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RESUME

Les récepteurs a activité tyrosine kinase sont impliqués dans de nombreux processus qui
régulent la croissance cellulaire. lls sont d’ailleurs considérés comme des oncogénes dans de
nombreux cancers. Le laboratoire INSERM U908 a mis en évidence le réle déterminant du NGF
(Nerve Growth Factor) et de son précurseur le proNGF dans I'agressivité du cancer du sein et
dans le processus métastatique. De précédentes études ont montré que l'inhibition de
I'activité kinasique de TrkA par des inhibiteurs tels que le K252a ou le loxo-101 aboutissait a
une diminution de la taille des tumeurs in vitro mais aussi dans des modeles pré-cliniques de
xénogreffes en souris SCID. Néanmoins, ces inhibiteurs ont donné lieu a des essais cliniques
décevants. Dans ce contexte, nous avons démontré que la résistance intrinseque a ces
inhibiteurs est en partie due a I'activation de voies de signalisation alternatives qui résultent
de la formation de complexes de récepteurs membranaires. Nous avons ainsi montré que le
pro-NGF induit une interaction sortiline/TrkA/EphA2 et 'activation de la voie sous-jacente Src.
De plus, le laboratoire INSERM U908 a mis en évidence que le NGF induit une interaction
TrkA/CD44 et que [lactivation de la voie sous-jacente est dépendante de
p115RhoGEF/RhoA/ROCK1 (Aubert et al., 2015). Ces deux signalisations sont indépendantes
de la phosphorylation de TrkA, ce qui explique la résistance aux inhibiteurs de tyrosine kinase.
Dans la continuité de ce travail, j'ai plus précisément identifié qu'un variant de CD44 est
impliqué dans la réponse au NGF et dans le complexe membranaire formé. Ces résultats
soulignent également I'importance de ce variant dans la signalisation pro-tumorale du NGF
grace a des tests de migration et de clonogénicité. Nous avons également observé une
corrélation entre le profil PR- et la présence du complexe TrkA/CD44v. De plus, par des
délétions de domaines dans la séquence de ce variant de CD44, nous avons pu identifier deux
sous-domaines d’environ 10 résidus d’acides aminés nécessaires a l'interaction avec TrkA.
Mes travaux de thése ont ainsi permis de déterminer I'importance des complexes de
récepteurs membranaires dans la plasticité des cellules cancéreuses et suggérent que ces
nouveaux complexes impliquant TrkA pourraient étre des outils pronostics et thérapeutiques

prometteurs.

Mots clés : Cancer du sein, résistance aux traitements, TrkA, complexes de récepteurs, CD44,

EphA2.




ABSTRACT

Tyrosine Kinase Receptors are involved in various cellular processes regulating cell growth and
they are oncogenes for numerous cancers. INSERM U908 lab highlighted the emerging role of
NGF (Nerve Growth Factor) and its precursor proNGF in breast cancer aggressiveness and
metastasis. Previous works demonstrated that inhibition of TrkA kinase activity by using K252a
or loxo-101 (Tyrosine kinases inhibitors) contributes to a significant decrease of the tumors
size in vitro or in pre-clinical model (SCID mice tumor xenograft model). Nevertheless, these
inhibitors resulted in disappointing clinical trials. In this context, we demonstrated that the
intrinsic resistance to TrkA tyrosine kinase inhibitors is in part due to the activation of
alternative pathways through the formation of membrane receptor complexes. More
precisely, we first showed that proNGF induces sortilin/TrkA/EphA2 interaction and
subsequent Src signaling pathway. The U908 unit has also showed that NGF induces
TrkA/CD44 interaction and subsequent pl115RhoGEF/RhoA/ROCK1 signaling pathways
(Aubert et al., 2015). Both signalizations are independent of TrkA phosphorylation explaining
resistance to tyrosine kinase inhibitors. During my PhD work, | hightlighted that only one CD44
variant is recruited at the membrane after NGF treatment and that only this variant could
interact with TrkA. Moreover, | pointed out the importance of this variant in NGF oncogenic
signaling through migration and clonogenic assays. We also observed that TrkA/CD44v
complex is correlated with PR- breast cancer status. Through domain deletions in the variant
sequence, we identified two major domains of about 10 amino acids for the set-up of the
interaction and synthesized two mimetic peptides targeting these sequences. Our findings
highlight the importance of membrane receptor complex in the cancer cell plasticity and

suggest that these complexes could be promising prognostic and therapeutic opportunities.

Keywords: Breast cancer, treatments resistance, TrkA, receptors complexes, CD44, EphA2.
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I. Modele d’étude : les cancers du sein

A. La glande mammaire
La glande mammaire est une glande exocrine caractéristique des mammiféres femelles
assurant la production et la sécrétion du lait. Cette glande est également présente chez les
mammiferes males sous une forme rudimentaire et généralement non fonctionnelle. La
glande mammaire femelle est un organe complexe dont les aspects morphologiques et

fonctionnels varient tout au long de la vie sous l'influence du systéeme endocrinien.

1. Développement

La glande mammaire est un organe glandulaire unique de par le fait qu’il atteint son
développement complet bien apres la naissance. Ce développement est défini par des
périodes distinctes : la phase prénatale, la croissance pubertaire, la grossesse, la lactation et
I'involution (Figure 1). Ces périodes sont strictement régulées par des interactions épithélio-
mésenchymateuses, des hormones et des facteurs de croissance. La plupart des informations
relatives au développement de la glande mammaire résultent de l'utilisation de modeles

murins étendues par analogie a 'Homme.

a. Phase prénatale

Durant la quatrieme semaine de croissance de I'embryon, il y a apparition d’une créte
mammaire qui correspond a un épaississement bilatéral et linéaire de I'ectoderme depuis
I'aisselle jusqu’a I'aine (Figure 1). Cette apparition est dictée par des signaux critiques régulant
notamment les acteurs de la voie de signalisation Wnt envoyés par le mésenchyme mammaire
sous-jacent a la créte mammaire, qui vont donner lieu a I'épithélium précoce (Robinson et al.,
1999). En retour, I'épithélium influence la maturation mésenchymateuse en permettant sa
condensation en couches de cellules riches en fibroblastes qui englobera la couche épithéliale
(Sakakura et al., 1982). Durant la sixieme semaine de croissance embryonnaire, la créte
mammaire disparait et deux bourgeons primaires persistent pour former les aréoles (Figure

1).
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Figure 1 : Développement de la glande mammaire

Durant la phase prénatale, les placodes vont se différencier pour former les ébauches des canaux
galactophores. Ces canaux sont formés d’une couche interne de cellules épithéliales traversée par une
lumiere et d’une couche externe de cellules mésenchymateuses. La glande mammaire restera dans un
état rudimentaire quiescent de la naissance jusqu’a la puberté. Les niveaux élevés d’hormones
ovariennes associés aux cycles menstruels permettent I'extension des canaux en un réseau complexe
surplombé par les unités terminales ducto-lobulaires. Ce n’est cependant qu’apres la grossesse et au
moment de la lactation que la glande mammaire sera pleinement ramifiée et que les cellules luminales
au sein des alvéoles seront différenciées en lactocytes, les cellules productrices de lait. Aprés une
période de sevrage, la glande mammaire subit I'involution marquée par I'apoptose des lactocytes.
L’involution est réversible en cas de nouvelle grossesse mais sera permanente au moment de la
ménopause.
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Ce processus de délimitation des bourgeons mammaires est également dépendant de
signaux épithélio-mésenchymateux régulant la voie Wnt. En effet, des protéines telles que
TBX3 (T-box transciption factor 3) (Jerome-Majewska et al., 2005) et BMP4 (Bone
Morphogenic Protein 4) (Cho et al., 2006) respectivement exprimées dans le mésenchyme et
dans I'épithélium exercent une action antagoniste sur I'expression des protéines de la voie
Wnt, mais sont également soutenues par les facteurs de croissance des familles FGF
(Fibroblast Growth Factors) (Veltmaat et al., 2006) et EGF (Epidermal Growth Factors) (Panchal
et al., 2007) et leurs voies de signalisations associées. La formation compléte du bourgeon
primaire définit la fin de la phase embryonnaire. Jusqu’au cinquieéme mois de grossesse,
I’ensemble de ces signaux et de leurs interactions résultent en un remodelage cellulaire précis
qui permet I'expansion des bourgeons mammaires en plusieurs masses épithéliales
(bourgeons secondaires) qui s’enfoncent dans le mésenchyme sous-jacent (Figure 1). Ces
masses épithéliales continuent de s’enfoncer dans le mésenchyme, entourées par une fine
couche de cellules fibroblastiques, formant alors 15 a 20 prolongements cylindriques qui se
dilatent a leur extrémité pour donner la matrice d’accueil des futurs canaux galactophores. La
formation de ces canaux a été montrée comme fortement dépendante au facteur de
croissance FGF2 (Ewald et al., 2008). La couche de cellules fibroblastiques qui entoure les
ébauches subit une différenciation pour donner les cellules myoépithéliales contractiles. Au
cours du septieme mois de grossesse, une lumiere se met en place dans ces prolongements
pour former les ébauches des canaux galactophores. L'acquisition de cette lumiere est liée a
des phénomenes apoptotiques orchestrés par la protéine BIM (ou BCL2L11, Bcl-2-like protein
11), une protéine pro-apoptotique de la sous-famille BH3-only (Mailleux et al., 2007). Les
extrémités des canaux subissent une différenciation trés partielle en unités lobulo-alvéolaires
(Naccarato et al., 2000). Ces ébauches d’acini régresseront dans les quatre semaines apreés la
naissance et cette régression correspond d’ailleurs a une baisse de la sécrétion de prolactine
(Russo et al., 1982). Au huitieme mois, les lumieres formées se rejoignent et débouchent au
niveau du mamelon. Les études montrent I'importance de certaines hormones telles que
I'insuline, la prolactine et I'aldostérone dans le développement feetal de la glande mammaire,
contrairement aux cestrogénes et a la progestérone qui prendront le pas dans les prochaines

phases de développement (Ceriani, 1970a, 1970b).
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b. Phase pubertaire

