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RESUME

Contribution a I'étude des mécanismes de sensibilité aux traitements anti-

androgenes dans les cancers du sein moléculaires apocrines

Les cancers moléculaires apocrines sont un sous-groupe de cancer du sein
caractérisé par l'expression du récepteur aux androgenes (RA), l'absence du
récepteur aux cestrogénes (RE) et l'expression paradoxale de nombreux genes
typiguement exprimés dans les tumeurs RE positives. Une proportion significative de
ces patientes va récidiver sous forme de métastases dont la prise en charge repose
sur des traitements non spécifiques (chimiothérapies). En préclinique, la lignée
cellulaire MDA-MB-453 a été identifiee comme ayant un profil transcriptomique
similaire a ce sous-groupe tumoral. En clinique, les essais réalisés dans ce sous-
groupe tumoral avec différents anti-androgénes, dont I'abiratérone (inhibiteur de la
synthése des androgénes), retrouvent un bénéfice clinique chez environ 25% des
patientes. L’objectif de cette these est d’améliorer les connaissances et les prises en
charge thérapeutiques spécifiques de ces tumeurs.

Nos données précliniques comparatives montrent que I'ODM-201, nouvel anti-
androgene, ne présente pas une efficacité supérieure par rapport aux anti-
androgenes déja étudiés. Afin de contourner les limites des lignées cellulaires
identifiées dans ce premier projet, nous avons démontré la nécessité de développer
de nouveaux modeles : les Patient-Derived-Xenograft orthotopiques. Notre deuxiéme
projet est en faveur d’'une meilleure sélection des patientes a traiter par abiratérone
notamment basé sur des caractéristiques immunohistochimiques apocrines. Chez les
patientes ne présentant pas ces caractéristiques, nous avons isolé CHEK1 comme
une cible d’'intérét en combinaison thérapeutique pour majorer les taux de réponse

de l'abiratérone en monothérapie.

Mots clés
Cancer du sein ; tumeurs moléculaires apocrines ; récepteurs aux androgéenes ; anti-

androgenes ; acétate d’abiratérone ; inhibiteurs de Chk1



SUMMARY

Insight into sensitivity mechanisms to antiandrogens in molecular apocrine

breast carcinoma

Molecular apocrine cancers are a subgroup of breast cancer characterized by the
expression of the androgen receptor (AR), the absence of the estrogen receptor (ER)
and the paradoxical expression of many genes typically expressed in ER positive
tumors. A significant proportion of these patients will recur in the form of metastases
whose management is based on non-specific treatments (chemotherapy). In
preclinical study, the MDA-MB-453 cell line was identified as having a transcriptomic
profile similar to this tumor subgroup. Clinical trials in this tumor subgroup testing
different antiandrogens, including abiraterone (inhibitor of androgen synthesis), found
a clinical benefit in about 25% of patients. The aim of this thesis is to improve the
knowledge and the specific therapeutic management of these tumors.

Our comparative preclinical data show that ODM-201, a new anti-androgen, does not
show superior efficacy compared to previously studied anti-androgens. In order to
circumvent the limits of cell lines provided by this first project, we have shown the
need to develop new models: orthotopic Patient-Derived-Xenograft. Our second
project favors a better selection of patients to be treated with abiraterone, especially
based on apocrine immunohistochemical characteristics. In patients without these
characteristics, we isolated CHEK1 as a target of interest in combination therapy to

increase response rates of abiraterone monotherapy.

Keywords
Breast cancer; molecular apocrine tumor; androgen receptor; anti-androgen;

abiraterone acetate; Chk1 inhibitor
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AMM : Autorisation de mise sur le marché
CGH: Comparative genomic hybridization / Hybridation génomique comparative
CHIP-Seq : Chromatin immunoprecipitation and sequencing /lmmunoprécipitation de
chromatine et séquencage
CRPC: Castration resistant prostate cancer/ Cancer de prostate resistant a la
castration
CYP17 : Cytochrome P450 17
DHT : Dihydrotestostérone
DMSO : Diméthylsulfoxyde
DDR: DNA Domage Repair/ Réparation des dommages a 'ADN
DBD : Domaine de liaison a I'ADN (du RA)
EORTC : European Organisation for Research and Treatment of Cancer
FFPE : Formalin-fixed paraffin-embedded
FISH : Fluorescence in situ hybridization / Hybridation in-situ en fluorescence
GnRH : Gonadotropin Releasing Hormone /Hormone de liberation des
gonadotrophines hypophysaires
HSP : Heat Shock Protein
IAC : Carcinome invasif apocrine
IC50 : Concentration inhibitrice médiane
IHC : Immunohistochimie
LAR : Luminal androgen receptor
LBD : Ligand Binding Domain / Domaine de liaison a '’ADN (du RA)
LH : Luteinizing hormone / Hormone lutéinisante
LHRH : Luteinizing Hormone Releasing Hormone /Hormone de libération des
gonadotrophines hypophysaires
MA : Moléculaire apocrine (tumeur)
MPA : acétate de médroxyprogestérone
NGS : Next generation sequencing / Séquencage de nouvelle génération
NTD : Domaine de transactivation N-terminal (du RA)
OMS : Organisation mondiale de la santé
OR : Odd ratio
PDX : Patient derived xenograft/ Xénogreffe dérivée de patient
RA : Récepteurs aux androgénes
RE : Récepteurs aux oestrogéenes
19



RP : Récepteurs a la progestérone

SVF : Sérum de veau feetal

SSP : Survie sans progression

TNBC : Triple negative breast cancer/ Cancer du sein triple négatif
UCBG : French Breast Cancer Intergroup

VPP : Valeur predictive positive
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Le cancer du sein est le plus fréquent et le plus meurtrier des cancers chez la
femme avec plus de 54000 nouveaux cas en 2015 en France. Le taux de survie
a 5 ans est de 87%. Derriére ces chiffres se cachent une hétérogénéité de
maladie récemment explorée et exploitée sur le plan thérapeutique.

Le premier traitement de ces cancers reste la chirurgie qui est le seul traitement
ayant une réelle capacité curative pour les tumeurs localisées. L’amélioration
des techniques chirurgicales a permis une réduction de la morbidité avec
’abandon des techniques systématiques d'ablation radicale du sein (dite de
Halsted) aussi appelée technique monobloc consistant en I'ablation du sein, des
muscles sous-jacents et des ganglions lymphatiques axillaires. Ce changement
des pratiques concorde avec l'apparition de la cancérologie comme discipline
médicale. Les premiers cancérologues ont en effet réalisé le constat simple que
malgré une exérése large, certaines patientes récidivent a distance prouvant la
capacité de mobilité des cellules tumorales pour former des métastases. C'est
ainsi qu’a commencé a se développer d'autres types de thérapeutiques comme
la chimiothérapie et la radiothérapie pour compléter I'action de la chirurgie. Ce
constat médical est toujours d’actualité aujourd’hui, car malgré des taux de
survie améliorés, les patientes devenant métastatiques ne guérissent pas de

leur maladie.

La compréhension des mécanismes physiopathologiques a notamment abouti a
la révolution des traitements anti-hormonaux, dont le tamoxiféne, découvert
dans les années 1960 pour les cancers du sein exprimant les récepteurs aux
hormones cestrogénes et/ou progestérone. L’identification de ce sous-groupe de
cancer du sein sur un marqueur prédictif de réponse a un traitement spécifique a
bouleversé la prise en charge des cancers du sein et permis de mettre en
lumiere la diversité tumorale se cachant derriere I'entité ‘cancer du sein’. La
méme démarche a été reproduite suite a la mise en évidence du pronostic
péjoratif associé a la surexpression d’ERBB2, récepteur transmembranaire a
activité tyrosine kinase dans les tumeurs du sous-groupe communément appelé
HER2-amplifié. Cette découverte majeure du Dr Salmon a la fin des années
1980, fut rapidement suivie du développement d'un traitement ciblé, le
trastuzumab avec une efficacité ayant révolutionné la prise en charge de ces
patientes.
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Les années 2000 ont été marquées par la segmentation moléculaire des cancers
du sein grace aux analyses transcriptomiques. Ainsi, en plus des groupes
luminaux, exprimant les récepteurs aux hormones et du groupe HER2-amplifié,
est apparu un sous-groupe de pronostic sombre, sans thérapeutique ciblée et
lui-méme hétérogene, les tumeurs triple négatives. Celles-ci souffrent d’emblée
d’étre décrites par des arguments négatifs, en miroir des groupes luminaux et
HER2-amplifié (récepteurs cestrogenes et progestérone négatifs et HER2 non-
amplifié). Longtemps, la prise en charge de ces tumeurs a été réalisée par
défaut de thérapies spécifiques, avec comme seule arme la chimiothérapie. La
découverte récente de sous-segments dans ce groupe tumoral a été possible
grace aux avancées technologiques biologiques permettant d’isoler des profils
transcriptomiques différents. Notre équipe a isolé en 2005 un sous-groupe
appartenant, en partie, a ces tumeurs dites triple négatives. Ce sous-groupe est
souvent résumé au sein des tumeurs triple négatives par I'expression d’un autre
récepteur hormonal stéroidien, le récepteur aux androgénes. Ces tumeurs dites
moléculaires apocrines n’ont depuis révélé qu’'une partie de leurs
physiopathologies mais déja ont pu faire l'objet d’essais cliniques de
thérapeutiques spécifiques. Ainsi des traitements anti-androgénes ont été
utilisés sur un raisonnement analogue aux cancers de prostate avancés
androgéno-dépendants. Le bénéfice des anti-androgénes est néanmoins limité a
20-30% des tumeurs moléculaires apocrines mettant en lumiére le manque de
compréhension actuel ainsi que la possible hétérogénéité de ce sous-groupe.

Dans ce travail, nous avons cherché a combler ces manques avec pour objectif
de mieux caractériser les mécanismes de sensibilité des traitements anti-
androgenes dans ces tumeurs moléculaires apocrines. Notre objectif est ainsi
d’améliorer l'efficacité des prises en charge spécifigues de cette maladie.
Partant du constat actuel que les tumeurs moléculaires apocrines représentent
environ 10% de I'’ensemble des cancers du sein et qu’'une femme sur 8 a 10
développera un cancer du sein au cours de sa vie, nous pouvons facilement
estimer I'importance d’améliorer les prises en charge dans ce sous-groupe

tumoral.
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Chapitre 1

Les cancers du sein
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Les cancers du sein représentent un enjeu majeur de santé publique du fait de leur
fréquence. Alors que I'hétérogénéité clinique est connue depuis de nombreuses
décennies, la découverte récente d’une grande hétérogénéité biologique, suite aux
analyses d’expression transcriptomique, a révolutionné la compréhension et les

prises en charge des cancers du sein.

Le cancer du sein est la principale cause de cancer féminin en Europe avec 463 000
nouveaux cas estimés en 2012 représentant 28,8% des cancers féminins. Ce cancer
est responsable de 131 200 décés (estimation) en 2012 (1). Une femme sur 8 a 10
sera touchée par le cancer du sein au cours de sa vie (2). L'incidence du cancer du
sein augmente de facon significative aprés 45 ans bien que la mortalité augmente
plus franchement apres 50 ans.

Son incidence est associée au mode de vie occidental et est majorée dans les pays
dit développés, possédant une économie avancée. Un dépistage organisé a été mis
en place en France et dans de nombreux pays (3). Il s’adresse aux patientes a risque
non-élevé, c’est a dire hors histoire familiale évocatrice de cancer héréditaire. Le
dépistage recommandé consiste en une mammographie tous les 2 ans pour les
femmes agées de 50 a 74 ans avec un bénéfice relatif du dépistage organisé en
termes de réduction de la mortalité spécifique (4). Les cancers héréditaires
représentent pour leur part environ 10% de I'ensemble des cancers du sein et les
femmes porteuses de mutation germinale notamment des géenes BRCA bénéficient
d’un suivi plus rapproché et plus complet (5). Le cancer du sein est un enjeu majeur
de santé publique du fait notamment de sa fréquence et de son évolution sous forme

métastatique dans un nombre non négligeable de cas.
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Différentes classifications ont été proposées sur la base d’observations cliniques et
épidémiologiques de I'hétérogénéité des cancers du sein dans leurs présentations et

leurs réponses aux traitements.

La 4eme édition de la classification de [I'Organisation Mondiale de la Santé
(Classification of Tumors of the Breast, 4th edition) a été publié en 2012, et recouvre
'ensemble des lésions cancéreuses et précancéreuses mammaires (tableau 1) (6).
Les premiéres descriptions phénotypiques microscopiques des cancers du sein ont
permis d’isoler deux types histologiques les plus fréquents : les carcinomes infiltrants
de type non spécifique et les carcinomes lobulaires infiltrants ainsi que d’autres sous

types plus rares.

Classification Fréquence
Carcinome invasif de type non-spécifique (NST) 70-75%
Carcinome lobulaire invasif 10-15%
Autres 15%

Carcinome tubuleux

Carcinome cribriforme
Carcinome mucineux

Carcinome médullaire
Carcinome apocrine =1%

Tableau 1. Classification OMS des carcinomes mammaires invasifs.

Quatrieme Edition de 'OMS, adapté de (7). Liste non exhaustive des formes
histologiques ‘autres’.
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Les carcinomes avec différentiation apocrine ou carcinome apocrine invasif sont un
sous-type histologique rare de cancer du sein avec une incidence allant de moins de
1% a 4% (8). lls présentent les mémes caractéristiques d’expansion architecturale
que les carcinomes invasifs de type non spécifique. Leurs spécificités résident dans
les caractéristigues morphologiques de leurs cellules qui possédent un cytoplasme
granulaire éosinophile abondant et des nucléoles proéminents.

En pratique clinique, le type histologique OMS est complété par une classification
basée sur des biomarqueurs immunohistochimiques (IHC) de différents récepteurs
stéroides, aux estrogenes (RE), a la progestérone (RP) ainsi que transmembranaire
avec le récepteur HER2. Ces biomarqueurs isolent ainsi les tumeurs récepteurs
hormonaux positives (RE +, RP+/-) ou tumeurs luminales, les tumeurs HER2-
amplifiées et les tumeurs triple négatives ou basales (RE-, RP-, HER2 non amplifié).
Le tableau 2 reprend ces groupes dont les définitions consensuelles sont utilisées en
pratique clinique courante. Le RA est reporté de maniere indicative mais n’intervient
pas dans lidentification de ces sous-groupes. Les implications thérapeutiques a un
stade localisé présentées dans ce tableau sont internationalement acceptées (9).
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Sous-groupe RA RE/RP HER2 Ki67 Traitement

amplifié
Luminal A Positif ~ Au moins 1 Non Faible Hormonothérapie
ou positif seule
négatif
Luminal B Positif ~ Au moins 1 Oui ou Non Elevé  Hormonothérapie
ou positif +/-chimiothérapie
négatif +/- anti-HER2
HER2 positive Positif Positifs ou Oui - Chimiothérapie
ou négatifs + anti-HER2
négatif
Triple negative Neégatif Négatifs Non - Chimiothérapie

Tableau 2. Sous-type de cancer du sein défini par des marqueurs
immunohistochimiques (RE, RP, RA, HER2, KI67) et/ou par FISH (HER2) et
leurs implications thérapeutiques générales.
RA : récepteurs aux androgénes ; RE : récepteurs aux cestrogénes ; RP : récepteurs
a la progestérone ; KI67 : index de prolifération.

Ce deuxieme niveau de classification permet une différenciation prédictive de
réponse au traitement concordante avec la disponibilité de traitements tels que
’hormonothérapie et les thérapies ciblées anti-HER2. Ces récepteurs sont des
facteurs pronostics et prédictifs (10,11), mais ne décrivent pas en totalité la biologie
tumorale sous-jacente de ces cancers. En effet, cette biologie tumorale ne peut
probablement pas étre réduite a l'expression ou a la surexpression de quelques

récepteurs.

Les avancées technologiques ont permis d’approfondir la dissection des cancers du
sein par I'apport des données génomiques et transcriptomiques. Ces derniéres ont

conduit a discriminer les tumeurs mammaires en sous-groupes ouvrant la voie a une
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adaptation thérapeutique en fonction des caractéristiques retrouvées. Plusieurs tests
génomiques peuvent actuellement étre utilisés pour classer les cancers du sein en

sous-groupes dit « moléculaires ».

Au début des années 2000, des explorations transcriptomiques de tumeurs
mammaires ont été réalisées sur un grand nombre de génes potentiellement
impliqués dans l'oncogenése, dans le contréle de la croissance cellulaire, dans la
différenciation cellulaire et dans la mort cellulaire. Perou et al. (12) ont identifié 3
groupes moléculaires distincts en utilisant une analyse par clustering hiérarchique
non supervisée. lls ont ainsi défini les sous-groupes suivants : luminal (par la suite
réparti en deux sous-groupes, luminal A et B), HER2 enrichi (HER2+) et basal-like.
En 2001, Sorlie et al. (13) ont corrélé ces sous-groupes moléculaires de cancer du
sein a des données de survie. Ces groupes présentent des caractéristiques
différentes en termes d’incidence, de présentation clinique, de pronostic et de
réponse au traitement (13-15).

Ces groupes tumoraux correspondent schématiquement aux groupes définis en IHC
(tableau 2). Ainsi, en pratique courante les marqueurs immunohistochimiques, RE,
RP et HER2, se substituent et résument les données transcriptomiques pour
identifier les différents types de cancers du sein dans une visée théranostique.

Parker et al. (16) ont par la suite développé le modéle PAM50, un test d’expression
multigénique ou signature d'expression de 50 genes. Celui-ci permet d’identifier,
avec un test simplifié, les 4 sous-types intrinséques moléculaires de cancer du sein
de Perou et Sorlie (luminaux A/B, enrichi HER2 et basal-like). Ce test a été mis au
point pour refléter la biologie associée aux voies de signalisation des récepteurs aux
estrogénes et d’'HER2. Il inclut également des génes de prolifération et des
marqueurs spécifiqgues au sous-type basal. Cette signature permet d’identifier les
sous-types de cancer du sein avec une valeur pronostic fine en plus des facteurs
cliniques et anatomopathologiques classiguement utilisés dans les cancers localisés.
Cet test a notamment été validé dans les populations de patientes incluses dans les
essais transATAC et ABCSG-8 (17,18). Malgré ces résultats, les travaux de Prat et
Perou mettent en évidence Iimportance de maintenir les classifications
clinicopathologiques en plus des informations fournies par la classification
moléculaire intrinséque de cette signature (19). lls rappellent qu'une meilleure
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compréhension des caractéristiques de la biologie tumorale (par analyse
transcriptomique) vise a aider le clinicien dans sa décision d’un traitement le plus

approprié pour chaque patient sans remplacer les données clinicopathologiques.

Les classifications moléculaires présentent deux limites principales.

La premiére concerne les tumeurs de type basal qui se superposent en pratique aux
tumeurs triple négatives en IHC a savoir n’exprimant pas les récepteurs estrogenes,
progestérones et HER2 (20). Ces tumeurs représentent 10 a 15% des cancers du
sein (21-23) et sont caractérisées par une prolifération importante et un grade
histologique élevé (principalement grade lll) (24). Jusqu’a ce jour, les tentatives de
classification ayant pour but de déterminer un sous-groupe de tumeurs triple
négatives répondant a une thérapie ciblée spécifigue n’ont pas abouti a une
autorisation de mise sur le marché (22,25). Ceci sera bientbt le cas pour les tumeurs
portant une mutation des géenes BRCA, impliquées dans les cancers du sein
héréditaires avec les traitements anti-PARP (26). Cette absence peut étre expliquée
par I'hétérogénéité génétiqgue de ce sous-groupe basal démontrée par Turner et al.
en s’appuyant sur le profil de comparative genomic hybridization (CGH) de ces
tumeurs (21). L'équipe de Lehmann et al. (27) a elle analysé la variation de
I'expression transcriptomique de 587 tumeurs triple négatives (TNBC) et réussi a
isoler de cette hétérogénéité six sous-types: basal-like 1 et 2, immunomodulatrice,
mésenchymateux, mésenchymateux stem-like ainsi qu’'un sous-type Iuminal-
récepteur androgéne (Luminal Androgen Receptor, LAR). Ce dernier sous-groupe se
compose de tumeurs caractérisées par une expression transcriptomique de génes du
profil luminal et de génes du spectre du récepteur aux androgenes (RA). Cette
classification repose sur un modéle composé de 2188 génes qui a récemment pu
étre simplifie a 101 génes avec un pouvoir de discrimination des différents sous-
groupes identique (28). La réalité de ces sous-groupes, notamment du sous-groupe
LAR a été confirmée dans une analyse récente (29). Les LAR y représentent 16%
des TNBC.

La deuxieme limite majeure des classifications moléculaires est le positionnement
des tumeurs HER2-amplifiées. Dans les études de puce dexpression
transcriptomique précédemment décrites, de nombreuses tumeurs amplifiées pour
HER2 en IHC et/ou FISH se situent en dehors du sous-groupe transcriptomique
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HER2. De plus, certaines tumeurs de ce sous-groupe ne surexpriment pas HER2 en
IHC. Ainsi, il a été montré que 50% des tumeurs considérées HER2 amplifiées en
pathologie ne sont pas retrouvées dans le sous-groupe moléculaire HER2 (30). Ces
données démontrent que I'amplification de HER2 ne représente pas un phénotype
homogeéne suffisant pour former un sous-groupe moléculaire unique et distinct. Ceci
est en contradiction avec la pratique clinique dans laquelle les tumeurs HER2
amplifiées peuvent bénéficier de traitements ciblés spécifiques efficaces (31).

Ceci met en lumiére la limite de la corrélation entre groupe moléculaire et
caractéristiques clinico-pathologiques permettant [lattribution d'un traitement
spécifique. Ces études de classification moléculaires n’ont ainsi pas modifié les
grandes lignes des recommandations nationales et internationales telles que celles
de Saint-Gallen (9) dans lesquelles les données clinico-biologiques restent le socle
de la pratique clinique dans l'objectif d'attribution thérapeutique. Néanmoins, ces
recommandations d’experts internationaux ont convenu qu'un certain nombre de
signatures d'expression peuvent avoir un réle pronostiqgue additionnel pour guider
lindication ou non de traitement adjuvant tel que la chimiothérapie (limitée aux
tumeurs luminales localisées sans envahissement ganglionnaire) (9). Ceci illustre la
capacité collaborative des outils clinico-pathologique et transcriptomique pour guider

au mieux les traitements de maniéere personnalisée.
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Chapitre 2

Les tumeurs moléculaires apocrines
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Farmer et al. (32) ont isolé en 2005 un sous-groupe indépendant de cancer du sein
qui a été nommé tumeurs moléculaires apocrines (MA). Ces tumeurs moléculaires
apocrines présentent un profil d'expression transcriptomique avec une
prépondérance de la signalisation androgénique ainsi que certaines caractéristiques
morphologiques histologiques des tumeurs apocrines invasives.

Ce sous-groupe de cancer du sein a été identifié par une analyse transcriptomique
non supervisée de 49 tumeurs mammaires en 2005 (32) (figure 1). Dans cette étude,
un panel de transcripts plus large a été utilisé par rapport aux travaux de classication
transcriptomique antérieurs (rapportés dans le chapitre précédent).

Un des points majeurs et novateurs de cette classification est la disparition du sous-
groupe HER2 tel que jusqu’alors rapporté (12,13,15). Les cancers du sein dans cette
classification se répartissent en trois sous-groupes : luminal, basal et moléculaire
apocrine (32). Les tumeurs HER2 amplifiées se répartissent dans les sous-groupes
luminal et moléculaire apocrine. Le sous-groupe moléculaire apocrine comprend des
tumeurs avec un profil d’expression distinct des tumeurs basales mais de maniére
identique a ces dernieres n’expriment pas le géne du récepteur aux oestrogénes,
ESR1. De maniére surprenante les tumeurs moléculaires apocrines expriment
néanmoins certains génes du cluster luminal en commun avec les tumeurs
luminales ; a la différence des tumeurs basales. Les tumeurs moléculaires apocrines,
également a la différence des basales, présentent une expression forte du récepteur
aux androgénes et de génes de la voie des androgenes.

La dénomination de ce sous-groupe tumoral ‘moléculaire apocrine’ a été proposée
par I'équipe de Farmer et Iggo (32) du fait de caractéristiques phénotypiques
morphologiques apocrines, proche de la définition histologique des carcinomes
apocrines infiltrants (33).
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Figure 1. Clusters de génes d’intérét isolant les tumeurs moléculaires
apocrines.

Adapté de Farmer et al., Oncogene (32).Chaque colonne correspond a une tumeur.
En violet, tumeurs du groupe luminal ; en rouge, du groupe moléculaire apocrine ; en
vert, du groupe basal. Chaque transcript étudié est représenté en ligne. Le cluster 6
regroupe des génes luminaux, le cluster 7 des génes apocrines et le cluster 8 des
génes de 'amplicon HER2.
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Le sous-groupe LAR (luminal androgen receptor) de tumeurs triple négatives décrit
par Lehmann et al. (27) correspond aux tumeurs HER2 non-amplifiées du sous-
groupe moléculaire apocrine de Farmer et al. (32).

Lehmann et Pietenpol ont montré (dans une cohorte de 374 TNBC) que les LAR sont
principalement composés de tumeurs classées ‘HER2' (74%) mais également
‘luminales’ selon la classification moléculaire intrinseque PAM50 (34). Ceci a été
confirmé depuis par une autre équipe (35). Il faut noter par ailleurs que les tumeurs
identifites comme LAR ne correspondent pas au profil des tumeurs classées
‘basales’ selon la classification PAM50 (34). Ce profil PAM50 isole clairement le
sous-groupe LAR du reste des tumeurs triple négatives qui correspond au sous-
groupe moléculaire apocrine dans sa fraction non-amplifiée pour HER2. En effet, ces
études renforcent la description initiale de Farmer et al. (32) d’'un sous-groupe
moléculaire apocrine caractérisé par I'expression de génes luminaux sans
expression du RE et une prépondérance d'HER2 (avec ou sans présence

d’amplification) (figure 1).

Doane et al. en 2006 ont confirmé cette classification de Farmer et al. (32) en
identifiant deux sous-classes de tumeurs RE négatives, dont 'une semblant plus
proche des tumeurs RE+ (36). Ce dernier point les différencie des tumeurs du sous-
type basal (36). Ce sous-groupe a expression transcriptomique proche mais distinct
des tumeurs luminales correspond au sous-groupe moléculaire apocrine de Farmer
et al. (32) et partiellement au sous-groupe LAR de Lehmann et al. (pour les tumeurs
HER2 non-amplifiees) (27).
Guedj et al. (37) en 2012 ont également confirmé (sur une cohorte de 355 tumeurs)
'existence des trois sous-groupes moléculaires dont le sous-groupe moléculaire
apocrine initialement identifiés par Farmer et al. (32). Une corrélation entre sous-
groupes tumoraux identifiés par analyse transcriptomique et données cliniques et
biologiques de plusieurs centaines de tumeurs a été décrite par cette équipe (37)
renforcant ainsi I'existence d'un tel sous-groupe moléculaire apocrine. Ces résultats
ont depuis été confirmés par une méta-analyse de différentes cohortes d’analyses
transcriptomiques par Sanga et al. (38).
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Ces tumeurs, moléculaires apocrines, sont caractérisées sur un plan
transcriptomique par un profil proche mais distinct des tumeurs luminales, sans
expression du gene du RE, avec une expression du géene du RA et avec une
activation de la voie des androgénes. Ceci se traduit sur le plan
immunohistochimique par une identification possible reposant sur un RE négatif et un
RA positif quel que soit le statut de HER2.

