probably due to the effect of
proteases secreted by these cells. However, the PKD1/
cPRC inhibitor GOS8 induces the expression of full
length E-cadhern in this same cell line. Thus, in some
melanoma cells, depending on their protease expression
profile, a combinatory inhibition of PED1 and cPEC
might be considered for a move effective reversion of the
E- 1o M-cadherin switch.

Despite the recent advanos in metastatic melanoma
treatments including molecular targeted and immune thee-
apes, many patients develop resistance of do not pespond
to these therapeutic approaches. Since the E- to M-
cadherin switch plavs a crtical pode in the response to these
therapies and in melanoma progression and based on our
data from the present stsdy, we propose the mhibation of
PED1 as a novel attractive approach for the treatiment of
metastatic melanoma that should be further tested in pre-
clinscal smudies either alone o in combination with other
therapies depending of the disease context.
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Additional file 1: Correlation between N-/E-cadherin expression and mesenchymal features In primary (T1 and I15) and
metastatic {(G1, M2 and M4T2) melanoma cells. The relationship between N-cadherin (A) or E-cadherin (B) expression and
mesenchymal features in melanoma cells was estimated using Pearson's correlation analysis applied on the data from
western blot, MTT, methyicellulose and wound healing assays that are presented in Figs. 1, 6 and 7a. In panel B, the last
cofumn of the table represents the same correlation study but excluding I5 cell line from the analysis. The results highlight
the strong and significant negative correlation between E-cadherin expression and mesenchymal features in most
melanoma models and the existence of some models (such as I5) in which E-cadherin loss might not be enough to induce
mesenchymal features and might require additional events in tumor development, (PPTX 64 kb)

Additional file 2: Effect of G06976 on the expression of E- and N-cadherins and the anchorage-independent growth in 15
primary melanoma cell line. A, 15 primary mefanoma cells were seeded in 6-well plates at the density of 50,000 cells per
well. After three days of culture, cells were treated with 1 pM G&6976, 1 uM GH6S83 or DMSO for 24 h. Cells were then lysed
and proteins analyzed by western blot using anti-E-cadherin, anti-N-cadherin or anti-actin antibodies. T1 melanoma celis
were used as positive control for E-cadherin expression, B. 15 primary melanoma cells were seeded in methyicellulose (1000
cells per plate) containing 1 uM Go6976 or 1 pM G66983, The colonies were counted after 18 days of culture. (PPTX 135 kb)

Additional file 3: Correlation between PKD1 expression and mesenchymal features in primary (T1 and 15) and metastatic
(G1, M2 and MA4T2) melanoma cells. The relationship between PKD1 expression and mesenchymal features in melanoma
cells was estimated using Pearson's correlation analysis applied on the data from western blot, MTT, methylcellulose and
wound healing assays that are presented in Figs. 1, 6 and 7a, (PPTX 51 kb)

Additional file 4: PKD1 knockdown Induces the expression of E-cadherin and Inhibits the expression of N-cadherin in MAT2
metastatic melanoma cells. M4T2 cells were transfected or not with either specific PKD1-targeting (siPKD1) or control
non-targeting (siControl) sIRNAs according to the manufacturer protocol (Santa Cruz Blotechnology, 5¢-36245 and $¢-37007,
respectively), Three days after transfection, these cells were analyzed by western blot for PKD1, E-cadherin, N-cadherin and
actin expression. (PPTX 102 kb)
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Additional file 1

A

Correlation between MN-cadherin expression and mesenchymal

features in M2, M4T2, G1, T1 and |15 melanoma cell lines

Clonogenicity
Pearson correlation coefficient

o
Migration (Closure % at 24 hours)

Pearson correlation coefficient

p
Proliferation (MTT OD570 at day 6)

Pearson correlation coefficient

p

0.938
0.009

0.878
0.025

0.768
0.05

Correlation between E-cadherin expression and mesenchymal

features in M2, M4T2, G1, T1 including or not IS melanoma cell lines

Including 15 | Excluding 15
Clonogenicity
Pearson correlation coefficient -0.697 -0.906
[« 0.096 0.047
Migration (Closure % after 24 hours)
Pearson correlation coefficient -0.622 -0.992
P 0.131 0.004
Proliferation (MTT OD570 at day 6)
Pearson correlation coefficient -0.45 -0.846
[ 0.22 0.047
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Additional file 3

Correlation between PKD1 expression and mesenchymal features In

M2, M4T2, G1, T1 and 15 melanoma cell lines

Clonogenicity

Pearson correlation coefficient

P

Migration (Closure % at 24 hours)
Pearson correlation coefficient

P

Proliferation (MTT ODS570 at day 6)
Pearson correlation coefficient

p

0.973
0.003

0.772
0.063

0.805
0.05
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Article 2. PKD1 is a potential biomarker and therapeutic target in
triple negative breast cancer

Caroline Spasojevic, Elisabetta Marangoni, Sophie Vacher, Franck Assayag, Didier
Meseure, Sophie Chateau-Joubert, Martine Humbert, Manale Karam, Jean Marc
Ricort, Christian Auclair, Marie Regairaz et Ivan Biéche

Article soumis, Septembre 2017

Le cancer du sein est un cancer trés hétérogéne et comme nous avons pu le
voir dans l'introduction de ce manuscrit il y a une nécessité d’identifier de nouvelles
cibles thérapeutiques.

Dans ce but, notre équipe s’est intéressée a I'implication de la protéine kinase
D1 dans le cancer du sein. Nous avons précédemment montré que PKD1 pouvait
jouer un role pro-tumoral dans le cancer du sein. En effet, la sur-expression de PKD1
au sein de cellules exprimant le récepteur aux cestrogénes et donc dépendante en
cestrogénes permettait de lever cette dépendance pour la survie et la prolifération
cellulaire (Karam et al., 2012). Plus récemment, notre équipe a également montré
gue PKD1 pouvait réguler la dépendance aux cestrogénes par la modulation de
’expression du récepteur des cestrogénes (Karam et al., 2014). Dans cette méme
étude, notre équipe a aussi montré que le niveau d’expression de PKD1 en ARNm
était associé a une moins bonne survie sans développement de métastases parmi
les tumeurs de sein ERa+ résistants aux traitements anti-hormonaux. Les tumeurs
de seins ERa+ résistants aux traitements anti-hormonaux peuvent étre associées a
des tumeurs de seins ERa- car elles ne sont pas dépendantes de la signalisation des

cestrogenes.

Au vu de ces résultats, I'objectif de cette seconde étude a été d’étudier la
valeur pronostique de PKD1 dans les différentes sous-populations de cancer du sein
et de vérifier si PKD1 pouvait étre une cible thérapeutique pertinente.

Dans ce but, nous avons analysé I'expression en ARNm de PRKD1 (gene codant

pour la protéine PKD1) au sein d’une cohorte de 527 tumeurs du sein de patientes
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de l'Institut Curie dont les données pathologiques, biologiques et cliniques étaient
connues. Les résultats ont montré que PRKD1 était un facteur indépendant de
mauvais pronostic au sein de la population totale de cancer du sein et plus
précisément au sein du sous types de cancer du sein triple négatif. Nous avons
€galement analysé I'impact d’'une inhibition pharmacologique ou d’une inhibition de
I'expression de PKD1 par des siRNA in vitro sur la formation de colonies dans une
lignée cellulaire de cancer du sein triple négatif. Nous avons, dans un premier temps,
sélectionné le meilleur modéle de lignée mammaire pour cette étude. Nous avons
ainsi analysé 'expression de PKD1 au sein d’'un large panel de 21 lignées cellulaires
de cancer du sein triple négatif. En parallele de cela, nous avons également, en
collaboration avec la société AB Science, testé un large panel d’inhibiteurs
spécifiques de PKD1. Pour cela, nous avons recu 41 inhibiteurs pharmacologiques
de PKD1 sélectionnés par la société AB Science comme ayant la plus faible IC50 in
vitro sur leur capacité a inhiber l'activité de la kinase purifiée. Puis nous avons
ensuite sélectionné les deux inhibiteurs ayant une faible IC50 (concentration
inhibitrice médiane) sur leur capacité a inhiber la croissance indépendante de
'ancrage des cellules MCF-7 sur-exprimant PKD1 in vitro et ayant une bonne
biodisponibilité in vivo. A la suite de cela, nous avons étudié I'impact d’'une inhibition
pharmacologique de PKD1 sur la croissance tumorale in vivo au sein de xénogreffes
de cancer du sein triple négatif dérivées de patients (PDX). Pour cela, nous avons
préalablement choisi le meilleur modele de PDX de cancer du sein triple négatif pour
son expression de PKD1 parmi un large panel de PDXs disponible au sein du LIP
(Laboratoire d’Investigation Préclinique) de I'Institut Curie.

Les résultats d’expression de PKD1 sur un large panel de lignées cellulaires
de cancer du sein triple négatif nous ont permis d’identifier la lignée MDA-MB-436
comme modéle ayant une bonne expression de PKD1. Afin de réaliser I'inhibition de
PKD1, nous avons testé en collaboration avec AB Science, des inhibiteurs
spécifiques de PKD1 et nous avons sélectionné les molécules AB9275 et AB9539
comme meilleurs inhibiteurs pharmacologiques de PKD1. L’inhibition de PKD1 dans
la lignée cellulaire MDA-MB-436 par les deux inhibiteurs pharmacologiques de PKD1
(AB9275 et AB9539) ou par l'inhibition de son expression via des siRNA a réduit la
capacité des cellules a former des colonies.