Ainsi, a la naissance, les structures rudimentaires de la glande mammaire sont
présentes et sont pratiquement similaires chez ’'homme et la femme (Russo et Russo, 2004).
Chez ’lhomme, la glande mammaire persistera a ce stade tout au long de la vie. Chez la femme,
une légére augmentation de la ramification des canaux galactophores et la formation de
petites unités terminales ducto-lobulaires se produisent pendant I'enfance mais ces
modifications restent tres sommaires. C'est a la puberté que le développement de la glande
mammaire s’accélére de facon significative (Figure 1). En effet, I'apparition du phénomene
d’ovulation et des cycles menstruels conduit a la libération de différentes hormones qui vont
conduire a ce développement rapide. Ces remodelages sont caractérisés par |’élongation des
canaux existants et I'embranchement en canaux secondaires aux extrémités desquelles
apparaissent des amas de petits canalicules au bout desquelles se forment les ébauches des
alvéoles. Deux types d’hormones tiennent un role majeur dans le développement de la glande
mammaire au moment de la puberté : ’'hormone de croissance (Growth Hormone) sécrétée
par I'adénohypophyse, et les cestrogénes sécrétés par les ovaires. L’hormone de croissance
meéne a la sécrétion d’IGF1 (Insulin-like Growth Factor-1) régulant la prolifération cellulaire des
cellules épithéliales (Ruan et Kleinberg, 1999). Les cestrogenes ont une action directe sur les
cellules épithéliales de la glande mammaire. Cette action est limitée au principal récepteur
aux ocestrogenes, le récepteur alpha (Era), comme I'ont montré différentes études (Feng et al.,
2007; Mallepell et al., 2006). L'activation intracellulaire de ces récepteurs met en place des
voies de signalisation conduisant a la sécrétion de facteurs de croissance. Parmi eux, on
compte des facteurs des familles de I'EGF (Coleman et al., 1988), du FGF (Lu et al., 2008) et du
TGFB (Silberstein et Daniel, 1987) qui vont alors réguler de fagcon paracrine le développement
des cellules avoisinantes, notamment les cellules souches mammaires situées dans le
compartiment basal de I'épithélium, menant donc a la prolifération et a la différenciation
(Paine et Lewis, 2017; Zolfaroli et al., 2018). Ce développement est dépendant des cycles
menstruels et peut donc étre défini par des remodelages graduels infimes mais prenant place
a chaque cycle et qui continueront jusqu’a I’age d’environ 35 ans. La puberté est également
synonyme d’augmentation significative de la taille de la glande mammaire qui est

principalement due non pas au développement des structures décrites ci-dessus mais plutét
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a une augmentation du dép6t de tissus adipeux au sein de la glande qui formera la matrice

principale du réseaux de canaux galactophores (Russo et al., 1987).
c. Phase adulte

Le développement complet de la glande mammaire a lieu au moment de la grossesse
et de la lactation, car la glande va acquérir sa fonction principale qui est de sécréter le lait. La
grossesse est marquée par la formation de nouveaux embranchements de canalicules, le
développement de nouvelles alvéoles mais aussi la différenciation des cellules épithéliales
alvéolaires en cellules sécrétrices de lait (Figure 1). Deux hormones vont jouer un role majeur
dans cette évolution : la progestérone (Brisken et al., 1998) et la prolactine (Ormandy et al.,
1997). D’autres hormones et facteurs vont également participer tels que I'cestrogene,
I’'hormone lactogene placentaire, 'EGF, le TGFa, des facteurs paracrines sécrétées par le
stroma (Hassiotou et Geddes, 2013) mais également certaines neurotrophines (Colitti, 2015).
Durant le deuxieme trimestre de grossesse, apres la phase de développement des alvéoles,
une augmentation progressive des niveaux de prolactine conduit a la différenciation des
cellules épithéliales alvéolaires en lactocytes, permettant la synthése de lait. Ces changements
sont accompagnés d’une augmentation significative de la taille de la glande mammaire. Ainsi,
alafin de la grossesse, la glande mammaire a atteint sa maturité structurale et est capable de
produire le lait. Il reste cependant quelques modifications a apporté notamment au niveau de
la maturation du lait. En effet, trois types de lait maternel vont se succéder durant les
premieres semaines suivant I'laccouchement. Le colostrum sera présent pendant trois a cinq
jours, suivi d’un lait dit « de transition » pendant deux a trois semaines qui laissera la place au
lait mature. Cette maturation est extrémement importante pour apporter les besoins
immunologiques et nutritifs nécessaires au bon développement de I'enfant (Smilowitz et al.,
2014). L'augmentation de la synthese de lait mais également sa maturation sont liées a la
séparation du placenta lors de I'accouchement. Celle-ci provoque une diminution des niveaux
de progestérone et d’cestrogénes et donc une levée de I'inhibition de la prolactine (Pang et
Hartmann, 2007). La sécrétion de lait sera quant a elle déclenchée par les succions de I’enfant,
stimulant la sécrétion d’ocytocine qui provoquera la contraction des cellules myoépithéliales

entourant les acini (Crowley, 2015).

L'absence de demande de lait aura pour conséquence l'involution de la glande

mammaire. En effet, 'accumulation de lait va tout d’abord induire I'apoptose des cellules
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alvéolaires via lI'augmentation de facteurs pro-apoptotiques tels que SGP-2 (Sulfated
Glycoprotein-2) ou la caspase 1 (Lund et al., 1996). La disparition des cellules alvéolaires est
suivie d’'un remodelage de la glande permis par I'action des MMPs, notamment les MMPS-2,
-3 et -11 (Strange et al., 1992; Talhouk et al., 1992). Ainsi, les connections entre tissus et la
membrane basale disparaissent, ce qui permet de reformer les composants canalaires.
L’apoptose continue également pendant le remodelage tissulaire a travers I'anoikis car les
interactions entre cellules et matrice extracellulaire sont perdues (Green et Streuli, 2004). Les
alvéoles retrouvent un état quiescent jusqu’a la prochaine grossesse et un nouveau
développement alvéolaire (Hurley, 1989). Cependant, le mécanisme d’involution de la glande
mammaire devient irréversible au moment de la ménopause, correspondant aux diminutions
des taux d’cestrogenes, de progestérone et des autres facteurs impliqués dans le

renouvellement alvéolaire associé a la perte de follicules ovariens actifs.

2. Anatomie

Le sein est un organe composé d’une glande mammaire entourée de tissus adipeux, le
tout soutenu sur les muscles pectoraux par des fibres de soutien que sont les ligaments de
Cooper (Figure 2). Le sein comporte en son centre le mamelon entouré par 'aréole, formant
a eux deux la plaque aérolo-mamelonnaire. Le mamelon est cylindrique, pigmenté et séparé
de I'aréole par un sillon. Il constitue la zone ou débouchent les canaux lactiferes de la glande
mammaire (15 a 20 canaux). L'aréole comporte quant a elle des glandes sébacées, les
tubercules de Morgani, qui vont s’hypertrophier lors de la grossesse pour donner les glandes
de Montgoméry. Ces glandes sécretent une substance lubrifiante empéchant Ia
déshydratation du mamelon et de I'aréole mais aussi des composés volatils favorisant la

nutrition du nouveau-né (Doucet et al., 2009).

La glande mammaire est organisée en une vingtaine de lobes drainés par les canaux
galactophores ou canaux de premier ordre. Ces lobes sont eux-mémes composés de 20 a 40
lobules drainés par des canaux interlobulaires ou canaux de second ordre. Chaque lobule peut
contenir de 10 a 100 alvéoles, également appelés acini. L’acinus constitue |'unité sécrétrice de
base de la glande. En effet, un acinus se présente sous la forme d’une cavité arrondie drainée
par un canalicule débouchant sur un canal intralobulaire ou canal de troisieme ordre (Figure

2). Un canal de second ordre associé a un lobule forment une unité terminale ducto-lobulaire
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(UTDL). Bien qu’on ait longtemps classifié les différents types de cancers du sein selon leur
origine canalaire ou lobulaire, il est maintenant établi que cette classification n’est plus
d’actualité car la grande majorité des cancers du sein tiennent leur origine des UTDLs (Wellings

et Jensen, 1973).
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Figure 2 : Anatomie et structure de la glande mammaire

A gauche : représentation schématique d’une coupe sagittale de sein. La glande mammaire est une
masse de tissus épithéliaux entourée de tissus adipeux, le tout reposant sur les muscles pectoraux. La
glande est soutenue par les ligaments de Cooper. Elle est constituée d’une vingtaine de lobes dont les
canaux terminent au niveau du mamelon ol sera expulsé le lait maternel. L’aréole entourant le mamelon
a pour fonction principale I’hydratation du mamelon grdce a une substance lubrifiante sécrétée par les
glandes de Montgoméry (adaptée de Medical lllustrations by Patrick Lynch).