Les sous-groupes moléculaires selon Farmer peuvent étre ainsi étre corrélés a
'expression des récepteurs hormonaux stéroidiens : tumeurs luminales (RE+, RA+),
basales (RE-, RA-) et apocrines moléculaires (RE-, RA+). La distinction de ces trois
sous-groupes est rapportée dans le tableau 3. Les tumeurs HER2 amplifiées se

répartissent dans les sous-groupes luminal et moléculaire apocrine.

Sous-groupe RA RE/RP HER2 amplifié

Luminal PO?”” ou Au moins 1 positif Oui ou Non
négatif

Moléculaire MA HER2- Positif Négatifs Non

apocrine

(MA) MA HER2+ Positif Négatifs Oui

Basal Négatif Négatifs Non

Tableau 3. Classification moléculaire des cancers du sein selon Farmer et al.
utilisée dans cette thése et les corrléations immunohistochimiques.
Classification adaptée de Farmer et al., Oncogene (32). RA : récepteurs aux
androgenes ; RE : récepteurs aux cestrogenes ; RP : récepteurs a la progestérone ;
HER2- : non amplifié ; HER2+ : amplifié.
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La corrélation entre les trois sous-groupes transcriptomiques de Farmer et al. (32) et
les groupes consensuels immunohistochimiques, représentés sur la figure 2, permet

de visualiser la fréquence de chacun des sous-groupes.

La prévalence des cancers moléculaires apocrines sur la base des études
transcriptomiques est de 8 a 11% de I'ensemble des cancers du sein localisé (32,37).
Ce sous-groupe tumoral représente donc une entité relativement fréquente en
pratique clinique courante. Considérant qu’environ 50000 femmes sont
diagnostiquées avec un cancer du sein chaque année en France (39), environ 5000
sont des cancers moléculaires apocrines dont au moins 1 500 sont HER2-négatifs.
Les travaux présentés dans cette these s’intéressent spécifiguement aux tumeurs

moléculaires apocrines HER2-négatives.
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Classification IHC (St Gallen)*
Luminales A

Luminales B HER2-
Luminales B HER2+

HER2+ non luminales

Triple négatives

|

Classification transcriptomique selon Farmer etal. (cercle interne)**

Luminales

MA

o

Basales

Marqueurs IHC
E— RE et/ou RP +
RA +

Figure 2. Fréquence relative des sous-groupes de cancer du sein selon la
définition IHC usuelle en pratique clinique et la définition transcriptomique de
Farmer et al.

Adapté de Lakis S et al., The Breast (40). (*) : classification IHC, reprenant les
recommandations thérapeutiques de Saint Gallen (9); et (**) : définition en trois
groupes transcriptomiques selon Farmer et al. (32). MA : moléculaires apocrines.

Basales : triple négatives RA-négatives.
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L’implication du récepteur aux androgénes dans la pathologie mammaire est connue
depuis les années 1940 (41). La description du sous-groupe moléculaire apocrine
par Farmer et al. en 2005 a provoqué un regain d’intérét dans les cancers du sein
pour ce récepteur d’hormones stéroides (32). En effet, le RA y occupe une place
centrale.

Le récepteur aux androgenes (RA) (NR3C4, nuclear receptor subfamily 3, group C,
gene 4) appartient au groupe des récepteurs nucléaires aux hormones stéroides
avec le récepteur aux cestrogenes (RE), le récepteur aux glucocorticoides (RG), le
récepteur a la progestérone (RP) et le récepteur des minéralocorticoides (RM)
(42,43).

Les récepteurs hormonaux stéroidiens (RHS) sont multiples mais possédent une
structure proche (44). Les RHS agissent de maniére spécifiques selon le type
cellulaire pour réguler de nombreux processus physiologiqgues, comme le
métabolisme des glucides, le métabolisme lipidique, I'inflammation, mais également
des processus pathologigues comme le cancer ou encore les maladies
cardiovasculaires (45,46). Les hormones stéroides exercent la plus grande partie de
leurs effets biologiques via leurs récepteurs, par une activité de régulation de génes
cibles (47,48). Le récepteur aux androgenes a ainsi une activité de facteur de
transcription. Les RHS transmettent un signal aux génes cibles en interagissant avec
des séquences d'ADN spécifiques appelées Elément de Réponse mais également
en interagissant avec diverses protéines co-régulatrices, co-activateurs et/ou co-

represseurs (44,49,50).

Comme décrit précédemment, le RA et ses voies de signalisation semblent centrales

dans le sous-groupe de tumeurs moélculaires apocrines. Le géne du récepteur aux
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androgenes est situé sur le bras long du chromosome X en position 12 (Xg12) et
code pour un facteur de transcription activé par un ligand. Il posséde 8 exons et 7
introns (51). Le gene du RA code pour une protéine de 110 kDa composée de 919

acides aminés (52). La protéine codante posséde 2757 nucléotides.

Il existe deux variants d’épissage prépondérants du transcrit qui codent pour deux
isoformes : la forme A de 87 kDa et la forme B de 110 kDa. Il est constitué de 3
domaines fonctionnels distincts: un domaine de transactivation N-terminal (NTD)
(résidus 1-537), un domaine de liaison a 'ADN (DBD) (résidus 537—625), une région
charniére (résidus 625-669) et un domaine de liaison au ligand (LBD) (résidus 669—
919) (53).

Ces trois domaines sont nécessaires pour la fonctionnalité du récepteur. Le DBD est
un domaine trés conservé qui lie le RA aux régions promotrices et enhancer des
génes RA-régulés par liaison directe a I'ADN pour permettre I'activation des fonctions
des domaines NTD et LBD afin de stimuler la transcription de ces génes. Le sous-
domaine du NTD, activation function 1 (AF1, résidus 142—485) est intrinséquement
actif (54), tandis que le sous-domaine activation function 2 (AF2) du domaine LBD a

une activation ligand dépendante (55) (Figure 3).
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Figure 3. Structure du récepteur aux androgéenes : gene et protéine.
Adapté de Lorente D, et al. Nature Reviews Urology, 2015 (56). AF, Fonction
d’activation; AR, récepteur aux androgénes; DBD, domaine de liaison a ’ADN; LBD,

domaine de liaison au ligand; NTD, domaine de transactivation N-terminal.

En l'absence de ligand, le RA est localisé dans le cytoplasme, complexé avec des
protéines chaperonnes, comme les HSP90 et 70 (Heat Shock Protein) qui le
maintiennent dans une conformation stable, inactive présentant une haute affinité
pour le ligand.

En tant que facteur de transcription, le RA est activé par la liaison de ses ligands
stéroidiens, la testostérone ou la dihydrotestostérone (DHT). La fixation du ligand sur
le domaine de liaison du ligand du RA induit un changement de conformation, une
dimérisation et une translocation dans le noyau.

En l'absence de ligand, RA comme RE sont maintenus dans un état inactif associé a
des Heat shock proteins (57). Il existe trois principales modalités d'action de ces
récepteurs.

La premiére est une induction de la transcription. Une fois liés a leurs ligands, les
récepteurs subissent un changement conformationnel favorisant leurs localisations
nucléaires et leurs dimérisations conduisant a la liaison a I'ADN. Le RA comme le
RE, interagissent avec I'ADN via des séquences spécifiques (€lément de réponse

42



aux androgenes, ARE, trés proche des ERE pour le RE) (58,59). Ces séquences
nucléotidiques spécifiques sont situées dans les régions promotrices des génes
cibles du RA. Pour y parvenir, ils interagissent et recrutent un ensemble de
cofacteurs nucléaires pour entrainer I'activation ou la répression de ses genes cibles.
Certains de ces co-facteurs sont communs aux deux récepteurs.

Le RA (comme le RE) peut également interagir sur la transcription génique sans se
lier directement a I'ADN, par interaction directe avec d'autres facteurs de
transcription.

Enfin, les RA peuvent également avoir une action activatrice non-génomique a la
membrane cellulaire pour y induire diverses voies de signalisation telles que la voie
MAPK, avec une vitesse d’exécution beaucoup plus courte qu'avec les deux

premiers modes d'action (60).

LE RA peut étre activé par différents ligands correspondant a différents androgenes.
Les principaux androgénes naturels sont la déhydroépiandrostérone (DHEA),
'androstenedione, la testostérone et le produit de sa conversion par la 5a réductase,
la dihydrotestostérone (DHT). Testostérone et dihydrotestostérone sont les
principaux ligands du RA. La DHT possede une affinité plus élevée pour le RA que la
testostérone (61). Chez I'homme, ces androgénes sont responsables du
développement des organes génitaux externes, de l'appareil reproducteur et de la
prostate (62). Les androgénes influencent également le métabolisme de différents
tissus tels les os, les muscles, la peau et le tissu adipeux ainsi que le comportement
(63).

Le cholestérol est le précurseur commun des hormones stéroidiennes, dérivant de la
pregnénolone, intermédiaire commun a toutes les hormones. Les androgenes sont
biosynthétisés chez 'homme par les cellules de Leydig testiculaires, et chez la
femme non ménopausée, par les ovaires. Il existe également une sécrétion de
déhydroépiandrostérone et d’androsténedione par les glandes corticosurrénales, qui
seront converties en testostérone dans les tissus périphériques (64). Les hormones

ainsi sécrétées sont libérées dans la circulation sanguine pour agir a distance sur les
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organes cibles. La majorité de la production de testostérone est sous le controle de
'axe hypothalamo-hypophysaire par I'intermédiaire de la LH (Luteinizing hormone),
produite par I'’hypophyse, elle-méme sous contrle de la sécrétion pulsatile de la
LHRH (Luteinizing Hormone Releasing Hormone ; au niveau de I'’hypothalamus).
Dans les cellules des organes cibles, les enzymes 5 a-réductases convertissent la
testostérone, en dihydrotestostérone (65).

La DHT constitue le principal androgene actif chez 'homme notamment dans la
prostate. Chez la femme, c’est la testostérone qui est I'androgéne biologiquement
actif, produit principalement a partir de I'androsténedione. La DHT est chez la femme
minoritaire car uniquement produite a partir de la conversion périphérique de la
testostérone. Il est important de noter que chez la femme ménopausée, les
cestrogénes sont produits a partir des androgenes par aromatisation du fait d’'une
enzyme spécifique, 'aromatase, notamment présente dans le tissu adipeux. Les
traitements anti-aromatases représentent la base des traitements anti-hormonaux

chez les femmes ménopausées ayant présenté un cancer du sein luminal.

Une synthése locale mammaire de ces hormones a été décrite, a partir des
précurseurs sanguin circulants (66). En outre, le tissu mammaire normal et tumoral
posseéde I'ensemble des enzymes nécessaires a ces conversions et en particulier
'aromatase pour les cestrogenes, mais aussi la 5a-réductase pour les androgénes
(67). Les voies de synthése des hormones stéroides, cestrogénes et androgenes,
présentent d’ailleurs des liens forts, qui sont impliqués dans la physiopathologie des
cancers du sein et de la prostate (figure 4).
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Figure 4. Voies de biosynthése des hormones stéroides communes entre
cancer du sein et de la prostate mettant en lumiére la place centrale des
androgenes.

En vert, représentation des principales thérapeutiques anti-hormonales. Adapté de
Risbridger GP et al., Nat Rev Cancer, 2010 (68). 3aAdiol : 5a-androstane-3a,17(-
diol; 3BAdiol : 5a-androstane-38,17B3-diol; 3a-HsD : 3a-hydroxystéroide
déhydrogénase; 36-HsD : 3B-hydroxysteroide déhydrogénase.

d. Régulation du RA

L’activité transcriptionnelle du RA est régulée par plusieurs mécanismes
physiologiques ou pathologiques. Environ 300 co-régulateurs potentiels du RA ont
été identifiés (68). Les co-régulateurs peuvent étre classés de maniére fonctionnelle
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comme co-activateurs ou co-répresseurs (69). Ces co-régulateurs peuvent intervenir
sur de nombreux génes cibles du RA, modifiants ainsi la disponibilité des éléments
de réponse du RA (ARE), ou sur le métabolisme du RA (action sur le protéasome,
sur les protéines chaperonnes comme notamment la HSP90) ou bien directement sur
la structure et la fonction du RA (ligase, ubiquitinase, kinase, etc...) (70).

En plus des événements de régulation physiologique ou pathologique extrinseques
au RA par des co-régulateurs, il a été décrit des variants pathologiques du gene du
RA lui-méme. Il a ainsi été mis en évidence des mutations inactivatrices ou perte de
fonction du domaine de liaison au ligand ainsi que des mutations activatrices (71).
Ces altérations ont été rapportées dans les cancers de prostate avancés et pré-
traités par hormonothérapie (agoniste ou antagoniste de la LHRH). Celles-ci viennent
faciliter la signalisation du RA en conférant une promiscuité du ligand avec son
récepteur, permettant ainsi au RA d'étre activé méme en présence de niveaux faibles
voir absents d'androgenes. Par ailleurs, ces mutations peuvent étre capables de
moduler I'action des agonistes ou des antagonistes du RA pouvant induire des effets

paradoxaux (72).

Le RA présente également des variants d’épissage influents sa fonction comme le
variant AR V7 (73,74). Ces variants peuvent étre des formes constitutionnellement
actives du récepteur par perte du domaine de liaison au ligand mais conservant sa
capacité d’activation de certaines cibles du RA. Enfin, des modifications post-
traductionnelles, comme la phosphorylation, I'acétylation, I'ubiquitination ou encore la
SUMOylation jouent un réle dans la régulation de la transcription du RA (75).

L’activation du RA peut donc étre variable avec une régulation complexe et évolutive
du fait par exemple de la stimulation/inhibition exogéne de multiples co-facteurs. Son
activation et sa régulation relévent de mécanismes fins qui ont été principalement

explorées dans les cancers de prostate.
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Le modéle classique pour I'étude du réle des RA est le cancer de prostate, reposant
sur les données disponibles concernant son implication physiopathologique dans ce
type de cancer.

La croissance de la glande prostatique est régulée par les androgénes (testostérone
et ses métabolites actifs). Le maintien de cette croissance nécessite un niveau
approprié de testostérone circulante. De méme, le développement, la différenciation
et la fonction de la glande prostatique sont sous cette méme dépendance (76,77). |l
est depuis longtemps connu qu’une orchidectomie bilatérale induit l'involution de la
glande tandis que lI'administration de testostérone exogéne est alors capable de ré-
induire une croissance prostatique (78).

Le cancer de la prostate est le cancer le plus fréquent et parmi le plus mortel des
cancers masculins (79). Son développement et sa progression sont liés au RA et a la
stimulation androgénique, classant ces cancers dans la catégorie des cancers
hormono-dépendants et conduisant a une littérature scientifique riche sur le sujet
(80). Les premiéres démonstrations d’efficacité d’un traitement anti-hormonal dans
un cas de cancer de prostate datent de 1941 avec l'utilisation de traitement anti-
androgénique par castration ou par une prise d’cestrogénes (81). Il y a plus de 70
ans, le Docteur Charles HUGGINS a ainsi démontré que la privation androgénique
par orchidectomie bilatérale provoquait chez 'homme une régression des cancers de
prostate (81,82) démontrant cliniquement le caractére androgéno-dépendant de cette

maladie.

Des son oncogenese, le cancer de la prostate posséde une dépendance trés étroite
avec le RA. Celle-ci est reliée a I'activation de différentes voies bien identifiées dans
lesquelles le RA et les androgénes présentent déja un rdle central. Un exemple
notable est la régulation positive androgéno-dépendante des membres de la famille
du facteur de transcription E-twenty-six (ETS). Des fusions de génes entre le
promoteur du géene TMPRSS2 (régulé par le RA) et de ETS sont retrouvées dans
environ 50% des cancers de prostate (83,84). Ces fusions induisent un pouvoir de
réponse androgéno-dépendante aux facteurs de transcription ETS. La dépendance

envers le RA et/ou les androgénes est donc omniprésente dans cette
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physiopathologie tumorale. D’autres voies de signalisation moins spécifiques ont été
impliquées dans le cancer de la prostate, comme les voies de signalisations PI3K et
MAPK, tant dans les stades précoces qu'avancés dans les études de profils
génomiques tumoral (85). Néanmoins les analyses des voies de signalisation du RA
montrent que celles-ci gardent un rdle central a tous les stades tumoraux par rapport

aux autres voies de signalisation retrouvées altérées.

La spécificité de l'addiction oncogénique envers le RA dans les cancers de la
prostate a mené au développement de thérapeutiques spécifiqgues anti-hormonales.
Ces principes physiopathologiques et thérapeutiques d’androgéno-dépendance du
modéle de cancer de la prostate ont servi de base a la compréhension biologique et
aux opportunités thérapeutiques dans les tumeurs moléculaires apocrines
mammaires. Les premiéres explorations réalisées ont visé a comprendre la place

biologique du RA dans ce sous-groupe de cancer du sein.

La balance androgénes/cestrogénes joue un role important dans le développement
de la glande mammaire. Les cestrogenes induisent ainsi la croissance de la glande
mammaire féminine alors qu'un excés endo- ou exogene d’androgénes aura
tendance a inhiber ce développement (86). La prépondérance des androgenes est
au contraire, chez I'homme, responsable de l'absence de développement de la

glande mammaire telle que présente chez la femme.

En situation physiologique, les RA et RE utilisent les mémes mécanismes d'action et
peuvent entrer en concurrence avec une activité inhibitrice mutuelle. Cette
compétition pour la liaison a I'ADN peut ainsi inhiber la signalisation dépendante des
cestrogénes (87). De plus, I'activité facteur de transcription de ces deux récepteurs
nécessite des cofacteurs communs, responsable d’'une compétition entre ces deux
récepteurs (revue dans (68)). L'interaction directe des deux récepteurs semble étre
inhibitrice pour les deux voies de signalisation comme le montre Panet-Raymond et
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al. (88). La compétition se produit du fait d’'un partage de séquence de liaison a
I’ADN entre les deux facteurs de transcriptions (séquences ARE et ERE), conduisant
a une diminution des effets pro-proliférants du RE (89).

En situation pathologique, les interactions entre RA et RE persistent probablement.
RA et RE peuvent ainsi avoir des interactions fortes et compétitives, impliquant un
effet inhibiteur du RA sur la prolifération des cellules cancéreuses mammaires en
présence du RE (37,40-45). Il a été montré que les androgenes peuvent induire un
effet antiprolifératif dans certains cancers du sein. Dans ces expériences la DHT
inhibe la prolifération de certaines lignées cellulaires de cancer du sein RE et RA
positifs; cet effet est par ailleurs également retrouvé dans un modeéle in vitro de tissu
mammaire normal (90-92). Une des explications rapportées propose un rdle de

régulation du RA sur I'expression du récepteur aux cestrogenes béta (93).

La croissance de certains cancers du sein pourrait donc résulter d’'une balance fine
entre les voies de signalisation des cestrogenes (pro-proliférants, comme décrit dans
le tissu mammaire sain et les cancers du sein RE positifs) et la voie de signalisation
des androgeénes (inhibant la prolifération en présence du RE dans le tissu mammaire
sain) (94). Cette balance implique la présence des deux récepteurs, comme dans la
majorité des tumeurs RE positifs, luminales. Le point important semble étre la
présence ou I'absence du RE et non la présence seule du RA. Ainsi, la stimulation
androgénique peut aussi bien majorer ou inhiber la croissance de différentes lignées
cellulaires de cancer du sein (90). Il existe pourtant une hétérogénéité de ces
résultats sur les mémes lignées cellulaires et la non reproductibilité des résultats est
liée en partie a des conditions de stimulation androgéniques différentes (androgéne
utilisé, DHT ou R1881; sérum utilisé et quantité d’androgénes exogene non
maitrisée) (95). Néanmoins, un consensus existe sur I'effet variable des androgénes
et du RA sur la prolifération en fonction du type cellulaire mammaire renforgant

'hypothése d’un effet lié a la présence ou non du RE.

La découverte des tumeurs moléculaires apocrines (RE-, RA+), par I'équipe de
Farmer et al. (32), conforte cette hypothése dans le sens d’un réle pro-proliférant du
RA en l'absence de RE, soit pro-oncogénique. Dans les tumeurs luminales (RE+,
RA+), le RA et la stimulation des androgénes auraient alors un réle anti-proliférant en
présence du RE.
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Un argument pour l'activité pro-oncogénique des androgénes et du RA repose sur
leurs réles dans I'évolution métastatique des cancers du sein comme démontré dans
un modéle préclinique (96). Il a été montré in vitro que la DHT est capable d'induire
la transition épithélio-mésenchymateuse dans des cellules cancéreuses mammaires,
indépendamment du RE mais sous la dépendance du RA. Cette transition épithélio-
mésenchymateuse est un processus initial conduisant a la formation de métastases.
La lysine-specific demethylase 1A (LSD1) semblerait nécessaire a ce processus par
régulation épigénétique de certains de ces genes cibles. RA et LSD1 sont, dans ce
modeéle, indispensables a ce processus d’évolution métastatique validé sur modéle
murin (96).

La littérature concorde dans le cancer du sein vers un role ambivalent du RA avec en
cas d’absence du RE, une action pro-oncogénique. Cette absence d’expression du
RE correspond a la situation des tumeurs moléculaires apocrines et accrédite le role

physiopathologique central du RA dans ces tumeurs.

Concernant la prévalence, des études immunohistochimiques indiquent que le RA
est exprimé dans environ 75-80% des cancers du sein RE-positifs (97) et dans
environ 30% des cancers RE-négatifs (98) (figure 5). La littérature retrouve selon les
études une grande amplitude de fréquence de positivité du RA dans les tumeurs RE-
positives, de 50 a 80%. Plusieurs explications peuvent étre retrouvées comme la
date de réalisation de [I'étude, [I'utilisation de diverses techniques
immunohistochimiques et de divers seuils retenus pour définir la négativité/positivité
des RA (99-101).
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Figure 5. Proportion de cancer du sein exprimant les récepteurs androgénes
(=210%) en IHC par sous-groupes définis selon le statut des récepteurs

hormonaux et de HER2.

Adapté de Vaz Luis |, et al., Ann Oncol (102). A gauche, prévalence des sous-
groupes de cancer du sein en fonction du statut des RE/RP et de HER2 (HER2+:
amplifié) ; a droite, proportion de tumeurs RA-positives (RA+) dans chacun de ces

sous-groupes.
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Concernant le pronostic et selon les derniéres données disponibles issues d’'une
méta-analyse sur plus de 10000 patientes, il est retrouvé en analyse multivariée une
amélioration de la survie sans maladie sur 'ensemble des patientes atteints de
cancers du sein (HR=0,46 ; IC 95% : 0,37-0,58, p <0,001) et de la survie globale
(HR=0,53 ; IC a 95% : 0,38-0,73, p <0,001) en cas d’expression du RA en IHC (103).
Les auteurs présentent également des données effectuées au niveau
transcriptomique sur 7220 patients. Ces données sont dans ce cas en faveur d’'un
bénéfice en survie sans progression et en survie globale en cas d’expression du RA
mais uniquement en analyse univariée (HR=0,82 ; IC 95% : 0,72-0,92, p = 0,0007 et
HR=0,84 ; IC 95% : 0,75-0,94; p = 0,02) (103).

Le RA apparait comme un facteur pronostique positif de la survie dans les cancers
du sein dans leur ensemble mais particulierement dans les cancers RE-positifs en
analyse multivariée (103). Deux autres méta-analyses confirment ce caractére
pronostic positif (97,104). L’amélioration du pronostic corrélé a la positivité du RA
dans les tumeurs mammaires RE-positives renforce l'idée d'un réle d'inhibition du RA
sur le caractere pro-oncogénique du RE.

Pour les tumeurs RE-négatives et HER2-amplifiées, I'expression du RA semble ne
pas étre associée a la survie (105-107).

Concernant les cancers du sein RE-négatifs et HER2 non-amplifiées (triple négatifs),
le caractére pronostic de I'expression du RA a également été retrouvée (108—114). I
faut noté que cette association a longtemps été débattue avec certains auteurs ayant
retrouvé une association pronostique négative pour la positivité du RA dans les
tumeurs triple négatives (115,116) alors que d'autres n'ont trouvé aucune association
avec la survie (105,117-121).

Une méta-analyse a pu conclure en faveur d'un réle protecteur du RA qui apparait
corrélé a la survie sans progression dans les tumeurs RE-négatives (OR=0,42 ; IC
95% :0,26 2 0,67 ; P <0,001) (104).

De plus, dans ces tumeurs triple négatives, la faible expression du RA est associée
au risque de rechute métastatique (114). Il faut noter que I'expression du RA n'est
pas systématiquement conservée (72% des cas, 36/50) entre la tumeur primaire et
les métastases (108). Cette étude présente des effectifs limités et donc une

conclusion de portée limitée sur ce point.
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Les tumeurs triple négatives exprimant le RA, autrement dit, les tumeurs
moléculaires apocrines, pourraient avoir du fait de cette expression un pronostic plus
favorable que les tumeurs triple négatives RA-négatives. Ceci vient renforcer I'intérét
biologique et clinigue d’identifier et de mieux appréhender ce sous-groupe de

tumoral.
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Dans l'exercice clinigue courant, les tumeurs moléculaires apocrines HER2-
négatives présentent un besoin thérapeutique important par rapport aux HER2
positives qui elles bénéficient de la grande efficacité des thérapies ciblées anti-HER2
disponibles (trastuzumab, lapatinib, pertuzumab et T-DM1) (31). L’identification du
sous-groupe moléculaire apocrine HER2-négatif est ainsi devenue une question
d’intérét afin d'isoler les patients ayant un pronostic et des possibilités de traitement
potentiellement différents des autres tumeurs triple négatives. Cette démarche
s’inscrit dans les recommandations de Saint-Gallen pour le traitement du cancer du
sein qui insistent sur une discrimination des cancers basée sur la réponse a un
traitement particulier (9), méme si a ce jour aucun traitement spécifigue n’a
d’autorisation de mise sur le marché dans ce sous-groupe. L'utilisation d'un
biomarqueur diagnostique simple et abordable a donc un grand intérét pour identifier

les groupes de patientes avec un potentiel thérapeutique particulier.

En termes de définition pratique, les tumeurs moléculaires apocrines ont été définies
comme des tumeurs non-luminales, c'est-a-dire RE et RP négatives (seuil a 10%).
La positivité du RA en IHC a été adoptée dans les séries rétrospectives et les essais
cliniques prospectifs pour sélectionner parmi ces tumeurs non-luminales, les tumeurs
moléculaires apocrines (98,122—124). Le seuil est la aussi posé a 10% pour
considérer la positivite. En ce qui concerne HER2, la recherche de 'amplification est
réalisée en anatomopathologie par IHC et Fluorescence In Situ Hybridization (FISH)
si nécessaire (IHC dit équivoque ou ++). Les analyses d'expression transcriptomique
et de ChIP-Seq ont montré le réle central d’HER2 dans les tumeurs moléculaires
apocrines, méme si toutes les tumeurs moléculaires apocrines ne sont pas HER2-
amplifiées (32,125).

Certaines caractéristiques complémentaires a cette définition immunohistochimique
gu’elles soient anatomopatologiques, biologiques ou cliniques peuvent représenter
un intérét dans l'identification et la prise en charge de ce sous-groupe tumoral.

Les caractéristiques décrites ci-dessous sont issues d’analyses réalisées

majoritairement sur des tumeurs moléculaires apocrines HER2-négatives dans des
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cohortes de tumeurs triple négatives méme si certaines sont issues de tumeurs

moléculaires apocrines HER2-positives (spécifié dans le texte).