L’analyse de I'expression de PKD1 dans un large panel de PDXs de cancer du
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sein triple négatif, nous a permis de sélectionner un modele ayant une expression de
PKD1 positive : le modéle HBCx-60. Le traitement de ce modéle par un inhibiteur
pharmacologique de PKD1 (AB9275) a permis de diminuer significativement la
croissance tumorale in vivo.

Au travers de ces résultats, cette étude a montré que PKD1 est un facteur de
mauvais pronostic dans la population de cancer du sein triple négatif et qu’elle est

une cible thérapeutique pertinente pour ce sous type de tumeurs du sein.
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PKD1 is a potential biomarker and therapeutic target in triple-negative breast
cancer
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Abstract:

Protein Kinase D1 (PKD1) is a serine/threonine kinase encoded by the PRKD1 gene.
PKD1 has been previously shown to be a prognostic factor in ERa+ tamoxifen-
resistant breast tumors and PKD1 overexpression confers estrogen independence to
ERa+ MCF7 cells. In the present study, our goal was to determine whether PKD1 is a
prognostic factor and/or a relevant therapeutic target in breast cancer. We analyzed
PRKD1 mRNA levels in 527 primary breast tumors. We found that high PRKD1
MRNA levels were significantly and independently associated with a low metastasis-
free survival in the whole breast cancer population and in the triple-negative breast
cancer (TNBC) subtype specifically. We identified novel PKD1 inhibitors and
assessed their antitumor activity in vitro in TNBC cell lines and in vivo in a TNBC
patient-derived xenograft (PDX) model. Pharmacological inhibition and siRNA-
mediated depletion of PKD1 reduced colony formation in MDA-MB-436 TNBC cells.
PKD1 inhibition also reduced tumor growth in vivo in a TNBC PDX model. Together,
these results establish PKD1 as a poor prognostic factor and a potential therapeutic
target in TNBC.
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1. Introduction

Breast cancer is currently the first cause of death from cancer in women, and the
second most common cancer overall, with 1.7 million new cases and 521,900 deaths
each year according to the most recent worldwide study (Ferlay et al., 2015). Breast
cancer prognosis is variable, depending mostly on tumor stage at diagnosis and on
the molecular features of the tumor. Breast tumors can be divided into different
molecular subtypes : i) the Luminal A and B subtypes, expressing high levels of
estrogen and/or progesterone receptors, ii) the HER2+ subtype, overexpressing the
human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) protein and iii) the triple negative
breast cancers (TNBC) expressing none of the hormone receptors and showing no
HER?2 amplification and/or overexpression (Foulkes et al., 2010; Perou et al., 2000).
TNBC and HER2+ cancers are the most aggressive tumors with the highest
metastatic potential. The poor prognosis of TNBC also results from the lack of
treatment options for these patients, who cannot benefit from either hormone or
HERZ2-targeted therapies (Higgins and Baselga, 2011). Although hormone-sensitive
tumors can be treated with endocrine drugs, resistance is observed in about 40% of
advanced stage cases (Calaf et al., 2015). Thus, it remains very important to identify
new targets and associated biomarkers for breast cancer therapy.

We have previously shown that the Protein kinase D1 (PKD1) can promote both
proliferation and estrogen independence in breast cancer cells (Karam et al., 2012,
2014). PKD1 is a serine/threonine kinase encoded by the PRKD1 gene (Rozengurt et
al., 2005). PKD1 belongs to the PKD family (together with PKD2 and PKD3) within
the CAMK (calcium/calmodulin-dependent kinase) superfamily. It is an atypical
protein kinase C (PKC) activated by growth factors, mitogenic neuropeptides, as well
as oxidative stress (Steinberg, 2012b). PKD1 regulates a variety of biological
processes such as cell proliferation, survival, motility, organization of the Golgi
apparatus and membrane trafficking (Merzoug-Larabi et al., 2017; Rozengurt, 2011).
Hotspot activating mutations of PRKD1 have recently been identified in
polymorphous low-grade adenocarcinomas of salivary glands and likely constitute
oncogenic drivers in these tumors (Weinreb et al., 2014). In breast cancer, a study
from Kim and coll. showed that PKD1 can induce chemoresistance in cells (Kim et
al., 2016a). In addition, we have previously demonstrated that PKD1 can confer

resistance to antiestrogen therapy in ERa+ breast cancer cells (Karam et al., 2014).
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Thus, PKD1 is likely to be a relevant therapeutic target in breast cancer.

The objective of the present study was to determine whether PKD1 can be a
prognostic factor and/or a therapeutic target in breast cancer. Because PKD3 has
also been identified as a potential molecular target in breast cancer (Borges et al.,
2015), we extended our study to the two other members of the PKD family. Thus, we
first analyzed PKD1, PKD2 and PKD3 expressions in a large series of primary breast
tumors. After identifying PKD1 as an independent prognostic factor in TNBC, we
assessed the antitumor activity of PKD1 pharmacological inhibition in TNBC cell lines
and patient-derived xenografts (PDXSs).

2. Results

2.1. PRKD1 expression is a prognostic factor in total and TN breast cancer

To determine whether the expression of PKD family members is associated with
prognosis in breast cancer, we first analyzed PRKD1, PRKD2 and PRKD3 mRNA
levels by quantitative RT-PCR in a large series of 527 primary breast tumors with
known clinical/pathological status and long-term outcome. The cohort was composed
of 102 HR-/ERBB2- (TNBC), 72 HR-/ERBB2*, 295 HR+/ERBB2- and 58
HR+/ERBB2+ cases. Clinical, pathological and biological characteristics of the entire
cohort are described in table 1. In this cohort, a high histological grade, high
macroscopic tumor size, lymph node status >3 and negative progesterone receptor
status were significantly associated with a lower metastasis-free survival (MFS) (table
1).

PRKD1, PRKD2 and PRKD3 mRNA expressions were detected in 11%, 52% and
25% of cases, respectively. Importantly, we were able to detect PKD1 protein
expression by immunohistochemistry in five tumors expressing high PRKD1 mRNA
levels. Conversely, no PKD1 protein expression was observed in five samples
showing low PRKD1 mRNA levels (Figure 1A).

To assess the prognostic value of PRKD1, PRKD2 and PRKDS3 expressions, median
expression levels were used as cutoff values to stratify patient samples intro groups
of low expression and high expression. Outcome and clinical/biological parameters
were then compared between low and high expression groups. Interestingly, only
high PRKD1 expression was associated with a lower metastasis-free survival
independently of the BC subtype (p=0.0083; Figure 1B), whereas PRKD2 or PRKD3
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expressions did not significantly correlate with prognosis (Supplemental figure 1).
High PRKD1 mRNA levels were also significantly associated with a low SBR
histological grade, ER- status and ERBB2+ status in the entire cohort (Supplemental
table 1).

We next assessed the prognostic value of PRKD1 expression in the different BC
subtypes (TNBC, HR-/ERBB2+, HR+/ERBB2- and HR+/ERBB2+) and found that
high PRKD1 mRNA levels were associated with a lower MFS in TNBC (p=0.010;
Figure 1C) but not in HR-/ERBB2+, HR+/ERBB2- or HR+/ERBB2+ tumors
(Supplemental figure 1). High PRKD1 mRNA levels did not correlate with clinical,
pathological or biological parameters in TNBC (Supplemental Table 2).

To determine whether PRKD1 could be an independent prognostic factor, we next
performed a multivariate analysis in both the entire BC population and the TNBC
subgroup. We tested the influence of PRKD1 mRNA levels on MFS, together with the
histological grade, lymph-node status, macroscopic tumor size, and progesterone
receptor status (table 1). We found that lymph node invasion (p=0.0000009), high
macroscopic tumor size (p=0.002), high histological grade (p=0.03) and high PRKD1
expression (p=0.003) were significantly associated with a poorer prognosis in the
whole breast cancer population (Table 2A). Most interestingly, high PRKD1
expression was the only factor predicting MFS in TNBC (p=0.008) (Table 2B).
Together, these results show that PRKD1, PRKD2 and PRKD3 are expressed in
breast cancer and that PRKD1 mRNA expression is an independent prognostic factor
in the entire BC population and in the TNBC subpopulation. The poorer prognosis of
TNBC expressing high PRKD1 levels suggests that PKD1 plays a role in the biology

of TN breast tumors and could represent a therapeutic target for their treatment.

2.2. Effect of PKD1 inhibition in TNBC cells

To determine whether PKD1 could be a relevant therapeutic target in TNBC, we next
assessed the effect of PKD1 inactivation in cellular assays.

Since no selective PKD1 pharmacological inhibitor has been reported to date, we first
screened a large panel of compounds to identify those capable of inhibiting PKD1
kinase activity in a biochemical assay. Forty-one molecules were found to inhibit
PKD1 activity in vitro with an IC50 lower than 480 nM (range 9 — 480 nM).

In a previous work, we have shown that PKD1 overexpression confers estrogen
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independence in MCF7 breast cancer cells (Karam et al., 2012). Interestingly, MCF7
parental cells are not able to grow on a semi-solid medium in the absence of
estrogens whereas MCF7-PKD1 cells form colonies under the same conditions
(Karam et al.,, 2012). Thus, the effect of the 41 potential PKD1 inhibitors was
assessed in MCF7-PKD1 cells grown on methylcellulose in the absence of
estrogens. The majority of molecules (33 out of 41) were able to inhibit estrogen-
independent clonogenicity of MCF7-PKD1 cells with an IC50 below 5 pM
(supplemental Table 3). Two compounds were selected for further experiments:
AB9539, which showed the lowest IC50 (0.23 uM) and AB9275 which demonstrated
a higher IC50 (1.27 uM) but possesses a good bioavailability (about 20%).