A droite : Représentation schématique d’'un lobe mammaire. Chaque lobe est constitué de 20 a 40
lobules qui se composent d’une arborescence de 10 a 100 acini (ou alvéoles). Un acinus est I'unité de base
de la production de lait et se caractérise par une lumiére entourée par les lactocytes, eux-mémes
surplombés par des cellules myoépithéliales qui provoqueront la sécrétion du lait par leur contraction
(adaptée de www.santeallaitementmaternel.com et www.humanbiologylab.pbworks.com).

La glande mammaire se compose donc d’un tissu épithélial canalaire au sein d’un tissu
conjonctif, lui-méme entouré de tissu adipeux (Figure 3). La couche épithéliale est composée
de deux couches cellulaires distinctes. La couche intérieure est composée de cellules luminales
dont certaines, les cellules composant les acini, ont la capacité de se différencier en lactocytes
pendant la lactation. La couche externe est composée de cellules myoépithéliales contractiles
qui possédent des caractéristiques propres aux cellules musculaires lisses. Sous |'action de
I'ocytocine, ces cellules myoépithéliales se contractent permettant la sécrétion de lait par les
lactocytes et son acheminement a travers les canaux galactophores. La couche myoépithéliale

repose sur la membrane basale, composée de laminine et de collagéne IV, et contiendrait des
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cellules souches mammaires bipotentes responsables de la remarquable capacité de
renouvellement et de transformation des tissus mammaires (Visvader, 2009). Le tissu
conjonctif mammaire entourant la bicouche épithéliale est un tissu richement vascularisé par
les vaisseaux sanguins, les vaisseaux lymphatiques mais aussi les fibres nerveuses. Ce tissu
peut étre divisé en deux catégories : le stroma interlobulaire entourant les UTDLs est plus
dense et contient plus de collagene que le stroma intralobulaire entourant les acini. Le stroma
intralobulaire, aussi appelé tissu palléal, est lache et on y trouve des adipocytes, des

fibroblastes, des lymphocytes ou encore des macrophages (Arendt et al., 2010).
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Figure 3: Histologie de la glande mammaire

A gauche : Lobe mammaire post-pubertaire hors lactation. Chaque lobe est délimité par du tissu
conjonctif et baigne dans le tissu adipeux (adipocytes que I’'on peut voir sur la coupe). Au sein du lobe,
on trouve plusieurs lobules (délimités par des pointillés) qui sont entourés par le stroma interlobulaire
dense.

A droite : Agrandissement d’un lobule mammaire. Le lobule est composé d’acini baignant dans le
stroma intralobulaire ldche. Un acinus se caractérise par la présence d’une assise de cellules épithéliales
concentrique, surplombée par la lame basale et les cellules myoépithéliales (adaptée de
www.proteinatlas.org)
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B. Le cancer du sein
Le cancer du sein est un enjeu médico-social majeur en France car particulierement
fréquent et malheureusement toujours mortel chez les femmes. C'est une maladie dans
laquelle de trés nombreux facteurs sont impliqués permettant le déreglement du
fonctionnement normal des cellules et leur développement anarchique. Cest ce

développement anarchique des cellules qui sera a I'origine du cancer.

1. Epidémiologie

Le cancer du sein est le cancer le plus diagnostiqué et la premiére cause de déces par
cancer chez les femmes dans le monde. En effet, selon les chiffres les plus récents, on estimait
a plus de 2 millions le nombre de nouveaux cas (soit 24,2 % de tous les cancers chez les
femmes) et a environ 620 000 le nombre de décés (soit 15 % de tous les déces par cancer chez
les femmes) en 2018 (GLOBOCAN 2018 (Global Cancer Observatory, 2018)). Avec pres de
60 000 nouveaux cas estimés en France en 2018, le cancer du sein est le deuxiéme cancer le
plus fréquent en France et s’éleve a la premiere place chez la femme que ce soit en France
mais aussi dans le monde. C'est également le cancer le plus mortel chez la femme, avec plus
de 13 000 déces estimés en France en 2018, ce qui représente pres de 20 % des déces féminins
par cancer (Jéhannin-Ligier et al., 2017). Etant beaucoup plus rare chez ’'homme ou il ne
représente qu’environ 1 % des cas, le cancer du sein reste tout de méme responsable de pres
de 8 % de I'ensemble des décés par cancer, tous sexes confondus. La France se situe au
huitieme rang parmi les pays de I’'Union Européenne ayant le plus haut niveau d’incidence et

au dixieme rang en termes de mortalité (INCa, Les cancers en France - Editions 2017, 2018).

Le dépistage organisé du cancer du sein a été généralisé en France en 2004 et peut
expliquer en partie les évolutions en termes d’incidence et de mortalité. En effet, le taux
d’incidence de ce cancer a fortement augmenté entre 1980 et 2005 (+ 1,7 % par an en
moyenne) puis a diminué entre 2005 et 2012 a raison de - 1,5 % par an (56,3 cas pour 100 000
personnes-années en 1980, 97,8 en 2005 et 88,0 en 2012) (Figure 4). Cette diminution décrite
dans plusieurs pays occidentaux, concernerait principalement les femmes de 50-69 ans
(Molinié et al., 2014). Parmi les facteurs qui pourraient expliquer cette baisse, la saturation du
dépistage et I'arrét progressif de la prescription des traitements hormonaux de la ménopause

(THS) ont été avancées. Les THS, Traitements Hormonaux de Substitution, aussi appelés
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traitement hormonal de la ménopause, permettent de remplacer les hormones (cestrogene
et/ou progestérone) qui ne sont plus produites naturellement par les ovaires aprées la
ménopause. Ce traitement vise a soulager les symptémes de la ménopause et protéger
contre la perte de densité osseuse (ostéoporose). Les effets carcinogénes des THMs ont été
décrits en 2002 (Rossouw et al., 2002) et ces molécules ont été classés comme carcinogénes
en 2005 par I'OMS (Organisation Mondiale de la Santé), menant a l'arrét de leur
prescription. Suite a cette diminution du taux d’incidence jusqu’en 2012, on constate une
augmentation du taux d’incidence estimé sur les derniéres projections de 2017. Selon ces
estimations, le taux d’incidence de 2017 dépasserait méme celui de 2005 passant de 97,8 a
100,5 (Jéhannin-Ligier et al., 2017). L’évolution de l'incidence des cancers du sein est
complexe a analyser car influencée a la fois par les pratiques de prise en charge et les facteurs
de risque mais on pourrait cependant expliquer cette augmentation en majeure partie par le

dépistage et en moindre proportion par I'augmentation de la population et son vieillissement.
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Figure 4 : Tendance chronologique des taux d’incidence et de mortalité du cancer du sein en France

Taux exprimés en nombre de femmes pour 100 000 femmes —années (adaptée de Estimation nationale
de I'incidence et de la mortalité par cancer en France entre 1980 et 2012, Réseau Francim, HCL, InVS,
INCa, 2013). Les pointillés représentent des projections.
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Figure 5 : Taux d’incidence et de mortalité par age pour le cancer du sein en France en 2012

Taux exprimés en nombre de femmes pour 100 000 femmes —années (adaptée de Estimation nationale
de l'incidence et de la mortalité par cancer en France entre 1980 et 2012, Réseau Francim, HCL, InVS,
INCa, 2013).

Le taux de mortalité est resté globalement stable jusqu’au début des années 2000
(environ 20 décés pour 100 000 personnes-années), puis a baissé de maniere réguliere
(diminution d’environ 1,4 % par an jusqu’en 2012, 15,7 pour 100 000 femmes) (Figure 4). Les
dernieres estimations disponibles prévoient d’ailleurs une poursuite de la diminution de la
mortalité avec un taux de mortalité qui atteindrait 13,9 pour 100 000 femmes en 2017 (INCa,
2018). Ces chiffres encourageants sont trés certainement liés a la politique de dépistage
précoce ainsi qu’aux progres réalisés dans la prise en charge thérapeutique. Le cancer du sein
est un cancer de bon pronostic car la survie nette a 5 ans est estimée a 87 % pour les femmes
diagnostiquées entre 2005 et 2010. Cette survie nette a 5 ans s’est également améliorée ces
derniéres années car elle était de 80 % pour les femmes diagnostiquées entre 1989 et 1993.
Ces données sont standardisées pour toutes les classes d’age mais la survie est bien différente
en fonction de I'dge des patientes. En effet, prés de 71 % des déces par cancer du sein
survenant chez les femmes de 65 ans et plus, la survie nette a 5 ans chez les femmes de 45 a
74 ans est plus élevée (93 %). Dans le méme sens, elle est de 90 % chez les femmes de 15 a 44

ans mais chute a 76 % chez les femmes de plus de 75 ans. Ceci est nettement visible sur les

31



INTR(

taux d’incidence et de mortalité par classe d’age (Figure 5). De plus, cette survie est également
différente selon le stade plus ou moins avancée de la maladie. Ainsi, les taux de survie a 5 ans
pour les patientes diagnostiquées entre 1999 et 2005 sont de 98,3 % pour le stade local et de
83,5 % pour le stade régional (envahissement ganglionnaire) contre 23,3 % pour le stade
métastasique (Noone et al., 2018). Ceci confirme la nécessité d’une détection précoce de ce

cancer et I'importance de la mise en place du dépistage organisé en France.