Les tumeurs moléculaires apocrines empruntent une partie de leur identité a des
caractéristigues histologiques apocrines. Ces caractéristiques centrales dans ce

sous-groupe tumoral vont étre explicitées dans cette partie.

La glande mammaire est une glande apocrine. Le terme « apocrine » fait référence a
la maniere dont est sécrétée la substance ; sueur dans les glandes sudoripares, lait
dans les glandes mammaires (126). Les cellules de ces glandes ont deux péles
distincts : le pble basal regroupe les organites nécessaires a la sécrétion ; le pole
apical ou se forme progressivement la substance produite. Lors de I'excrétion, le pdle
apical se fragmente et libere la substance.

Au cours de I'évolution, des glandes sudoripares répondant aux androgéenes se sont
retrouvées sous contrble cestrogénique, ce qui a permis le développement de la
glande mammaire. Dans la glande mammaire normale, des changements
phénotypiques apocrines se produisent tres fréquemment. Ceux-ci sont de nature
bénigne mais peuvent aussi étre de nature maligne (8). Une de ces anomalies est la
métaplasie apocrine qui peut apparaitre a partir d'une glande mammaire
physiologique par une exposition élevée aux androgenes, comme montré chez les

femmes transsexuelles prenant des androgénes exogenes (127).

Les lésions apocrines bénignes et les tumeurs moléculaires apocrines partagent une
affinité commune aux androgénes. Dans des conditions physiologiques, les
hormones sexuelles permettent une influence stimulante ou inhibitrice sur les cellules

épithéliales mammaires. Les RE sont limités aux cellules épithéliales luminales et

55



sont cruciaux pour la morphogenese mammaire post-pubertaire (128). Les RA sont
également présents sur les cellules épithéliales luminales mammaires. Leur
activation n'est pas nécessaire pour le développement mammaire chez les femmes,
mais elle joue un réle majeur dans l'inhibition de la croissance glandulaire mammaire
RE-dépendante a la puberté et chez les femmes adultes (53). Comme nous I'avons
vu, en situation physiologique, les cestrogénes agissent donc comme facteurs de
stimulation du développement mammaire tandis que les androgenes jouent plutdt un
rle inhibiteur. Les cellules mammaires luminales normales expriment le RA, dont
'action semble généralement étre éclipsée par le récepteur aux cestrogénes. La
perte d'expression du RE par ces cellules pourrait conduire au développement de la
métaplasie apocrine (129), alors méme que les cellules continuent d’exprimer un

profil luminal.

La métaplasie apocrine peut étre définie comme la conversion d'une cellule sensible
aux cestrogenes en une cellule sensible aux androgénes. Ceci repose sur le postulat
d'un role des androgénes dans la stimulation de I'épithélium mammaire vers le
développement de cellules apocrines (130). La métaplasie apocrine et les tumeurs
moléculaires apocrines partagent un enrichissement en différenciation apocrine
méme si la métaplasie apocrine n'est pas systématiquement retrouvée dans le sous-
groupe tumoral moléculaire apocrine (32). Cependant, des caractéristiques
histologiques de morphologie apocrines sont retrouvées associées de maniere
significative dans le groupe des tumeurs moléculaires apocrines (RE-, RA+) dans les
études de Farmer et al. et Guedj et al. (32,37).

Le pendant malin de la métaplasie apocrine est le carcinome invasif apocrine (IAC).
Les IAC sont un sous-type histologique rare de cancer du sein avec une incidence
variant de moins de 1% a 4% (8). lls présentent les mémes caractéristiques de
croissance tumorale que les autres carcinomes mammaires invasifs. La
différenciation glandulaire de ces tumeurs est classique et comparable aux sous-
groupes histologiques les plus fréquents. Leurs spécificités résident dans des
caractéristigues morphologiques avec de grandes cellules présentant un cytoplasme
granulaire éosinophile abondant et des nucléoles proéminents (figure 6). Ces

tumeurs expriment majoritairement le RA et sont le plus souvent RE-négatives (8).

56



Un marquage par la GCDFP15 (Gross cystic disease fluid protein 15) a été décrit

comme spécifique au caractére apocrine (8).

Alors que six des sept tumeurs moléculaires apocrines de I'article de Farmer et al.
(32) étaient des tumeurs invasives apocrines en histologie, la réciproque n’est pas
systématique. En effet, les tumeurs invasives apocrines peuvent présenter des profils
immunohistochimiques distinctifs des tumeurs moléculaires apocrines. Ainsi elles
peuvent présenter un profil RA- et RE+ (129,131) méme si une série publiée, a
retrouvé une majorité de profil RA+, RE-/RP- (132) comme celui des tumeurs
moléculaires apocrines. Ces différences pourraient étre liées aux variations de
définition histopathologique des carcinomes invasifs apocrines. La superposition
entre sous-groupe transcriptomique moléculaire apocrine et métaplasie/tumeurs

apocrine invasive n’est donc pas totalement compléte.
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Figure 6. Coupes histologiques d’un carcinome infiltrant apocrine mammaire.
HES : hématoxyline éosine safran; RA: récepteurs aux androgenes; RE:
récepteurs aux cestrogénes ; RP : récepteurs a la progestérone ; (captures fournies

par le Dr Gatean MacGrogan).

Les carcinomes présentant une différenciation apocrine sont volontiers de grade
faible ou intermédiaire (grade 1 ou 2 dans 70% des cas), présentent un taux de
prolifération faible (Ki-67< 15% dans 73% des cas) et surviennent chez des patientes
plus agées (age médian de 69 ans) par rapport au carcinome invasif de type non-
spécifique (133). Dans une cohorte de 605 cancers du sein triple négatifs, il n’était
pas retrouvé de différence de survie sans rechute invasive ou de différence de survie

globale selon le sous-type histologique. Par contre, les métastases osseuses étaient
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numériqguement plus fréquentes et les rechutes invasives semblaient survenir plus
tardivement dans les carcinomes invasifs apocrines que dans les autres sous-types
histologiques (133). Ces caractéristiques clinico-pathologiques évoquent celles

retrouvées dans les tumeurs luminales (RE+).

Quelques publications ont posé la question de l'identification et de la caractérisation
anatomopathologique des tumeurs moléculaires apocrines HER2-négatives dans le
groupe des tumeurs triple négatives. Les caractéristiques histologiques propres aux
carcinomes apocrines peuvent aider a l'identification de ces tumeurs moléculaires
apocrines comme nous venons de le détailler dans le chapitre traitant des Iésions
apocrines du sein. D’autres caractéristiques peuvent également étre intéressantes.
Ainsi, le grade tumoral des tumeurs moléculaires apocrines (HER2-) semble plus
faible, grade I/ll dans 25%, versus 13% dans I'ensemble des tumeurs triple négatives
(29). L’atteinte ganglionnaire ne semble pas étre différentielle par rapport aux autres
sous-groupes de tumeurs triple négatives tout comme la taille tumorale au diagnostic
(29). Les tumeurs lobulaires invasives semblent plus représentées dans le sous-
groupe moléculaire apocrine HER2-négatif (10%) que dans I'ensemble des tumeurs
triple négatives (3%) (29).

L'importance des androgénes et du RA dans les tumeurs triple négatives a entrainé
une prise de conscience de l'intérét de réaliser le marquage de l'expression du RA
dans I'étude IHC diagnostique des tumeurs triple négatives au c6té du RE, RP, et
d’HER2 (134,135). Néanmoins, il faut garder a I'esprit que la corrélation exacte entre
I'expression du RA en IHC et celle en ARNm n’a pas été établie dans de larges
cohortes (36,136). Ainsi, simplifier la définition transcriptomique de la prépondérance
de la voie du RA a l'expression du RA en IHC n’est probablement pas optimal.
D’autres marqueurs se sont révélés fréquemment associés a ce sous-groupe
tumoral, comme des marqueurs IHC décris dans les carcinomes apocrines infiltrants

et spécifiques du caractere apocrine.
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La protéine GCDFP-15 (Gross cystic disease fluid protein 15) a été initialement
décrite dans le liquide de kyste bénin et est exprimée dans la métaplasie apocrine
(137). C’est un marqueur de différenciation apocrine qui peut étre utilisé en pratique
clinique pour progresser dans le diagnostic de tumeur métastatique de primitif non
caractérisé pour définir une origine mammaire. Son expression est également
corrélée aux tumeurs moléculaires apocrines (138). Cette association est confirmée
par une tentative de définition des tumeurs apocrines moléculaires parmi les tumeurs
RE-négatives, par I'équipe de Lehmann-Che (136). Les auteurs rapportent une
signature RT-gPCR identifiant les tumeurs moléculaires apocrines. Celle-ci est
composée de l'absence de surexpression de ESR1, de la surexpression du RA, de
FOXAT et 3 des 5 genes de la voie du RA suivant : AGR2, ALCAM, SPDEF, TTF3,
UGT2B28A.

Cette signature permettrait de compenser le manque de sensibilité du RA en IHC. En
effet, 'expression du RA en IHC nr’identifie seulement que 58% des tumeurs
moléculaires apocrines identifiées par cette signature transcriptomique, contre 90%
pour FOXA1 (IHC). La combinaison IHC du RA et de FOXA1 n'améliore pas la
sensibilité ou la spécificité de cette détection. Ainsi, la combinaison RE négatif, RA
positif et FOXA1 positif en IHC identifie seulement 57% des tumeurs moléculaires
apocrines. Par contre, la présence de HER2 (3+) ou de GCDFP15 positif en IHC
identifie les tumeurs moléculaires apocrines avec une sensibilité de 94% et une
spécificité de 100%.

Ainsi, plusieurs tentatives de définition IHC ont été publiées, tentatives non basées
sur la positivité du RA. Si I'on considere I'expression protéiqgue de GCDFP-15 et
d’HER2 en IHC pour définir les tumeurs moléculaires apocrines, le RA n’est retrouvé
exprimé que dans seulement 37,8% (139); en contradiction avec la définition
classique reposant sur la positivité du RA.
Une autre équipe a testé la combinaison de plusieurs marqueurs IHC comprenant le
RE, RP, SPDEF et ALCAM pour identifier les tumeurs moléculaires apocrines,
retrouvant une sensibilité proche de 100% (IC 95% : 69-100%) et une spécificité de
94% (IC 95% : 79-99%) (36). D'autres biomarqueurs tels que GGT1 (Gamma-
glutamyltransférase1) identifiés dans I'étude d'expression trancriptomique de Farmer
et al. (32) ont été utilisés pour identifier les tumeurs moléculaires apocrines par IHC.
Sur la base de 26 tumeurs RE négatives et GGT1 positives, seulement 19,2% de
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celles-ci étaient également positives pour le RA démontrant la difficulté de trouver
une définition de routine simple et reproductible (140).

EGFR et CK5/6 semblent étre des marqueurs IHC négatifs de tumeurs moléculaires
apocrines HER2-négatives (respectivement 30% et 11% de positivité dans I'étude de
Lehmann-Che et al. (136)), au contraire des tumeurs basales.

En repartant de la définition communément acceptée, basée sur le RA, les résultats
de plusieurs équipes convergent sur la possibilité de démarquer les tumeurs triple
négatives RA-positives (MA) des RA-négatives par l'index de prolifération KI-67. Les
tumeurs moléculaires apocrines (RA-positives) semblent étre moins proliférantes que
les basales RA-négatives, selon plusieurs études concordantes retrouvant des
expressions de KI-67 plus faibles (40,141-145). Ce marqueur seul ne permet pas
d’identifier pour autant les tumeurs moléculaires apocrines et est de plus soumis a
des difficultés de reproductibilité inter observateur.

Au total, la positivité du RA associée a la négativité du RE en IHC ne semble pas
parfaite pour identifier les tumeurs moléculaires apocrines (quel que soit le statut de
HER2). Néanmoins, celle-ci gagne la pratique courante dans les centres experts
pour identifier ces tumeurs (146). Les données de la littérature montrent que parmi
les tumeurs triple négatives, une combinaison du RA avec des marqueurs tels que
FOXA1 et/ou GCDFP15 semble présenter un réel intérét car explore le caractéere
apocrine de ces tumeurs ; caractere au centre de la définition princeps de Farmer et
al. (32).

61



Le réle des cestrogenes dans le cancer du sein luminal et celui des androgénes dans
le cancer de la prostate est une évidence. Le point commun est la place centrale des
récepteurs stéroides dans ces deux types de cancer avec des implications
thérapeutigues majeures. Celle-ci repose sur une réelle dépendance vis-a-vis des
cestrogénes pour les tumeurs mammaires luminales ou vis-a-vis des androgénes

pour les cancers de prostate.

La biologie des tumeurs moléculaires apocrines est souvent simplifiée au réle du RA
et a la dépendance majeure de ces tumeurs vis-a-vis des androgénes en s’appuyant
sur le modele des cancers de prostate. Afin de ne pas se limiter uniquement a cette
hypothése physiopathologique, de nombreux travaux se sont intéressés a la biologie

des tumeurs moléculaires apocrines pour en identifier les spécificités.

La description des caractéristiques biologiques de ces tumeurs doit prendre en
compte leur définition initiale. Ainsi, I'identification de ce sous-groupe est avant tout
basée sur une description transcriptomique (32). Cette description princeps montre
que la différence entre le groupe moléculaire apocrine versus luminal versus basal
réside probablement sur une différence de type cellulaire et de différenciation
cellulaire (32). Les 222 génes fortement exprimés et qui discriminent les tumeurs
moléculaires apocrines des autres sous-groupes ont été analysés selon leur fonction
par Gene Ontology (147). Les auteurs montrent qu'un grand nombre de ces génes
sont classés dans la fonction «métabolisme» et sont liés a la synthése des acides
gras et des lipides. Une contamination par des cellules du tissu adipeux a été
éliminée lors de cette analyse. Cette augmentation de I'expression des génes du
métabolisme semble étre liée a la signalisation prépondérante des androgenes. En
effet, l'activité du RA est significativement plus élevée dans le sous-groupe
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moléculaire apocrine RE-/RA+ par rapport aux sous-groupes luminal et basal.
L’activité du RE apparait par contre significativement plus élevée dans le sous-
groupe luminal par rapport au sous-groupe basal et celle-ci est intermédiaire dans le
sous-groupe moléculaire apocrine sans étre aussi faible que dans le sous-groupe
basal. Cette analyse fournit une information centrale : les tumeurs moléculaires
apocrines présentent un RA actif et central alors méme que la signalisation des voies
du RE est faible ou inexistante.

Cette analyse est partagée par I'équipe de Doane et al. (36) qui décrit également que
les tumeurs du sous-groupe moléculaire apocrine (nommées RE- classe A) se
distinguent des tumeurs basales (hommées RE- classe B) par un programme
transcriptionnel proche des tumeurs luminales malgré une négativité de I'expression
du RE. De plus, de nombreux génes régulés par des facteurs de transcription
hormonaux (RE et/ou RA) sont retrouvés parmi les 138 genes les plus
différentiellement exprimés entre les tumeurs RE- classe A et B, en faveur d’'une sur-
expression dans le sous-groupe moléculaire apocrine (classe A). Ainsi des génes
tels que AR, CYB5, XBP1, FOXA1, SPDEF, APOD et PIP font partis des 50 génes

les plus différentiellement sur-exprimés entre les 2 groupes de tumeurs RE-négatives

Des études se sont également intéressées au profil transcriptomique immunitaire des
tumeurs moléculaires apocrines. Celles-ci ne semblent pas présenter un profil de
réponse immunitaire en analyse transcriptomique au contraire d’autres sous-groupes

de tumeurs triple négatives, tel que le sous-groupe immunomodulateur (27,29,148).

L’autre point majeur identifié par les deux équipes (Farmer et Doane, (32,36)) est la
prépondérance des tumeurs HER2-amplifiées dans le groupe moléculaire apocrine.
Ce récepteur HER2 joue probablement un réle central dans ces tumeurs.
L’amplification du géne ERBB2 est retrouvée dans environ 15 a 20 % de I'ensemble
des cancers du sein. Farmer et Doane décrivent que le taux de surexpression de

HER2 dans les tumeurs moléculaires apocrines est denviron 50% et 30%
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respectivement, démontrant un enrichissement en tumeurs HER2-amplifiées dans ce
sous-groupe (32,36). Des études basées sur I'HC retrouvent qu’environ 50% des
tumeurs moléculaires apocrines (RE-, RA+) surexpriment HER2 (146,148,158).
Naderi et al. (149) ont mis en évidence in vitro une signalisation croisée entre la voie
androgénique et la voie HER2 passant par une phosphorylation de la protéine
ERK1/2. Ceci renforce la suspicion du r6le physiopathologique d’'HER2 dans ces
tumeurs qui ne présentent pourtant pas toutes une amplification du gene ERBB2.

Les données transcriptomiques de ce sous-groupe ont été récemment complétées
par des données de profil génomique tant sur le plan mutationnel que sur le plan du
copy-number. En reprenant la classification de Lehmann et al. (27) définissant des
sous-groupes de tumeurs triple négatives, I'équipe de Bareche et al. identifie un taux
de mutation de la voie PIBK/AKT/MTOR de 75% dans les tumeurs du sous-groupe
LAR ; sous-groupe superposable aux tumeurs moléculaires apocrines HER2-
négatives (29). Ainsi, les taux de mutation des génes PIK3CA ou AKT1 sont les plus
importants parmi les différents sous-groupes de tumeurs triple négatives avec 55% et
13% respectivement de tumeurs moléculaires apocrines mutées.

Une publication antérieure avait déja rapportée que 40% des tumeurs MA sont
mutées sur les codons hotspots du génes PIK3CA contre 4% pour les autres sous-
groupes de tumeurs triple négatives (150). Une analyse de Millis et al. confirme
€galement cette prévalence des altérations de la voie PI3K dans les tumeurs MA.
Cette équipe retrouve un taux de mutation de PIK3CA de 36% (triple négatifs RA+,
N=95) versus 9% (triple négatifs RA-, N=524). Les mutations de AKT71 sont
également plus fréquentes dans les tumeurs triple négatives RA+ versus RA- (12%
versus 0,5%, 9/73 et 2/372 respectivement) ainsi que les mutations de PTEN (12,9%
versus 2,0%) (151).

Par ailleurs, il est retrouvé un taux important de mutation de CDH1 de 13%, bien

supérieur aux autres sous-groupes. Ceci explique la sur-représentation des tumeurs
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lobulaires infilirantes en histologie, caractérisée par la perte de I'E-cadhérine codée
par le gene CDH1 (29).

Enfin, les tumeurs moléculaires apocrines HER2-négatives semblent présenter le
taux de mutation (mutational burden) le plus élevé des sous-types de tumeurs triple

négatives avec une médiane de 4 mutations exoniques par tumeur (29).

La premiére caractéristigue ayant intéressé les équipes travaillant sur les tumeurs
moléculaires apocrines a été la recherche de preuve d’une androgéno-dépendance
de ces tumeurs. Depuis des décennies, le modéle cellulaire MDA-MB-453 a été
étudié et a fourni le plus grand nombre d’informations biologiques disponibles sur ce
sous-groupe. L’équipe de Doane et al. (36) ont fait le lien entre cette lignée et les
tumeurs moléculaires apocrines, avec un profil d’expression trés proche permettant
de renforcer la présomption que ce sous-groupe tumoral présentait une addiction
réelle aux androgénes. Les informations les plus publiées concernent I'addiction aux
androgenes de cette lignée caractérisée par une androgéne-dépendance de sa
croissance, induite par les androgénes, inhibée par les anti-androgénes (90,152).
Cette addiction particuliere, validée par d’autres équipes (36,150,153) puis par des
données in vivo (125,153) a servi de base au rationnel des essais thérapeutiques

existants sur les tumeurs moléculaires apocrines.

Les connaissances sur les tumeurs moléculaires apocrines ont progressé en 2011
grace aux analyses de ChlP-Seq (chromatin immunoprecipitation DNA sequencing)
réalisées sur des lignées cellulaires de carcinome de ce sous-groupe. Ces
expériences mettent en évidence des mécanismes physiopathologiques du RA avec
un potentiel intérét théranostique.

Récemment, Malinen et al. (154) ont montré via I'étude du cistrome du RA, que la
lignée cellulaire de sous-type proche des tumeurs moléculaires apocrines (MDA-MB-
453) et celle de cancer de prostate (VCaP) partagent une grande partie des sites de

fixation sur les genes cibles du RA. Cette information vient renforcer le réle central du
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RA dans ces deux cancers. Robinson et al. (155) ont montré que le RA était
nécessaire a la prolifération par utilisation de siARN, confirmé par des tests avec un
inhibiteur sélectif du RA. Ces auteurs montrent également la dépendance
fonctionnelle du RA envers FOXA1. FOXA1 est un facteur de transcription impliqué
dans la modulation de I'activité du RE et du RA dans le cancer du sein (RE+) et du
RA dans la prostate, rendant I'ADN plus accessible a ces deux facteurs de
transcription (156). Son expression accrue avait été identifié dans les analyses
transcriptomiques décrivant le sous-groupe moléculaire apocrine (32,36). Dans les
tumeurs moléculaires apocrines, FOXA1 joue le méme réle de co-facteurs pour le RA
que pour le RE dans les tumeurs de sein RE+. |l interagit avec les zones de
chromatine habituellement occupées par le RE dans les tumeurs luminales afin
d'induire la transcription de génes RE dépendants. Ceci expligue que les études
trancriptomiques ont décrit les tumeurs moléculaires apocrines comme partageant un
certain nombre de transcipts avec les tumeurs luminales.

Ni et al. (125) ont confirmé cette collaboration entre FOXA1 et RA et identifié le rble
central potentiel de HER2. L'identification de I'existence d’'une régulation mutuelle
entre HER2 et FOXA1 (157) et la découverte que HER2 est un géne cible du RA
(125,158) renforcent cette suspicion. Pour ce faire, le RA stimule la voie Wnt, via la
transcription de Wnt7b, qui elle-méme recrute la B-caténine, aboutissant a l'induction
d’HERS (a l'aide du RA) et secondairement la voie HER2 (125).

Il est maintenant démontré que les androgénes stimulent la prolifération cellulaire via
le RA, par l'interaction de FOXA1 et la stimulation des voies de signalisation en aval
d’HERZ2, induisant ainsi une diversité de voies de signalisation pro-oncogéniques. Il a
ainsi été mis en lumiére une inter-relation entre RA, HER2 et ERK par une boucle de
régulation pour laquelle les auteurs proposent qu'HER2 soit nécessaire pour que le
RA active la voie de signalisation ERK. Le réle d’HER2 semble |a aussi central dans
la relation entre les voies de signalisation du RA et MAPK (Mitogen-activated protein
kinases)/ERK pour promouvoir la prolifération cellulaire (149,158).

Les explorations biologiques ont par la suite concerné d’autres voies de signalisation
classiguement dérégulées dans les cancers de maniere générale. Ainsi, une étude a
retrouvé une activation des récepteurs EGFR et PDGFRB dans les triple négatifs RA-
positifs (159). Il a également été démontré que MYC est induit par le RA et HER2 /
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HERS3 (eux-mémes induits par RA) ce qui conduit a un renforcement de la
transcription des génes sous contréle androgénique (160). Toutes ces études
démontrent clairement les liens étroits entretenus entre RA, HER2 / HERS et
diverses voies de signalisation pro-oncogéniques. Comme nous I'avons vue, une des
voies classiquement impliqguée dans la physiopathologie des tumeurs MA est la voie
PIBK/AKT/mTOR. Notre équipe d’oncogénétique a démontré que les patients atteints
de la maladie de Cowden (perte constitutionnelle de PTEN prédisposant entre autres
aux cancers du sein) développent des carcinomes mammaires avec une signature
transcriptomique proche de celle des tumeurs moléculaires apocrines ainsi qu’un
profil IHC proche des tumeurs apocrines infiltrantes (161). La perte de PTEN (géne
suppresseur de tumeur, inhibant la voie PI3K) libére I'inhibition et permet I'induction
de la voie HER2 / PIBK / AKT. Méme si les comparaisons avec les tumeurs MA
doivent rester limitées du fait que les tumeurs du sein des maladies de Cowden
peuvent étre RE+, ces données convergent vers une dérégulation majeure de la voie

PI3K dans les tumeurs moléculaires apocrines.

Les études biologiques spécifiqgues aux tumeurs moléculaires apocrines ont apporté
la preuve du caractére central du RA, de ces voies de signalisation ainsi que des
voies de signalisation sous contréle d’HER2 comme la voie PI3K.

Il existe peu de cohortes publiées de tumeurs moléculaires apocrines, toutes avec un
nombre de patientes limité. Il semble que les patientes présentant des tumeurs
moléculaires apocrines HER2-négatives soient plus &dgées que la moyenne des
patientes présentant une tumeur triple négative (122—124,162). Ainsi, seulement 8%
des patientes avec une tumeur moléculaire apocrine (HER2-) ont moins de 45 ans
contre 22% pour 'ensemble des tumeurs triple négatives (29). De plus, I'histoire de
la maladie pourrait permettre d’identifier les tumeurs moléculaires apocrines HER2-
négatives dans le sous-groupe des tumeurs triple négatives. Ainsi, certains auteurs
retrouvent plus de rechute locale dans les tumeurs moléculaires apocrines par

rapport aux autres sous-groupes de cancer du sein méme si ces données sont

67



limitées par le nombre de patientes et par le fait que les tumeurs moléculaires
apocrines considérées comprennent des tumeurs HER2-amplifiees (136). Le
pronostic de ces tumeurs ne semble pas permettre d’isoler franchement ce sous-
groupe tumoral du reste des tumeurs du sein RE-négatives comme détaillé dans le
chapitre pronostic de ce sous-groupe tumoral.

Dernierement, de nouvelles pistes ont été explorées pour isoler ces tumeurs. Ainsi,
une étude a montré des différences en termes d’imagerie de la tumeur mammaire
primitive entre cancer triple négatif RA+ (MA) et RA- (basal) avec plus de
microcalcification et des marges plus spiculées en cas de tumeurs moléculaires
apocrines (163). Ces données pourraient constituer un complément aux données

nécessaires de type anatomopathologiques et restent a confirmer.

Les difficultés d'identification des tumeurs moléculaires apocrines soulévent la
question des données de caractéristiques cliniques et de pronostic disponibles dans
la littérature concernant ces patientes.

Concernant 'ensemble des tumeurs moléculaires apocrines (HER2 ampilifié ou non),
les données publiées révelent une proportion significative de récidive dans les 5 ans
suivant la prise en charge locale de ces tumeurs, entre 35 et 45% (37,136,164).
Guedj et al. (37) ont rapporté un taux de rechute métastatique de 38% a 5 et 15 ans,
ce qui n'est pas vraiment distinct des tumeurs basales (36%) avec un profil de
récidive précoce entre 18 et 60 mois, puis un plateau signifiant la rareté des rechutes
tardives. Les sites métastatigues semblent néanmoins différer des tumeurs basales
avec plus de Iésions osseuses (57% vs 24%) et de métastases hépatiques (43% vs
29%) (37).
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Des données non encore publiées de notre équipe sur plus de 1000 cancers du sein
(issues de I'essai EORTC 10994 (165)) retrouvent un taux de rechute a 5 ans
comparable a ceux publiés d’environ 36% dans le sous-groupe moléculaire apocrine
(figure 7). La définition des sous-groupes dans cette analyse est basée sur I'lHC.
Concernant les taux de rechute (comprenant les rechutes locales et a distance) a 5
ans, ils sont de 45% pour les MA (quel que soit le statut HER2) versus 43% pour les
tumeurs basales (RE/RP-, RA-). De plus, la survie globale a 5 ans entre MA (quel
que soit le statut HER2) et triple négatives non-MA) favorise les MA (75% et 66%

respectivement) (figure 8).