To evaluate the effect of PKD1 pharmacological inhibition in TNBC cells, PRKD1
transcript levels were first analyzed by quantitative RT-PCR in a series of 21 TNBC
cell lines. We found that PRKD1 was expressed at the mRNA level in about half of
the TNBC cell lines (Figure 2A). PKD1 protein expression was then analyzed by
western blot in three cell lines showing PRKD1 mRNA expression (MDA-MB-436,
CAMA-1, HCC-38) and in three cell lines in which PRKD1 transcript was not detected
(MDA-MB-231, MDA-MB-468, HCC-1937). PKD1 protein expression was observed
only in MDA-MB-436 cells (Figure 2B), which also expressed high levels of PRKD1
MRNA. Thus, this cell line was selected to further study the effect of PKD1 inhibition.
MDA-MB-436 cells were treated with different concentrations of the AB9539 or
AB9275 compounds and colonies were counted after two weeks. Interestingly, both
molecules were able to reduce colony formation, with an 1IC50 of 2.0 uM and 4.1 uM
for AB9539 and AB9275, respectively (Figure 2C). Importantly, PKD1 silencing also
resulted in a marked inhibition of clonogenicity in MDA-MB-436 cells (Figure 2D).

In conclusion, we identified two novel PKD1 inhibitors and demonstrated that both
pharmacological inhibition and siRNA-mediated depletion of PKD1 reduces the ability
of PKD1-expressing TNBC cells to form colonies.

2.3. Antitumor activity of the AB9275 PKD1 inhibitor in vivo

To examine whether pharmacological inhibition of PKD1 could inhibit tumor growth in
vivo, we decided to evaluate the antitumor activity of the AB9275 molecule in a TNBC
patient-derived xenograft (PDX) model. AB9275 was preferred over AB9539 because
of its better bioavailabilty (20% versus less than 5%).

In order to select a relevant in vivo model, PKD1 expression was analyzed in a panel
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of 41 TNBC PDXs. PRKD1 mRNA expression was detected by quantitative RT-PCR
in about half of the PDXs (Figure 3A). PKD1 protein expression was confirmed by
western blot and immunohistochemistry in three PDXs showing PRKD1 mRNA
expression (BC385, HBCx-60 and HBCx-4B) (Figure 3A-C). Conversely, PKD1
protein expression was low in the HBCx-12A model (expressing low PRKD1 mRNA
levels) (Figure 3A-C). The HBCx-60 PDX model, which expresses high levels of both
PRKD1 mRNA and PKD1 protein (Figure 3A-C), was selected for in vivo evaluation
of AB9275 activity.

Athymic mice bearing HBCx-60 xenografts were randomized into control and
treatment groups and received either vehicle or AB9275 at 30 mg/kg, once daily
during 22 days. The drug was well tolerated since body weight remained stable
among treated animals and no toxic death was observed. Importantly, treatment with
AB9275 was potent against the HBCx-60 model with a tumor growth inhibition (TGI)
of 49% at the end of the treatment (p<0.05; Figure 3D).

These data demonstrate that pharmacological inhibition of PKD1 is able to inhibit

tumor growth in a PKD1-expressing TNBC model in vivo.

3. Discussion

We previously reported that overexpression of PKD1 confers estrogen independence
to ER+ breast cancer cells and is associated with a poorer prognosis in ER+
tamoxifen-treated breast tumors (Karam et al., 2014). This prompted us to determine
whether PKD1 could be a potential prognostic factor and/or a therapeutic target in
breast cancer. We showed that among the three members of the PKD family, only
PKD1 is an independent prognostic factor in our entire breast cancer cohort. Indeed,
PRKD2 and PRKD3 expression levels had no influence on MFS in the same series of
tumors. It has been previously shown that PKD1 is down-regulated in breast cancer
as compared to normal breast tissue (Borges et al., 2013; Eiseler et al., 2009).
However, the association between PKD1 expression and outcome has never been
examined. In our cohort, we did observe that PKD1 is down-regulated in primary
breast tumors as compared to normal breast tissue (data not shown) and we also
showed that high PRKD1 mRNA levels are predictive of a poorer prognosis in both
the entire cohort and the TNBC subgroup. Borges et al. reported that high PRKD3

expression is a poor prognostic factor in ER- breast tumors (Borges et al., 2015).
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However, we were not able to reach the same conclusions in our series of tumors
(Supplemental table 1).

The biological role of PKD1 in breast cancer is still unclear but we have previously
demonstrated that it can drive estrogen independence in ER+ BC cells (Karam et al.,
2014). Most interestingly, high PRKD1 expression is a poor prognostic factor in ER+
tamoxifen-treated breast tumors, suggesting that PKD1 participates to endocrine
therapy resistance in the clinics (Karam et al., 2014). In the present study, we found
that PRKD1 expression is associated with a poor prognosis specifically in TNBC, i.e.
in another hormone-independent BC subtype. Together, these data indicate that
PKD1 is likely to play a specific role in estrogen-independent breast tumors.

Several potential PKD1 inhibitors have been reported in the literature. They were
shown to inhibit PKD1 in vitro with IC50s comprised between 1 and 200 nM but none
of them is specific for PKD1 (Arun et al., 2010; Bravo-Altamirano et al., 2011; Evans
et al., 2010; Harikumar et al., 2010; Haworth and Avkiran, 2001; Lavalle et al., 2010;
Sharlow et al., 2008; Tandon et al.,, 2015). Indeed, the CID755673, CRT5 and
CRT0066101 compounds similarly inhibit PKD1 and PKD3 while the G66976
molecule (which has been used extensively to inhibit PKD1) also inhibits PKCa and
PKCPB (Supplemental figure 2). Moreover, a major limitation of these inhibitors is that
very few can be used in vivo. Thus, we identified for the first time a specific PKD1
inhibitor which can be administered in vivo. Indeed, the AB9275 molecule did not
inhibit PKD3, PKCa and/or PKCB in vitro at concentrations inhibiting PKD1
(supplemental Figure 2A). The molecule also showed a good selectivity profile in a
competition assay against a broad panel of kinases (supplemental Figure 2B). In
addition, AB9275 showed no toxicity in mice at the dose of 30 mg/kg/day and
demonstrated a good bioavailabity (about 20%).

Pharmacological inhibition or siRNA-mediated depletion of PKD1 has previously
shown cytotoxicity in melanoma, breast cancer, prostate cancer and pancreatic
cancer cells (Harikumar et al., 2010; Kempkes et al., 2012; Kim et al., 2016a; Lavalle
et al.,, 2010; Merzoug-Larabi et al., 2017). The CRT0066101 compound was also
able to inhibit tumor growth of MCF7 chemoresistant xenografts in vivo (Kim et al.,
2016a). In the present study, we show that TNBC cells are also sensitive to PKD1
inhibition or PKD1 knockdown. In addition, we demonstrate that PKD1 inhibition

reduces tumor growth in vivo in a TNBC PDX model. Together, these results
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suggest that PKD1 could be a relevant therapeutic target in TNBC.

Interestingly, the AB9275 PKD1 inhibitor demonstrated antitumor activity in vivo in
spite of its moderate ability to inhibit clonogenicity of MFC7-PKD1 and MDA-MB-436
cells (IC50 of 1.3 and 4.1 uM, respectively). Conversely, the AB9539 molecule was
more potent in cellular assays (IC50 of 0.2 and 2.0 against MCF7-PKD1 and MDA-
MB-436 cells, respectively) but could not be evaluated in vivo because of its low
bioavailability. Improving the pharmacokinetic and pharmacodynamic properties of
our current inhibitors should thus generate much more potent molecules, which could
be developed for the treatment of TNBC, as well as other malignancies.

In conclusion, we showed for the first time that PKD1 is an independent prognostic
factor and a promising therapeutic target in TNBC. The development of potent PKD1

inhibitors could provide a novel treatment option for TNBC patients.

4. Material and methods.
Patients

Primary breast tumor samples were obtained from 527 women treated at Institut
Curie - Hopital René Huguenin (Saint-Cloud, France) between 1978 and 2008. All
patients treated at Institut Curie before 2007 were informed that their tumor samples
might be used for scientific purposes and had the opportunity to decline. Since 2007,
patients treated at Institut Curie have given their approval by signing an informed
consent. This study was approved by the local ethics committee (Breast Group of
Institut Curie - René Huguenin Hospital). The samples were immediately stored in
liquid nitrogen until RNA extraction. A tumor sample was considered suitable for this
study if the proportion of tumor cells exceeded 70%. All patients (mean age 60.9
years, range 29 — 91 years) met the following criteria: primary unilateral non
metastatic breast carcinoma for which complete clinicopathological data and follow-
up were available; no radiotherapy or chemotherapy before surgery; and full follow-
up at Institut Curie - Hopital René Huguenin. Adjuvant therapy was administered to
367 patients, consisting of chemotherapy alone in 95, hormone therapy alone in 177,
and both treatments in 95 patients. Estrogen receptor (ER), progesterone receptor
(PR), and human epidermal growth factor receptor 2 (ERBB2) statuses were
determined at the protein level by biochemical methods (Dextran-coated charcoal

method, enzyme immunoassay or immunohistochemistry) and confirmed by real-time
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quantitative RT-PCR (Biéche et al., 1999, 2001). The population was divided into four
groups according to HR (ER and PR) and ERBB2 statuses as follows: two luminal
subtypes [HR+ (ERa+ or PR+)/ERBB2+ (n=58)] and [HR+ (ERa+ or PR+ )/ERBB2-
(n=295)]; an ERBB2+ subtype [HR- (ERa- and PR-)/ERBB2+ (n=72)] and a triple-
negative subtype [HR- (ERa- and PR-)/ERBB2- (n=102)]. Within a median follow-up
of 9.4 years (range 1 month to 33.2 years), 210 patients developed distant

metastasis.