2. Etiologie et facteurs de risque

Comme indiqué dans la partie précédente, les cancers du sein touchent principalement
les femmes d’un certain age. Il existe cependant de nombreux autres facteurs de risques,
c’est-a-dire un comportement, une substance ou un état qui accroit le risque d’apparition d’un
cancer, pouvant étre corrélés au cancer du sein (Figure 6). On peut classer ces facteurs de
risque en trois grandes catégories : les facteurs liés directement au statut hormonal, ceux liés
au mode de vie et aux facteurs environnementaux et enfin ceux liés a I'histoire familiale et

aux facteurs génétiques.

a. Statut hormonal et condition des seins

Environ deux cancers du sein sur trois sont hormono-dépendants (Viale, 2012). lls
présentent donc une dépendance aux hormones que sont les cestrogénes et la progestérone.
Les effets carcinogénes des cestrogenes pourraient étre dus a deux mécanismes (Yue et al.,
2013). D’abord, leur signalisation active, via les récepteurs aux cestrogenes, module
I’expression de certains genes et augmente la prolifération, ce qui conduirait a une plus forte
chance de mutations lors des phases de réplication de I’ADN. Ensuite, un mécanisme
indépendant des récepteurs peut également expliquer les effets carcinogenes des
cestrogenes. En effet, I'cestradiol, le principal membre des cestrogénes, peut étre métabolisé
par des enzymes de type cytochrome P450 au sein du tissu mammaire, résultant en la
formation de catécholes. Ces catécholes peuvent ensuite étre métabolisés pour donner des
quinones qui peuvent provoquer des dommages a I’ADN (Cavalieri et al., 2006). L’exposition
prolongée aux cestrogenes serait donc un facteur de risque important dans le cancer du sein.
Ainsi, nombreuses sont les situations modifiant le statut hormonal qui sont considérées
comme facteurs de risques. Les régles précoces (avant I’dge de 12 ans) sont considérées

comme un facteur de risque (Titus-Ernstoff et al., 1998) mais une étude prenant en compte
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les différents sous-types moléculaires du cancer du sein, est venu contredire les anciens
résultats (Li et al., 2013). Malgré cela, les regles précoces restent un facteur de risque avéré
probablement d{i a une exposition prolongée aux hormones sexuelles. De la méme facon, ne
pas porter d’enfants, I'absence d’allaitement, la grossesse tardive (apres 30 ans) et une
ménopause tardive (apres 55 ans) augmentent le risque de développer un cancer du sein (Sisti
et al., 2016). De maniere intéressante, il semblerait que ces facteurs soient différentiellement
corrélés en fonction du type de cancer du sein. Par exemple, I'allaitement semble avoir un
effet protecteur vis-a-vis des cancers du sein triple-négatifs mais pas des autres types de
cancer (Millikan et al., 2008). Par ailleurs, il semblerait que le risque de générer un cancer du
sein augmente pendant une courte période apres un accouchement, ce qui peut étre expliqué
par les importantes transformations ayant lieu pendant I'involution des tissus lactogenes. La
prise de contraceptifs et de médicaments contenant des hormones sexuelles est également
considérée comme un facteur de risque. Parmi ces médicaments, les THS ont montré une
augmentation nette des risques de cancer du sein chez les utilisatrices récentes, risque qui
décroit avec I'arrét de leur utilisation (Tamimi et al., 2012). Les contraceptifs oraux contenant
des cestrogénes sont également considérés comme facteurs de risques si |'utilisation est
récente (inférieure a 5 ans) et prolongée (plus de 15 ans d’utilisation) (Beaber et al., 2014).
Les contraceptifs a base de progestérone ne semblent pas présenter de risques (Samson et
al., 2016) bien que les contraceptifs a base d’cestrogénes et de progestérone combinés
augmentent le risque. Toujours lié a I'exposition aux hormones sexuelles, la taille importante
et une forte densité des seins sont également des facteurs de risque (Boyd et al., 1998). La
densité correspond a la place occupée par I'épithélium et le stroma mammaire par rapport
aux tissus adipeux. Ainsi, on imagine bien que la taille et la densité des seins sont influencées
par la quantité d’cestrogenes qui sont a |'origine de la prolifération et du développement des
tissus mammaires. Enfin, certains problemes bénins sont considérés comme des facteurs de

risque tels que des abceés, des kystes ou encore des hyperplasies atypiques (Tice et al., 2013).

b. Mode de vie et facteurs environnementaux

Le mode de vie et I'exposition a certains facteurs extérieurs vont avoir un impact
important sur les risques de cancer du sein. En effet, il a été montré que les femmes en
surpoids et obéses (IMC > 25) ont plus de risques de générer un cancer du sein que les femmes

n’ayant pas de surpoids (Neuhouser et al., 2015). De plus, ces patientes ont plus de risques de
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générer un type particulier de cancer du sein plus agressif (Biglia et al., 2013). Ce risque serait
lié a I’'hyperinsulinémie résultant de I'excés de poids. En effet, une forte concentration en IGF
(Insulin Growth Factor) provoque une diminution des niveaux de SHBG (Sex Hormone Binding
Globulin) menant donc a une augmentation des niveaux d’oestrogenes. L'exces de poids
conduirait également a la diminution des niveaux d’adiponectine, une protéine montrée
comme pouvant inhiber la croissance tumorale (Macis et al., 2014), mais également
directement sur les niveaux d’cestrogénes car les tissus adipeux sont capables de produire des
cestrogenes (Nelson et Bulun, 2001). Enfin, le surpoids joue également sur les niveaux de
cholestérol qui vont alors augmenter. Ce haut niveau de cholestérol perturberait la
signalisation cellulaire en s’insérant dans les membranes lipidiques mais il a également été
montré que le 27-hydroxycholestérol (27HC), un métabolite du cholestérol, pouvait agir en
tant qu’cestrogene (Nelson et al., 2014). Ainsi, la consommation de régimes riches en graisses
et protéines animales est considérée comme un facteur de risque du cancer du sein
(Grasgruber et al., 2018). La pratique d’une activité physique réguliére décroit le risque d’avoir
un cancer du sein en diminuant les effets du surpoids. L’activité physique permet la diminution
de la production d’'IGF, la diminution des tissus adipeux (et donc d’oestrogénes) mais aussi
I"'augmentation de SHBG (Gongalves et al., 2014). La consommation d’alcool augmente les
risques de cancer du sein (Scoccianti et al., 2014). En effet, des carcinogenes tels que
I'acétaldéhyde ou le benzene sont retrouvés dans les boissons alcoolisées ou peuvent étre
générés par le métabolisme de I'alcool (Lachenmeier et al., 2012). L’alcool peut perturber les
niveaux d’cestrogénes en impactant sur le métabolisme hépatique des cestrogenes mais
également en augmentant la conversion d’androgenes en ocestrogénes (Purohit, 2000).
L’alcool peut aussi supprimer certaines fonctions immunitaires, augmenter la prolifération
cellulaire, inhiber la réparation de ’ADN et promouvoir la migration et I'invasion cellulaire. La
consommation de tabac n’a été que récemment identifiée comme facteur de risque du cancer
du sein (National Center for Chronic Disease Prevention and Health Promotion (US) Office on
Smoking and Health, 2014). L'exposition a des facteurs environnementaux tels que certains
pesticides (dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT) et dichlorodiphényldichloroéthyléne
(DDE)) ou encore une forte exposition aux émissions de gaz de circulation pendant la grossesse
augmentent les risques de cancer du sein (Dumalaon-Canaria et al., 2014). Enfin, I'exposition
a des radiations ionisantes notamment pour les soins relatifs a des lymphomes de Hodgkins,

augmente également les risques de cancer du sein (Dores et al., 2010).
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c. Histoire familiale et facteurs génétigues

Les risques d’avoir un cancer du sein sont trois fois plus élevés siI’'on possede un parent
ayant eu un cancer du sein (Goldgar et al., 1994). Cette forte augmentation du risque peut
étre expliquée a la fois par des modes de vie similaires au sein d’'une méme famille mais
également par des facteurs génétiques. En effet, on estime qu’environ 10 % des cancers du
sein peuvent étre attribués a une mutation génétique héréditaire. lls sont majoritairement
dus a des mutations touchant les genes BRCA1 et 2 (Breast Cancer 1 et 2), des genes impliqués
dans la réparation de 'ADN. Une mutation dans I'un ou I'autre géne augmente les risques de

cancer du sein par dix (Chen et al., 1999).
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Figure 6 : Les facteurs de risque du cancer du sein

Certains facteurs de risque sont peu ou pas contrélables tels que I’Gge ou les mutations héréditaires.
D’autres sont en revanche contrélables et ceux-ci montrent I'importance d’adopter un mode vie sain
afin de réduire les risques de cancer du sein.