Lakis et al. (40) ont décrit dans une analyse similaire une meilleure survie sans
maladie et survie globale dans les tumeurs RE-/RA + comparées aux tumeurs RE-
/RA- dans une cohorte de patientes traitées par chimiothérapie de type taxanes en
stade précoces. Cependant, le sous-groupe de tumeurs MA de cette étude
comprenait également des tumeurs HER2-amplifiées. Soixante-huit pourcent des
tumeurs étaient ainsi HER2-amplifiées, ce qui peut introduire un biais dans
l'interprétation de la chimiosensibilité. En effet, les tumeurs HER2+, quels que soient
leurs statuts de récepteurs hormonaux, sont connues comme étant chimiosensible et
particulierement sensibles aux taxanes (166). Les données de survie des tumeurs
classées comme moléculaires apocrines sont donc dans ce type d’étude a interpréter
avec prudence car limitées par la non-différenciation des tumeurs selon le statut
HER2 (40). Ce biais majeur repose sur un pronostic intrinsequement différent en
fonction de l'amplification ou non d’HER2 mais également sur la disponibilité de

thérapeutiques spécifiques anti-HER2.

69



Survie sans rechute
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Figure 7. Courbe de survie sans rechute (locale ou a distance) issue de la
cohorte de I’étude EORTC 10994 (165).

Données non publiées (Pr H. Bonnefoi) sur 1092 patientes ayant présenté lors de
l'inclusion un cancer du sein de stade localisé non métastatique (sauf stades T1 NO-
1). Patientes traitées au sein de l'essai par chimiothérapie néo-adjuvante. MA :
tumeurs moléculaires apocrines quel que soit le statut HER2. TNBC : tumeur triple

négative.
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Survie globale
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Figure 8. Courbe de survie globale issue de la cohorte de I'’étude EORTC 10994
(165).

Données non publiées (Pr H. Bonnefoi) sur 1092 patientes ayant présenté lors de
l'inclusion un cancer du sein de stade localisé non métastatique (sauf stades T1 NO-
1). Patientes traitées au sein de l'essai par chimiothérapie néo-adjuvante. MA :
tumeurs moléculaires apocrines quel que soit le statut HER2. TNBC : tumeur triple
négative.

Pronostic spécifique des tumeurs moléculaires apocrines HER2 non-amplifiées

Des données spécifiques aux tumeurs moléculaires apocrines HER2-négatives,
TNBC-RA+, ont été rapportées. Lehmann et al. (27) retrouvent que les tumeurs
TNBC-RA+ semblent avoir un taux de survie sans rechute plus faible que les autres
sous-types de TNBC, mais sans aucune différence en survie sans métastase. Ceci
évoque une propension significative a la rechute locale (27). Dans une cohorte
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récente également basée sur une identification transcriptomique selon la
classification de Lehmann et al. (27), les tumeurs triple négatives du sous-groupe
LAR (équivalent au moléculaire apocrine HER2-négatif) sont associées a un moins
bon pronostic en termes de survie globale (HR=1.47; IC=1,0-2,14; p=0,046) par
rapport aux autres sous-groupes de tumeurs triple négatives (29).

Ces données spécifigues aux tumeurs moléculaires apocrines HER2-négatives
identifiées par analyse transcriptomique ne confirment pas les études démontrant un
risque réduit de rechute corrélé avec I'amplitude d’expression du RA en IHC. Ces
études sont en effet plutét en faveur d’'une relation entre la positivité du RA en
immunohistochimie et I'amélioration de la survie globale ou de la survie sans récidive
dans les tumeurs triple négatives (108—110,112—114). Une de ces études retrouvent
ainsi un taux de survie sans rechute de 65,5% pour les tumeurs triple négatives RA-
negatives versus 85,7% pour les TNBC RA-positives (p=0,0544) (167). En survie
globale les taux respectifs sont de 76,2% versus 95,2% (p=0,0355).

Dans notre cohorte issue de I'essai EORTC 10994 utilisant une classification IHC
des tumeurs), si les tumeurs moléculaires apocrines HER2-amplifiées ne sont pas
pris en compte dans I'analyse, le taux de rechute a 5 ans (locale ou a distance) est
de 34% dans les MA HER2- (vs 52% pour les MA HER2+) prouvant le caractére
pronostic délétere de la surexpression de HER2. Dans le sous-groupe des tumeurs
triple négatives, la survie globale a 5 ans entre tumeurs moléculaires apocrines
(RA+) et non-moléculaire apocrine (RA-) est équivalente méme si les taux de
rechutes sont légérement inférieurs dans les RA+. Dans cette analyse spécifique
distinguant en deux groupes les tumeurs triple négatives en fonction du RA en IHC,
les tumeurs MA semblent avoir un pronostic relativement identique aux tumeurs dites
basales (RA-).

Les données de pronostic des tumeurs moléculaires apocrines apparaissent donc
contradictoires selon la prise en compte en compte ou non des tumeurs HER2-
amplifiées. Il existe aussi une disparité selon la définition utilisée, transcriptomique ou
immunohistochimique au sein des tumeurs moléculaires apocrines HER2 non-
amplifiées. Ces cohortes sont par ailleurs souvent limitées par leur puissance,
I'hétérogénéité des traitements recus et la durée de suivi des patientes, ce qui peut
expliquer ces différences.
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Néanmoins, il apparait que les tumeurs moléculaires apocrines HER2-négatives,
identifiées en transcriptomique ou en IHC, ne présentent probablement pas de
meilleur pronostic par rapport aux autres tumeurs triple négatives (RA-). Ce pronostic

reste ainsi péjoratif par rapport aux tumeurs luminales.

La question de la chimiosensibilité des tumeurs moléculaires apocrines a été
analysée grace a des cohortes de patientes traitées par chimiothérapie néo-
adjuvante. Pour les tumeurs moléculaires apocrines HER2-négatives, qui sont des
tumeurs triple négatives, les traitements sont actuellement basés sur la
chimiothérapie par taxanes ou anthracyclines (24). Les tumeurs triple négatives dans
leur ensemble ont un taux de réponse compléte histologique (RCH, ypTO/ypTis et
ypNO) aprés chimiothérapie néoadjuvante d'environ 30%, ce qui est plus élevé que
les tumeurs luminales (7,5% pour les luminales A et 15% pour les luminales B) mais
inférieur au HER2-positives RE-négatives (36%) (168,169). La RCH est corrélée
avec la survie sans événement et la survie globale dans les tumeurs triple négatives
(168,169). Lorsque toutes les tumeurs du sein sont considérées, I'expression du RA
est associée a une augmentation des taux de RCH, 24,5% (RA +) contre 12,7% (RA-
) (p = 0,0086) (167).

Lorsque I'on considere uniqguement les tumeurs triple négatives RA+ (MA HER2-),
une petite cohorte (20 patients) rapporte un taux de RCH moindre apres
chimiothérapie (10%) versus I'ensemble des tumeurs triple négatives (28%) (170).
Des analyses récemment publiées concluent dans le méme sens (171,172), arguant
pour une potentielle moins bonne chimiosensibilité des tumeurs triple négatives RA+
(MA) versus RA-.

Loibl et al. (167) ont retrouvé des résultats Iégérement différents avec un taux de
RCH de 29% dans les triple négatifs RA+, non significativement différents des 33%
pour les triple négatifs RA-. Ces résultats sont corroborés par nos propres résultats
non publiés (issus de I'étude EORTC 10994), 34% (N=38) versus 30% (N=120)
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respectivement. Ces 2 cohortes présentent 'avantage d’'un nombre de cas analysés
relativement important.

Dans I'hétérogénéité des tumeurs triple négatives, l'identification des tumeurs
moléculaires apocrines HER2-non amplifiées n'a, a ce jour, pas permis de montrer
de variations franches et significatives des taux de RCH et de survie par rapport aux
tumeurs basales. Le profil d’expression luminal et I'expression du RA ne semble
également pas conférer le méme profil de pronostic que ceux observés dans les
tumeurs luminales, RA-positives. Un pronostic faible est partagé par les sous-
groupes basaux et moléculaires apocrines. Cette absence de différence de pronostic
rappel que celui-ci est sombre dans les tumeurs triple négatives car repose sur des
traitements non-ciblés, de chimiothérapie.
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Les avancées dans les connaissances des tumeurs moléculaires apocrines
nécessitent des données précliniques génératrices d’hypotheses en vue d’améliorer
la prise en charge spécifique de ces tumeurs. Pour ce faire, un ou des modeles
d’études précliniques reproduisant la biologie des tumeurs moléculaires apocrines
sont nécessaires. Une lignée cellulaire est largement reconnue comme représentant
le sous-groupe moléculaire apocrine, la lignée MDA-MB-453. Celle-ci représente le
modele classique des tumeurs MA utilisé dans la littérature scientifique et ayant
conduit a l'identification de caractéristiques biologiques de ce sous-groupe.

Cette lignée cellulaire a été isolée en 1976 par I'équipe de Cailleau et al. Elle est
issue d'un épanchement péricardique d’origine tumoral métastatique chez une
patiente de 48 ans présentant un cancer du sein. Cette patiente avait été traitée
antérieurement au prélevement péricardique par une radiothérapie mammaire
locorégionale et une ovariectomie (173). Quelques semaines avant le prélevement a
partir duquel a été dérivé la lignée cellulaire, une chimiothérapie associant vincristine,
adriamycine, cytoxan, 5-fluorouracil et méthotrexate avait été initiée chez cette
patiente (174). Cette lignée est référencée dans plus de 400 articles dans la base
Pubmed (recherche effectuée en janvier 2017) et est commercialisée par I’American
Type Culture Collection (ATCC).

C’est une lignée adhérente cultivée classiquement en DMEM supplémenté par du
sérum de veau feetal (SVF) 10%. Elle exprime le récepteur aux androgénes. Elle
porte une mutation de PIK3CA (c.3140A>G, p.H1047R), de PTEN (c.919G>A,
p.E307K) (discutée par certains auteurs (175)) et de CDH1 (c.1913G>A, p.W638%)
(Cosmic, ; ATCC, http://www.lgcstandards-atcc.org/). Cette mutation perte de

75



fonction de CDH1 entraine une perte de la protéine E-cadhérine (figure 9),
caractéristique du phénotype histologique lobulaire infiltrant. Cette lignée est donc
comparable au carcinome lobulaire infiltrant selon la classification histologique de
'OMS (6).

D’autres équipes retrouvent une délétion homozygote du gene TP53 (176).
L’hétérogénéité de la littérature sur le statut de certains génes est probablement en
lien avec les dérives observées dans les lignées cellulaires en culture depuis un

certain temps et/ou les techniques de séquencages utilisées.

ATCC?:

Figure 9. Morphologie de la lignée MDA-MB-453.
Lignée commercialisée par American Type Culture Collection (ATCC, captures
issues du site : http://www.lgcstandards-atcc.org/).

Doane et al. ont corrélé cette lignée cellulaire MDA-MB-453 au sous-groupe des
tumeurs moléculaires apocrines par application de leur signature transcriptomique
(36). Cette lignée cellulaire présente une prolifération décrite comme RA-dépendante
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(et cestrogene indépendante), devant une réduction de la croissance cellulaire apres
exposition a un antagoniste des androgénes, le flutamide (36). Ceci a été confirmé
par d’autres équipes (90,125,153). De multiples publications ont par la suite étudiés
I'effet de thérapeutiques anti-androgénes, en monothérapie ou en combinaison sur
cette lignée (voir chapitre 3).

Les résultats de ces études sont cependant a considérer a la lumiére de certaines
limites présentées par cette lignée cellulaire.

La lignée cellulaire MDA-MB-453 présente des aberrations génétiques non
retrouvées dans les descriptions génomiques publiées des tumeurs moléculaires
apocrines (177). En outre, il est retrouvé une mutation du gene KRAS (Gly13Asp
GGC>GACQ), tres rare dans les cancers du sein de maniere générale (0,8%, 18/2176
patientes analysées, cohorte AACR GENIE, http://www.cbioportal.org/genie). De
méme une forte dérégulation du cycle cellulaire avec perte de P16, de RB et
surexpression de Cycline D1, expliqgue le haut potentiel de prolifération de cette

lignée mais n’a pas été décrite dans les tumeurs moléculaires apocrines.

Le point le plus préoccupant est la mutation du géne RA (c.2604G>T, p.Q868H)

(Cosmic, http://cancer.sanger.ac.uk/cell lines, (178)). Cette mutation est également

retrouvée par d’autres auteurs ou elle est décrite en position 865 et non 868, toujours
dans le domaine de liaison du ligand au RA (179). Cette mutation, dont I'impact est
non clairement défini, affecte un codon du domaine de liaison du ligand (figure 10).

Ces mutations sont extrémement rares dans les cancers du sein (<1%), plus
fréquents dans les cancers de prostate (8%) notamment pré-traités par des anti-
androgenes (178). L’équipe de Moore et al. a retrouvé une réponse différente de la
lignée MDA-MB-453 selon le ligand du RA utilisé, DHT ou MPA (acétate de
médroxyprogestérone). Les auteurs expliquent cette différence par une modification
de la fonctionnalité du domaine de liaison du ligand induite par la mutation du RA
(179). Ceci pourrait entrainer un effet variable de l'interaction entre les ligands et le
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récepteur (RA). Dans cette hypothése, un agoniste pourrait induire une activité

antagoniste sur le récepteur et vice versa.
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Figure 10. Fréquence des mutations du géne RA.

tumoraux ; Adapté de Cosmic (178) (34859 tumeurs séquencées pour le RA, Cosmic
database, Janvier 2018). Position de la mutation p.Q868H de la lignée MDA-MB-453
indiquée par une fleche rouge. Homone_recep : domaine de liaison du ligand.

D’autre part, il existe une incertitude concernant le statut HER2 de cette lignée. On
peut retrouver une vingtaine d’articles décrivant ce statut, 5 utilisent la FISH, dont 4
retrouvent une amplification de ERBB2 (177,180—183). Six articles classent la lignée
comme négative pour HER2 en IHC (181-186). Enfin certains articles concluent sur
des données de western blot (187-189). Ces données sont controversées du fait des
techniques utilisées, de I'ancienneté des expériences et de la non-conformité aux
pratiques actuelles recommandées en pratique clinique par 'ASCO (164). Notre
détermination retrouve un statut HER2 2+ en IHC avec une FISH amplifiée (7,25
copie d’'HER2, 2,60 copies du centromére du chromosome 17 ; ratio a 2,79) selon les
recommandations francaises du GEFPICS 2014 (191). La lignée serait donc a
considérer comme HER2-amplifiée.
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Les limites de ce modéle ont mené a l'utilisation d’autres lignées cellulaires. Ainsi,
différentes lignées ont été décrites comme pouvant correspondre au sous-groupe de
tumeurs moléculaires apocrines. Celles-ci ont été identifiées par Lehmann et al. (25).
Ainsi, les lignées SUM185PE, HCC2185, CAL-148 et MFM-223 présentent un profil
transcriptomique proche de la lignée MDA-MB-453 et une similitude plus ou moins
importante avec les tumeurs moléculaires apocrines. Ces lignées sont triple
négatives (RE, RP et HER2 négatives), expriment le RA et pour certaines ont une
croissance inhibée par un traitement anti-androgénes. Ces lignées ne font pas
l'unanimité sur leurs caractéres moléculaires apocrines et il n'y a en conséquence
que peu de travaux rapportés utilisant ces lignées de maniére spécifiqgue a

I'exploration biologique du sous-groupe moléculaire apocrine.

La seule exception est la lignée SUM185PE (figure 11) qui est la lignée la plus
utilisées apres la lignée MDA-MB-453. La SUM185PE posséde des conditions de
culture simples et pratiques facilitant sont utilisation. Elle a été isolée a partir d’'une
atteinte pleurale métastatique d’'un cancer du sein anaplasique, RE et RP négatifs
mais HER2-amplifi¢ d’aprés le fournisseur (http.//www.asterandbio.com/wp-
content/uploads/2016/07/CS-09-r03-SUM185PE-Instructions-for-Use.pdf). Le statut
HER2 fait la aussi débat, puisqu'une publication de comparaison de profils de
différentes lignées de cancer du sein catégorise la SUM185PE comme non-amplifiée
pour ERBB2 (192). Il n’'y a pas de données de séquencage génomique de cette
lignée disponible dans les bases de données publiques type COSMIC Cell-Lines
project (http://cancer.sanger.ac.uk/cell_lines). Cette lignée est caractérisée par une
androgene dépendance (150) et répond a un traitement par anti-androgeéne,

bicalutamide en expérimentation in vitro et in vivo (165).
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Figure 11. Morphologie de la lignée SUM185PE.

Lignée commercialisée par Asteran Bioscience, (capture issue
http.//www.asterandbio.com/wp-content/uploads/2016/07/CS-09-r03-SUM185PE-
Instructions-for-Use.pdf).

de:
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Chapitre 3

Prise en charge thérapeutique des tumeurs
moléculaires apocrines
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La prise en charge des cancers du sein moléculaires apocrines ne différe pas au
stade localisé de 'ensemble des autres sous-types de cancer du sein. Les avancées
biologiques physiopathologiques dans ce sous-groupe ont amené a des essais en
phase avancée de la maladie, soit des cancers du sein localement évolués ou
métastatiques. Ces essais reposent sur des molécules anti-androgénes développées
initialement dans les cancers de prostate.

Les connaissances sur le r6le du RA sont a l'origine de l'utilisation des méthodes de
suppression des androgénes pour traiter le cancer de la prostate. Le traitement initial
des maladies avancées comprend la suppression des androgénes par castration soit
par voie chirurgicale (orchiectomie) soit par voie chimique (analogues de la
GnRH/LHRH) (194). Les agonistes de la GnRH désensibilisent le récepteur GnRH en
interrompant sa stimulation intermittente physiologique (195). Les patients peuvent
€galement étre placés sous une thérapie de privation androgénique, ou traitement
anti-androgene, qui est habituellement combinée pour réaliser un blocage
androgénique complet en début de traitement par agoniste de la GnRH (196,197). La
privation androgénique est généralement obtenue par traitement oral avec des anti-
androgenes non stéroidiens, tel que le flutamide, qui a été approuvé pour le
traitement du cancer de la prostate en 1989, ou des composés plus récents tels que

le bicalutamide.

Les traitements anti-androgénes sont un ensemble de traitements qui pour la plupart
sont antagonistes du RA. lls entrent en compétition avec les ligands du RA au niveau
des sites de liaison du RA (198). Il y a deux types d’anti-androgénes, stéroidiens ou
non stéroidiens. Les stéroidiens n’ont pas d’intérét clinique du fait de leurs effets
secondaires importants liés au manque de spécificité de leurs liaisons sur des

récepteurs stéroidiens autre que le RA. Les anti-androgenes non-stéroidiens tels que
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le flutamide ou le bicalutamide ont des propriétés antagoniste sans activité agoniste
pro-androgéniques (199) ce qui a permis leurs développements dans le traitement du
cancer de la prostate.

L’un des premiers anti-androgénes développé a donc été le flutamide. Celui-ci a une
affinité faible pour le RA. Les molécules développées ultérieurement comme le
nilutamide et le bicalutamide ont une affinité plus importante (199). Comme évoqué,
d’autres traitements anti-androgenes ont été développés, comme les agonistes de la
LHRH, qui agissent en amont de la production des androgénes sur l'axe
hypothalamo-hypophysaire. Enfin, [linhibition de la synthése/conversion intra-
tumorale ou périphérique des androgénes a mené au développement de plusieurs
classes thérapeutiques. Ainsi, certains inhibiteurs d’enzymes spécifiques peuvent
étre utilisés comme anti-androgénes, ciblant par exemple le CYP17A, la 17-kéto-
réductase et la 5a-réductase. La voie de synthése des androgénes et les
thérapeutiques spécifiques sont résumées dans la figure 12.

Les patients bénéficiant de déprivation androgénique vont inévitablement développer
une maladie résistante a la castration (CRPC) (200,201). Ce stade de cancer de la
prostate est alors mortel, et les patients ne répondent plus a la thérapie premiére de
privation androgénique. Les patients atteints de CRPC sont alors habituellement
traités par chimiothérapie, de type taxanes (docetaxel), qui a démontré un bénéfice
en survie (202,203). C’est dans ce contexte de maladie évolutive devenant résistante
a la castration hormonale, tout en restant RA-dépendante, que de nouvelles
molécules anti-androgenes ont été développées.
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Figure 12. Voie de synthése des androgenes et traitement anti-androgénes
dans le cancer de la prostate.

Adapté de Proverbs-Singh et al, Endocrine-Related Cancer (204). AR/RA:
Récepteurs aux androgénes ; HSP : Heat Shock Protein (protéine chaperones) ;

DHT : dihydotestostérone.
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Devant l'incidence et le pronostic sombre des cancers de la prostate avancés et les
mécanismes de résistances identifiés, de nouvelles molécules anti-androgenes ont

été développées ou sont en cours de développement.

Nous allons évoquer 3 anti-androgénes de nouvelle génération, I'abiratérone et
I'enzalutamide qui ont une AMM dans le cancer de prostate en phase de résistance a
la castration et TODM-201 qui lui est en cours de développement clinique dans la
méme indication. Nous ne détaillerons pas d’autre anti-androgenes tels que la
galeterone (TOK-001) qui est en cours de développement clinique sur le méme
principe d’action (205) ou encore l'apalutamide (ARN-509) qui vient récemment
d’obtenir une AMM dans les cancers de prostate résistants a la castration en rechute

biologique non-métastique (206).

L'abiratérone (acétate) est un inhibiteur sélectif et irréversible du cytochrome P450
17a (17a-hydroxylase / C17-20 lyase, CYP17), enzyme clé dans la voie de
production des androgenes. L’enzyme cible de ce traitement catalyse la conversion
de précurseurs des minéralocorticoides (prégnénolone ou progestérone) en DHEA
ou en androsténedione, deux précurseurs de la testostérone. Elle a une activité
double, hydroxylase, qui est responsable de la conversion de la prégnénolone et de
la progestérone en précurseurs des glucocorticoides (prégnénolone et 170H-
progestérone), et lyase qui elle est responsable de la conversion supplémentaire de
précurseurs de glucocorticoides en DHEA et en androstéenedione (207).
L'abiratérone inhibe spécifiguement le CYP17, entrainant ainsi une réduction des
taux de testostérone circulant (sérum) chez des patients atteints de carcinome de
prostate (208,209).

L'inhibition du CYP17 entraine également une diminution des glucocorticoides et une
augmentation paradoxale des minéralocorticoides par inhibition de I'activité
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hydroxylase de I'enzyme cible, expliquant par-la les principales toxicités décrites
avec l'abiratérone. Dans les cellules dépendantes des androgénes, comme les
cancers de prostate, I'abiratérone a une action attendue de réduction de la
production des androgénes via la diminution de la stéroidogenése intracellulaire
tumorale (210,211) mais aussi via la diminution de la transformation des précurseurs
stéroides circulants vers des hormones définitives (212).

Deux grands essais cliniques, COU-AA-301 et COU-AA-302, ont abouti a
l'autorisation de mise sur le marché de l'abiraterone (Zytiga) en pré et post
chimiothérapie par docetaxel dans le cancer de prostate résistant a la castration
métastatique. Des gains en survie globale ont été obtenus, de 34,7 mois dans le bras
abiratérone versus 30,3 mois dans le groupe placebo (HR = 0,81, IC 95%, 0,70-0,93;
P = 0,0033) et de 14,8 mois versus 10,9 mois, HR = 0,65, IC 95%, 0,54-0,77; P
<0,001) en pré et post docetaxel respectivement. Le traitement était correctement
toléré dans les deux études. Les effets indésirables fréquents incluaient la fatigue,
I'anémie, les nausées, les arthralgies, et la constipation (213,214). Récemment son
intérét a été démontré en phase métastatique précoce dite hormono-sensible
élargissant son potentiel d’utilisation avec une nouvelle autorisation de mise sur le
marché (215).

L’enzalutamide (MDV3100) est un antagoniste du RA de nouvelle génération. Il
posseéde une activité antagoniste plus forte que le bicalutamide par une liaison cing
fois plus affine au domaine de liaison du RA. Sa conformation empéche la
translocation du récepteur dans le noyau et éviterait toute activité paradoxale
agoniste sur le RA, la liaison du RA a 'ADN et le recrutement de co-facteurs (216).
Cette molécule a obtenu une AMM dans le cancer de prostate avancé avant ou
aprés traitement par chimiothérapie de type docetaxel (217,218). Un bénéfice en
termes de survie globale a été retrouvé avec une tolérance correcte (217,218).
D’autres antagonistes sont eux encore en cours de développement clinique ou
accesible en clinique depuis peu comme I'apalutamide (ARN509) (219) au mode
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d’action superposable a I'enzalutamide. L'ODM-201 a également été développé dans
cette classe thérapeutique et dans cette méme pathologie.

L'ODM-201 est un anti-androgene non stéroidien de type antagoniste du RA, de
haute affinité. Il inhibe I'activation du RA induit par les androgénes en facilitant la
formation de complexes inactifs qui ne peuvent pas se transloquer vers le noyau
empéchant ainsi la liaison et la transcription aux génes sous la dépendance du RA.
Cette molécule aussi connue sous le nom BAY-1841788 ou darolutamide est
développée conjointement par la société ORION et le laboratoire BAYER HealthCare
(220).

L’ODM-201 est un composé synthétique composé de 2 diastéréoisomeres actifs,
'ORM-16497 et TORM-16555 avec une forme active métabolique, 'ORM-15341,
pharmacologiquement active (220). Ses caractéristiques biochimiques sont
présentées dans le tableau 4 et la figure 13.

Masse moléculaire 398.85 g/mol
Formule chimique C19H19CIN6O2
Solubilité DMSO : 80 mg/mL

Ethanol : 38 mg/mL
Eau : <1 mg/mL

Tableau 4. Caractéristiques de ’ODM-201.
DMSO : Diméthylsulfoxyde
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Figure 13. Structure de ’'ODM-201.
Adapté de Moilanen AM, et al. Scientific Reports (220).

Les données in vitro montrent que 'ODM-201 de par son métabolite actif, TORM-
15341, agit comme un ligand sur le RA et induit une action antagoniste, que le
domaine de liaison du ligand (LBD) soit sauvage (wild-type) ou muté (dans la limite
des mutations testées) .

[l induit ainsi un blocage de la translocation du RA vers le noyau (220). Une action
anti-proliférante a été démontrée avec in vitro, une dose inhibant la viabilité cellulaire
de 50% des cellules, ou concentration inhibitrice médiane (IC50) de 230nM retrouvée
dans la lignée de cancer de prostate VCAP, proche de celles retrouvées avec
'enzalutamide et I'apalutamide (410 et 420nM respectivement). In vivo, TODM-201
confirme cette activité sur des xénogreffes de cette méme lignée cellulaire (VCAP)
(220).

Trois particularités permettent d’isoler TODM-201 comme une molécule d’intérét a
fort potentiel thérapeutiqgue dans le cancer de la prostate et donc en paralléle dans

les cancers du sein moléculaires apocrines.
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Le point d’intérét majeur réside dans sa capacité a poursuivre son activité
antagoniste en présence de mutations fréquentes de résistance du gene du RA dont
la mutation F876L (220). Cette derniére induit une résistance par activité agoniste
paradoxale sur le RA muté de nombreux anti-androgenes dont I'enzalutamide et
’ARN-509 (tableau 5) (221).