RNA extraction

Total RNA was extracted from breast tumor samples by using acid-phenol guanidium
as previously described (Bieche et al.,, 2001). RNA quality was determined by
electrophoresis through agarose gels, staining with ethidium bromide, and
visualization of the 18S and 28S RNA bands under ultraviolet light.

Real-time RT-PCR

Quantitative values were obtained from the cycle number (Ct value) at which the
increase in the fluorescence signal associated with exponential growth of PCR
products started to be detected by the laser detector of the ABI Prism 7900
Sequence Detection System (Perkin-Elmer Applied Biosystems, Foster City, CA),
using PE Biosystems analysis software according to the manufacturer's manuals.
The TBP gene (Genbank accession NM_003194) encoding the TATA box-binding
protein (a component of the DNA-binding protein complex TFIID) was quantified as
an endogenous RNA control, and each sample was normalized on the basis of its
TBP content (Bieche et al., 1999). Results, expressed as N-fold differences in target
gene expression relative to the TBP gene and termed “Ntarget”, were determined as
Ntarget = 2ACtsample  where the ACt value of the sample was determined by
subtracting the average Ct value of the target gene from the average Ct value of the
TBP gene. The smallest amount of MRNA that was detectible (Ct=35) was used as a
reference (basal mRNA level=1) to normalize the data. Primers’ sequences are
available on request. The conditions of cDNA synthesis and PCR have been
described previously (Bieche et al., 1999).

Cell culture

Breast cancer cell lines were obtained from the American Type Culture Collection

(ATCC, Manassas, VA, USA). PKD1 overexpression by stable transfection has been
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previously described (Karam et al., 2012). MCF7-PKD1 cells were cultured in DMEM-
Glutamax medium, supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and 100
units/mL penicillin and 100 mg/mL streptomycin (P/S) (Invitrogen Life Technologies,
Cergy-Pontoise, France). 1 mg/mL G418 (Calbiochem, Darmstadt, Germany) was
added for the culture of stably transfected MCF7-PKD1 cells. MDA-MB-436 cells
were cultured in RPMI 1640 medium supplemented with 10% FBS P/S. HCC38 cells
were cultured in RPMI 1640 medium supplemented with 10% FBS, P/S and 1%
sodium pyruvate. CAMA-1 cells were cultured in MEM (eagle) medium supplemented
with 10% FBS and P/S.

Western blot analysis

Cells were lysed for 20 min at 4°C in 50 mM Tris—HCI pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 100 mM sodium fluoride, 10 mM tetra-sodium diphosphate decahydrate, 2
mM sodium orthovanadate, 1 mM PMSF, 10 ug/mL aprotinin and 1% Nonidet P-40.
Lysates were clarified by centrifugation at 14,000 rpm for 10 min at 4°C. 30-80 ug of
total proteins were separated by SDS-PAGE and transferred onto nitrocellulose
membranes. These were incubated with specific antibodies and revealed by
enhanced chemiluminescence (Amersham, GE Healthcare, UK).

The following antibodies were used at the indicated dilutions: anti-PKD1: 1/1000
(HPA029834; Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France),anti-B-actin: 1/5000
(A5441; Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France). Horseradish peroxidase-
conjugated goat anti-rabbit 1gG: 1/2000 (P0448,Dako, Glostrup, Denmark) and
horseradish peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgG: 1/5000 (610-1302,
Rockland, Gilbertsville, PA, USA).

Anchorage-independent growth assay

10,000 MCF7-PKD1 cells were suspended in 2.5 mL of methylcellulose (0.8%)
prepared in estrogen-free medium containing or not different concentrations of PKD1
inhibitors or dimethylsulfoxide (DMSO). Cells were plated in uncoated 35-mm culture
dishes and incubated for three weeks. Then, macroscopic colonies were counted.
Colony formation assay

8,000 cells were seeded in 6-well plates with complete medium containing or not
different concentrations of PKD1 inhibitors or DMSO. Macroscopic colonies were
counted after two weeks.

SiRNA transfection
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50,000 cells were transfected with 50 nM PRKD1-targeting or nontargeting siRNAs
(L-005028-00-0005, smartpool siRNA targeting PRKD1, Dharmacon, Colorado,
USA), and 48h after transfection, 8 000 cells were plated in 6-well plates for colony
formation assay.

In vivo experiments

In vivo experiments were performed on female Swiss nude mice purchased from
Charles River (Saint-Germain-sur-I'Arbresle, France). Mice care and housing were
conformed to the institutional guidelines as put forth by the French Ethical
Committee. Human TNBC xenograft models were established as previously
described (Marangoni et al., 2007; Reyal et al.,, 2012). A toxicity study was first
performed on mice bearing human BC xenografts which received 20 or 30 mg/kg of
AB9275 per os once daily during 22 days. As no toxicity was observed, the dose of
30 mg/kg was selected for the next experiments. For the evaluation of AB9275
antitumor activity, the mice received the drug (treated group) or water (control group)
per os once daily during 22 days. Tumor growth was evaluated with a caliper twice a
week. Tumor growth inhibition (TGI) of treated tumors versus controls was calculated
as the ratio of the mean relative tumor volume (RTV) in the treated group to the mean
RTV in the control group at the same time.

Immunohistochemistry

Paraffin-embedded breast tumors samples, obtained at the time of initial diagnosis,
were retrieved from the archives of the Department of Biopathology at René
Huguenin Hospital. Sections of 3 um in thickness were cut with a microtome from the
paraffin-embedded tissue blocks of normal breast tissue, pre-invasive lesions and
IBCs (invasive breast cancer). Tissue sections were dewaxed and rehydrated
through a series of xylene and ethanol washes. Immunostaining was performed on a
Dako automated system. Primary antibody against PKD1 (Cell signaling, Danvers,
MA) was incubated overnight at 4°C (dilution 1/100).

Patient-derived xenografts were fixed in 10% neutral buffered formalin and
embedded in paraffin. Tissue sections were immunostained in a Discovery XT
Platform (Ventana Medical System, Tucson, Arizona, USA, part of Roche
Diagnostics) using EDTA buffer pH 8.0 (CC1, Ventana Medical System) for antigen
retrieval. Primary antibody against PKD1 (Cell signaling, Danvers, MA) was
incubated during 30 min at 37°C (dilution 1/100). After incubation with anti-rabbit
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secondary antibodies, slides were covered with the chromogenic substrate
diaminobenzidine (ChromoMap Kit with Anti rabbit OmniMap, Ventana Medical

System) and counterstained with hematoxylin.

Statistical analysis

Relationships between mRNA levels and clinical parameters were identified using the
chi-square test.

Metastasis-free survival (MFS) was determined as the interval between initial
diagnosis and detection of the first metastasis. Survival distributions were estimated
by the Kaplan-Meier method and the significance of differences between survival
rates were ascertained with the log-rank test. The cox proportional hazards
regression model was used to assess prognostic significance and the results are
expressed as hazard ratios and 95% confidence intervals.

The Wilcoxon-Mann-Whitney test was used to compare individual RTVs at the end of

the experiment between treated and control groups.
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Figure legends
Figure 1: PRKD1 expression is a poor prognostic factor in the entire breast
cancer cohort and in the TNBC subgroup

A. Immunohistochemistal analysis of PKD1 protein expression in primary breast
tumors showing high or low PRKD1 mRNA levels. Original magnification x200.

B. Kaplan-Meier analysis of metastasis-free survival according to PRKD1 mRNA
expression in the entire breast cancer cohort (n=527).

C. Kaplan-Meier analysis of metastasis-free survival according to PRKD1 mRNA
expression in TNBC (n=102).

Figure 2: Effect of PKD1 inhibition in TNBC cells

A. PRKD1 mRNA levels in 21 TNBC cell lines. PRKD1 mRNA expression was
analyzed by RT-gPCR and normalized to that of the TBP control gene.

B. Western-blot analysis of PKD1 protein expression in six TNBC cell lines. B-actin
was used as a loading control.

C. Effect of PKD1 pharmacological inhibitors on clonogenicity of MDA-MB-436 cells.
CFU, colony forming unit. Untreated cells were used as a reference (100%). Mean
values £ SEM from two independent experiments are shown.

D. Effect of siRNA-mediated PKD1 knockdown on MDA-MB-436 clonogenicity. MDA-
MB-436 cells were transfected with 50 nM non-targeting (SiCNTRL) or PKD1-
targeting (SiPRKD1) siRNAS during 48 hours. Left: western-blot showing the
efficiency of PKD1 silencing. p-actin was used as a loading control. Right: colony
formation was evaluated after two weeks. Cells transfected with non-targeting
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SsiRNAs were used as a reference (100%). Mean values + SEM from two independent
experiments are shown.

Figure 3: In vivo antitumor activity of the AB9275 PKD1 inhibitor against a
TNBC PDX

A. PRKD1 mRNA levels in 41 TNBC PDXs. PRKD1 mRNA expression was analyzed
by RT-gPCR and normalized to that of the TBP control gene.

B. Western-blot analysis of PKD1 protein expression in four PDXs expressing high or
intermediate PRKD1 mRNA levels (HBCx-4A, HBCx-60, BC385) and low PRKD1
MRNA levels (HBCx-12A). 3-actin was used as a loading control.