D’autres mutations génétiques sont corrélées a une augmentation des risques de
cancer du sein telles que des mutations touchant les génes P53, PTEN, ATM, BRIP1 ou encore

CHEK2 (Rojas et Stuckey, 2016).
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3. Origine cellulaire du cancer du sein

Le cancer est une maladie caractérisée par la présence de cellules anormales se
divisant de fagon excessive et anarchique, qui ne sont pas coordonnées avec les autres tissus
et qui ne répondent pas aux mécanismes de régulation physiologiques. Les cellules saines vont
acquérir des capacités et des mécanismes spécifiques permettant un passage vers leur
condition tumorale. Le nombre de ces capacités et mécanismes est trés vaste mais en 2000,
dans une volonté de simplifier la compréhension de la condition tumorale, Hanahan et
Weinberg définirent six caractéristiques distinctes et complémentaires permettant la
croissance tumorale ainsi que la dissémination métastatique qu’ils appelerent les
« hallmarks » du cancer (Hanahan et Weinberg, 2000). Ainsi, une cellule tumorale peut
acquérir une prolifération chronique, échapper aux suppresseurs de croissance, résister a la
mort cellulaire, acquérir une immortalité réplicative, induire I'angiogenése, et enfin activer
I'invasion et le processus métastatique. De nouveaux parametres vinrent s’ajouter a cette
définition et en 2011, les deux auteurs s’efforcérent de mettre a jour leurs précédentes
conclusions en ajoutant quatre autres « hallmarks » indispensables a la transformation
tumorale (Hanahan et Weinberg, 2011). Cependant, ils firent la distinction entre deux
caractéristiques permettant I'acquisition des autres « hallmarks » et deux caractéristiques
émergentes et prometteuses dans le domaine des caractéristiques propres a la tumorigenése.
Ainsi, I'instabilité génomique et I'inflammation en faveur de la tumeur permettent, toujours
selon Hanahan et Weinberg, '’émergence du cancer, tandis que la plasticité et I'amplification
du métabolisme énergétique ainsi que I'échappement a la réponse immunitaire viennent
s’ajouter comme capacités tumorales. Un total de dix « hallmarks » a donc été défini mais la
nouvelle génération de « hallmarks » a soulevé une différence entre les capacités tumorales
et les caractéristiques permettant I'acquisition de ces capacités tumorales et qui sont donc a
I’origine du cancer. Plusieurs études ont d’ailleurs tenu a revisiter les conclusions de Hanahan
et Weinberg en simplifiant ou en limitant la définition des « hallmarks » (Fouad et Aanei, 2017;
Horne et al., 2015). Au vu des dernieres publications, on peut avancer que la transformation
tumorale est due a I'acquisition de huit « hallmarks » (Figure 7) et que les transformations
nécessaires a l'acquisition de ces capacités pro-tumorales sont le résultat d’altérations
génétiques et/ou épigénétiques sporadiques ou, plus rarement héréditaires (Zhang et al.,

2017).
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Figure 7 : Les huit « Hallmarks » du cancer

(adaptée de Hanahan et Coussens, 2012).

Les altérations génétiques représentent les modifications de la séquence d’ADN telles que
des mutations ponctuelles ou des délétions tandis que les modifications épigénétiques
représentent les modifications de I'expression génique sans modification de la séquence
d’ADN (Karsli-Ceppioglu et al., 2014; Mulligan, 2018; Virani et al., 2012). Un autre aspect
important a l'origine du cancer est la participation du microenvironnement tumoral qui va
mener a l'acquisition des « hallmarks » en influencant a la fois sur l'instabilité génétique et
épigénétique mais aussi en promouvant certaines voies de signalisation propres a la
tumorigenése tout au long de la progression tumorale (Hanahan et Coussens, 2012; Hanahan
et Weinberg, 2011; Soysal et al., 2015). Ainsi, I'’émergence d’un cancer du sein sera
majoritairement due a I'acquisition de caractéristiques pro-tumorales (« hallmarks ») causée
par I'instabilité génomique, I'épigénétique et I'influence du microenvironnement tumoral. Ces
trois aspects permettant la tumorigenése mammaire sont eux-mémes sous l'influence des

facteurs de risque précédemment développés (Figure 8).
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Les facteurs de risque propres a chaque cancer favorisent les altérations épigénétiques, génétiques et
le microenvironnement tumoral, les trois facteurs principaux responsables de I’acquisition des
caractéristiques tumorales (« Hallmarks ») (adaptée de Fouad et Aanei, 2017).

Les altérations vont toucher deux grands types de génes : les oncogenes et les génes
suppresseurs de tumeurs. L'activation d’'un oncogene favorise le développement du cancer
tandis que c’est l'inactivation des génes suppresseurs de tumeurs qui favorise le

développement du cancer (Spandidos, 2007).

a. Altérations génétiques

L'amélioration des technologies haut-débit telles que les séquencages nouvelle-
génération (Next-Generation Sequencing : NGS) et les analyses génomiques a large échelle par
microarrays ont considérablement contribué a l'identification des changements génomiques
et épigénomiques dans de nombreux types de cancers (Garraway et Lander, 2013; Lee et al.,
2016; Nakagawa et Fujita, 2018). Différentes études ont étudié le génome entier de nombreux
échantillons de cancer du sein et ont pu en détacher certains genes fortement impliqués dans
la tumorigénese mammaire (Goncalves et al., 2014; Nik-Zainal et al., 2016; Shiovitz et Korde,
2015). Ces études permettent également de découvrir de plus en plus de génes moins souvent
retrouvés dans I'ensemble des cancers du sein mais tout aussi importants pour notre
compréhension des mécanismes moléculaires menant au cancer du sein. Dans le cas du cancer

du sein, deux types d’altérations génétiques peuvent se produire :
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Le premier type d’altérations génétiques est la modification du nombre de copie de genes
soit par amplification/délétion, soit par réarrangement chromosomique (Ciriello et al., 2013).
En effet, les aberrations du nombre de copies (CNA) vont étre responsables de 85 % des
variations d’expression détectées dans les tumeurs du sein (Curtis et al., 2012; Srihari et al.,
2016). Parmi les génes impliqués dans le développement du cancer du sein les plus touchés
par des CNAs, on compte des oncogenes impliqués dans différentes étapes de la signalisation
des facteurs de croissance tels que HER2 (Slamon et al., 1987; Staaf et al., 2011), EGFR (Park
et al., 2014) et PIK3CA (Firoozinia et al., 2014) mais aussi FOXA1, un oncogéne impliqué dans
le remodelage de la chromatine (Katoh et al., 2013). Des genes suppresseurs de tumeur vont
également voir leur expression diminuée par des CNAs. lls peuvent étre impliqués dans la
régulation du cycle cellulaire comme c’est le cas de PTEN (Feilotter et al., 1999) et RB1 (Bieche
et Lidereau, 2000) ou encore dans le remodelage de la chromatine comme par exemple MLL3

(Rabello et al., 2013).

Le deuxieme type d’altérations génétiques qui peut toucher les génes impliqués dans le
développement du cancer du sein est la mutation (Stephens et al., 2012). Ces mutations
peuvent toucher les cellules germinales et donc étre héréditaires mais elles sont la plupart du
temps somatiques et ne se transmettent donc pas a la descendance (Sheikh et al., 2015). Ces
mutations peuvent étre des mutations non-sens, des mutations faux-sens ou encore des
mutations de type indel (insertion/délétions). Elles sont principalement observées dans des
génes suppresseurs de tumeurs et résulteront en une perte de fonction du géne (Morganella
et al., 2016). On estime que 30 % des cancers du sein sont familiaux et que seulement 10-15
% sont dus a des mutations héréditaires (Lalloo et Evans, 2012). Ces mutations héréditaires
ont été classées en trois catégories selon les risques de générer un cancer du sein : les génes
de haut risque, de moyen risque et de faible risque. Parmi les génes de haut risque, on trouve
les genes BRCA1 et BRCA2 mais aussi des genes associés a des syndromes génétiques rares
tels que le syndrome de Cowden lié a des mutations dans le géne PTEN, le syndrome de Li-
Fraumeni causé par des mutations dans le gene TP53 ou encore le syndrome de Peutz-Jeghers
causé par des mutations dans le géne STK11 (Ellsworth et al., 2010; Stratton et Rahman, 2008).
Le nombre de mutations somatiques ainsi que les genes touchés varient considérablement
entre chaque tumeur (Stephens et al., 2012) et il est donc difficile d’établir un profil précis des

génes les plus touchés par ces mutations dans le cancer du sein. Les genes touchés sont

39



INTRODL

impliqués dans de nombreux processus cellulaires différents tels que I'apoptose, la régulation
du cycle cellulaire, la signalisation des facteurs de croissance ou encore la régulation de la
transcription. Parmi la liste impressionnante de génes retrouvés dans les études, on retrouve
principalement BRCA1/2, RB1, TP53, PTEN, AKT1, CDH1, GATA3 et PIK3CA (The Cancer
Genome Atlas Network, 2012).