IC50 (nM)
Anti- RA RA muté RA muté RA muté
androgéene sauvage F876L T877A F876L
ODM-201 65 66 1500 1782
Enzalutamide 155 Agoniste >10000 296
ARN-509 168 Agoniste >10000 1130

Tableau 5. Valeurs d’IC50 par tests de transactivation du RA.
Rapporteur luciférase de réponse du RA ; adapté d’aprés Moilanen AM, et al.
Scientific Reports (220). IC50 reportés correspondent a la dose inhibant I'activité du

RA dans 50% des cellules, en nanomaolaire.

Un autre avantage de 'ODM-201 semble étre son faible passage de la barriere
hémato-encéphalique (220,222) réduisant le risque de crises convulsives constatées
avec 'enzalutamide (événement certes décrit, mais avec une fréquence rare).

Enfin, TODM-201 ne semble pas augmenter les taux circulants de testostérone de
maniére concordante avec l'absence de pénétration encéphalique (stimulation

centrale de I'axe hypophyso-gonadique par I'enzalutamide) (223).

L’ODM-201 est en cours de développement clinique dans le cancer de la prostate.

Deux études de phase | ont montré une tolérance correcte dans des maladies non
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antérieurement traitées par chimiothérapie (224) ou antérieurement poly-traitées
(225). Des preuves d’efficacité ont également été apportées par ces études. Ces
éléments ont été confirmés par une étude de phase l/ll, 'étude ARADES, dans
laquelle des patients atteints de cancer de prostate avancé résistant a la castration
recevaient de 'ODM-201 a la dose de 200mg quotidien. Les effets secondaires les
plus fréquemment rapportés étaient la fatigue (42%), les diarrhées (29%) et les
arthralgies (25%) (222).

Ces résultats ont permis l'ouverture d’essais clinigues de phase Ill. L'essai
ARASENS (NCT02799602, ODM-201 in Addition to Standard ADT and Docetaxel in
Metastatic Castration Sensitive Prostate Cancer) compare l'adjonction ou non de
'ODM-201 a une chimiothérapie par docetaxel chez des patients métastatiques non-
résistants a la castration poursuivant un traitement par agoniste de la LHRH. Le
deuxieme essai, ARAMIS (NCT02200614, Efficacy and Safety Study of BAY1841788
(ODM-201) in Men With High-risk Non-metastatic Castration-resistant Prostate
Cancer) randomise Ilui I'ODM-201 versus placebo chez des patients non
métastatiques résistants a la castration. Ces études sont en cours et les résultats ne
sont pas encore disponibles.

Les anti-androgénes présentent une efficacité limitée dans le temps. Dans le cancer
de la prostate avancé, cette perte d’efficacité peut s’expliquer par exemple par une
action agoniste paradoxale des anti-androgeénes sur le RA du fait d’apparition ou par
une majoration de représentation de clones cellulaires porteurs de mutation du RA,
ou bien par amplification du RA (226). Ceci a mené au développement des anti-
androgénes de nouvelle génération. Dans le cancer de la prostate évolué ce stade
est appelé en pratique clinique, stade de résistance a la castration (CRPC) (227).
Plusieurs mécanismes ont été décrits pour expliquer cette évolution.

Premiérement, la surexpression du RA liée a une amplification du gene du RA (228).
Deuxiemement, I'apparition de mutation dans le domaine de liaison du ligand (LBD)

du géne du RA (T877A, L701H, W741L, ou F876L). Celles-ci induisent une
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diminution de laffinité et de la spécificité des ligands pour le RA. Ces mutations
peuvent induire une liaison d’autres hormones telles que les glucocorticoides sur le
RA et induire une activé paradoxale de type agoniste des anti-androgénes sur le RA
(229).

Les résultats d’analyses d’ADN circulant sur prélévement sanguin montrent que les
mutations du RA et/ou les altérations du nombre de copies du géne RA sont
respectivement détectées dans 48% et 60% des échantillons avant et aprés
traitement (230).

Troisiemement, la résistance a la déprivation androgénique est fréguemment
associée a I'émergence de variants d'épissages du RA dont le variant AR-V7. Cet
isoforme du RA a perdu son Ligand Binding Domain et est constitutionnellement actif
entrainant une résistance notamment a I'abiratérone et a I'enzalutamide (231).
D’autre part, un autre mécanisme de résistance est lié aux récepteurs aux
glucocorticoides (GR). Ceux-ci peuvent se substituer aux RA et activer un ensemble
de génes proches de ceux activés par le RA (232).

Enfin, la résistance aux anti-androgénes a été décrite comme pouvant étre en lien

avec une activation ligand-indépendante du RA (233).
Ces différents mécanismes de résistance aux anti-androgénes expliquent les

progressions observées dans les cancers de prostate malgré les traitements par
multiples thérapeutiques anti-androgenes disponibles.
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Les travaux validant la découverte par Farmer et al. du sous-groupe des tumeurs
moléculaires apocrines ont apporté des informations préliminaires sur l'intérét de
traiter ces tumeurs par des anti-androgénes a l'aide d’expérience sur modéle
cellulaire, principalement sur la lignée MDA-MB-453. Ainsi, Doane et al. (36)
montrent que cette lignée est sensible au flutamide (anti-androgene) ; sensibilité
prouvée par une réduction de prolifération non retrouvée avec des anti-estrogénes
(36). Le méme résultat est obtenu avec le bicalutamide par Lehmann et al. qui
montrent que parmi I'ensemble des lignées de phénotypes triple négatifs, celles qui
sont sensibles au bicalutamide sont majoritairement celles qui expriment le RA (27).
Les données précliniques sur I'enzalutamide montrent qu’il induit comme dans les
tumeurs prostatiques, une diminution de la localisation nucléaire du RA et une
inhibition de la croissance androgéne dépendante. Cet effet pourrait passer, selon
les auteurs de ce travail, par une induction d’apoptose comme montré par
laugmentation du taux de caspases 3 clivées (153). Il y a donc un effet qui semble
attendu et spécifique des anti-androgénes dans ces modeles (principalement la
lignée MDA-MB-453).

Les preuves defficacité des anti-androgenes en monothérapie ont permis la
réalisation de tests précliniques de combinaison a base d’anti-androgénes. Les
données générées par l'équipe de Naderi et al. retrouvant une boucle de
rétrocontréle positive entre le RA et ERK (voie de signalisation MAPK) dans le sous-
type moléculaire apocrine a permis la réalisation de tests fonctionnels de cette
hypothese. Les auteurs ont ainsi combiné un anti-androgéne, le flutamide, a un
inhibiteur de ERK (CI-1040) et ont retrouvé une action synergique de cette
association sur la lignée cellulaire MDA-MB-453 in vitro et in vivo (234).

Comme retrouveé par I'équipe de Lehmann et al., les tumeurs MA sont mutées dans
environ 40% des cas pour PIK3CA (150). La méme équipe a testé fonctionnellement
cette cible thérapeutique potentielle. Un ensemble de traitements ciblant la voie PI3K
a été testé. La lignée MDA-MB-453 est retrouvée sensible a ce type de drogues

quand on compare aux autres lignées de tumeurs triple négatives testées (IC50 de
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lordre du nM). De plus, les auteurs retrouvent un effet synergique quand les
inhibiteurs de PI3K sont combinés avec un anti-androgéne, le bicalutamide. Ces
résultats sont toutefois modestes quand le test est réalisé in vivo par mesure de
volume tumoral avec un effet de type additif, moins important qu’en in vitro. Une
autre étude retrouve également un effet additif modeste de [I'association
enzalutamide et rapamycine (inhibiteur de mTOR) aussi bien in vitro qu’in vivo sur la
lignée MDA-MB-453 (235).

Les cellules MDA-MB-453 semblent sensibles aux inhibiteurs du cycle cellulaire de
type inhibiteurs spécifiques de CDK4/6, comme le palbociclib. La sensibilité de la
lignée MDA-MB-453 est supérieure a la majorité des lignées de cancers du sein, tout
phénotype confondu (236). Ceci a mené a démontré l'intérét probable de combiner
'enzalutamide au palbociclib dans le modeéle cellulaire MDA-MB-453. |l est retrouvé
une majoration de la réduction de la viabilité cellulaire et de I'arrét du cycle cellulaire
en phase G1 par I'adjonction de palbociclib a 'enzalutamide (237).

Au contraire des antagonistes du RA tel que I'enzalutamide, il n’y a pas de données
dans la littérature concernant I'utilisation de I'abiratérone dans un modeéle préclinique

de tumeurs moléculaires apocrines.

Ces données précliniques constituent le rationnel scientifigue d’essais cliniques

publiés en cours dans le sous-groupe moléculaire apocrine.
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Différentes données cliniques sont disponibles dans le domaine des traitements

spécifiques aux tumeurs moléculaires apocrines (tableau 6). Ces études rapportent

les résultats de traitements anti-androgénes dont l'utilisation est validée et routiniere

dans le cancer de la prostate : le bicalutamide, I'enzalutamide et [l'acétate

d’abiratérone.

Nombre de
patientes
éligible et
évaluable

Bicalutamide 26
Abiraterone
acetate
Essai AMA 30
Essai SHIVA 4
Enzalutamide 78

Nb médian de

Age lignes
médian antérieures de

chimiothérapie

66 1(0-8)
62,5 2,5 (0-9)
455 -

59 1 (0-5)

Taux de
bénéfice
clinique a 6
mois (IC95%)

19 % (7-39)
N=5

20 % (7,7-38,6)
N=6

0
N=4

28 % (19-39)
N=22

Réponses
objectives

Aucune

1RC, 1 RP

Aucune

1 RC,5RP

Tableau 6. Principaux résultats des essais cliniques évaluant un anti-

androgene dans les tumeurs moléculaires apocrines HER2 non-amplifiées.

D’aprés les publications (122—124) et les données issues de I'essai SHIVA, Pr Le
Tourneau (238). RC : réponse compléte ; RP : réponse partielle (selon RECIST

V1.1).
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Concernant le bicalutamide, une étude de phase Il a montré un taux de bénéfice
clinique (réponse complete ou partielle ou stabilité selon les criteres RECIST) de plus
de 6 mois chez un petit nombre de patientes (5/26) présentant une tumeur RE- RA+
(défini par RA 210%) (indépendamment du statut HER2 mais seulement 1/26
patiente HER2-amplifiée incluse et traitée) métastatique (122). Ce traitement était
relativement bien toléré dans cette étude sans effets indésirables graves notables.
Cette étude a apporté la preuve de concept clinique de l'efficacité d'un traitement
anti-androgene dans les tumeurs moléculaires apocrines.

Les inhibiteurs du cycle cellulaire ont obtenu une AMM récente dans les cancers
luminaux avancés, avec notamment le palbociclib, inhibiteur de CDK4/6 (239,240).
Un essai combinant bicalutamide et palbociclib a ét¢é mené. Les données non
définitives pour I'instant communiquées montrent que sept patientes ont été incluses
avec les mémes criteres que l'essai avec le bicalutamide en monothérapie. Les
données d’efficacité ne sont pas encore matures mais la tolérance semble bonne
permettant d’envisager des combinaisons de traitement a base d’anti-androgénes
(241).

Un essai de phase 2 muticentrique a été réalisé incluant 118 patientes avec tumeurs
triples négatives, RA>0% (population en intention de traiter) dont 78 présentaient un
RA >10% et au moins une évaluation scannographique (population évaluable). Cette
population évaluable (RA >10%) représente la population d’intérét de I'étude. Les
patientes recevaient 160mg d’enzalutamide par jour. Le critere de jugement principal
était le taux de bénéfice clinique (réponse compléte ou partielle ou stabilité selon les
criteres RECIST) a 16 semaines. Les données concernant les tumeurs RA 210%
montrent un taux de bénéfice clinique a 16 semaines de 33% (IC 95%: 23-45) avec
6/78 patientes en réponse compléte ou partielle (8%) (124). A 24 semaines, ce taux
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de bénéfice clinique est de 28% (IC 95%: 19-39). La survie sans progression (SSP)
était de 3,3 mois (IC 95%: 1,9-4,1).

La prise en compte de patients inclus avec un RA positif a un seuil 21% (versus
>10%) rajoute 40 patientes dans I'analyse (N=118). Parmi elles, une seule réponse a
été observée (réponse compléte). La prise en compte de ces patientes induit une
baisse du taux de bénéfice clinique a 16 semaines, a 25 % (IC 95%: 17 -33) versus
33% (pour RA =210%) et de la survie sans progression, a 2,9 mois (IC 95% : 1,9-3,7)
versus 3,3 mois (pour RA 210%) (124).

Les auteurs définissent une signature transcriptomique identifiant les patientes
présentant un bénéfice clinique dans I'étude (242). Cette signature semble corrélée a
la SSP mais n’a été présentée uniquement qu’en poster en congrés sans publication
a ce jour. Par ailleurs, l'identité précise des transcripts composant cette signature n’a
pas été révélée. La SSP est rapportée a 16,1 semaines (IC 95%: 13,3-27,4) pour les
patientes présentant cette signature contre 8,1 semaines (IC 95%: 7,4-12,6) dans le
cas contraire. Ceci se traduit également par un gain significatif de survie globale pour
les patientes avec cette signature (75,6 semaines (IC 95%: 51,6-91,4) contre 32,3
semaines (IC 95%: 20,7-48,3)). La publication de ces résultats est attendue pour
confirmer ces données (242).

Une étude ancillaire a récemment été publiée et retrouve une valeur prédictive
positive de bénéfice clinique de 30% pour un RA 210% (243). Les patientes incluses
avec un RA positif (210%) présentent un bénéfice significatif en survie global sous
enzalutamide (HR=0,54 ; 1C95% : 0,32-0,91; p= 0,019) par rapport aux patientes
incluses avec un RA négatif (<10%) (243).

Une étude de phase lll en phase métastatique a été proposée devant ces résultats
encourageants ainsi que des essais de phase 2 en adjuvant et néoadjuvant (en
combinaison au paclitaxel) (244,245)(NCT02689427 ; NCT02750358). Par ailleurs, a
la suite des données précliniques sur l'intérét des inhibiteurs de PI3K, un essai
évaluant I'enzalutamide combiné a un inhibiteur de PIK3CA (Taselisib) est en cours
(246) (NCT02457910).
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Une étude spécifique avec un traitement par acétate d’abiratérone a été réalisée et
publiée par notre équipe (123). L’essai clinigue UCBG 2012-1/AMA sponsorisé par
UNICANCER et coordonné par le Pr Hervé Bonnefoi est un essai de phase Il
multicentrique ayant pour objectif d’évaluer la tolérance et l'efficacité de l'acétate
d’abiratérone dans les cancers du sein avancés ou métastatiques triple négatifs
récepteurs androgenes positifs. Les RA devaient étre positifs sur plus de 10% des
cellules examinées pour pouvoir inclure les patientes (RA 210%). Le critére de
jugement principal était la aussi le taux de bénéfice clinique mais considéré cette fois
a 24 semaines. Vingt pourcent (N=6) des patientes incluses (N=30) ont présenté un
bénéfice clinique défini protocolairement par une stabilité, une réponse partielle ou
compléte d’au moins 6 mois. Une réponse complete a été observée avec un recul de
23.4 mois lors de I'analyse, la patiente étant toujours sous traitement plus de quatre
ans apres l'initiation du traitement. Une réponse partielle et quatre stabilités ont

€galement été enregistrées.

D’autres patientes, incluses dans I'essai SHIVA, ont également recu de I'abiratérone
dans cette indication. Cet essai est un essai de phase Il multicentriqgue randomisé de
preuve de concept comparant lefficacité d’un traitement fondé sur le profil
moléculaire tumoral a celle d’'un traitement conventionnel chez des patients atteints
d’'un cancer métastatique réfractaire. Cent quatre-vingt-quinze patients ont été inclus
dont 40 cancers du sein. Parmi eux, 4 patientes avec une tumeur triple négative ont
été identifiées avec une expression du récepteur aux androgénes =210% en IHC et
ont recu de l'acétate d’abiratérone. Aucune de ces patientes n’a présenté de
bénéfice clinique supérieur a 6 mois (définition identique au protocole UCBG12-1)
(238,247).

Par ailleurs, un poster présenté au congres de 'ASCO en 2013 a rapporté les
données de 6 patientes RE-, RA+ incluses dans un essai avec un statut HER2 positif
ou négatif, traitées par Abiratérone. Il semble d’apres les données rapportées dans
ce poster, n’y avoir qu'une réponse prolongée a type de stabilisation pendant 7,2
mois aprés 4 lignes de chimiothérapie. Cette patiente en réponse présente une

tumeur HER2-amplifiée prétraitée par anti-HER2 (248).
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De nombreux essais sont en cours dans ces tumeurs moléculaires apocrines
(tableau 7). La plupart se concentre sur les tumeurs HER2 négatives.

Trois types de traitements anti-androgénes sont proposeés, les antagonistes du RA,
les inhibiteurs du CYP17A1 et les modulateurs sélectifs du RA. Derniérement, des
essais ont ouvert aux inclusions concernant des phases précoces de maladie
(tumeurs uniquement localisées au sein) démontrant l'intérét croissant de ces

thérapies spécifiques dans ce sous-groupe.
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Tumeurs MA HER2- (triples négatives RA+)

Tumeurs
MA HER2+

Antagoniste
duRA

Modulateur
séléctif du RA

Enzalutamide
(NCT02676986)

Enzalutamide
+ paclitaxel
(NCT02689427)

Enzalutamide
(NCT02750358)

Enzalutamide
(Phase lll; Essai fermé,
NCT02929576)

Bicalutamide Vs
Chimiotherapie
(NCT03055312)

ODM-201 Vs
Capecitabine
(Phasel ll;
NCT03383679)

Enobosarm
(Ostarine/GTx-024,
NCT02368691)

CR1447
(NCT02067741)

Bicalutamide

+ inhib. CDK4/6: Ribociclib
(Phase I/I,LNCT03090165)

ou

+ inhib. CDK4/6: Palbociclib
(Phase I/ll, NCT02605486)

Enzalutamide

+ inhib. PI3Ka: Alpelisib
(Phase |, NCT03207529)
ou

+ inhib. PI3Ka: Taselisib
(Phase I/ll, NCT02457910)

Enobosarm
+ Pembolizumab
(Phase Il, NCT02971761)

Tableau 7. Essais cliniques en cours dans les cancers du sein moléculaires

apocrines selon le statut HER2.

Les formes précoces correspondent a des tumeurs opérables non métastatiques.

MA : moléculaire apocrine ; Source : clinicaltrial.org
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Chapitre 4

Chk1 et mécanismes de réparations des dommages
a I’ADN
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Des données récentes mettent en évidence le rble critigue du récepteur aux
androgenes en tant que régulateur des génes de réparation des dommages a 'ADN
(DDR) dans les cancers de prostate avancés (249). Cela a fourni un rationnel a la
combinaison entre des agents ciblant les mécanismes du DDR et les thérapeutiques

anti-androgenes.

La réparation des dommages a I'’ADN (cassures simples brin, doubles brins...) et le
cycle cellulaire sont deux mécanismes physiopathologiques majeurs des cellules
tumorales. Ces deux mécanismes sont intimement liés. La régulation de ces deux
entités fait notamment intervenir quatre protéines kinases centrales formant deux
voies distinctes principales, ATR-Chk1 et ATM-Chk2, qui sont induites pour la
premiere par un ensemble d’anomalies de 'ADN alors que la deuxiéme est induite
spécifiquement en réponse aux cassures double-brin (250). Ces protéines induisent
un arrét transitoire du cycle cellulaire en réponse aux dommages a I'ADN au niveau
des phases S et G2/M et agissent comme point de contréle du cycle cellulaire. Chk1
représente un maillon distal et effecteur, faisant de lui un point de contréle central.
Une autre grande voie de réparation des dommages a I'ADN est dépendante de p53
avec une cinétique d’action plus lente permettant le blocage du cycle cellulaire en
phase G1 (251,252).

Sur un plan mécanistique, les dommages endogénes ou exogenes de 'ADN des
cellules tumorales, notamment induits par des agents cytotoxiques, activent les
points de contréle du cycle cellulaire ralentissant ainsi la progression du cycle
cellulaire afin de faciliter la réparation de 'ADN. Ceci permet d’éviter une catastrophe
mitotique (253-255). Les points de contréle du cycle cellulaire, leurs rdles et les
protéines effectrices cibles sont représentés dans la figure 14. De nombreux efforts
ont été entrepris ces dernieres années pour augmenter l'efficacité des agents
cytotoxiques par l'intermédiaire de linhibition de ces voies de contrble du cycle
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cellulaire. Les thérapies inhibant ces points de controle (Chk1 et/ou Chk2) présentent

un développement important dans une optique d’action de létalité synthétique

(synthetic lethality) ou bien de synergie anti-tumorale.

Pointde contréle G2/M
Permet de réparer toutes les
cassures doubles brins avant la
division cellulaire

Cibles: Chk1, MYT1, WEE1

N,

~ {
Yeoe
Pointde contrdle phase S

Differe le processus de réplication
pour permettre de réparer les
dommages a IADN (probléme de
fourche de réplication...)

Cibles: ATR, Chk1, DNA-PK, WEE1

Pointde contréle G1/S
Différe la réparation des
dommages a I'ADN avantla
réplication de IADN

Cibles: ATM, Chk2, p53

Figure 14. Cibles et roles des points de contréle du cycle cellulaire en réaction

a des dommages a I’ADN.

Adapté de O’Connor MJ et al, Molecular Cell (256). ATM: ataxia-telangiectasia
mutated; ATR: ataxia-telangiectasia and Rad3-related; DNA-PK: DNA-dependent

protein kinase.
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Checkpoint kinase 1 (Chk1) est une sérine/thréonine kinase codée par le gene
CHEK1. La fonction principale de Chk1 est de coordonner la réponse aux dommages
de I'ADN (DDR) et d’agir comme point de contrdle du cycle cellulaire des phases S et
G2/M. En effet, la voie ATR-CHEK1 reconnait un large spectre d'anomalies de
I'ADN : liées aux rayonnements, a linhibition de la réplication de I'ADN, aux
infections virales ou encore aux liaisons inter-brin de 'ADN (257).

Chk1 est nécessaire au point de controle des phases S et G2/M du cycle cellulaire
(figures 14 et 15). Son activité est induite par I'activation d’ATR et/ou d’ATM suite a
un stress génotoxique permettant ainsi de bloquer la réplication de I'ADN (257). Pour
ce faire, Chk1 est activé par phosphorylation via ATR et retarde transitoirement la
progression du cycle cellulaire a travers les phases S et G2/M de sorte que les
Iésions de I'ADN puissent étre efficacement réparées (250). La kinase Chk1 est donc
principalement effectrice en aval d’ATR mais également d’ATM. En détalil, I'activation
de Chk1 implique la phosphorylation de différentes sérines de cette protéine, Ser317
et Ser345 par ATR/ATM, ainsi que son autophosphorylation sur la sérine 296
(Ser296). La phosphorylation de Chk1 sur les Ser317 et Ser345 mene a I'activation
de Chk1l (258). De maniere spécifique, la phosphorylation de la Ser317 sert
d’élément déclencheur nécessaire a la phosphorylation de la Ser345 qui elle est le
déterminant final de l'activation maximale du point de contréle (250). Chk1 exerce
son action de point de contrle sur le cycle cellulaire en régulant la famille de
phosphatases cdc25, notamment en phosphorylant cdc25A, inhibant ainsi son
activité (259). Cdc25C est également inactivé par phosphorylation de Chk1, bloquant
ainsi l'activation de cdk1 et la transition vers la mitose (260).
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\ / :
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G2 M

Figure 15. Action centrale de Chk1 comme point de contréle du cycle cellulaire
en réponse a des dommages a I’ADN.

D’apres Zhang Y et Hunter T, Int J Cancer (250). GF : Growth factor ; DDR:
Réparation des dommages a I’ADN ; Repair : réparation de 'ADN
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De nombreux laboratoires pharmaceutigues ont développé des inhibiteurs
spécifiques de Chk1. Plusieurs études réalisées sur différents modeles de tumeurs
ont montré que ces molécules, inhibiteurs de ChK1, potentialisent les Iésions de
I'ADN induites notamment par des agents de chimiothérapies.

Le géne CHEKT est situé sur le chromosome 11 en position 11g22-23, une région
portant également le géne ATM et sur laquelle des délétions fréquentes et une perte
d'hétérozygotie est retrouvée de maniéere classique dans de nombreuses tumeurs
(261). Compte tenu de son rble essentiel dans les points de contréle de réparations
des dommages a 'ADN et du cycle cellulaire, CHEK1 était initialement considéré
comme un géne suppresseur de tumeur, cependant, aucune mutation homozygote
perte de fonction de CHEK1 n’a été détectée dans une large gamme de tumeurs
humaines (262-265). De plus, CHEK1 a été retrouvé surexprimé dans un grand
nombre de tumeurs tels que le cancer du sein, colon et estomac avec une
expression retrouvée corrélée a la récidive (266-268). Ainsi CHEK1 est

communément considéré comme un oncogene.

Inhiber Chk1 en présence d’anomalies de 'ADN, comme par exemple celles induites
par des produits cytotoxiques de chimiothérapie, a donc été proposé comme piste
thérapeutiqgue dans différents types de cancer. Plusieurs molécules inhibant Chk1
sont actuellement testées en préclinique et en clinique avec une spécificité d’action
sur Chk1 ou bien une plurivalence sur d’autres cibles des mécanismes du DDR. Ces
différents inhibiteurs de Chk1 disponibles pour des études précliniques sont
présentés dans le tableau 8.
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Nom Spécificité d’action Compagnie
CHIR-124 Chk1 sélectif Chiron Corp.

SB 218078 Chk1 sélectif Eli Lilly and Company
SCH 900776 Chk1, Cdk2 et Chk2 Merck

TCS 2312 Chk1 sélectif Tocris Bioscience

PD 407824 Chk1 et Weeft Pfizer

PF-477736 Chk1 sélectif Pfizer

AZD 7762 Chk1 et Chk2 Astra Zeneca
V158411 Chk1 sélectif Vernalis

GDC-0575* Chk1 sélectif Genentech

Tableau 8. Inhibiteurs de Chk1 disponibles en préclinique et leurs spécificités
d’action sur Chk1.
*Le GDC-0575 n’est pas disponible a la vente au contraire de tous les autres

inhibiteurs de Chk1 présentés dans ce tableau.

Le développement des inhibiteurs de Chk1 souléve plusieurs points d’interrogation
concernant : (1) la nécessité ou non d’associer un inhibiteur de Chk1 a un autre
mécanisme défaillant de la chaine du DDR (afin d’obtenir un effet de type synthetic
lethality) pour obtenir un effet biologique, (2) la capacité de ces molécules a étre
potentialisées par l'effet des chimiothérapies cytotoxiques et (3) le caractére prédictif
d’efficacité du statut TP53 muté et donc un intérét d’administration préférentiel chez

les patients porteurs de tumeurs p53 déficientes.

Concernant l'intérét de combiner I'inhibition de plusieurs effecteurs du DDR pour
obtenir un effet biologique, des essais cliniques sont en cours reposant sur des
données précliniques encourageantes, par exemple avec inhibiteur de PARP plus
inhibiteur d’ATM (269). Des données sont également disponibles sur des modéles de
cancer de l'ovaire avec la combinaison inhibiteur de Chk1 et inhibiteur de PARP
induisant un effet synergique en combinaison (270). Néanmoins, ces données de
combinaison ne doivent pas occulter l'efficacité des inhibiteurs de Chk1 en
monothérapie, en I'absence de situation de synthetic lethality (270,271).
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Concernant la potentialisation des inhibiteurs de Chk1 par un agent cytotoxique, les
données précliniques sur différents types tumoraux, notamment sein et sarcomes,
sont en faveur d’'une additivité voire d’une synergie d’action lors de combinasion
avec des agents de chimiothérapie (272,273). De méme, cette potentialisation d’effet
par un cytotoxique n’apparait pas obligatoire pour obtenir un effet des inhibiteurs de
Chk1 au vu des données en monothérapie.