C. Immunohistochemical analysis of PKD1 protein expression in the HBCx-4A,
HBCx-60, BC385, and HBCx-12A tumors. Original magnification x200.

D. Effect of AB9275 on tumor growth in the HBCx-60 PDX model. Mice bearing
HBCx-60 tumors were treated per os once daily during 22 days with 30 mg/kg
AB9275 (n=7) or water (n=8). Mean RTV+SEM are shown. *, P < 0.05 ; Wilcoxon-
Mann-Whitney test.
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Table 1. Clinical, pathological and biological characteristics of the 527 primary

BC tumors
Entire cohort (%) ?g;aezt?(}/g p-value?
Total 527 (100.0) 210 (39.8)
Age
<50 125 (23.8) 52 (41.6) 0.52 (NS)
>50 402 (76.2) 158 (39.3)
SBR histological grade®*
| 60 (11.7) 12 (20.0) 0.0013
I 241 (47.1) 100 (41.5)
1l 211 (41.2) 94 (44.5)
Lymph node status®
0 159 (30.5) 48 (30.2) 0.0000001
1-3 250 (47.9) 88 (35.2)
>3 113 (21.6) 72 (63.7)
Macroscopic tumor size®
<25mm 248 (48.0) 77 (31.0) 0.0000055
> 25mm 269 (52.0) 132 (49.0)
ER status
Negative 181 (34.3) 75 (41.4) 0.10
Positive 346 (65.7) 134 (38.7)
PR status
Negative 255 (48.4) 110 (43.1) 0.025
Positive 272 (51.6) 100 (36.7)
ERBB2 status
Negative 473 (89.8) 190 (40.2) 0.55
Positive 54 (10.2) 20 (37.0)
Molecular subtypes
HR-/ERBB2- 102 (19.3) 38 (37.3) 0.054
HR-/ERBB2+ 72 (13.7) 36 (50.0)
HR+/ERBB2- 295 (56.0) 115 (39.0)
HR+/ERBB2+ 58 (11.0) 21 (36.2)

a: Log-rank Test (MFS)

b: Scarff Bloom Richardson classification
c: information available for 512 patients
d: information available for 522 patients
e: information available for 517 patients
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Table 2A. Multivariate analysis of the influence of PRKD1 expression on MFS in

the series of 517 breast tumors

Characteristics HR @ 95% CI ° p-value ©
0 1
Lymph node status 1-3 1.64 1.34-1.99 0.0000009
>3 2.67 1.81-3.96
<25mm 1
Macroscopic tumor size >25mm 158 118-2.11 0.002
I 1
SBR histological grade Il 1.29 1.03-1.61 0.03
I 1.66 1.06-2.60
PR status pOSI'[I.Ve 1
negative 1.3 0.97-1.75 0.08 (NS)
PRKD1 expression Low 1 1.16-2.01 0.003
High 1.52

a:Hazard ratio
b: 95% Confidential Interval.
c: Multivariate COX analysis.

Table 2B. Multivariate analysis of the influence of PRKD1 expression on MFS in
the series of 102 triple-negative breast tumors

Characteristics HR 2 95% CI ° p-value °©
0 1 0.79-1.92
Lymph node status 1-3 1.23 0.62-3.69 0.37 (NS)
>3 151
<25mm 1
. . >25mm 1.75 0.87-3.53 0.12 (NS)
Macroscopic tumor size
1-3 1.23 0.79-1.92
>3 1.51 0.62-3.69 0.37 (NS)
I 1
SBR histological grade Il 1.2 0.69-2.09 0.51 (NS)
I 1.45 0.48-4.39
PRKD1 expression Low 1
High 2.54 1.28-5.03 0.008

a: Hazard ratio.
b: 95% Confidential Interval.
c¢: Multivariate COX analysis.
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Figure 1: Spasojevic et al.
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Supplemental data

List of supplemental tables

Supplemental table 1: Relationship between PRKD1 mRNA levels and classical
clinical/biological parameters in the entire BC cohort

Supplemental table 2: Relationship between PRKD1 mRNA levels and classical
clinical/biological parameters in the TNBC subgroup

Supplemental table 3: Inhibition of estrogen-independent clonogenicity of MCF7-PKDL1 cells by
the 41 PKD1 inhibitors

Legends of supplemental figures

Supplemental figure 1: Kaplan-Meier analysis of metastasis-free survival according to
PRKD1, PRKD2 and PRKD3 expressions in the entire BC cohort and in the four BC
subtypes.

Supplemental figure 2: Specificity of the AB9275 PKDL1 inhibitor

A) Comparison of in vitro kinase inhibitory activities between AB9275 and different PKD1
inhibitors. Mean IC50s were obtained from two independent experiments for AB9275,
G066976 and CRT0066101. Other IC50s were obtained from the literature (as indicated).

B) Kinome selectivity profile of the AB9275 compound. The selectivity of AB9275 towards
a panel of 442 kinases was determined using the KINOMEscan® (DiscoveRx, Fremont CA)
competition assay. AB9275 was screened at 1 uM. Kinases found to bind the compound are

marked with red circles and larger circles indicate higher-affinity binding.
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Supplemental table 1: Relationship between PRKD1 mRNA levels and classical

clinical/biological parameters in the entire BC cohort

Number of patients (%)

Total population Low PRKD1 mRNA High PRKD1 mRNA pa
(%) levels levels

Total 527 (100) 262 (51.6) 265 (48.3)

Age
<50 125 (23.7) 56 (44.8) 69 (55.2) 0.081 (NS)
>50 402 (76.3) 216 (53.7) 186 (46.3)

SBR histological grade P:¢
| 60 (11.7) 22 (36.7) 38 (63.3)
I 241 (47.1) 126 (52.3) 115 (47.7) 0.030
m 211 (41.2) 118 (55.9) 93 (44.1)

Lymph node status d
0 159 (30.5) 89 (55.9) 70 (44.1)
1-3 250 (47.9) 128 (51.2) 122 (48.8) 0.21 (NS)
>3 113 (21.6) 51 (45.1) 62 (54.8)

Macroscopic tumor size ©
<25mm 248 (48.0) 122 (49.2) 126 (50.8) 0.28 (NS)
>25mm 269 (52.0) 145 (53.9) 124 (46.1)

ER status
Negative 181 (34.3) 81 (44.7) 100 (55.3) 0.023
Positive 346 (65.7) 191 (55.2) 155 (44.8)

PR status
Negative 255 (48.4) 130 (51.0) 125 (49.0) 0.78 (NS)
Positive 272 (51.6) 142 (52.2) 130 (47.8)

ERBB2 status
Negative 397 (75.3) 215 (54.2) 182 (45.8) 0.041
Positive 130 (24.7) 57 (43.8) 73 (56.2)

Molecular subtypes
RH- ERBB2- 102 (19.4) 53 (52.0) 49 (48.0)
RH- ERBB2+ 72 (13.7) 28 (38.9) 44 (61.1) 0.11 (NS)

295 (56.0) 162 (54.9) 133 (45.1)
RH+ ERBB2-
RH+ ERBB2+ 58 (11.0) 29 (50.0) 29 (50.0)
ax2 Test

b Scarff Bloom Richardson classification.
C Information available for 512 patients.

d |nformation available for 522 patients.
e Information available for 517 patients.
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Supplemental table 2: Relationship between PRKD1 mRNA levels and classical
clinical/biological parameters in the TNBC subgroup

Number of patients (%)

Total population Low PRKD1 mRNA High PRKD1 mRNA pa
(%) levels levels
Total 102 (100) 51 (50.0) 51 (50.0)
Age
<50 39 (38.2) 22 (56.4) 17 (43.6) 0.31 (NS)
>50 63 (61.8) 29 (46.0) 34 (54.0)
SBR histological grade P:¢
| 3(3.1) 1(33.3) 2 (66.7)
I 18 (18.8) 5 (27.8) 13 (72.2) 0.10 (NS)
m 75 (78.1) 41 (54.7) 34 (45.3)
Lymph node status 9
0 48 (47.1) 28 (58.3) 20 (41.7)
1-3 39 (38.2) 15 (38.5) 24 (61.5) 0.46 (NS)
>3 14 (13.7) 7 (50.0) 7 (50.0)
Macroscopic tumor size d
<25mm 40 (39.7) 18 (45.0) 22 (55.0) 0.18 (NS)
;25mm 61 (60.3) 32 (52.5) 29 (47.5)

a %2 Test

b Scarff Bloom Richardson classification.
C Information available for 96 patients.

d |nformation available for 101 patients.
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Supplemental table 3: Inhibition of estrogen-independent clonogenicity of MCF7-PKD1
cells by the 41 PKD1 inhibitors

Molecule IC50 (uM)
AB9539 0.23
AB8870 0.62
AB8857-3 0.74
AB8874 0.79
AB9324 0.86
AB9358 0.87
AB9331 0.95
AB9431 0.96
AB9576 1.12
AB8845 1.16
AB8862 1.17
AB9275 1.27
AB9428 1.31
AB9429 1.39
AB8424 1.41
AB8823 1.47
AB9225 1.95
AB9452 1.96
AB8905 2.29
AB8912 2.44
AB9282 3.01
AB9185 3.16
AB8908 3.25
AB9323 3.40
AB9129 3.71
AB8831 4.11
AB9145 4.91
AB9270 4.94
AB9297 5.02
AB8909 5.15
AB9195 5.47
AB9130 5.55
AB8899 >10
AB8910 >10
AB9109 >10
AB9110 >10
AB9118 >10
AB9137 >10
AB9159 >10
AB9367 >10
AB9376 >10
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A
PKDL1 inhibitors IC50 (nM)
PKD1 PKD3 PKCa PKCB
AB9275 37 175 20000 20000
CRT0066101 45 1,6 no inhibition® | no inhibition*
G66976 25 630 20 45
CID 755673 1822 227 2 10000 2 10000 2
CRT5 13 153 no inhibition® | no inhibition®

1 Harikumar et al., 2010
2 Sharlow et al., 2008
3 Evan et al., 2010

AB9275 (1uM)

TKL
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OTHER

CAMK
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Supplemental figure 2 : Spasojevic et al.
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Expression de PKD1 dans différents types de cancer

Les résultats des deux études précédentes et les nombreux articles sur le role
de PKD1 dans d’autres types de cancer que le mélanome et le cancer du sein, nous
ont amenés a tester I'hypothése que PKD1 pourrait également avoir un role
oncogénique dans d’autres types de cancers.