Familiaux
30 %

Autres
70 %

Faible risque (5 %)
CASP8, FGFR2, TNRC9, MAP3K1

Haut risque (22 %)
BRCA1/2, TP53, PTEN

Moyen risque (3 %)
CHEK2, BRIP1, ATM, PALB2

Figure 9 : Les altérations génétiques dans le cancer du sein

La majorité des cas de cancers du sein sont considérés comme sporadiques car ne présentent pas
de lien avec une histoire familiale fortement liée au cancer du sein. Une partie des cancers du sein
familiaux ont été associés a des génes dont les altérations génétiques sont synonymes de haut,
moyen et bas risque de développer un cancer du sein (adaptée de Ellsworth et al., 2010)

Voici une description des génes les plus dérégulés dans les cancers du sein selon le rapport

le plus récent du Cancer Genome Atlas (The Cancer Genome Atlas Network, 2012):

e BRCA1 et BRCA2 : Localisés respectivement en 17922 et 13g12-13. On estime que
3 a 8 % des cancers du sein sont concernés par les mutations de BRCA1 et/ou
BRCA2 (Brody et Biesecker, 1998). BRCA1 est le premier géne de haut risque a avoir
été découvert en 1994 (Hall et al., 1990; Miki et al., 1994) suivi de BRCA2 en 1995
(Wooster et al., 1995, 1994). Une femme porteuse de BRCA1 muté présente un

risque de développer un cancer du sein estimé a 70-80 % contre 50-60 % pour
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BRCA2 muté (Roy et al., 2011). Les cancers du sein BRCA1 et BRCA2 surviennent
chez des femmes plus jeunes que pour les autres cancers du sein (Kuchenbaecker
et al., 2017). Ce sont tous les deux des génes suppresseurs de tumeur qui sont
impliqués dans la maintenance de I'intégrité du génome grace notamment a leur
role dans la réparation de I’ADN a travers I'exécution de la réparation des cassures
double-brin par recombinaison homologue (O’Donovan et Livingston, 2010). De
plus, ils sont impliqués dans le contréle des points d’acces dans le cycle cellulaire,
la régulation de processus mitotiques ou encore l'intégrité de la chromatine
(Filippini et Vega, 2013; Kalb et al., 2014) . Les cancers du sein BRCA1 et BRCA2 sont
de mauvais pronostic car peu différenciés et la plupart du temps invasifs (Honrado
et al., 2006). Par ailleurs, les mutations BRCA2 sont plus présentes chez les
hommes atteints d’un cancer du sein (Ruddy et Winer, 2013).

PIK3CA : Localisé en 3g26. On estime que 8 a 40 % des cancers du sein sont
concernés par les mutations de PIK3CA (Levine et al., 2005). Ces mutations
touchent en grande majorité les exons 9 et 20 du géne codant respectivement pour
le domaine hélice et le domaine kinase de la sous unité catalytique p110a de la
kinase PI3K. L’activation de la PI3K est critique pour la survie cellulaire, la
prolifération, la différenciation ou encore la migration cellulaire (Klarenbeek et al.,
2013). En effet, cette protéine joue un role central dans la signalisation de
nombreux facteurs de croissance a travers les voies de 'EGFR, HER2, Met ou
encore FGFR (Dirican et al., 2016; P. Liu et al., 2009). Suite aux mutations de
PI3KCA, l'interaction inhibitrice entre les sous unités p110a et p85 est bloquée ce
qui va provoquer un gain de fonction de la PI3K (Miled et al., 2007). Les mutations
PIK3CA ont été corrélées avec |'expression des ER et PgR (Pang et al., 2014), et sont
synonymes de cancers moins agressifs (Gonzalez-Angulo et al., 2009; Kalinsky et
al., 2009; Lopez-Knowles et al., 2014; Pérez-Tenorio et al., 2007).

ERBB2 (ou HER2): Localisé en 17q12. On estime que 18 a 20 % des cancers du sein
sont concernés par une surexpression d’ERBB2 majoritairement due a une
amplification génique (Owens et al., 2004; Slamon et al., 1987). Des mutations
activatrices ont été reportées de facon rare (1,6 a 2 %) (Bose et al., 2013; COSMIC,
Catalogue of somatic Mutations in Cancer, 2018). ERBB2 fait partie de la famille

des récepteurs tyrosine kinase EGFR. L’activation des récepteurs tyrosine kinase
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est induite par homo- ou hétérodimérisation des récepteurs apres fixation de leur
ligand. Le récepteur ERBB2 a la particularité d’étre « sourd », c’est-a-dire qu’on ne
lui connait pas, a ce jour, de ligands connus. Cependant, il est le partenaire de
dimérisation préférentiel pour I'ensemble des récepteurs de la famille EGFR et
cette hétérodimérisation avec ERBB2 amplifie grandement la signalisation sous-
jacente (Graus-Porta et al., 1997). De plus, la forte concentration en récepteur
ERBB2 a la surface des cellules surexprimant celui-ci peut conduire a son
homodimérisation indépendamment de la présence de ligand (Schulz et al., 2014).
Ainsi, I'activation de I'activité tyrosine kinase d’ERBB2 va mener a |’activation de
multiples voies de signalisations sous-jacentes, incluant les voies PI3K/AKT et
RAS/RAF/MAPK impliquées dans la prolifération cellulaire, la survie, I'angiogenése
ou encore l'invasion (Dittrich et al., 2014). HER2 peut également interagir avec
d’autres partenaires que les récepteurs de la famille EGFR comme ER ou AR, ce qui
pourrait expliquer la résistance a certains traitements dans le cancer du sein (Chia
et al., 2011; Giuliano et al., 2013; Naderi et Hughes-Davies, 2008). Les cancers du
sein surexprimant ERBB2 sont classés comme sous-type particulier dans la
classification moléculaire des cancers du sein et bénéficient de traitements ciblant
spécifiguement ERBB2 et ses partenaires (développés dans la partie thérapies du
cancer du sein). Les cancers du sein HER2+ sont considérés comme agressifs et
sujets a récurrence (Weigelt et al., 2010b).

TP53 : Localisé en 17p13. On estime que le géne suppresseur de tumeur TP53 est
altéré dans 20 a 40 % des cancers du sein dépendant de la taille de la tumeur et du
grade de la tumeur (Bgrresen-Dale, 2003). La majorité de ces altérations (environ
70 %) sont des mutations faux-sens (Petitjean et al., 2007). L'implication de TP53
dans le développement du cancer du sein fut découverte lorsqu’'une mutation
germinale dans ce gene fut associée au syndrome de Li-Fraumeni (Malkin et al.,
1990). Les patients atteints par le syndrome de Li-Fraumeni ont un risque accru de
développer plusieurs cancers, le plus fréquent étant le cancer du sein. Cependant,
la plupart des altérations de TP53 observées dans les cancers du sein sont d’origine
somatique (Olivier et al., 2006). La protéine codée P53 a pour role le maintien de
la stabilité génétique de la cellule en réponse a différents stress cellulaires. En

effet, en absence de stress, la protéine P53 est dégradée dans la cellule. En
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présence de stress cellulaire, son absence de dégradation lui permet de remplir
son role de facteur de transcription et d’induire I'arrét du cycle cellulaire,
I'apoptose, la sénescence, la réparation de ’ADN ou de maniére plus générale, un
changement de métabolisme, en fonction du contexte cellulaire (Lacroix et al.,
2006). Ainsi, une dérégulation du réle de « gardien du génome » de la protéine
P53, par perte de fonction mais aussi gain de fonction, conduit a un
développement des cellules cancéreuses (Gasco et al.,, 2002; Walerych et al.,
2012). Les cancers du sein présentant des altérations dans le gene TP53 sont
associés a un mauvais pronostique et semblent étre préférentiellement de type
hormono-indépendants (Bertheau et al., 2013).

PTEN : Localisé en 10g23. On estime que 4 a 60 % des cancers du sein sont
concernés par une diminution d’expression du gene suppresseur de tumeur PTEN
(Igbal et al., 2012; S. Li et al., 2017). La majorité de ces baisses d’expression est
attribuée a la délétion du géne ou encore a des régulations épigénétiques (Bose et
al., 1998; Zhang et al., 2013). En effet, ce géne n’est retrouvé muté que dans 5 %
des cancers du sein ; certaines de ces mutations sont spécifiques du syndrome de
Cowden (Kechagioglou et al., 2014). PTEN est une phosphatase jouant un role dans
de nombreux processus cellulaires tels que la croissance, la prolifération, la survie
et la maintenance de l'intégrité génomique. Cette protéine a pour fonction la
déphosphorylation de PIP3 en PIP2 a la membrane cellulaire, ce qui inhibe
I'activation d’AKT et des voies sous-jacentes. Ainsi, une diminution de I'activité de
PTEN conduit a I'amplification de la voie oncogénique PI3K/AKT (Simpson et
Parsons, 2001). La baisse d’expression de PTEN a été corrélée avec un phénotype
agressif de cancer du sein et a la surexpression d’'HER2 (Lebok et al., 2015).

MYC : localisé en 8g24. On estime qu’environ 15 % des cancers du sein sont
concernés par une amplification du géne MYC (Deming et al., 2000) et une
amplification des niveaux de la protéine correspondante a été reportée dans
environ 40 % des cas (Chrzan et al., 2001), indiguant une part importante des
régulations transcriptionnelles et traductionnelles. MYC est un des facteurs de
transcription les plus influents, régulant prés de 15 % des genes humains, et est
donc impliqué dans de nombreux processus cellulaires comme la croissance

cellulaire, la prolifération, le métabolisme, la différenciation ou encore I'apoptose
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(Dang et al., 2006). Celui-ci fonctionne en hétéromere avec son partenaire MAX
pour agir comme facteur de transcription sur certaines séquences promotrices
(box-E element). Une amplification de MYC est synonyme de cancer du sein de
mauvais pronostique (Aulmann et al., 2006; Robanus-Maandag et al., 2003).