Concernant le statut TP53, plus de 50% de I'ensemble des tumeurs présentent une
mutation inactivatrice de TP53 (274,275). Ces tumeurs présentent une dépendance
vis a vis des points de contrdle S et G2-M pour leur réponse aux dommages a I'ADN
(259,276). En effet, l'inactivation de p53 induit un défaut du point de contréle de la
phase G1 (277). Lorsque les points de contrble des phases S et G2 sont abrogés par
l'inhibition de Chk1 (par un inhibiteur de Chk1), les cellules tumorales déficientes en
p53 subissent une catastrophe mitotique et une apoptose (278,279). Des travaux
récents sur un modele de cancer du sein triple négatif semblent renforcer cette
hypothese (272) tout comme ceux dans les sarcomes (273). Le statut TP53 muté

pourrait donc représenter un facteur prédictif d’efficacité.

A ce jour peu de données sont disponibles sur l'efficacité et la tolérance des
inhibiteurs de Chk1 chez ’lhomme et il n’'y a donc pas de facteurs prédictifs clairs et
établis d’efficacité. Ces données concernent principalement des essais de phase 1
avec un nombre limité de patients et de situations cliniques (273,280-282).

Il existe peu de données relatives a des expériences utilisant des inhibiteurs de Chk1
dans des modéles de cancer du sein. De maniere spécifigue au cancer du sein, il a
été retrouvé qu’une faible expression transcriptomique de CHEK1 semble étre
corrélée a un bon pronostic quand I'ensemble des sous-groupes sont considérés
mais également dans le sous-groupe des tumeurs moléculaires apocrines (283). Des
données IHC viennent renforcer le réle pronostic négatif de I'expression de Chk1
(284). Celle-ci peux étre mesurée grace a un anticorps anti-pChk1 (phospo-Chk1
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Serine S345) pour lequel un marquage cytoplasmique et/ou nucléaire élevé est
corrélé a un taux de rechute local (285).

Concernant le statut TP53 du modéle cellulaire étudié, certaines expériences in vitro
sont en faveur de prendre en compte l'inactivation de p53 comme facteur majeur de
réponse aux inhibiteurs de Chk1 (272). Par ailleurs, une étude portant sur trois
inhibiteurs de Chk1 différents, V158411, PF-477736 et AZD7762 dans des lignées
cellulaires mammaires retrouve une efficacité supérieure dans les lignées triple
négatives versus les lignées luminales. Dans cette étude les auteurs ne retrouvent
pas d’effet du statut de TP53 sur l'activité des inhibiteurs de Chk1 (271) notamment
sur la lignée MDA-MB-453, considérée comme TP53 sauvage dans cet article. Le
r6le prédictif du statut p53 dans l'efficacité des inhibiteurs de Chk1 dans le cancer du

sein reste donc également a clarifier.

Alors qu’une publication a testé des inhibiteurs de Chk1 sur la lignée moléculaire
apocrine MDA-MB-453 (271), il n’y a pas a I'’heure actuelle de données spécifiques
différentielles d’efficacité sur ce sous-groupe de tumeurs versus d’autres sous-
groupes de cancer du sein. En paralléle, dans des modéles de cancer de la prostate,
il a été montré que le RA induit la régulation de nombreux génes de réparation des
dommages a 'ADN (249). De plus, certains auteurs indiquent que Chk1 pourrait
réguler I'activité transcriptionnelle du RA (286). Ces données précliniques fournissent
le rationnel a la mise en place d’essais dans le cancer de prostate. Ceux-ci
concernent des anti-androgenes, antagonistes du RA ou des inhibiteurs de synthéese
des androgénes (dont I'abiratérone), combinés avec des inhibiteurs de la réparation
de 'ADN dont des inhibiteurs de PARP ou de Chk1.

L’activité des inhibiteurs de Chk1 n’est pas encore démontrée dans le cancer du sein
de maniere générale en l'absence de données disponibles au travers d’essais
cliniques. Les seules données disponibles sont relatives a un inhibiteur non
spécifique de Chk1, 'TUCN-01. Cette molécule est un inibiteur sélectif de la protéine
kinase C qui a démontré une activité inhibitrice sur Chk1. En combinaison avec
lirinotécan dans une étude de phase 2, le taux de réponse dans des tumeurs
mammaires triples négatives n’était que de 4% (287). L’absence de spécificité de
cette molécule a conduit a l'arrét de son développement. Les données précliniques
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dans les tumeurs triple négatives sont prometteuses avec des molécules bien plus
spécifique et un premier essai clinique est en cours avec un inhibiteur de Chk1/Chk2
(LY2606368) pour évaluer son intérét chez des patientes mutées BRCA1/2 avec le
rationnel d’induire un effet de synthetic lethality (NCT02203513). Les données
préclinigues dans les cancers de la prostate, RA-dépendant, laissent entrevoir un

intérét, par analogie, dans les cancers du sein moléculaires apocrines.
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Obijectifs de la these
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Notre équipe de recherche clinique et préclinigue s’est imposée comme une des
équipes a l'avant-garde de la recherche sur les tumeurs du sein moléculaires
apocrines.

Suite a la description par les Prs Iggo et Bonnefoi de ce sous-groupe tumoral pour la
premiére fois en 2005, notre groupe a réalisé un des trois essais cliniques testant
'hypothése biologique du réle central des androgénes dans ces tumeurs. Les
résultats de notre essai corroborent les autres données cliniques disponibles, en
faveur d’'une efficacité réelle mais limitée a un petit nombre de patientes traitées.
Ceci met en évidence que l'identification de ces tumeurs moléculaires apocrines en
pratique clinique (reposant sur la positivité du RA et la négativité du RE et RP en
IHC) n’est pas optimale et qu’il N’y a pas de facteurs prédictifs d’efficacité disponibles

pour ces traitements anti-androgenes.

L’objectif de cette these est d’approfondir les connaissances des mécanismes de
sensibilité et d’améliorer les prises en charge thérapeutiques des cancers du sein
moléculaires apocrines a travers deux projets distincts. Le premier cherche a
approfondir les connaissances du modele classique de tumeurs moléculaires
apocrines, la lignée cellulaire MDA-MB-453 et de rechercher de nouveaux modéles
d’étude dans le but de tester un nouvel anti-androgene ('ODM-201) dans des
conditions caractérisées. Le deuxieme projet a pour but de rechercher des facteurs
prédictifs de réponse a un anti-androgéne, I'acétate d’abiratérone et d’isoler de
potentielles cibles thérapeutiques a partir du matériel tumoral des patientes incluses
dans I'essai clinique réalisé par notre équipe.
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Publications
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Les résultats des travaux réalisés dans le cadre de cette thése avec pour objectif
'amélioration des prises en charge spécifiques des tumeurs moléculaires apocrines

sont rapportés sous forme de deux projets.

Le premier projet a généré des données précliniques d’efficacité d’un nouvel anti-
androgene, I'ODM-201. Ce projet s’appuie sur la mise en évidence de la nécessité

d’utiliser de nouveaux modeles d’études précliniques spécifiques.

Le deuxieme projet est I'analyse ancillaire de I'étude clinigue UCBG 12-1 qui testait
'abiratérone dans le sous type-tumoral moléculaire apocrine. Ce projet a permis
d’identifier des facteurs prédictifs de réponse et de définir une cible thérapeutique,
Chk1. L'utilisation d’inhibiteurs spécifigues de cette cible en combinaison avec
'abiratérone permet d’envisager une amélioration des taux de réponses observés

sous abiratérone.
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Projet 1

Modeéles de tumeurs moléculaires apocrines
et

Etude d’un nouvel anti-androgene, I’'ODM-201
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Notre groupe de recherche a entamé une collaboration avec le laboratoire BAYER
HealthCare en 2016 (Annexe 1 et 2). Celle-ci concerne le développement d’'un
nouvel anti-androgéne non stéroidien de type antagoniste du RA, de haute affinité,
'ODM-201 (220). Celui-ci est déja en cours d’essai clinique chez 'homme dans les
cancers de la prostate avancés. Cette molécule y a été jugée efficace et bien tolérée
(222,288).

L’expérimentation de ce nouveau traitement anti-androgéne nécessite un modele
d’étude robuste. Le modele classique de tumeurs moléculaires apocrines est la
lignée MDA-MB-453 décrite dans la littérature comme ayant une croissance RA et
androgéno-dépendante (36,153). Cette lignée est néanmoins porteuse d’une
mutation du RA, Q865H (ligand binding domain) (179) aux conséquences
fonctionnelles non claires. Nous avons également pu tester la lignée SUM185PE,
autre modele de tumeurs moléculaires apocrines, et un contrble de lignée

androgéno-dépendante de cancer de la prostate (LNCAP).

L'utilisation de Patient Derived Xenograft (PDX) constitue une alternative au modeéle
de lignées cellulaires. Dans un modéle de type PDX, une tumeur humaine
directement greffée chez la souris peut permettre d’étudier la réponse a différente
thérapeutiques ciblées spécifiques aux anomalies retrouvées dans son génome
tumoral (revue de littérature dans les références (289-291)). Beaucoup d’espoir
repose sur ces modeles. lls pourraient permettre d’améliorer les résultats actuels
relativement limités des approches de médecine personnalisée en oncologie ou les
patients sont traités en fonction des anomalies génomiques identifiées par
séquencage de nouvelle génération, sans test préalable de la sensibilité réelle de la
tumeur (238,292).

Dans ce projet, nous avons cherché a caractériser 'androgéno-dépendance de la
croissance de la lignée classique de tumeurs moléculaires apocrines, MDA-MB-453
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et a définir de nouveaux modéles d’études précliniques de type PDX orthotopique.
Ces travaux avaient également pour but d’établir I'activité de '’ODM-201 et de vérifier

la spécificité de son action.

Nos premieéres expériences ont cherché a caractériser la dépendance aux
androgenes de notre modele d’étude, la lignée MDA-MB-453, a l'aide de multiples
tests de milieux de culture visant a établir des conditions définies en androgenes
(SVF réduit a 1% ou sérum Charcoal stripped). Celles-ci ont été réalisées sur
plusieurs souches et passages de lignée MDA-MB-453 et retrouvent une
dépendance faible de la croissance cellulaire vis-a-vis des androgenes (de méme
dans la lignée SUM185PE) en partie similaire a la littérature. Néanmoins, nous
reproduisons les résultats de la littérature concernant la majoration de la viabilité
cellulaire induite par les androgenes (multipliée par 1,5). Nous avangcons donc le
terme d’androgéno-sensibilité plutét qu’androgéno-dépendance pour caractériser la
physiopathologie du modeéle cellulaire MDA-MB-453 vis-a-vis des androgenes.

L’étude du nouvel anti-androgéne a notre disposition, TODM-201, a été réalisée sur
le modéle établi, certes imparfait, de la lignée MDA-MB-453. L'ODM-201 a été fourni
grace au soutient du laboratoire BAYER HealthCare

Nous avons montré que l'action de 'ODM-201 est a la fois RA spécifique et
compétitive avec les androgénes, confirmant son action d’antagoniste du RA. Malgré
I'effet spécifigue de 'ODM-201 sur le RA, nos résultats montrent que les lignées
moléculaires apocrines présentent une sensibilité moindre aux anti-androgénes
(ODM-201 et enzalutamide présentant des IC50 de plusieurs dizaines de micro-
molaire) comparativement a la lignée de cancer de prostate LNCAP. Ceci souléve la
possibilité d’'un effet non spécifique de ces drogues dans ces modeéles.

L'effet de I'ODM-201 reste difficile a caractériser dans les lignées moléculaires
apocrines. En effet, une exposition a 'ODM-201 aux doses d’'IC50 (définies en MTT)
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n’induit pas d’augmentation franche d’apoptose, corroborant un effet attendu non-
cytotoxique. Par ailleurs, nous n’avons pas retrouvé d’effet sur le cycle cellulaire.

L’étude de I'anti-androgene ODM-201 n’a pas permis de mettre en évidence d’effet
différentiel vis-a-vis des traitements anti-androgenes existants (enzalutamide ou

abiratérone).

117



Rapport de collaboration avec le laboratoire BAYER

Grellety T, Cardinaud B, Bonnefoi H.

Preclinical in vitro analysis of ODM-201 (darolutamide) using MDA-MB-453

cell line as a model for molecular apocrine breast cancer.

118



Preclinical in vitro analysis of ODM-201 (darolutamide)
using MDA -MB-453 cell line as a model for molecular apocrine
breast cancer

Grellety T, MD PhD Student

Bonnefoi H (Prof), MD

Cardinaud B, Senior scientist

INSERM UNIT U1218, Institut Bergonié, Bordeaux, France

I. Introduction

Breast cancer is a clinically and biologically heterogeneous disease. Gene expression array
studies have revolutionized the biological understanding of breast cancer. Several microarray-
based studies identified a new breast cancer subtype characterized by the expression of the
androgen receptor (AR), absence of the estrogen receptor o (ER) and paradoxical expression
of many genes that are typically expressed in ER-positive luminal tumors (1-4). We named
these tumors "molecular apocrine" as they have an expression profile indicative of increased
androgen signaling and some morphological hallmarks of apocrine tumors (1). Two-thirds of
these tumors are human epidermal growth factor receptor 2 (HER2)-positive and the rest are
HER2-negative. The latter is part of triple-negative breast cancer (TNBC) group.

In 2006, the Memorial Sloan-Kettering Cancer Center (MSKCC) group showed that MDA-
MB-453 cell line shares transcriptomic similarities with molecular apocrine breast cancers
(2). Thus the MSKCC group and several other groups used this cell line as a preclinical in
vitro model representing molecular apocrine tumors. The MSKCC group reported that this
cell line showed a proliferative response to androgen that is AR-dependent (R-1881) and ER
independent (2). This proliferative effect was abrogated by flutamide (2). Of note, more than
20 years ago, a long time before microarrays technology and identification of the molecular
apocrine subtype, a research group from University of South Australia showed that MDA-
MB-453 cell line proliferation was increased by androgens (5).

In 2011, the Dana-Farber group confirmed that bicalutamide abolish proliferation and
demonstrated that it induced apoptosis (6).

On the same year, the Vanderblit University group reported the results of a trial in which they
tested the sensitivity of several TNBC cell lines to bicalutamide (4). Luminal androgen
receptors (LAR) cell lines (including MDA-MB-453) were more sensitive to bicalutamide
than basal-like cell lines. This group showed also that the growth and viability of AR+ and
TNBC cell lines (MDA-MB-453, CAL-148, MFM-223, SUM-185) is significantly reduced
after treatment with PI3K inhibitors in combination with bicalutamide (7).
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In 2014, the Colorado University group reported that the AR-antagonist enzalutamide
completely abrogated this proliferation induced by DHT both in vitro and in vivo (8).
Surprisingly, they showed that enzalutamide inhibited E2-induced proliferation in vitro of
both MCF7 and and BCK4 cell lines used as a negative control.

ODM-201 (darolutamide), a high-affinity non-steroidal antagonist of the AR, is in clinical
development for prostate cancer (9,10). Demonstration of a specific preclinical activity of this
new anti-androgen in MDA-MB-453 cell lines could support the activation of a clinical
research program evaluating this agent in molecular apocrine breast cancer.

II. Objectives and methods
Objectives

The objective of this study was to establish the activity of ODM-201 and to check the
specificity of its action in MDA-MB-453 cell line in vitro. The SUM185PE cell line, another
model for molecular apocrine tumors, was also tested. The classical androgen-dependent
prostate cancer cell line (LNCAP) was used as a control. First, we verified the androgen-
dependent growth of the MDA-MB-453 cell line. Second, we studied the effect of ODM-201
on MDA-MB-453, SUM185PE and LNCAP cell lines.

Cell lines

The different experiments were carried out on early passages of the ATCC-derived cell line
MDA-MB-453 (ATCC® HTB-131 ™). SUMI18S5PE line and a second strain of the MDA-
MB-453 line were provided by the team of Dr De Cremoux (CNRS UMR7212 / INSERM
U944, Hopital Saint-Louis, Paris, France).

MDA-MB-453 and SUMI85PE are grown in DMEM medium (Thermofisher Scientific,
Waltham, MA USA) supplemented with 10% Fetal Calf Serum (FCS) with 1%
Penicillin/Streptomycin (except for androgen-dependence assays as mentioned below). The
LNCAP line is derived from ECACC (European Collection of Authenticated Cell Culture via
Sigma Aldrich) and is grown in RPMI supplemented with 10% FCS with 1%
Penicillin/Streptomycin. The MDA-MB-231 line (use as AR negative cell line model) is also
derived from the ATCC (ATCC® HTB-26 ™), grown in DMEM (Thermofisher Scientific,
Waltham, MA USA) supplemented with 10% FCS with 1% Penicillin/Streptomycin.

Drugs
ODM-201 was obtained from the BAYER HealthCare laboratory. Abiraterone acetate (AA)

and enzalutamide (Enza) were acquired via Selleckchem (references: S2246 and S1250
respectively).
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Abiraterone has been tested for its primary inhibitory effect on androgen synthesis with a non-
antagonistic predominant action on androgen receptor (AR). This allows comparison with the
AR antagonists studied here.

The drugs used are diluted in DMSO with the exception of abiraterone acetate which 1is
diluted in ethanol.

DHT was diluted in ethanol and R1881 (Sigma-Aldrich) in DMSO. They are used at a dose of
10nM.

Cell count

Experiments to demonstrate growth androgen dependence of cell lines were performed by cell
counting with these two different androgen-verified medium conditions. 20,000 cells are
seeded in a 24-well plate in a standard growth medium of each line, DMEM 10%FCS for
MDA-MB-453 and SUM185PE, RPMI 10%FCS for LNCAP. After 24 h, the cells are rinsed
in PBS.

In the first condition, classical media were used with addition of 10% charcoal-stripped
serum. Charcoal stripped serum were commercial (Thermofisher Scientific, Waltham, MA
USA) and also homemade, made by adding 5g of charcoal (C-4386, Sigma) to 100 ml of FCS
before stirring for 45 min, then centrifuge at 12.000 rpm 30 min at 4°C and finally filter with
0.2 pm filter.

In the second condition, RPMI or DMEM are supplemented with 1% FCS.

For the two conditions, the FCS-poor medium (10% charcoal-stripped or 1% FCS) is applied
for 24 h. DHT 1nM (25uM stock) or InM R1881 (10mM stock) are subsequently added to the
medium for 5 days before cell detachment and automatically counted by a Beckman Coulter
counter (Z2 Coulter Particle Count and Size Analyzer, California, USA).

Cell viability assay

For the androgen dependence tests of cell viability, 3000 cells are seeded in a 96-well plate in
standard growth medium of each line, DMEM 10% FCS for MDA-MB-453 and SUM185PE,
RPMI 10%FCS for LNCAP. After 24 h, the cells are rinsed in PBS (phosphate buffered
saline), then an FCS-poor medium is applied for 24 h, RPMI or DMEM supplemented with
1% FCS. A range of DHT or R1881 is applied for 5 days before reading.

For drug treatments, 3000 cells are seeded in a 96-well plate in standard growth medium of
each line, DMEM 10% FCS for MDA-MB-453 and SUMI185PE, RPMI 10%FCS for
LNCAP. After 24 hours, cells are treated with a decreasing dose range of drugs by serial
dilution for 5 days in the same media.

MTT (Methyl Thiazolyl Tetrazolium, Sigma Aldrich, St Quentin Fallavier, France), at a final
concentration of 0.5mg/mL, was used to measure cell growth inhibition. The tetrazolium salts
of the MTT substrate are incubated for 3 hours. The amount of formazan salt produced by the
cells is measured on a spectrophotometer by calculating the absorbance between 570 and 630
nm after solubilization in DMSO. The analysis, the calculation of the IC50 and the
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representation of the results are carried out with version 5.00 of the GraphPad Prism software
for Windows.

Western blot

The proteins are extracted by cell lysis in SDS-PAGE buffer (11). SDS-PAGE
polyacrylamide gel electrophoresis makes it possible to separate the lysates which are then
transferred onto a nitrocellulose membrane. The membranes were blocked with 5% milk PBS
Tween (0.1%) (PBST) solution before incubation at 4°C overnight with the primary antibody.
After three successive washes in PBST, the primary antibodies (Table 1) were detected by
incubation with mouse or rabbit anti-immunoglobulin G (IgG) conjugated horseradish
peroxidase (HRP) secondary antibody (GE Healthcare Life Sciences, Pittsburgh, PA, USA) at
room temperature for two hours. The membranes are reused at most 2 times after desaturation
in a solution of Glycine (6.6 mol / L) pH = 2 at 56 °C for 30 min. The visualization is
performed by chemiluminescence using an Amersham ECL Prime Western Blotting
Detection Reagent kit (GE Healthcare Life Sciences, Pittsburgh, PA, USA). The images are
captured by a Fusion FX7 scanner (Vilber Lourmat, Marne-la-Vallée, France) and semi-
quantitative analysis is performed using ImageJ 1.45s software.

Antibody Clone Reference | Dilution | Secondary

Androgen receptor AR 441 Abcam 1/200 Mouse
ab9474

B-actin AC-15 Sigma 1/10000 | Mouse
A5441

Table 1. Primary antibodies use in western blot.

Cell cycle assay

100000 cells are seeded in 6-well plate wells and then 24 hours after, treated for 72 hours (at
least one cell cycle performed by each cell). The cells are then separated, washed and then
permeabilized with an ethanol solution (600 pL of ethanol and 300 pL of PBS), for at least
one hour at 4°C. Once washed, the cells are incubated in a solution containing RNase (1.5pL /
condition), Propidium Iodide (50pug /ml /condition) and 1X PBS in a final volume of 300uL
for 15 min in the dark at 37°C. A positive control is performed with nocodazole (50-
100ng/mL, CellSignaling Technology), an antimitotic agent used to accumulate cells in phase
M or later. Reading is done with the flow cytometer taking into account the fluorescence
emitted by Propidium Iodide (FL2). The analysis is performed by BD CellQuest Pro software
and version 5.00 of the GraphPad Prism software for Windows.

122



Apoptosis assay

100,000 cells are seeded per well of 6-well plate, and then 24 hours after, are treated for 72
hours. The cells are then exposed to Annexin V-FITC and Propidium lodide according to the
supplier's protocol (BD Biosciences, Erembodegem, Belgium) and then incubated for 15 min
at room temperature. The positive control is performed with staurosporin (Abcam), a protein
kinase inhibitor inhibiting the binding of ATP to kinases at a concentration of 0.5 to 1 uM
depending on the lineage. Reading is done with the flow cytometer taking into account the
fluorescence emitted by the FITC (FL1) and the Propidium Iodide (FL2). The analysis is
performed by BD CellQuest Pro software and version 5.00 of the GraphPad Prism software
for Windows.

Immunofluorescence of AR localization

5000 cells are seeded in 96-well plates for 24h before treatment for 72 hours (at respective
IC50 concentration, DHT 10nM). The wells are then washed with PBS 1X and the cells are
fixed to 4% formaldehyde for 15 minutes. The cells are then incubated with 50 mM NH4Cl
for 10 min to block the aldehyde groups, then rinsed and permeabilized with 0.5% Triton X-
100 solution. The incubation with the anti-AR primary antibody (ab9474 Abcam, Cambridge,
United Kingdom) diluted to 1/50 of 0.2% gelatin/PBS 1X is carried out overnight at 4°C after
saturation in gelatin 0.2%/PBS 1X for 30 min. Cells are then washed with 0.2%
gelatin/PBS1X and PBS1X. Incubation with the secondary antibody, Alexa Fluor® 488 dye
(Thermofisher Scientific, Waltham, MA USA) was carried out after PBS washing with 1/400
dilution in 0.2% gelatin/PBS 1X for 1 h at room temperature. The nuclei are counter-stained
with 4', 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). Fluorescence was read by LEICA microscopy at
20x and analysed with FIJI software version 1.51n (12). The analysis takes into account the
number of nuclei positive for the AR staining. The positivity threshold of each experiment is
constant between the conditions, based on the basal AR-fluorescence level of the cytoplasm
of the cells.

AR reporter

The AR activity vector reporter was produced by Richard Iggo (pJS84, see Cartography
below). It is composed of a sequence repeated 6 times, specific to the AR and FOXAI1
common binding site described in a model of prostate cancer (13). It is coupled to a GFP
fluorescent reporter under the control of a minimal CMV promoter. MDA-MB-231 cells are
used (AR negative). They are transduced at a MOI of 10 with a GFP-AR reporter. The cells
are previously transduced at a MOI of 10 with a vector containing the AR gene described by
Chen et al. in 2004 (14). Reading of the fluorescence is carried out by flow cytometry after
48h of exposure to the treatment of interest. Virus production and transduction is carried out
in our Level 3 biosafety containment laboratory in accordance with French legislation on
genetically modified organism.
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[ pJS84 6x AR-FOX reporter GFP
0lB348 sequencing primer

7048 bp

FOXA1-AR binding site
FOXA1-AR binding site
|{1])FOXA1-AR binding site
FOXA1-AR binding site
FOXA1-AR binding site

| ’IFOXALAR binding site

Cartography of the GFP-AR reporter plasmid. Logiciel ApE, v2.0.52.

III. Results
1. Verification of the androgen-dependence of the MDA-MB-453 cell line

In order to study the effect of ODM-201, we sought to check the androgen dependency of
our study model. For that, we tested two culture media to control the amounts of androgens.
The experiments were carried out on different cell strains from 2 different laboratories with
variable passages, including early passages (P2 of the ATCC).

The first condition tested was DMEM medium supplemented with 10% Charcoal Stripped
Serum (commercial or homemade from commercial FCS). The tests resulted in slower cell
growth compared to 10% FCS. Moreover, a rapid phenotypic modification which prevented
the maintenance of cells in this condition was observed within one or two days. Addition of
androgens (DHT or R1881) does not reverse the observed modification (data not shown).

The second condition tested was a media with the minimum amount of FCS the cells can bear
(transiently), which is DMEM but with only 1% FCS. Our measure revealed that the
testosterone concentration was in that condition lower than 0.0InM (as measured by mass
spectrometry) and we finally choose to use it for our reported experiments (figure 1). We
observed an increase of cell growth induced by androgens of approximately 1.5 when
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compared to media without addition of androgen; a result difficult to reproduce (figure 1A).
These experiments were carried out at least in triplicates and representative results are shown
in figure 1A. Under this condition, we did not found a dose-dependent effect on cell growth
neither by DHT nor by R1881.

With the same media condition, our cell viability experiments found an identical effect of the
two androgens used (DHT or R1881) on molecular apocrine cell lines with an increase in cell
viability (encompassing cellular general metabolic activity) (figure 1B). This effect is more
marked on the SUM185PE line than on the MDA-MB-453 line with lower amplitude on the
LNCAP.

2. Action of ODM-201

a. Cell viability reduction and inhibitory concentration 50% (I1C50)
determination

We found a quite high IC50 for ODM-201 in MDA-MB-453 (16.2uM) with no competitive
effect of androgen saturation of the media on cell viability (figure 2A).

The cell viability reduction and IC50 of two other antiandrogens, enzalutamide and
abiraterone, on MDA-MB-453 and SUM185PE molecular apocrine cell lines were tested. No
competitive effect of androgen saturation of the media on cell viability was also observed
(figure 2B). ODM-201 and Enzalutamide IC50s in MDA-MB-453 cell lines were very
similar.