Pour répondre a cette question, nous disposons a I'lnstitut Curie d’'une cohorte
de patients atteints de différents types de cancer (cancer du sein, du poumon, du
célon, des ovaires, ...). Pour chaque type d’organes nous disposons de tissus sains.
Nous disposons également d’'une seconde cohorte composée de PDXs de différents
types de cancers. Nous pouvons alors quantifier I'expression de PRKD1 en ARNm
dans les tissus tumoraux et les comparer aux tissus normaux afin de déterminer si
PRKD1 est sur-exprimé dans ces différents cancers et confirmer ces résultats sur la
cohorte de PDXs.

Matériels et méthodes :

Echantillons de patients

La collection d’échantillons dont nous disposons est composée de cancers du canal
anal et et de tissus normaux associés (n=48 et n=17, respectivement), de cancers
ORL et de tissus normaux associés (n=50 et n=27), de mélanomes uvéals (n=41), de
cancers de la prostate et de tissus normaux associés (n=48 et n=7), de cancers de
I'ovaire et de tissus normaux associés (n=52 et n=27), de cancers de la thyroide et
de tissus normaux associés (n=31 et n=9), de cancers du col de l'utérus et de tissus
normaux associés (n=37 et n=14), de mélanomes et de tissus normaux assocCiés
(n=27 et n=9), de cancers de I'endomeétre et de tissus normaux associés (n=29 et
n=8), de cancers du colon et de tissus normaux associés (n=49 et n=30), de cancers
du poumon et de tissus normaux associés (n=57 et n=16), de cancers du rein et de
tissus normaux associés (n=22 et n=18), de cancers du pancréas et de tissus
normaux associés (n=22 et n=11), de cancers du foie et de tissus normaux associés
(n=31 et n=10), de cancers de la vessie et de tissus normaux associés (n=50 et

n=14), de cancers de I'estomac et de tissus normaux associés (n=29 et n=11), de
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glioblastomes et de tissus normaux associés (n=50 et n=21) ainsi que de cancers du

sein et de tissus normaux associés (n=96 et n=11).

Echantillons de PDXs

La cohorte de PDXs est composée de cancers du cdlon (n=60), de I'ovaire (n=20),
de I'estomac (n=1), du sein (n=67), du poumon (n=20), du rein (n=16), du canal anal
(n=7), de la sphére ORL (n=8) et du pancréas (n=1), de glioblastomes (n=5), de
mélanomes cutanés (n=13),de méningiomes (n=4), de mélanomes uvéals (n=14),

(n=1) et d’'angiosarcomes (n=1),

L’extraction d’ARN ainsi que la quantification en ARNm de PRKD1 a été réalisée
selon le méme protocole que décrit précédemment dans l'article Spasojevic et al.
(Article 2).

Résultats

L’analyse de I'expression de PRKD1 en ARNm dans la cohorte multi-cancers
de Curie a montré que cette expression était significativement plus élevée chez les
mélanomes et des glioblastomes que dans les tissus sains correspondants (Figure
25 ; Figure 26A ; Figure 26B). De plus, PRKD1 est sous-exprimé dans de nombreux
types de cancer, tels que les cancers du canal anal, ORL, de I'ovaire, de la thyroide,
du col de l'utérus, de I'endomeétre, du cbdlon, du poumon, du rein, du foie, de la vessie
et du sein. PRKD1 présente une expression similaire entre les tissus tumoraux et

normaux pour les cancers de la prostate et de 'estomac.

Afin de confirmer nos résultats sur ces tumeurs, nous avons donc analysé de
la méme maniére que précédemment I'expression de PRKD1 en ARNm dans une
cohorte de PDXs multi-cancers. Les résultats présentés en figure 27 montrent qu’a
nouveau, PRKD1 est sur-exprimé dans le mélanome cutané et le glioblastome

comparés aux autres types de cancer.
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Ces données complémentaires nous permettent de confirmer I'importance de
PKD1 dans le mélanome et suggérent que PKD1 participe au développement et/ou a
la progression du glioblastome.

Médiane d'expression de PRKD1 dans les tissus normaux (N)
et tumoraux (T)
(rapporté a la médiane des N=1 pour chaque tissu)

EPRKD1N ®mPRKD1T

Figure 25 : Expression de PRKD1 dans une multi cohorte de tumeurs
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Figure 26A : Expression de PRKD1 dans des mélanomes (Mélanome T) et des
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Figure 26B : Expression de PRKD1 dans des tissus tumoraux et sains de cerveau
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Figure 27 : Expression de PRKD1 dans différents PDXs
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Les résultats de notre étude sur le mélanome nous ont permis de montrer,
grace a l'analyse différentielle entre deux inhibiteurs plus ou moins spécifiques de
PKD1 et a une inhibition de I'expression de PKD1 a I'aide de shRNA, que l'inhibition
de PKD1 diminuait l'agressivit¢ tumorale en réduisant la prolifération, la
clonogeénicité, la migration et l'invasivité de la lignée cellulaire M2 de mélanome
métastatique ganglionnaire. Notre étude nous a également permis de mettre en
évidence un lien fort entre le switch des cadhérines (transition E- vers N-cadhérine),
I'agressivité des cellules de mélanome et le niveau d’expression et/ou d’activité de la
protéine kinase D1. En effet, notre étude a conclu que I'inhibition de PKD1 induisait,
en plus d’une diminution de I'agressivité tumorale, un switch d’expression des
cadhérines (transition E- vers N-cadhérine) et une modification morphologique de
cellules M2 allant d’'une forme mésenchymateuse a une forme pseudo-épithéliale
moins agressive. Il est a noter également que, dans le cas de [linhibition de
'expression de PKD1 a l'aide des shRNA, nous avons remarqué uniquement une
diminution de I'agressivité tumorale mais pas de changement morphologique des
cellules, et ceci a la différence de I'inhibition par des agents pharmacologiques. Cette
inhibition spécifique de PKD1 nous conforte dans le fait que, dans le mélanome, seul
PKD1, et non la large famille des PKC, est a I'origine de ce maintien du phénotype

mésenchymateux.

Le réle de PKD1 dans le développement du mélanome a été peu exploré.
Dans la littérature, I'’équipe de Kempkes a montré en 2012 que [l'inhibition de
'expression de PKD1 induisait une diminution de la prolifération et de la migration
cellulaires dans la lignée WM9 de mélanome humain (Kempkes et al., 2012). Nos
résultats confirment ainsi ceux de I'équipe de Kempkes. De fagon additionnelle, nous
montrons que PKD1 joue un réle dans le maintien du phénotype mésenchymateux
du mélanome et apparait comme une cible thérapeutique pertinente dans le
traitement du mélanome métastatique. Tan et ses collaborateurs ont établi un
classement en fonction du score EMT de différents types de cancer (plus le score est
élevé, plus les tumeurs sont de type mésenchymateux et inversement, plus le score
est faible, plus les tumeurs sont de type épithélial) (Tan et al.,, 2014). Il est ainsi
intéressant de noter que, dans cette classification, le mélanome est le troisieme type

de cancer montrant le score EMT le plus élevé, derriere le glioblastome et
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'ostéosarcome. Malgré le fait que nous ne puissions pas qualifier dEMT le
processus aboutissant a une perte de marqueurs épithéliaux et a une expression de
marqueurs mésenchymateux par les cellules de mélanome, il semblerait que ce

phénotype mésenchymateux induit par PKD1 soit essentiel a I'agressivité tumorale.

Finalement, nos résultats concernant I'expression de PKD1 dans deux
cohortes multi-cancer (tumeurs primitives et PDXs) ont montré que PKD1 était
fortement exprimée dans le mélanome ainsi que dans le glioblastome, comparés aux
autres types de cancers. De plus, nos résultats ont également établi que PKD1 était
plus exprimée dans les échantillons de mélanome que dans les tissus sains
correspondants. Ces derniéres analyses viennent renforcer notre hypothése selon
laquelle PKD1 pourrait étre une cible thérapeutique pertinente dans le traitement du

mélanome métastatique.

Les résultats obtenus dans des lignées de mélanome, mais également sur les
cohortes de patients posent la question suivante : est-ce qu’une inhibition de PKD1
in vivo dans des meélanomes greffés chez la souris pourrait réduire la croissance
tumorale ? Pour répondre a cela, il serait pertinent de compléter notre étude par une
inhibition pharmacologique de PKD1 in vivo a I'aide de PDXs de mélanome (pour
lesquels nous disposons d’'une dizaine de modéles a I'Institut Curie). Nous pourrions
ainsi confirmer sur des modeles PDX les résultats obtenus par Kempkes et al. qui
montrent qu’une inhibition de PKD1 sur une lignée cellulaire de mélanome
xénogreffée induit une diminution de la croissance tumorale in vivo (Kempkes et al.,
2012).