RB1 : Localisé en 13q14. Des aberrations chromosomiques ainsi que des mutations
ponctuelles du gene RB1 ont été reportés pour environ 20 a 30 % des cancers du
sein (Bieche et Lidereau, 2000; Bosco et Knudsen, 2007). La protéine RB fonctionne
principalement comme cofacteur transcriptionnel en fixant les domaines de
transactivation des protéines E2Fs et régule donc le cycle cellulaire. Cependant, RB
peut également recruter des facteurs de régulation de la chromatine comme les
histones désacétylases ou méthylases pour réprimer I’expression de certains génes
impliqués dans la prolifération, la différenciation ou encore I'apoptose (laquinta et
Lees, 2007; Morris et Dyson, 2001). Ainsi, dans son état inactif, la protéine RB
hypophosphorylée fixe le facteur de transcription E2F et limite I'expression de
geénes requis pour la progression du cycle cellulaire. Sa phosphorylation par des
kinases dépendant des cyclines va conduire a I'entrée en phase S (Buchkovich et
al., 1989). La perte de fonction de RB conduit donc a une amplification du cycle
cellulaire (Burkhart et Sage, 2008; Witkiewicz et Knudsen, 2014). Les cancers du
sein marqués par une perte de RB1 sont de mauvais pronostique mais sont aussi
associés au sous-type basal-like (Ertel et al., 2010; Herschkowitz et al., 2008).

CDH1 : Localisé en 16g22.1. On estime que 80 % des cancers du sein de type
lobulaires présentent une perte d’expression d’E-cadhérine, la protéine codée par
le géne CDH1. Cette perte d’expression a été associée a des mutations, des pertes
d’hétérozygotie mais surtout a des régulations épigénétiques telles qu’une
hyperméthylation du promoteur de CDH1 (van der Post et al., 2015; Sarrié et al.,
2003; Tan et al, 2015). L'E-cadhérine est une protéine d’adhésion
transmembranaire dépendante du calcium. Sa perte d’expression est liée a 'EMT,
considérée comme un processus clé de l'agressivité tumorale et de l'invasion
cellulaire. Les cancers du sein présentant une perte d’expression de I'E-cadhérine
sont la plupart du temps de mauvais pronostique car peu différenciés et invasifs

(Horne et al., 2014; Wong et al., 2018).
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b. Altérations épigénétiques

Bien que pendant longtemps, la majorité des études portant sur les causes du cancer
du sein se soient intéressées aux altérations de la séquence d’ADN, les altérations
épigénétiques se sont récemment imposées comme des facteurs clés dans le développement
du cancer du sein (Dworkin et al., 2009; Pasculli et al., 2018). Les altérations épigénétiques
sont des changements de I'expression génique qui se produisent sans modifications de la
séquence d’ADN. Il existe trois types de modifications épigénétiques majeures : la méthylation
de I’ADN, la modification des histones et la régulation de I'expression génique par les ARNs

non codants (Figure 10).
e La méthylation de ’ADN

La méthylation de I’ADN correspond a I'ajout d’un groupement méthyl (CHs) a partir
d’une S-adénosylméthionine (SAM) sur les résidus cytosine de la séquence d’ADN. Elle se
produit majoritairement dans des régions spécifiques de I’ADN, les Tlots CpG, riches en
dinucléotides cytosine-phosphate-guanine (CpG). Les DNA méthyltransférases (DNMT) sont
les principales enzymes responsables de cette modification épigénétique et on en connait a
ce jour trois ayant une activité méthyltransférase : DNMT1, DNMT3A et DNMT3B. La
méthylation de I’ADN va avoir pour conséquence la régulation de I'expression génique et le
maintien de l'intégrité du génome (Dworkin et al., 2009; Lo et Sukumar, 2008; Veeck et
Esteller, 2010). En effet, les ilots CpG deviennent hyperméthylés dans les cellules cancéreuses,
ce qui a pour conséquence une répression de la transcription de génes suppresseurs de
tumeur, mais ils peuvent également étre hypométhylés menant alors a la transcription de
génes normalement réprimés tels que des oncogenes (Jovanovic et al., 2010; Novak et al.,
2008). Les analyses a grande échelle du génome, grace a des techniques telles que des puces
[llumina Infinium DNA methylation, permettent de clarifier la distribution génomique et les
mécanismes moléculaires spécifiques a la méthylation aberrante de I’ADN dans les cancers du
sein (The Cancer Genome Atlas Network, 2012). Ainsi, de hombreuses études ont démontré
I’hyperméthylation de promoteurs de génes ayant des rdles cruciaux dans de nombreux
processus cellulaires. On peut citer le gene CCND2 dans la régulation du cycle cellulaire (Evron
etal., 2001), BRCA1 dans la réparation de I’ADN (Dobrovic et Simpfendorfer, 1997), BCL2 dans
I’apoptose (Loginov et al., 2017), ou encore TWIST dans l'invasion et la métastase (Fackler et

al., 2003). Cependant, I'hypométhylation de I’ADN est bien plus fréquente que
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I’hyperméthylation dans le cancer du sein (trois a cinq fois) (Ruike et al., 2010). Parmi les génes
touchés par une hypométhylation dans le cancer du sein, on peut citer : le gene FEN1 dans la
réparation de I’ADN et 'apoptose (Singh et al., 2008), le géne CDH3 dans I'invasion (Paredes
et al., 2005) ou encore le géne IL10 dans I'immunité (Son et al., 2010). L’étude des profils de
méthylation de ’ADN ouvre de nombreuses perspectives dans I'amélioration de la prise en
charge du cancer du sein. En effet, la méthylation de I’ADN se révele étre un bon outil
pronostique car de plus en plus d’études montrent une corrélation entre les niveaux de
méthylation et le phénotype des cancers du sein. Ainsi, une hypométhylation de I’ADN serait
synonyme d’un phénotype basal et agressif de cancer du sein tandis qu’une hyperméthylation
a été corrélée au sous-type luminal B (Holm et al., 2010; Stefansson et al., 2015; The Cancer
Genome Atlas Network, 2012). Par ailleurs, il a été montré que 13 a 40 % des cancers du sein
sporadiques présentaient une hyperméthylation du promoteur du géne BRCA1 et que cette
hyperméthylation était synonyme de cancer agressif (Esteller et al., 2000; Parrella et al., 2004;
Stefansson et al., 2011; Turner et al., 2007). La méthylation de I’ADN peut étre ciblée par des
traitements spécifiques, les inhibiteurs de DNMT (DNMTIi). Les inhibiteurs de la méthylation
de 'ADN (Azacytidine, Decitabine et Hydralazine) inhibent les DNMTs en formant un pont
covalent avec I'enzyme apres incorporation dans ’ADN. Dans le cancer du sein, ils ont montré
une activité antitumorale dans des essais précliniques (Lustberg et Ramaswamy, 2011).
Cependant, leur bénéfice clinique reste a démontrer et ces inhibiteurs sont actuellement en

phase d’essais cliniques (Arce et al., 2006; Connolly et al., 2017).
e Les modifications d’histones

Les histones sont des protéines nucléaires associées a I’ADN responsables de la
structure de la chromatine et jouent un réle important dans la régulation de I’expression
génique. En effet, la chromatine peut étre trouvée en deux états: I’hétérochromatine
(fermée) qui ne permet pas la transcription des génes, et I'’euchromatine (ouverte) qui permet
la transcription des genes. Des modifications post-traductionnelles peuvent toucher les
histones ce qui affectera la transcription des génes en déstabilisant la structure de la
chromatine et I'acces aux régulateurs transcriptionnels. Ces modifications peuvent étre des
acétylations, des méthylations, des phosphorylations, des sumoylations ou encore des
ubiquitinations (Cortez et Jones, 2008; Kornberg, 1974; Luger et al., 2012). A ce jour, plus de

60 sites de modification ont été identifiés dans les histones (Tan et al., 2011). Les principales
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modifications d’histones impliquées et étudiées dans le cancer du sein sont I'acétylation et Ia
méthylation. L’acétylation correspond au transfert d’'un groupement acétyle a partir de
I'acétyl-CoA sur un groupement amine de résidus lysine. Cette modification va altérer la
structure de la chromatine en neutralisant les charges positives des histones ce qui induira
une structure d’euchromatine mais 'acétylation des histones peut également étre reconnue
par des protéines spécifiques contenant un bromodomaine (Mujtaba et al., 2007; Tropberger
et Schneider, 2010). L'ajout de groupements acétyle est catalysé par les Histone acétyle
transférases (HATs) et le processus inverse par les Histone déacétylases (HDACs). La
méthylation correspond a I'ajout d’un ou plusieurs groupements méthyle (mono-, di- ou tri-
méthylation) sur les résidus arginine ou lysine de I’histone. L’ajout de groupements méthyle
sur les histones est catalysé par les histones méthyltransférases (HMTs) et le processus inverse
par les histones déméthylases (HDMTs). Contrairement a I'acétylation, la méthylation des
histones peut étre associée a la fois a 'euchromatine et a I’hétérochromatine, dépendant de
I’acide aminé touché par la modification. Ainsi, la mono- ou triméthylation de la lysine 4 de
I’histone H3 (H3K4mel ou H3K4me3) et la triméthylation de la lysine 36 de I'histone H3
(H3K36me3) sont associées a I'euchromatine (Heintzman et al., 2007, 2009) tandis que la
triméthylation des lysines 9 et 27 de I’histone H3 (H3K9me3 et H3K27me3) est associée aux
régions d’hétérochromatine (Kouzarides, 2007). Dans le cancer du sein, plusieurs études ont
montré que, d’une maniere globale, la diminution des modifications d’histones était
spécifique des cancers du sein et que plus les niveaux de ces modifications étaient faibles, plus
le cancer était de mauvais pronostique et de phénotype basal (Elsheikh et al., 2009; Suzuki et
al., 2009; Zhao et al., 2016). Certaines marques ont d’ailleurs été associées au processus
métastatique comme la marque H3K4me3 (Messier et al., 2016). Concernant les enzymes
impliquées dans la mise en place de ces marques, certaines études ont également montré
I'importance de leur régulation vis-a-vis de la progression et du sous-type tumoral. Par
exemple, I'histone acétyl-transférase HMOF voit son expression diminuée dans le cancer du
sein (Arun et al., 2016) tandis que I'augmentation d’expression de I’histone déméthylase LSD1
et des HDAC2 et 3 a été corrélée a un phénotype plus agressif de cancer du sein (Lim et al.,
2010; Mdller et al., 2013). Au vu de ces observations, des thérapies ciblant les modifications
d’histone ont été étudiées dans le cancer du sein, en particulier des inhibiteurs d’histone
déacétylases. Ces inhibiteurs ont démontré des activités antitumorales en études précliniques

et sont en cours d’essais cliniques (Damaskos et al., 2017). Les résultats les plus prometteurs
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ont été obtenus avec I'Entinostat en combinaison avec I'Exemestane qui a permis une
augmentation de la survie globale en phase Il menant a la poursuite en phase Il (E2112,