Enzalutamide and abiraterone IC50s were similar to those reported in the literature in MDA-
MB-453 cell lines.

Interestingly, ODM-201 and enzalutamide IC50s (condition without adding DHT) were lower
in LNCAP cell line than in the molecular apocrine cell lines, SUM185PE and MDA-MB-453
(figure 2B).

We confirmed the already reported LNCAP’s sensitivity to ODM-201 (figure 2A-B) and to
enzalutamide (figure 2B). We also confirmed that anti-androgens and androgens have a clear
competitive effect on the LNCAP cell line (figure2A-B). In the same conditions, this effect
was not found with MTT assays in MDA-MB-453 or SUM185PE cell lines.

b. ODM-201 activity on intracellular localization of AR

First, we have shown that androgenic stimulation by DHT induces the nuclear translocation of
AR in the MDA-MB-453 cell line (figure 3).

Second, we assessed the specific action of the ODM-201 and enzalutamide by visualization of
AR nuclear import blocking using fluorescence microscopy. The effect of anti-androgens on
the percentage of nuclear AR-positive cells was tested in the absence or presence of DHT. In
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the absence of DHT, ODM-201 blocks the nuclear translocation of the AR as visualized by a
decreased in AR nuclear localization. In the presence of DHT, our results show that ODM-

201, as well as enzalutamide, blocks the DHT-induced nuclear translocation of AR in MDA-
MB-453 cell line (figure 3).

c. AR-dependent activity of ODM-201

We also tested an AR-activity reporter to demonstrate the AR-dependent ODM-201 activity.
To this effect, we measured the transcription activity of a GFP labelled AR transcription
reporter using flow cytometry. We used MDA-MB-231 cell line, an AR negative mammary
cell model, which was transduced with this reporter and an AR vector (figure 4A). Our
experiments showed an exogenous AR activity induced by DHT that exhibited competitive
inhibition by ODM-201 or enzalutamide (figure 4B). Figure 4C allows visualizing the dose-
dependent competition effect of increased doses of androgen on ODM-201 effect in the
MDA-MB-231 model measured by AR activity reporter. We also visualized this effect in the
MDA-MB-453 cell line using fluorescence microscopy with a significant difference in the
nuclear localization of AR between DHT alone and DHT plus ODM-201 (figure 3). This
suggests that ODM-201 has a specific competitive effect on AR comparable to that of
enzalutamide (data not shown for AR reporter assays with enzalutamide).

We tested the AR activity reporter in cell lines that strongly expressed endogenous AR
(MDA-MB-453 and LNCAP). However, these experiments were unsatisfactory as the
reporter is not functional in these lines (MDA-MB-453 or LNCAP). Therefore, we intend to
perform complementary RT-qPCR assays on AR target genes such as PSA / KLK3,
TMPRSS?2 and FKBPS5 in those two cell lines.

d. Characterization of the effect of ODM-201

In order to characterize the loss of cell viability observed in MTT assays, we perform
apoptosis and cell cycle assays. The anti-androgens tested, including ODM-201, induce very
little cell death at IC50 doses calculated in MTT assays. Moreover, we observed few changes
in the cell cycle under similar conditions despite persuasive positive control (figure 6).

I11. Discussion

Our data with the MDA-MB-453 cell line confirm the androgen dependence or at least
sensitivity of this cell line already reported in the literature (2,5,6,7,8). However, as reported
by others, the response to androgenic stimulation remains modest with a 1.5 fold growth with
the addition of androgens compared to the control condition (2,5,6,8). Of note, we obtained
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these results using DMEM medium with 1% FCS instead of a medium supplemented with
Charcoal Stripped serum used by other groups (2,5,7). In our hands, MDA-MB-453 cultured
in DMEM medium with charcoal stripped serum did not grow. Condition with charcoal
stripped serum led probably to a too drastic withdrawal of necessary growth factor, preventing
cells growth and further test on cells in those conditions.

In this study, we have shown that ODM-201 activity in MDA-MB-453 cell line is AR-
specific. Despite the specific effect of ODM-201 on AR, our results show that the molecular
apocrine cell lines (MDA-MB-453 and SUM185PE) exhibit less sensitivity to anti-androgens
than the LNCAP prostate cancer cell line (IC50 up to 400 times higher) with no competitive
effect of androgens on cell viability loss induced by anti-androgens. Moreover, the effect of
ODM-201 remains difficult to characterize in molecular apocrine cell lines. Indeed, exposure
to ODM-201 at IC50 doses does not induce an increase in apoptosis corroborating the
expected non-cytotoxic effect. Moreover, we did not observe any effect on the cell cycle even
though the experiments presented were not carried out in synchronized cells.

An important limitation of this study is the MDA-MB-453 cell line as a model to
represent the molecular apocrine carcinoma breast cancer. Its reliability has been questioned,
in particular, due to genomic alterations such as mutation of AR (15,16). Indeed, this cell line
carries a Q865H mutation in the ligand binding domain of AR reported to decrease sensitivity
to DHT (15). This mutation could be analogous to the resistant AR mutations found in anti-
androgen pre-treated prostate cancers (17). To improve on that, we are trying to create in our
lab a new model of molecular apocrine tumour directly derived from patients. We are using a
method that we published recently (18) injecting tumour cells from patients with molecular
apocrine tumours directly in mice ducts.

It should be emphasized that although preclinical data in molecular apocrine breast
cancers are slightly disappointing (MDA-MB-453 androgen sensitivity is modest and exhibits
less sensitivity to anti-androgens than the LNCAP prostate cancer line), clinical data obtained
in three clinical therapeutic trials with agents targeting the androgen pathway has reported
promising efficacy results (19-21). One of our patients is still in complete response after 4
years on abiraterone acetate treatment (22).

In conclusion, ODM-201 has an AR-dependent action similar to enzalutamide in the
MDA-MB-453 cell line model. However this model reliability has been questioned and
developing better preclinical models for molecular apocrine breast cancers should be a
priority.
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Figure 1. Androgen dependence tests on molecular apocrine cell lines. A. by cell count,
n=1. B. by cell viability assay, n=3. NT= control without addition of androgens. Culture
media of each cell line is indicated under bracket and all cell lines were exposed to 1% FCS
for the experiments as described in methods section.
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Figure 2. Comparative cell viability with different anti-androgens in the molecular
apocrine cell lines (MDA-MB-453 and SUM185PE) and in the LNCAP. A. Comparison of
the dose response curves between MDA-MB-453 and LNCAP for ODM-201 +/- DHT 10 nM
(n = 3-4). B. Average IC50 calculated by MTT test (n = 3-4) after 5 days exposure. The error
bars represent the 95% confidence interval of the mean.
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Figure 3. Visualization of AR localization using fluorescence microscopy with AR-
labelled and DAPI-labelled nuclei. Representation of the number of positive AR-labelled
nuclei in the MDA-MB-453 cell line after 2 days of exposure. The number of cells analysed
by experiment is given on the figure. The error bars represent the standard error (SEM). One-
way Anova with Bonferroni multiple test correction; *** : p<0,001. ODM-201, Enzalutamide
at the respective IC50, DHT 10 nM, n=2. NT, not treated.
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Figure 4. AR dependence of ODM-201 activity. A. Western blot to verify the expression of
AR in MDA-MB-231 cell lines transduced with the AR and +/- AR-reporter (GFP) vector; Ac
anti-AR, Abcam ab9474 (1/200); anti-b-actin antibody (1/10000), Sigma, AS5441. B.
Measurement of the transcription factor activity of AR-GFP reporter vector in flow cytometry
after 48h of exposure in the MDA-MB-231 cell line transduced by AR vectors and AR
activity reporter (GFP). Representation of the average intensity with error bars showing the
standard deviation. C. Dose-dependent androgenic effect on the action of ODM-201 on AR
after 48h of exposure. ODM-201, enzalutamide used at their respective IC50, DHT 10 nM,
n=3. NT, not treated.
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Figure 5. Impact on cell cycle and induction of apoptosis. A. Percentage of apoptotic or
necrotic cells labelled with Annexin V (AnV) and/or propidium iodide (PI) in flow cytometry.
Positive control, staurosporine (STS, 1 uM) B. Modification of the cell cycle after labelling
with propidium iodide. Positive control, nocodazole (50 ng/mL). The error bars represent the
standard error (SEM). Exposure 3 days, ODM-201, enzalutamide and abiraterone used at the
respective IC50s, DHT 10 nM, n=3. NT, not treated; ABI, abiraterone; ENZA, enzalutamide;
ODM, ODM-201.
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Afin de contourner les limites des modeles cellulaires existants, notamment leurs
faibles androgéno-dépendance, nous avons expérimenté la possibilité de travailler
sur un modéle de PDX a partir de tumeurs humaines directement injectées dans les
canaux galactophoriques de la glande mammaire de souris immunodéficientes
(Annexe 3 et 4).

A partir de 31 tumeurs issues de patientes, le taux de succés de prise de greffe en
condition orthotopique était de 77% alors méme que ces tumeurs ne permettaient
pas de prise de greffe en injection sous-cutanée. Nous avons greffé trois tumeurs
moléculaires apocrines dont une seule a pu étre greffée consécutivement sur trois
passages successifs. Le profil IHC de cette tumeur moléculaire apocrine était
respecté apres ces trois passages. Néanmoins, cette tumeur moléculaire apocrine
présente une amplification d’ERBB2 et un index de prolifération élevé (25 a 35%
selon les passages) lui conférant un avantage probable en termes de succés de
greffe par rapport aux deux autres tumeurs moléculaires apocrines qui elles sont
ERBB2 non amplifiées.

Nos résultats déemontrent la faisabilité d’établir des PDX moléculaires apocrines avec
une telle technique, permettant des conditions de greffe plus physiologiques que
celles des modeles de greffe en coussinet graisseux (Fat Pad) classiquement

utilisés.

Enfin, ces travaux démontrent que des traitements ciblés peuvent étre testés sur des

tumeurs greffées en intracanalaire mammaire.
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Abstract

There is a paucity of models for hormone receptor-positive (HR+) breast cancer because of the difficulty of
establishing xenografts from these tumours. We show that this obstacle can be overcome by injecting human
tumour cells directly into the mammary ducts of immunodeficient mice. Tumours from 31 patients were infected
overnight with a lentiviral vector expressing tdTomato and injected through the nipple into the mammary ducts
of NOD-SCID-IL2RG—/— mice. Tumours formed in the mice in 77% of cases after the first injection (6/8 luminal
A, 15/20 luminal B, and 3/3 molecular apocrine). Four luminal A and one molecular apocrine graft were tested
in secondary and tertiary grafts: all were successfully passaged in secondary and 4/5 in tertiary grafts. None
of the samples engrafted when injected subcutaneously. The morphology, oestrogen receptor (ER), progesterone
receptor (PR), androgen receptor (AR), and Ki-67 profiles of the clinical samples were maintained in the tertiary
grafts. We also show that the intraductal approach can be used to test the response to targeted therapy with
fulvestrant and palbociclib, using a genetically defined ER+ model. We conclude that the mammary ducts create
a microenvironment that is uniquely favourable to the survival and growth of tumours derived from mammary
hormone-sensing cells. This approach opens the door to testing genomically targeted treatment of HR+ tumours

in precision medicine programmes.
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Introduction

Next-generation sequencing technology has the poten-
tial to transform the way that doctors manage cancer
patients but initial results have been mixed, with some
programmes reporting little or no benefit from the use
of genomically targeted therapy [1,2]. There are many
possible reasons for this, but it is difficult to investigate
them without access to live cells that can be manipulated
experimentally. This has driven a resurgence of interest
in the xenografting of human breast tumours (reviewed
in refs 3—5). Hormone receptor-positive (HR+) breast
cancer is commonly divided into three groups: low pro-
liferation oestrogen receptor-positive (ER+) luminal A
tumours; high proliferation ER+ luminal B tumours;
and ER—, androgen receptor-positive (AR+) molecular
apocrine tumours [6—8]. The success rate with luminal
B tumours has gradually risen, with some groups report-
ing 40% success rates [9], but successful engraftment
of luminal A tumours remains extremely challenging
[5,10,11]. Dan Medina’s group has described a tech-
nique for the injection of human ductal carcinoma in situ
(DCIS) cells directly into the ducts of immune-deficient

Copyright © 2016 Pathological Society of Great Britain and Ireland.
Published by John Wiley & Sons, Ltd. www.pathsoc.org

mice [12,13]. The results were excellent, with an 80%
success rate for ER+ lesions. We have confirmed that
the technique allows xenografting of genetically engi-
neered ER+ tumour cells [14]. Taken together, these
results suggest that the microenvironment within the
ducts is uniquely favourable to the growth ER+ breast
tumour cells. To test this hypothesis, we have performed
intraductal injections of HR+ primary breast tumours.
During the preparation of this manuscript, Brisken and
co-workers reported excellent results with the intra-
ductal approach in ER+ tumours [15]. We report here
our own results which independently confirm that this
approach achieves much higher rates of engraftment
than were previously thought possible.

Materials and methods

All patients were treated at the Bergonie Cancer Insti-
tute. They gave written informed consent to the use
of their samples for research after inclusion in the
Bergonie Institute Tumour Bank (authorization No
AC-2008-812). Tumours were classified according to

J Pathol 2016; 240: 256261
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the modified St Gallen 2013 criteria [8]. The immuno-
histochemistry (IHC) protocol and antibodies are
described in the supplementary material, Supplemen-
tary materials and methods. The tumour morphology
and IHC profile were analysed on paraffin sections by a
specialist breast cancer pathologist (GMG).

Tumours were digested to single cells and infected
overnight with a lentiviral vector expressing tdTomato
and then injected through the nipple into the mammary
ducts of the fourth (inguinal) mammary glands of
female NSG mice (Jackson Laboratory strain number
005557) as previously described [13]. The number
of mice tested and the number of cells injected for
each tumour are given in the supplementary material,
Table S1. Mice were sacrificed for tumour analysis and
tumour passage 12 weeks after injection. A detailed
protocol with additional references [16-21] is pro-
vided in the supplementary material, Supplementary
materials and methods. Approval for the animal exper-
iments was granted by the Comité d’Ethique pour
I’Experimentation Animal (CEEA50) ethics committee,
Bordeaux (project number 5012034-A).

To test the response to therapy, normal reduction
mammoplasty cells transformed by CCNDI, MYC,
PIK3CA-HI1047R, sh-p53, BMI1, and TERT [14] were
injected into the mammary ducts; animals were ran-
domly assigned to different groups and then treated for
3 weeks with palbociclib in lactate buffer (Pfizer, New
York, NY, USA), 150 mg/kg by gavage 5 days per week,
or fulvestrant (AstraZeneca, London, UK), 5 mg subcu-
taneously weekly (or with castor oil vehicle; Sigma, St
Louis, MO, USA). All mice injected with ER+ tumour
cells received a subcutaneous 0.5 mg oestradiol pellet
in the neck area.

Results

We tested samples from a sequential series of 31
untreated luminal and molecular apocrine breast
tumours. Figure 1 (top panels) and Figure S1 (supple-
mentary material) show fluorescent stereomicrographs
of a gland engrafted with a luminal A tumour
(LA-PDX1). Table 1 summarizes the results of the
primary intraductal injections. Luminal A, luminal B,
and molecular apocrine tumours all gave rise to tumour
foci in the ducts at unexpectedly high rates. Tumour
cells from sixteen tumours that gave rise to tumour
foci in the ducts were also injected subcutaneously
into the flanks of NSG mice but tumour foci were
not detected at any of the 26 subcutaneous injection
sites (supplementary material, Table S1), even in cases
where the same cells gave rise to extensive grafts
following intraductal injection. The overall success
rate after intraductal injection was 77%. Given the low
success rate with conventional techniques, it was a
surprise that 75% of luminal A tumours gave rise to
foci in the ducts. Three molecular apocrine tumours
were tested and all gave tumour foci in primary grafts,

Copyright © 2016 Pathological Society of Great Britain and Ireland.
Published by John Wiley & Sons, Ltd. www.pathsoc.org

suggesting that the results with this subtype will be
broadly similar to those with luminal tumours. Four
luminal A tumours and one molecular apocrine tumour
were tested in sequential grafts: all gave tumour foci in
secondary grafts and 4/5 in tertiary grafts (Table 2). To
determine whether the intraductal xenografts resembled
their tumours of origin, we analysed H&E and IHC
sections. Figure 1 shows the H&E stain and THC for the
diagnostic specimen and the primary, secondary, and
tertiary xenografts for a luminal A tumour (LA-PDX1).
The keratin 7 antibody is human-specific, allowing
easy identification of human cells in the mouse. The
diagnostic sections show a lobular carcinoma that is
ER+, PR+, E-cadherin-negative, and Ki-67 low. The
results after grafting are perfectly consistent with the
diagnostic results. The remaining tumours also showed
preservation of the morphology and IHC profile, apart
from one molecular apocrine tumour that was weakly
positive for ER in the primary and secondary grafts
(Table 2 and supplementary material, Figures S2—S4).
We conclude that the environment within the mammary
ducts permits grafting of HR+ breast tumours and
preserves their morphology and IHC profile.

Drug testing in the intraductal model

To test whether it is possible to assess the response
to drugs in the intraductal model, we performed a
proof-of-concept study with our genetically engineered
ER+ tumour model [14]. The cells were originally trans-
formed by cyclin D1 (CCNDI), so we expected them
to respond to palbociclib, a cdk4/6 inhibitor. They are
ER+ but do not respond to fulvestrant, possibly because
the cells are blocked at a step in the lineage before
their growth depends on oestrogens [14]. The cells were
injected into the ducts of NSG mice, allowed to form
tumours for 3 weeks, and then treated with palbociclib,
fulvestrant or both for 3 weeks. In this model, the cells
normally start to invade between 3 and 6 weeks after
injection. Figure 2 shows that treatment with fulves-
trant reduced ER expression but did not inhibit tumour
growth, whereas treatment with palbociclib reduced
Ki-67 expression and tumour growth and abolished con-
version of DCIS to invasive cancer. We conclude that
the intraductal model can be used to test the response to
genomically targeted therapy.

Discussion

The main conclusion from this study is that HR+ breast
tumours are able to survive in mice in the microenviron-
ment created by the mammary ducts. Our results are per-
fectly consistent with those reported recently by Cathrin
Brisken’s group [15]. According to the St Gallen cri-
teria [8], only 3/10 of their tumours were luminal A,
so our results more than double the number of luminal
A tumours that have been successfully grafted with the
intraductal technique. Four of the luminal tumours in our

J Pathol 2016; 240: 256—261
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Figure 1. Luminal A tumour before and after xenografting. Luminal A tumour cells (LA-PDX1) were infected with a lentivirus expressing a
red fluorescent protein (tdTomato) and then injected into the mammary ducts through the nipple of NSG mice. The panels on the left show
the diagnostic specimen. The remaining panels show the primary, secondary, and tertiary grafts 12 weeks after injection. The top panels
are stereomicrographs showing mouse mammary glands containing foci of tumour cells expressing tdTomato (scale bars=2 mm); more
detailed stereomicrographs for this PDX are shown in the supplementary material, Figure S1. The lower panels show that the morphology
and IHC profile were preserved after grafting. The scale bars for HE&E and IHC are 100 pm. The keratin 7 antibody is human-specific.
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Table 1. Tumour characteristics, patient age, and results of primary grafts. The number of tumours of each type injected intraductally and
the rate of primary engraftment are shown. The number of cells injected and the number of mice tested are given in Table S1
(supplementary material)

Luminal A” Luminal B* Molecular apocrine”
Number Primary graft Number Primary graft Number Primary graft
tested successful (%) tested successful (%) tested successful (%)
Total 8 6 (75) 20 15 (75) 3 3(100)
Grade 1 2 1(50) 0 0 0 0
Grade 2 6 5(83) 7 7 (100) 1 1 (100)
Grade 3 0 0 13 8 (62) 2 2 (100)
IDC 3 1(33) 16 12 (75) 3 3 (100)
ILC 4 4 (100) 3 2 (67) 0 0
Other type 1 1 (100) 1 1 (100) 0 0
ER > 10% 8 6 (75) 20 15 (75) 0 0
PR > 20% 6 4(67) 14 11 (79) 0 0
K167 < 20% 8 6 (75) 3 2 (67) 1 1 (100)
HER2+7 0 0 9 7(78) 1 1(100)
AR > 10% NT NA NT NA 3 3 (100)
Age < 45 years 3 2 (67) 0 0 0 0
Age 45-55 years 2 1 (50) 1 9 (82) 0 0
Age > 55 years 3 3 (100) 9 6 (67) 3 3(100)

“Molecular apocrine if ER < 10% and AR > 10%. Luminal if ER > 10%. Luminal A if HER2-negative and Ki-67 < 14% or (Ki-67 14-19% and PR >200%), otherwise
luminal B. NT = not tested; NA = not applicable.
TPositive according to ASCO CAP guidelines.

Table 2. Comparison of diagnostic specimens and sequential grafts. The luminal A and molecular apocrine tumours with the most
extensive primary grafts were grafted sequentially. The ER, PR, HER2, and Ki-67 profile of all luminal A tumours was preserved through
three rounds of grafting, except for one tumour that became PR+ and increased Ki-67 transiently. The molecular apocrine tumour was
ER— in the patient sample and tertiary graft but became weakly ER+ in the primary and secondary grafts

Patient specimen Primary xenograft Secondary xenograft Tertiary xenograft
ER PR Ki-67 ER PR Ki-67 ER PR Ki-67 ER PR Ki-67
(%) (%) HER2™ (%) (%) (%) HER2® (%) (%) (%) HER2"™ (%) (%) (%) HER2 ™ (%)
LA-PDX1 920 100 Neg 20 100 100 Neg 10 920 100 Neg 15 80 100 Neg 10
LA-PDX2 100 100 Neg 7 90 90 Neg 15 90 90 Neg 15 80 5 Neg 10
LA-PDX3 100 100 Neg 15 80 80 Neg 5 80 80 Neg 15 NT NT NT NT
LA-PDX4 100 5 Neg 8 100 80 Neg 100 NT NT NT NT 100 100 Neg 5
Patient specimen Primary xenograft Secondary xenograft Tertiary xenograft
ER (%) AR (%) HER2 " Ki-67 (%) ER (%) AR (%) HER2 " KI67 (%) ER (%) AR (%) HER2 " KI67 (%) ER (%) AR (%) HER2 " KI67 (%)
MA-PDX1 0 100 Pos 25 20 100 Pos 35 5 80 Pos 25 0 80 Pos 30

“Positive according to ASCO CAP guidelines.
LA =luminal A; MA = molecular apocrine; NT=not tested.

study were invasive lobular carcinomas, again confirm-  cells have been shown to activate TGFf signalling and
ing that these tumours engraft well in the ducts. undergo epithelial-mesenchymal transition (EMT)
Mechanistically, it seems likely that the main benefit ~ when injected into the stroma [15]. Interestingly, TGFp
from intraductal grafting is that the myoepithelial layer ~ receptor inhibition was recently shown to permit expan-
protects human cells from direct contact with the murine  sion of normal ER+ cultures in vitro [25], highlighting
stromal microenvironment. We previously showed that  a likely requirement for the culture of HR+ breast
human ER+ luminal cells can replace the luminal layer  tumours in vitro.
in the mouse ducts after intraductal injection [14]. This We have not tested our tumours genomically, but
indicates that murine myoepithelial cells can communi-  most studies concur on the fact that the genotype of
cate effectively with human luminal cells. In contrast,  breast tumours after grafting is similar to that of the pri-
human cells cannot create a ductal tree after injection mary tumours from which they were derived [9,26,27],
directly into the stroma unless human fibroblasts are  although clonal competition within heterogeneous
provided, suggesting that murine fibroblasts cannot  tumours is almost inevitable and has been well docu-
communicate effectively with human myoepithelial ~ mented after transplantation [28]. To show that the intra-
cells [22]. In our study, the human cells underwent  ductal approach can be used to test the response to tar-
squamous metaplasia when they exited the ducts and  geted drugs, we tested a genetically defined model based
we argued that this might be caused by activation of  on transformation of normal mammary cells by CCND1
EGFR [14,23]. The stroma also regulates mammary [14]. We tested palbociclib in this model because cyclin
ductal growth through TGFp signalling [24], and MCF7 D1 activates cdk4/6, the target of the drug. Treatment

Copyright © 2016 Pathological Society of Great Britain and Ireland. J Pathol 2016; 240: 256—261
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Figure 2. Targeted therapy with fulvestrant and palbociclib. Genetically defined ER+ tumour cells were injected into the ducts and allowed
to form tumours for 3 weeks and then treated with fulvestrant or palbociclib for 3 weeks. Palbociclib inhibited Ki-67 expression and tumour
growth. (A) H&E then IHC for Ki-67, GFP, and ER (scale bar =100 pm). GFP is a surrogate marker for the injected human cells. (B) Bar plots
showing Ki-67 and ER % positive tumour cells and then total area, DCIS area, and invasive area relative to control (C, control, n=5; F,
fulvestrant, n=>5; P, palbociclib, n=6; P+ F, n=3). Error bars are SEM. A t-test for the pre-specified end-points for tumour response gave
p=0.0022 and 0.0066 for the total area, p=0.0034 and 0.0073 for the DCIS area, and p=0.0005 and 0.019 for the invasive area (C versus
P; F versus P +F, respectively). The ER response to fulvestrant gave p < 0.02; the Ki-67 response to palbociclib gave p <0.0001; the other

comparisons were not significant.

with palbociclib abrogated Ki-67 expression, dramati-
cally reduced the DCIS area, and abolished conversion
of DCIS to invasive cancer (Fig. 2). It is inherent in the
approach that an effective drug will block progression
of DCIS to invasive ductal carcinoma (IDC) but the
striking effect does raise the question of whether pal-
bociclib, a relatively non-toxic targeted therapy, might
find a place in the treatment of DCIS.

The disappointing initial results with genomically
guided therapy [1,2] point to the need for functional
testing of genomic predictions before applying them
in the clinic. Drug treatment of intraductal PDX could
solve this problem but the workload, complexity, and
mouse burden are so great that clinical application of
functional testing will remain a niche activity until
methods for in vitro culture catch up with the in vivo
models. The intraductal grafting results highlight the
importance of paracrine signalling in the mammary
gland [29,30], provide important clues to the require-
ments for growth of luminal A cells, and suggest that
future in vitro culture systems should aim to reproduce
the ductal microenvironment.
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Supplementary materials and methods

Intraductal injection

All patients were treated at the Bergonie Cancer Institute. The pathologist placed a fragment
of untreated tumour not required for diagnostic use in DMEM/F12 (Gibco-ThermoFisher,
Waltham, MA, USA) with penicillin/streptomycin (Gibco-ThermoFisher). The fragment was
chopped to 1 mm® fragments with scalpels, digested in 10 ml 1 mg/ml Collagenase A (Roche-
Sigma, St Louis, MO, USA) in DMEM/F12 with penicillin/streptomycin at 37° for 3-16 h
depending on the hardness of the tissue, washed twice in PBS 2% FCS and frozen in 10%
DMSO in Cryo3 (5617, StemAlpha, 69610 Saint Genis, France). Intraductal injections were
only performed when viable cells were recovered after freezing. It was possible to recover
viable cells in 31/38 (82%) of cases. Failure was commoner early in the study when tumours
were not digested sufficiently; recovery is better when the tumour organoids can be easily
pipetted with a P1000 tip. After thawing, the organoids were digested at 37 °C for 2 min with
0.25% trypsin (Gibco-ThermoFisher), then with 5 mg/ml DNase (Roche-Sigma) and Smg/ml
dispase (Gibco-ThermoFisher) for 2 min, pipetted against the side of the tube to break up
clumps, 2% calf serum in PBS was added, the cells were passed through a 70 um cell strainer
(Falcon, Corning-ThermoFisher) and plated on 6 cm Primaria plates (Corning-ThermoFisher)

at 300,000 cells/ml in svWIT medium [14, 19].