La seconde partie de ma thése était consacrée a la validation de PKD1 en tant
gue facteur pronostique et cible thérapeutique dans le traitement des cancers du sein
triple négatifs. Notre étude nous a permis de mettre en évidence qu’une forte
expression de PRKD1 (géne codant PKD1) est un facteur indépendant de mauvais
pronostic dans les cancers du sein triple négatifs. Nous avons également mis en
évidence que, malgré sa sous-expression globale dans le cancer du sein, PKD1
pouvait étre une cible thérapeutique pertinente dans les cancers du sein triple
négatif, en particulier pour les tumeurs qui expriment les plus forts niveaux de PKD1.

De nombreuses études avaient souligné le fait que PKD1 était sous-exprimée dans
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les tumeurs mammaires mais jusqu’alors, aucune étude n’avait abordé la valeur
pronostique de I'expression PKD1 dans le cancer du sein (Borges and Storz, 2013;
Borges et al., 2013; Eiseler et al., 2009).

Notre équipe avait précédemment montré que PKD1 était un facteur de
mauvais pronostic dans le cancer du sein ER+ résistant aux traitements anti-
hormonaux (Karam et al., 2014). Ces tumeurs peuvent étre assimilées a des tumeurs
ER- car elles ne dépendent plus des cestrogénes pour survivre et/ou proliférer. Ainsi,
lorsque I'on bloque la voie de signalisation des cestrogénes par un traitement anti-
hormonal, elles sont toujours capables de proliférer. Au regard de nos résultats,
PKD1 apparait comme une cible thérapeutique pertinente pour le traitement des
cancers du sein indépendants des cestrogenes. En effet, PKD1 pourrait se substituer
a la voie de signalisation des cestrogénes dans les tumeurs du sein ER+ résistants

aux traitements anti-hormonaux, ainsi que dans les tumeurs ER- et triple négatives.

Contrairement a la littérature (Borges et al., 2015), nous n’avons pas montré
de valeur pronostique pour les autres membres de la famille des protéines kinases D
(PKD2 et PKD3) dans la population globale de cancers du sein, ni dans la sous-

population de cancers du sein triple négatif.

Nous avons également voulu confirmer que PKD1 pouvait étre une cible
thérapeutique attractive pour le traitement de cancer du sein triple négatif. Dans la
mesure ou aucun inhibiteur sélectif de PKD1 n’était disponible commercialement (a
I'exception du CRT0066101 qui est un inhibiteur pan-PKD (Harikumar et al., 2010)),
nous avons, avec la société AB Science, identifié plusieurs inhibiteurs spécifiques de
PKD1. Nous avons ainsi pu mettre en évidence que l'inhibition pharmacologique de
PKD1 ou de son expression a I'aide de siRNA dans une lignée cellulaire MDA-MB-
confirment ainsi les résultats que nous avions obtenus dans le mélanome, ou
inhibition de PKD1 in vitro réduisait également la clonogénicité ainsi que les
capacités proliférative et migratoire des cellules de mélanome. Nos résultats sont
également concordants avec I'étude de Kim et de ses collaborateurs, qui ont montré
que linhibition de PKD1 réduisait I'agressivité de cellules tumorales mammaires
résistantes a la chimiothérapie (Kim et al., 2016a). Nous avons également montré

que l'inhibition pharmacologique de PKD1 réduisait la croissance tumorale in vivo

151



DISCUSSION GENERALE

dans un modéle de PDX de cancer du sein triple négatif. L’efficacité modérée de
notre inhibition de PKD1 in vivo pourrait étre améliorée en affinant les structures
chimiques de linhibiteur. En effet, il a été montré qu'une mauvaise ADME
(Absorption, Distribution, Métabolisme et Elimination) pouvait avoir un impact non
négligeable sur l'efficacité d’un traitement pharmacologique. Ainsi, en améliorant les
caractéristiques de nos inhibiteurs, il serait peut-étre possible d’obtenir une rémission
compléte des souris greffées et non uniquement une diminution de la croissance

tumorale.

Au vu de ces résultats, cette étude nous a permis de mettre en évidence la
valeur pronostique de PKD1 et nous a également permis de valider PKD1 comme
cible thérapeutique dans le traitement du cancer du sein triple négatif.

La mise en relation de nos résultats dans le mélanome et le cancer du sein
nous a également amenés a analyser le niveau d’expression du géne PRKD1 au
niveau transcriptionnel dans des lignées de cancer du sein préalablement classées
en fonction de leur phénotype (mésenchymateux ou épithélial). Le classement des
lignées cellulaires a été réalisé apres analyse par RT-qPCR de I'expression de génes
décrits comme caractéristiques des phénotypes mésenchymateux ou épithélial. Cette
analyse avait pour but de vérifier si, dans le cancer du sein, PKD1 pouvait jouer un
réle dans le maintien du phénotype mésenchymateux (comme dans le mélanome).
Ces résultats (figure annexe 1) ont montré que le gene PRKDL1 était significativement
plus exprimé dans les lignées ayant un phénotype mésenchymateux que dans celles
ayant un phénotype épithélial. Il semblerait donc que, comme dans le mélanome,
PKD1 puisse jouer un réle dans le maintien du phénotype mésenchymateux des

cellules tumorales mammaires. Ce rble reste a confirmer.

L’étude d’'une potentielle régulation positive de la TEM par PKD1 dans le
cancer du sein semble cependant délicate a réaliser. En effet, selon I'étude de Tan et
al. (figure annexe 2), le cancer du sein ne fait pas partie des cancers ayant un score
EMT important. De plus, bien que PKD1 apparaisse comme un facteur indépendant
de mauvais pronostic pour la population de cancer du sein triple négatif (qui exprime
le plus PKD1), PKD1 semble globalement peu exprimée dans les tumeurs du sein

par rapport aux autres cancers.
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De plus, des études ont montré que PKD2 et PKD3 pouvaient également jouer
un réle dans la TEM et la migration cellulaire (le lien avec PKD1 n’a pas été exploré
dans ces différentes études) (Alpsoy and Gundiz, 2015; Borges et al., 2015; Zou et
al., 2012). PKD2 et PKD3 forment un complexe dans lequel PKD3 stimule PAK4 (une
sérine/thréonine kinase qui régule le remodelage du cytosquelette d’actine), ce qui
conduit a la réorganisation dynamique des filaments d’actine, nécessaire a la
migration cellulaire. De plus, PKD2 et PKD3 augmentent I'expression et I'activation
de UPa (Urokinase impliqguée dans la dégradation de la matrice extracellulaire) et
des métalloprotéases, ce qui induit le remodelage de la matrice extracellulaire et
favorise la migration cellulaire. PKD3 peut également affecter le trafic de la paxilline
et entrainer ainsi la migration cellulaire. De plus, le traitement par l'inhibiteur pan-
PKD CRTO0066101 de cellules PKD2/PKD3 positives, présentant un phénotype
meésenchymateux, a également démontré que PKD2 et PKD3 peuvent étre des
inducteurs potentiels de la TEM. Les mécanismes de régulation de la TEM par PKD2

et PKD3 restent toutefois largement méconnus.

Au total, ces résultats suggérent qu'il serait pertinent d’explorer plus avant les
mécanismes de régulation de la TEM dans des cellules de cancer du sein
mésenchymateuses exprimant fortement PKD1. Il serait également pertinent
d’étudier les redondances potentielles des trois membres de la famille PKD pour la

régulation de la TEM dans le cancer du sein.

Au vu de nos résultats prometteurs dans le cancer du sein et le mélanome
concernant I'implication de PKD1, nous nous sommes demandé si PKD1 pouvait
jouer un rdle pro-oncogénique dans d’autres types de tumeurs. Dans la littérature, il a
été montré que PKD1 avait un rdle pro-oncogénique dans certains cancers: le
cancer du pancréas et le mélanome (Bollag et al., 2004; Guha et al., 2002; Ristich et
al., 2006). De plus, PKD1 semblerait étre sous-exprimée dans de nombreux cancers
tels que le cancer du sein mais aussi les cancers de la prostate, du célon, de
I'estomac, ainsi que I'ostéosarcome (Du et al., 2009, 2009; Eiseler et al., 2009; Jaggi
et al., 2005b; Onishi et al., 2012).

Dans ce but, nous avons analysé I'expression de PRKD1 au niveau ARNm

dans une cohorte de différents types de cancers (poumon, sein, mélanome,
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glioblastome, etc...) disponible a I'Institut Curie. Les résultats ont montré que PRKD1
est fortement surexprimée principalement dans le mélanome et le glioblastome. Les
résultats sur une cohorte de PDXs ont également montré que le glioblastome et le
mélanome étaient les deux types de cancers exprimant le plus PKD1.

De plus, Tan et ses collaborateurs présentent le glioblastome comme faisant
partie des types tumoraux, avec le mélanome, ayant les plus hauts scores EMT (Tan
et al., 2014) (annexe 2). Ces données viennent renforcer I'idée que PKD1 pourrait
jouer un rdle important dans la tumorigenése du glioblastome et étre une cible

thérapeutique attractive pour ce cancer.