The lentiviral vector (pER305) expresses tdTomato from the PGK promoter in pLenti PGK
Blast DEST (w524-1, Addgene 19065) [16]. Lentivirus was produced by transfection of 293T
cells [18]. The tumour cell suspension was infected at a multiplicity of infection of 10 and
incubated overnight at 37 °C, 5% CO,, 5% O,. The cells were then washed to remove virus
and resuspended in svWIT before intraductal injection. A 30 gauge Hamilton syringe of 50ul
capacity, with a blunt-ended 1/2-inch needle was used to deliver the cells. The mice were
anesthetised using isoflurane, and an abdominal Y-incision was made to allow the skin
covering the inguinal mammary glands to be peeled back to expose the fourth glands of
female NSG mice (Jackson Laboratory strain number 005557). The nipple of the inguinal
gland was snipped so that the needle could be directly inserted through the nipple. Tumour
cells were resuspended in 10 pl of cell-culture medium with 1% patent blue dye (Sigma) to
allow verification of successful injection by visual inspection. The skin was closed with
surgical clips. Subcutaneous injections were performed in the flank. The number of cells

injected is given in Supplementary Table S1 (it ranged from 60 000 to 750 000 cells).
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Approval was granted for the animal experiments by the Comite d'Ethique pour
I'Experimentation Animal (CEEAS50) ethics committee, Bordeaux (project number 5012034-
A). The study was performed in accordance with European Community Standards of Care and
Use of Laboratory Animals under level 2 containment (animal house authorization number
A33063916). Based on preliminary experiments, we decided to use mice aged 6-8 wk, to
inject the tumour cells without fibroblasts or Matrigel, to inject the largest possible number of
cells, and to insert a 0.5 mg subcutaneous oestradiol pellet in the neck area as previously
described [17]. Engrafted mammary glands were harvested 12 wk after intraductal injections
and either fixed in 3.7% buffered formaldehyde for IHC, or regrafted. To regraft the tumours
the regions containing red fluorescent foci were dissected under a stereomicroscope, digested
with collagenase for 20 min then dissociated to single cells as described above, and reinjected
into the ducts. Sequential grafting was performed every 12 wk. Stereomicrographs were

acquired with a Leica MZ-FLIII fluorescence stereomicroscope.

Histology and immunohistochemistry

Paraffin-embedded tissue was sectioned at 4 pum, deparaffinized and boiled in pH 6.0 citrate
buffer to retrieve antigens. Immunohistochemical staining was performed on a Benchmark-
ULTRA (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, USA) according to the manufacturer's
protocol with the following antibodies: ERalpha (SP1, Ventana, 32 min, pre-diluted),
progesterone receptor (1E2, Ventana, 12 min, pre-diluted), keratin 7 (SP52, Ventana, 32 min,
pre-diluted), Ki67 (30-9, Ventana, 32 min, pre-diluted), GFP (B-2, Santa Cruz sc-9996, 32
min, 1:1000), E-cadherin (EP700Y, Ventana, 12 min, pre-diluted), HER2 (4BS5, Ventana, 16
min, pre-diluted) and AR (SP107, Ventana, 32 min, pre-diluted). In these conditions the
keratin 7 and ER antibodies are human specific [14]. High quality images were made with a
Zeiss MIRAX slide scanner. Zeiss .mrxs files were converted into .tif files (225 million pixels
per section, 0.62 um® per pixel) with Pannoramic Viewer 1.15 (3DHISTECH, Budapest,
Hungary). Total tumour area was calculated by automated image recognition by QuantaCell
(www.quantacell.com, Pessac, France) as follows. GFP staining with diaminobenzidine
(DAB) was used to identify the tumour cells. Colour deconvolution to identify DAB-positive
cells (brown) was performed with the algorithm in [20]. The total area in the brown channel
was summed after background subtraction, elimination of objects less than 1000 pixels and
infill of spaces under 5000 pixels. One section was scanned per gland. The number of mice in
each group was 5 (control), 5 (fulvestrant), 6 (palbociclib) and 3 (palbociclib + fulvestrant).
Tumour morphology, IHC, DCIS area and IDC area were scored by a specialist breast cancer

145



pathologist (GMG). DCIS and IDC area were calculated from the product of the largest and
smallest diameters of each tumour focus measured individually in Pannoramic Viewer. The
Pearson correlation for measurement of total area by the pathologist versus QuantaCell is
0.97. Tumours were classified according to the modified St Gallen criteria [8]: luminal if ER
was >10%, subdivided into luminal A if HER2 was negative and [Ki-67 <14% or [Ki-67 14-
19% and PR >20%]], otherwise luminal B. They were classified as molecular apocrine if ER
was <10% and AR was >10%. HER2 was classified according to American Society of
Clinical Oncology College of American Pathologists IHC guidelines, with FISH in equivocal
cases. Ki-67 was scored as described in [21] by counting at least 1000 tumour nuclei per

sample after staining with anti-Ki-67 antibody.

146



Supplementary figure legends

Figure S1. Mouse mammary gland showing LA-PDX1 primary xenograft. Stereomicrographs
showing white light (top panel) and red fluorescence (lower panels). The upper panels show
an entire mouse mammary gland. The lower panels show progressive enlargements of the
central region of the gland. The red balls are clusters of cells within the ducts. Each cluster
contains several hundred cells. This is a different mouse from the one shown in Figure 1 but
the phenotype is the same. Adipocytes overlying the tumour cells act as spherical lenses that

degrade the image. Scale bars from top: 3 mm, 3 mm, 800 pm, 200 pum.

Figure S2. Images of additional luminal A primary xenografts. Mice were sacrificed 12
weeks after intraductal injection of the tumour cells. PDXs were examined by H&E and THC

for the indicated proteins. Scale bars = 200 pum.

Figure S3. Images of additional luminal B primary xenografts. Mice were sacrificed 12
weeks after intraductal injection of the tumour cells. PDXs were examined by H&E and THC

for the indicated proteins. Scale bars = 200 pum.
Figure S4. Images of additional molecular apocrine primary xenografts. Mice were sacrificed

12 weeks after intraductal injection of the tumour cells. PDXs were examined by H&E and

IHC for the indicated proteins. Scale bars = 200 pum.
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Figure S1
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Figure S2
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Figure S3
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Figure S4
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Table S1

Table S1. Number of cells injected intraductally and subcutaneously
The number of mice injected with each technique is shown.

Number of
PDX name cells per Number of mice injected
injection
Intraductal Subcutaneous
LA-PDX1 690 000 7 3
LA-PDX2 500 000 3 1
LA-PDX3 350 000 5 0
LA-PDX4 575 000 6 2
LA-PDX5 140 000 2 0
LA-PDX6 230 000 2 1
LB-PDX1 140 000 2 0
LB-PDX2 410 000 3 2
LB-PDX3 470 000 3 2
LB-PDX4 150 000 2 0
LB-PDX5 650 000 4 2
LB-PDX6 210000 2 1
LB-PDX7 185 000 2 0
LB-PDX8 280 000 3 1
LB-PDX9 540 000 3 2
LB-PDX10 760 000 7 2
LB-PDX11 200 000 2 1
LB-PDX12 260 000 2 1
LB-PDX13 60 000 1 0
LB-PDX14 180 000 2 1
LB-PDX15 225 000 3 1
MA-PDX1 750 000 8 3
MA-PDX2 95 000 2 0
MA-PDX3 90 000 2 0
Total 78 26
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Nous avons effectué des tests complémentaires afin de comparer la technique
d’injection intracanalaire mammaire de cellules tumorales établies MDA-MB-453 a
l'injection dans le coussinet graisseux dit en fat pad avec apport exogene
d’androgénes. Ces éxpériences nous ont permis de définir quel était le meilleur site
de greffe a envisager avec la lignée MDA-MB-453 afin de [lutiliser pour notre
deuxieme projet ; projet pour lequel I'utilisation des PDX n’était pas réalisable

logistiguement.

La lignée MDA-MB-453 transfectée avec un lentivirus d’expression de la Tomato
(vecteur pER305 exprimant tdTomato avec promoteur PGK dans un pLenti PGK
Blast DEST (w524-1, Addgene 19065) (293) a été utilisée dans le but de suivre
I'évolution tumorale par Photon-Imager chez la souris (figure 16). Cette expérience a
permis de démontrer que la prise de greffe et la croissance mesurée par
fluorescence étaient plus importantes en intracanalaire qu’au niveau du coussinet
graisseux. Nous avons mis en évidence la faisabilité de suivre la croissance tumorale
par fluorescence alors méme que les mesures directes par un pied a coulisse ne
sont pas réalisables du fait de tumeurs se développant a l'intérieur des glandes

mammaires.
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Figure 16. Suivi de croissance de la prise de greffe de la lignée MDA-MB-453.

A. Visualisation du marquage Tomato de la lignée MDA-MB-453 par Photon-imager
entre 6 et 10 semaines post-greffe intracanalaire mammaire. B. Courbe de suivi
comparatif de fluorescence (photon/sec/sr) entre les 2 techniques de greffe,
intracanalaire et coussinet graisseux (fat pad), moyenne et erreur-type, N=6 par
groupe. C. Exemple de glande mammaire (souris*) au sacrifice ; photographie faite
en stéréomicroscopie (x1,2) retrouvant une glande massivement envahie (8

semaines post-greffe).

L’analyse histologique des tumeurs greffées en intracanalaire retrouve un
envahissement canalaire mais €galement un franchissement des canaux, signifiant le
caractére invasif de ces tumeurs (rupture de la continuité du marquage CK14 en
IHC) tout en respectant le phénotype initial de la lignée (RE-, RA+) (figure 17). Les
tumeurs ainsi formées présentent beaucoup plus de ressemblance avec une tumeur
humaine dans son évolution locale que les tumeurs dans les coussinets graisseux
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qui forment simplement un nodule tumoral dans du tissu graisseux murin sans

rapport a priori avec le micro-environnement.

HES

Lignée in vitro

Intracanalaire

Coussinet graisseux

Figure 17. Immunohistochimie comparative entre lignée MDA-MB-453 cultivée
in vitro et tumeurs in vivo au sacrifice aprées 8 semaines de greffe
intracanalaire versus coussinet graisseux (fat pad).

Echelle, 100uM. HES : hématoxyline éosine safran; RE : récepteurs estrogenes; RA :

récepteurs aux androgenes.

Ces résultats ont validé l'intérét de réaliser les expériences in vivo par la méthode
d’injection intracanalaire. Ces résultats confortent les données de notre publication
de modeéle de PDX de tumeurs moléculaires apocrines a partir de tumeurs humaines,
décrit dans I'article 1 de cette these (Robert E, Grellety T, et al. The mammary ducts
create a favourable microenvironment for xenografting of luminal and molecular

apocrine breast tumours. J Pathol, 2016).
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Projet 2

Etude ancillaire de I’essai clinique UCBG 12-1 :

Recherche de facteurs prédictifs de réponse a
I’abiratérone et recherche de cibles thérapeutiques
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Les tumeurs moléculaires apocrines sont définies par certaines caractéristiques
morphologiques histologiques des tumeurs mammaires dites apocrines ainsi que des
profils d'expression compatibles avec une signalisation androgénique proéminente,
ce qui les différencient des autres tumeurs RE-négatives (les tumeurs basales)
(32,36). Il a réecemment été démontré que les lignées cellulaires de tumeurs
moléculaires apocrines présentent une cartographie des génes cibles du RA trés
analogue a celle de cancer de la prostate (154). L’ensemble de ces données
biologiques produisent un rationnel fort pour cibler la voie des androgénes dans les
carcinomes moléculaires apocrines mammaires, en se basant sur des molécules
déja approuvées dans les cancers de prostate. De plus, il y a un besoin important de
définir de nouvelles options thérapeutiques étant donné que ces tumeurs présentent
un taux de rechute métastatique d’environ 30% a 5 ans (37). Actuellement, dans
cette situation, les seuls traitements ayant une autorisation de mise sur le marché

sont des chimiothérapies aux résultats souvent limités.

A ce jour, trois essais évaluant des traitements anti-androgénes ont été rapportés
avec des résultats prometteurs : deux d’entre eux utilisent des antagonistes du RA et
le troisieme cible directement la synthése des androgénes (123,241,242). Notre
groupe a choisi de supprimer directement la synthése des androgénes au lieu de
cibler le RA dans l'essai UCBG 12-1. Cet essai multicentrique de phase Il chez des
femmes atteintes d'un cancer du sein triple négatif RA-positif localement avancé
métastatique ou inopérable, a été congu pour évaluer l'efficacité et l'innocuité de
l'acétate d'abiratérone associé a la prednisone (123). Les résultats de cet essai
montrent un taux de bénéfice clinique a 6 mois de 20,0% (intervalle de confiance
95% : 7,7%-38,6%), comprenant 1 réponse compléte, 1 réponse partielle et 4
stabilités persistant 6 mois ou plus. Le bénéfice apparait cliniquement significatif pour

une patiente sur cing.
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Les objectifs de ce deuxieme projet nécessitaient la définition d’hypothése
biologique. Pour ce faire nous avons étudiés le cas d’'une patiente en réponse
compléte sous abiratérone dans I'essai UCBG12-1. Les analyses de la tumeur de
cette patiente en réponse compléte d’'une rechute métastatique sous abiratérone
depuis plus de 4 ans ont mis en évidence plusieurs pistes permettant de mieux
identifier les patientes en réponse a I'abiratérone.

Ainsi, cette tumeur présente des caractéristiques apocrines histologiques majeures
avec une forte positivité en IHC des marqueurs FOXA1, GGT1 et GCDFP15. Son
profil génomique est peu remanié et retrouve une mutation activatrice de PIK3CA

sans mutation délétére de TP53.
L’'importance de la durée de cette réponse a l'abiratérone est les pistes biologiques

décritent ont été publiées afin d’attester de I'intéret majeur d’un tel traitement chez

des patientes dont la sélection reste néanmoins a améliorer.
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INTRODUCTION

Several gene expression array studies have iden-
tified a new breast cancer subtype characterized
by the expression of the androgen receptor (AR),
absence of the estrogen receptor o (ER), and par-
adoxical expression of many genes that are typi-
cally expressed in ER-positive luminal tumors."*
Two thirds of this tumor subtype are human epi-
dermal growth factor receptor 2 (HER2) posi-
tive. The remainder are HER2 negative, part of
the triple-negative breast cancer (TNBC) group,
and the focus of this report. These AR-positive
and triple-negative tumors have been identified
as a stable subtype in two series of TNBCs.**
Of note, AR is also expressed in approximately
75% of ER-positive/HER2-negative breast can-
cers.” However, clinical and preclinical data sug-
gest that ARs act as a tumor suppressor gene
in ER-positive tumors and as an oncogene in
ER-negative tumors.”

In both retrospective series® and prospective
clinical trials,”!" the following immunohisto-
chemistry (IHC) definition is classically used
to identify this breast cancer subtype: AR pos-
itive and ER, progesterone receptor (PR) nega-
tive, and HER2 negative. There is no universal
consensus on defining AR positivity to date,
although the accepted definition of AR positiv-
ity is > 10%.

Preclinical in vitro*">'"* and in vivo'*"" data sug-
gest that androgens are involved in the devel-
opment and growth of the MDA-MB-453 cell
line, which is used as an in vitro model for the
AR-positive TNBC subtype.” Consequently,
in three prospective clinical trials, either com-
petitive antagonists of the AR (bicalutamide or
enzalutamide) or androgen synthesis suppres-
sor, CYP17 inhibitor (abiraterone acetate, AA),
were evaluated in AR-positive TNBCs. Clinical

2018 by American Society of Clinical Oncology

benefit rates (CBR) at 6 months ranging from
19% to 29% with an excellent tolerability pro-
file were reported.”'" A few objective responses
were also reported: one complete response (CR)
in a case report,'® five partial responses and two
CRs in the enzalutamide trial,'” and one partial
response and one CR in the abiraterone trial."!
Here, we report the case of a patient who was
part of recently published' Unicancer Breast
Group (UCBG) 2012-1 trial (ClinicalTrials.gov
identifier: NCT01842321), who is in a long-
term complete response after 4 years on AA
treatment.

PATIENT CONSENT

This patient is a participant of an ethics com-
mittee—approved phase II trial (Committee for
Patient Protection, Bordeaux, France) and con-
sented to that report. Clinical data and tumor
tissue biomarkers were obtained as part of this
trial’s preplanned ancillary study.

CASE REPORT

In March 2006, a 55-year-old postmenopausal
woman was diagnosed with a ¢T2cN1MO left
breast cancer. The initial Tru-Cut biopsy
specimen showed an ER-, PR-, and HER2-
negative grade 2 invasive ductal breast carcinoma.
She received neoadjuvant chemotherapy (three
cycles of fluorouracil, epirubicin, and cyclophos-
phamide followed by three cycles of docetaxel)
followed by mastectomy and axillary lymph node
dissection (level 1 and 2). The tumor was then
classified yp T1ypN1, with two out of eleven axil-
lary nodes involved. She underwent chest wall,
ipsilateral supraclavicular, and internal mam-
mary chain radiotherapy. A few months earlier,
in January 2006, the patient was diagnosed with

ascopubs.org/journal/po JCO™ Precision Oncology 1
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At initiation

After 4 years

Fig 1. Comparative
image and computed
tomography scan (A-C)
before, and (D-F) after 4
years of abiraterone acetate
and prednisolone treatment.
The arrows show the index
masses with changes with
therapies.

multiple sclerosis and administered interferon at
a dose of 30 pg per week.

In November 2007, the patient was diagnosed
with an ipsilateral axillary lymph node relapse
without distant metastasis. She underwent a
complete surgical excision of a 13-mm lymph
node involving a TNBC. No further treatment
was proposed.

In July 2013, she presented with a 4-cm left axil-
lary mass with skin involvement (Fig 1A) and two
supraclavicular 1-cm lymph nodes; a core biopsy
of the axillary mass confirmed TNBC, with a
proliferation index (Ki-67) of 15%. All tumor
cells (100%) were AR positive as determined by
THC. On the computed tomography scan (Figs
1B and 1C), in addition to the axillary mass, sev-
eral chest soft tissue masses were observed; no
visceral or bone metastasis was observed. The
patient was included in the UCBG 2012-1 trial
and received experimental treatment with 1,000
mg of AA and 10 mg of prednisone administered
orally, daily. After 2 months, there were no spe-
cific toxicities, and the patient showed a partial
response. Ten months after the treatment initi-
ation, clinical and computed tomography scan
evaluations showed that the patient achieved
a CR (on the basis of the Response Evaluation
Criteria in Solid Tumors criteria). After 4 years,
the patient is still receiving the treatment with
AA and low-dose prednisone, with a prolonged

CR (Figs 1D-1F). Concomitantly, she has been
receiving interferon treatment for multiple scle-
rosis.

Further IHC analyses later performed on the
2006 mastectomy and the 2007 axillary relapse
showed that 100% of cells were AR positive.
Furthermore, IHC analyses on additional mark-
ers in the 2013 axillary relapse confirmed a pro-
nounced apocrine feature with marked forkhead
box Al and gross cystic disease fluid protein
15 expression. Next-generation sequencing of
the 2007 axillary relapse revealed only the clas-
sic PIBKCA H1047R mutation without TP53
mutation and no other targetable alteration.
Genome-wide copy number analysis using
OncoScan (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA)
on this formalin-fixed tumor sample confirmed
the lack of ERBB2 amplification; the loss of
heterozygosity of PTEN, CDKN2A, TP53, and
MAP2K4; and no FGFR or CCNDI amplifica-

tion.

DISCUSSION

In patients with metastatic AR-positive TNBCs
treated with antiandrogens, a limited number of
CRs have been reported either as case reports'®
or in the context of prospective trials.'”!" To our
knowledge, this is the first report of a patient
with this tumor subtype with a long-term CR on
a new-generation antiandrogen treatment.
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Table 1. Ongoing Clinical Trials on AR-Positive Triple Negative Breast Cancer in Metastatic Setting

Antiandrogen

Single Agent

Combination

AR antagonist

Enzalutamide (phase III, Clinical Trials.gov identifier:
NCT02929576, withdrawn)

Bicalutamide plus CDK4/6 inhibitor
ribociclib (phase I/II, Clinical Trials.gov
identifier: NCT03090165, recruiting)

Bicalutamide v chemotherapy (phase II/first line, Clinical Trials.

gov identifier: NCT03055312, recruiting)

Bicalutamide plus CDK4/6 inhibitor
palbociclib (phase I/, Clinical Trials.gov
identifier: NCT02605486, recruiting)

Darolutamide v chemotherapy (randomized phase II, first

and second line, ClinicalTrials.gov identifier: NCT03383679,

recruiting)

Enzalutamide plus PI3Ka inhibitor alpelisib
(phase I, Clinical Trials.gov identifier:
NCT03207529, not yet recruiting) or

plus PI3Ka inhibitor taselisib (phase I/11,
Clinical Trials.gov identifier: NCT02457910,

recruiting)
CYP17Al inhibitors Orteronel (TAK-700; phase II, Clinical Trials.gov identifier:
NCT01990209, recruiting)
Seviteronel (phase I/II, Clinical Trials.gov identifier:
NCT02580448, recruiting)
Selective AR modulator CR1447 (phase I, Clinical Trials.gov identifier: NCT02067741, Enobosarm plus pembrolizumab (phase II,
recruiting) Clinical Trials.gov identifier: NCT02971761,
recruiting)

Enobosarm (phase 11, Clinical Trials.gov identifier: NCT02368691,

terminated)

Abbreviations: AR, androgen receptor; CDK, cyclin-dependent kinase; HER2, human epidermal growth factor receptor 2; PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase.

From a clinician’s perspective, the CBRs at
6 months (19% to 29%) observed in this breast
cancer subtype in the three prospective tri-
als testing AR antagonist or androgen synthesis
inhibitor are modest but clinically relevant. The
first question is how to identify these patients in
the clinic among the other TNBC:s. Patients with
AR-positive TNBCs seem to be older compared
with the whole TNBC population.” """ They also
tend to relapse after a long interval after the pri-
mary tumor treatment. In these patients whose
tumors behave more like luminal ER- and/or
PR-positive tumors, AR status needs to be deter-
mined. Given the efficacy results, antdandrogen
treatment could be considered up front, preferen-
dally in the context of a clinical trial (Table 1) or
outside. In our opinion, in AR-positive TNBC:s,
treatment choice between antiandrogens and
chemotherapy could take into account different
factors, including disease-free interval, tumor bur-
den, and the need for rapid disease/symptom con-
trol, similar to luminal ER- and/or PR-positive
tumors. Of note, it is important to remember that
progression-free survival for first-line chemo-
therapy is merely 4 to 6 months.'®!”

From a researcher’s perspective, CBRs at 6
months with antiandrogens in this tumor sub-
type are much lower than those observed with
anti-aromatase inhibitors used as single agents

in luminal ER- and/or PR-positive cancers. In
the latter group, the historical CBRs range from
49% to 59% for first-line and from 24% to
37% for second-line treatments, respectively.”’
Hence, there is a need to improve these results
in AR-positive TNBCs, and we briefly outline
four key areas that could be improved.

First, IHC is probably not ideal to identify this
breast cancer subtype. In the three prospective
trials,”!" AR positivity was defined as > 10%,
although there is no consensus. Of note, in the
enzalutamide trial,'’ patients with low AR (1%
to 9%) were included in an exploratory cohort,
and some of these patients responded. In two
large series of TNBCs analyzed by gene expres-
sion array, 11% and 17% of tumors were AR
positive.*” In a TNBC series analyzed by THC,
22% to 35% of patients were AR positive.® It is
difficult to explain this difference. Hence, there
is a need to better identify this subtype in clinical
practice, for example, by using RNA signatures
with a selected number of transcripts.’

Second, predictors of antiandrogen treatment
sensitivity in this breast cancer subtype should
be developed. A response predictor (PREDICT
AR) using next-generation RNA sequencing
from the enzalutamide trial has shown promis-
ing results.”’ A full publication of this study is
warranted before drawing any conclusions.
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Third, there is a need to better understand
AR-positive TNBC androgen dependency by
going back to the bench. New preclinical models
are needed; the reliability of the MDA-MB-453
cell line has been in question because of genomic
alterations, such as AR mutation.”>”* This AR
Q865H mutation in its ligand-binding domain
is reported to decrease sensitivity to dihydro-
testosterone, limiting its use to test antiandro-
gen therapy.”” A new patient-derived xenograft
model of molecular apocrine tumors, directly
derived from patients, could be a solution.”

Finally, we need better drugs and combinations.
Ongoing trials on AR-positive TNBCs (Table 1)
should help identify better treatments. Of note,
our patient was cotreated with interferon for
multiple sclerosis. To the best of our knowledge,
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En partant des pistes biologiques issues de I'étude de notre cas de réponse
compléte a I'abiratérone, nous avons recherché des facteurs prédictifs potentiels de
réponse a I'Abiratérone a partir des extractions ARN, ADN et de la réalisation d’'un
TMA (immunohistochimies) sur les blocs tumoraux FFPE des patientes incluses dans
'essai clinique (Annexe 5 et 6). Deux groupes de patientes sont considérées en
fonction de leurs réponses au traitement selon les critéeres de I'étude (non-
progression a 6 mois de traitement, patientes répondeuses et non-répondeuses).

Un score immunohistochimique basé sur 4 marqueurs apocrines (RA, FOXA1, GGT1
et GCDFP15, IHC4 apocrine score) a été identifié comme discriminant les patientes
en fonction de leurs réponses. Par ailleurs, le profil génomique des patientes en
réponse retrouve un taux important de mutation PIK3CA et un taux faible de mutation
TP53. Les patientes répondeuses présentent ainsi des tumeurs répondant trés

fortement a la définition initiale des tumeurs moléculaires apocrines.

La deuxiéme partie de ce travail a consisté a rechercher des cibles potentielles pour
améliorer l'efficacité de I'abiratérone. L’analyse transcriptomique des tumeurs des
patientes traitées par I'abiratérone a mis en évidence 31 genes différentiellement
exprimés entre répondeuses et non répondeuses (FDR<5%). Neuf d’entre eux sont
liés a la prolifération et a la réparation des dommages a ’ADN et sont tous réprimés
chez les répondeuses (dont CHEK1) corroborés a une expression IHC du KI67 faible

chez ces répondeuses versus les non-répondeuses.

CHEKT1 ayant été identifié comme réprimé chez les répondeuses, nous avons établis
une collaboration avec le laboratoire GENENTECH (MTA ID: OR-216276, Annexe 7)
pour obtenir un inhibiteur de Chk1 actuellement a I'essai chez 'lHomme en phase 1.
Nous avons mis en évidence que la combinaison abiratérone plus inhibiteur de Chk1
induit de maniere spécifique un effet additif et/ou synergique sur la réduction de
viabilité cellulaire, 'accumulation de cassure double brin de 'ADN, l'arrét du cycle
cellulaire et I'induction de mort cellulaire sur la lignée MDA-MB-453. Cet effet a été
confirmé par un second inhibiteur de Chk1, ainsi que sur une deuxieme lignée
cellulaire moléculaire apocrine (SUM185PE) avec un effet au minimum additif de ces
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combinaisons. Ces résultats ont été validés par expérience in vivo définissant ainsi le
rationnel scientifique d’'un futur essai thérapeutique de combinaison par abiratérone
et inhibiteur de Chk1.
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