Jusqu’a présent, aucune étude n'a été réalisée concernant PKD1 et le
glioblastome. Cependant, I'équipe d’Azoitei et ses collaborateurs ont montré un role
potentiel de PKD2 dans le développement du glioblastome. En effet, ils ont prouvé
gue PKD?2 était fortement exprimée dans des glioblastomes de tous grades, dans
des lignées cellulaires de glioblastome ainsi que dans des lignées primaires (Azoitei
et al., 2011). De plus, leurs résultats montrent que linhibition de PKD2 par des

siRNA réduisait la prolifération cellulaire in vitro et in vivo (Azoitei et al., 2011).

Il serait donc pertinent de tester I'effet d’'une inhibition pharmacologique de
PKD1 sur des lignées cellulaires de glioblastome et de mesurer I'impact de cette
inhibition sur I'expression des marqueurs mésenchymateux et épithéliaux, tel que
nous l'avons fait dans le cadre de notre étude sur le mélanome. Il serait également
pertinent d’analyser I'impact d’une inhibition de PKD1 in vivo dans des PDXs de

glioblastomes disponibles a I'Institut Curie.

Une autre perspective de ce travail serait d’évaluer I'activité des inhibiteurs de
PKD1 en combinaison avec des thérapies ciblées déja existantes. En effet, certaines
études ont montré que la combinaison d’inhibiteurs de PKC et d’inhibiteurs de MEK
pouvait dans le cas du mélanome uvéal métastatique inhiber de maniére plus
importante la prolifération cellulaire in vitro et la croissance tumorale in vivo que

lorsque ces deux inhibiteurs étaient utilisés seuls (Sagoo et al., 2014).

De plus, de nombreuses études ont montré une implication de la famille des
PKC dans la résistance aux médicaments. Ainsi, une étude a montré que les PKCe

et PKCn pouvaient étre a 'origine de la résistance aux inhibiteurs de BRAF dans le
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meélanome, via une activation parallele de la voie des MAP Kinases (Johannessen et
al., 2010). Il serait alors intéressant de rechercher, dans la mesure ou PKD1 stimule
également la voie MAP Kinases, s’il n’y aurait pas une redondance des réles des

différentes PKC dans cette résistance aux inhibiteurs de BRAF.

Une autre étude a établi que les PKC sont plus exprimées dans les lignées
résistantes aux drogues comparées aux lignées sensibles. De plus, d’aprés cette
étude, il semblerait que les PKC puissent réguler positivement I'expression de la
protéine P-gp (Rumsby et al., 1998). La protéine P-gp, aussi appelée « Multi drug
resistance protein », est impliquée dans la résistance multiple aux drogues en
favorisant I'efflux de médicaments. Dans le cancer du sein, il a déja été montré que
PKD1 était associée a la résistance aux anti-hormonaux mais également a la
chimiothérapie (Karam et al., 2014; Kim et al., 2016a). Il serait donc pertinent

d’étudier plus avant le role joué par PKD1 dans la résistance aux drogues.

Malgré une littérature controversée sur PKD1 attribuant un rbéle oncogénique
ou anti-oncogénique a cette protéine, cette thése a permis d’identifier PKD1 comme
un acteur majeur du développement et/ou de la progression tumorale et comme une
nouvelle cible thérapeutique pertinente dans le mélanome, le cancer du sein triple

négatif et le glioblastome.

155



ANNEXES



ANNEXE 1

Expression de PRKD1 dans des lignées cellulaires
de cancer du sein
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Figure annexe 1 : Expression de PRKD1 en ARNm dans des lignées de cancer du
sein en fonction de leur phénotype épithélial ou mésenchymateux
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Figure annexe 2 : Transition Epithelio-mesenchymateuse (TEM) score dans de

nombreux tissus tumoraux (Tan et al., 2014)
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Title: Validation of Protein Kinase D1 as a prognostic factor and therapeutic target in triple-negative breast cancer and
analysis of the role of PKD1 in the maintenance of the mesenchymal phenotype in melanoma.
Keys words: Oncology, Therapeutic target, Breast cancer, Melanoma.

Abstract: PKD1 is a serine-threonine kinase encoded by the
PRKD1 gene. It belongs to the protein kinase D (PKD) family.
The PKD family also includes PKD2 and PKD3 which share a
high structural similarity with PKD1. Some studies suggest that
PKD1 is involved in many oncogenic pathways such as MAPK,
NF-kB, HDAC... Recent data from our group showed that
PKD1 is more expressed in melanoma cell lines with
mesenchymal phenotype compared to melanoma cell lines with
epithelial phenotype. We also showed that PKD1 participates in
the development and/or maintenance of the estrogen-
independent phenotype in breast cancer, and that high PKD1
mRNA levels were associated with a worse outcome in
tamoxifen-treated tumors.

The objective of my thesis is to analyze the role of PKD1 in the
maintenance of mesenchymal phenotype in melanoma and to
determine whether PKD1 could be a prognostic factor and/or a
therapeutical target for the treatment of breast cancer
subpopulations.

We analyzed molecular markers involved in mesenchymal and
epithelial phenotype (cadherin, B-catenin ...) and the functional
characteristics of mesenchymal melanoma cells after PKD1
pharmacological inhibition. Results suggest that PKD1 inhibition
induced a mesenchymal to epithelial like transition in these

melanoma mesenchymal cell lines.

In addition, the expression of PRKD1, PRKD2 and PRKD3 was
analyzed by RT-qPCR in 527 breast cancers. We showed that
higher PRKD1 mRNA levels were associated with a lower
metastasis-free survival in the overall breast cancer population.
PRKD1 prognostic value was even stronger in ERo”and in triple
negative tumors.

Then, we tested PKD1 inhibitors in collaboration with the AB
Science pharmaceutical company. We assessed the anti-tumoral
activity of PKD1 inhibitors in vitro in TNBC (triple negative
breast cancer) cell lines and in vivo in a TNBC PDX (patient
derivated xenograft) model. PKD1 pharmacological inhibition or
depletion by siRNA reduced colony forming units in MDA-MB-
436 TNBC cells. PKD1 pharmacological inhibition also reduced
tumor growth in vivo in TNBC PDX model.

Following those results, we analyzed PRKD1 expression in
different multi-cancer cohorts. Our results showed that higher
PRKD1 expression is found in melanoma and glioblastoma.

In conclusion, results showed that PKD1 could participate in the
maintenance of mesenchymal phenotype in melanoma. And that
PKD1 could be an interesting therapeutic target in melanoma,
breast cancer and glioblastoma.

Titre : Validation de la Protéine Kinase D1 comme facteur pronostique et cible thérapeutique dans le cancer du sein triple
négatif et analyse de son réle dans le maintien du phénotype mésenchymateux dans le mélanome.
Mots clés : Oncologie, Cible thérapeutique, Cancer du sein, Mélanome.

Résumé : PKD1 est une sérine-thréonine kinase codée par le
géne PRKDL1. Elle appartient a la famille des protéines kinase D
(PKD). La famille des PKD comprend également deux autres
membres, PKD2 et PKD3 qui partagent une grande similarité
structurale avec PKD1. Certaines études suggerent que la PKD1
est impliquée dans de nombreuses voies oncogéniques telles que
MAPK, NF-kB, HDAC ... Les données préliminaires de notre
équipe avait montré que PKD1 est fortement exprimée dans les
lignées cellulaires de mélanome ayant un phénotype
mésenchymateux. Nous avons également montré que PKD1
participe a I’indépendance vis-a-vis des cestrogénes dans le
cancer du sein et que la forte expression des transcrits PRKD1
était associée a une moins bonne survie dans les tumeurs traitées
au Tamoxifene.

L'objectif de ma these est d'analyser le réle de la PKD1 dans le
maintien du phénotype mésenchymateux dans le mélanome et de
déterminer si PKD1 pourrait étre un facteur pronostique et une
cible thérapeutique pertinente pour certaines sous-populations de
cancer du sein.

Nous avons analysé les marqueurs moléculaires impliqués dans
le phénotype mésenchymateux et épithélial (cadhérine, B-
caténine ...) ainsi que les caractéristiques fonctionnelles des
cellules de mélanome ayant un phénotype mésenchymateux
aprés inhibition pharmacologique de PKD1. Les résultats ont
montré que l'inhibition de PKD1 induit une réversion du

phénotype mésenchymateux vers un phénotype pseudo-épithélial
moins agressif.

L'expression de PRKD1, PRKD2 et PRKD3 a été analysée par
RT-gPCR dans 527 tumeurs de sein. Nous avons montré que les
niveaux plus élevés d'/ARNm de PRKD1 étaient associés a un
mauvais pronostic dans la population globale de cancer du sein
et plus particulierement dans les tumeurs ERa- et les tumeurs
triples négatives.

Nous avons criblé des inhibiteurs pharmacologiques de PKD1 en
collaboration avec la société pharmaceutique AB Science, et
nous avons évalué l'activité anti-tumorale de plusieurs d’entre
eux in vitro dans la lignée cellulaire de cancer du sein triple
négative MDA-MB-436 et in vivo dans un modéle de PDX
(xénogreffe dérivée du patient) de cancer du sein triple négatif.
L’inhibition pharmacologique de PKDI1 ou a I’aide de SiRNA a
réduit la capacité des cellules MDA-MB-436 a former des
colonies. L'inhibition pharmacologique de PKD1 a également
réduit la croissance tumorale in vivo dans le modéle de PDX.
Finalement, nous avons analysé I'expression de PRKD1 dans
différentes cohortes multi-cancers. Nos résultats ont montré
qu'une forte expression de PRKD1 est retrouvée dans le
mélanome et le glioblastome.

En conclusion, les résultats ont montré que PKD1 pourrait étre
une cible thérapeutique pertinente pour le mélanome, le cancer
du sein et le glioblastome.
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