NCT02115282) actuellement en cours (Yardley et al., 2013).
e Les ARNs non codants

On classe les ARNs non codants en deux catégories en fonction de leur taille : les petits
ARNs non codants ont une taille inférieure a 200 nucléotides tandis que les longs ARNs non
codants sont supérieurs a 200 nucléotides et peuvent atteindre jusqu’a 100 kb. Parmi ces deux
catégories, il existe de nombreux ARNs non codants de fonctions diverses. Certains sont
essentiels pour la machinerie cellulaire classique comme les ARNs ribosomaux (rRNAs), les
ARN de transfert (tRNAs) ou les petits ARN nucléaires (snRNAs). D’autres font office de
molécules régulatrices comme les petits ARNs interférant (siRNAs), les microARNs (miRNAs)
ou encore les longs ARNs non codant (IncRNAs) (Di Leva et al., 2014; Gupta et Tripathi, 2017
Patil et al., 2014; Sandhu et al.,, 2016). En particulier, les miRNAs et les IncRNAs sont
maintenant considérés comme des facteurs majeurs de la régulation épigénétique dont les
aberrations ont de sévéres conséquences sur I’'ensemble des étapes de la cancérogénése (Piao
et Ma, 2012). Il a été observé une diminution globale de I'expression des miRNAs dans les
cancers (Lu et al., 2005) et une surexpression des IncRNAs (Gupta et Tripathi, 2017) comparé
aux tissus sains. Les causes de ces dérégulations dans le cancer sont nombreuses et peuvent
étre d’origine génétiques (délétions/insertions, mutations) ou épigénétiques. En effet, les
études a large échelle dans plusieurs types de cancers ont révélé que plus de 80 % des
mutations étaient observées dans des régions non codantes du génome (Cheetham et al.,
2013). Une étude de Calin et al., a montré que plus de la moitié des miRNAs qu’ils avaient
étudié étaient situés dans des régions génomiques fréquemment altérées dans les cancers
(Calin et al., 2004). De plus, il a été montré que I’hyperméthylation des promoteurs d’ARNs
non codants était plus fréquente que celle des promoteurs de genes codant pour des

protéines dans les cancers du sein (Li et al., 2015).

Les miRNAs sont définis comme de petits ARNs non codants (compris entre 18 et 25
nucléotides) dont les séquences sont trés conservées et qui vont conduire a la dégradation ou
I'inhibition de la traduction via la reconnaissance imparfaite des séquences des ARNSs
messagers. Avant de pouvoir étre actif, les miRNAs suivent un processus de maturation

complexe qui commence dans le noyau pour finir dans le cytoplasme ou ils vont étre pris en
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charge par les protéines Argonautes, formant alors le complexe RISC (RNA-Induced Silencing
Complex) (Schwarz et al., 2003). Plusieurs miRNAs ont été mis en évidence comme étant
dérégulés dans le cancer du sein et certains auteurs ont d’ailleurs défini des signatures de
miRNAs spécifiques du cancer du sein (lorio et al., 2005) voire méme spécifiques des sous-
types moléculaires de cancer du sein (de Rinaldis et al., 2013). Les miRNAs peuvent réguler de
nombreux processus cellulaires comme la prolifération, |'apoptose, Iinflammation,
I’'angiogenese ou encore l'invasion. Parmi les miRNAs dérégulés dans le cancer du sein, on
peut citer le miR-21 dont la surexpression a pour conséquence une augmentation de la
croissance tumorale et une inhibition de I'apoptose notamment via le ciblage de PTEN (Di Leva
et al., 2014; Meng et al., 2007; Si et al., 2007). D’autres ont été spécifiqguement corrélé au
processus métastatique comme c’est le cas du miR-373 et du miR-520c (Huang et al., 2008).
De plus, les miRNAs se définissent de plus en plus comme des outils prometteurs pour
I’'amélioration de la prise en charge des patients atteints par un cancer du sein. Les miRNAs
circulants dans le sérum et le plasma ont par exemple été proposés comme marqueurs
diagnostiques du cancer du sein (Chan et al., 2013; Heneghan et al., 2010). Certains miRNAs
se sont également imposés comme marqueurs pronostiques du cancer du sein comme le miR-
21 dont I'augmentation d’expression a été corrélée a un grade histologique élevé et une baisse

de survie globale (Markou et al., 2014).

Les longs ARNs non codants représentent la plus grande famille d’ARNs non codants
(Djebali et al., 2012). La plupart des IncRNAs sont transcris par ’ARN polymérase 2 puis
subissent des modifications co- et post-transcriptionnelles afin d’acquérir leur fonction. En
effet, contrairement aux miRNAs dont la fonction est assurée par la reconnaissance de
séquences d’ARNm due a leur séquence primaire, les longs ARNs non codant sont capables de
se replier pour former des structures secondaires et tertiaires leur permettant d’interagir avec
d’autres molécules et d’assurer leurs fonctions (Cheetham et al., 2013; Huarte, 2015). Les
fonctions assurées par les IncRNAs ont un impact sur I'’ensemble des processus cellulaires car
ils sont impliqués dans le remodelage de la chromatine, I'épissage alternatif ou encore Ila
régulation transcriptionnelle et post-transcriptionelle des genes. Tout comme les miRNAs, les
IncRNAs sont dérégulés dans le cancer du sein (W. Zhao et al., 2014). On peut citer 'exemple
du IncRNA HOTAIR (HOX Transcript Antlsense RNA) dérégulé dans le cancer du sein ou il est

surexprimé par rapport aux tissus sains et serait pronostique de la présence de métastase
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(Gupta et al., 2010; Sgrensen et al., 2013). HOTAIR est impliqué dans le remodelage de la
chromatine et va conduire au recrutement du complexe PRC2 (Polycomb Repressive Complex
2) au niveau de promoteurs de génes inhibant la progression tumorale comme HOXD10 ce qui
aura pour conséquence une inhibition de la transcription de ces genes suppresseurs de

tumeur.

3 Hyperméthylation de genes M
suppresseurs de tumeur M
Hypométhylation d’oncogénes @ Régulation par les IncRNAs

Hypométhylation de séquences
d’ADN répétées

Tumorigenése mammaire

Régulation par les miRNAs

HDAC

Stabilisation de boucles de HMT

chromosomes répressives

Localisation différentielle de génes Modifications de la chromatine
impliqués dans la tumorigenése
mammaire

Figure 10 : Les altérations épigénétiques dans le cancer du sein

De nombreuses altérations épigénétiques peuvent participer a la tumorigenése mammaire en
modulant I'expression de génes clés a travers la méthylation de I’ADN, la modulation de la chromatine
ou encore les ARNs non codant. GST : Géne suppresseur de tumeur ; IncRNA : long non coding RNA ;
miRNA : micro RNA. (adaptée de Karsli-Ceppioglu et al., 2014).

De la méme maniere, le IncRNA MALAT1 (Metastasis Associated Lung Adenocarcinoma
Transcript 1) a été décrit comme surexprimé dans les cancers du sein, d’autant plus dans les
métastases en résultant. MALAT1 favoriserait la transcription et |'épissage de génes
protumoraux codant pour des protéines telles que des intégrines ou des protéines de la
matrice extracellulaire (Arun et al., 2016). Les IncRNAs peuvent aussi étre retrouvés dans les
fluides corporels comme le IncRNA RP11-445H22.4 dont la détection dans le sérum a été
significativement corrélée avec les patientes atteintes d’un cancer du sein (Xu et al., 2015).
Une étude récente a permis de définir des profils d’expression de IncRNAs spécifiques des

sous-types moléculaires des cancers du sein. Ainsi, le IncRNA H19, impliqué dans 'EMT et la
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régulation de différents miRNAs, serait spécifique des cancers du sein luminal A (Berteaux et
al., 2008; Van Grembergen et al., 2016). Par ailleurs, certains IncRNAs ont été défini comme
des marqueurs prédictifs de la réponse aux thérapies comme par exemple BCAR4 (Breast
Cancer Anti-Estrogen Resistance 4) qui a été associé a une faible réponse au Tamoxifene via
I'activation des récepteurs HER2 et HER3 (Godinho et al., 2010). L'ensemble de ces études
laisse a penser que le ciblage des IncRNAs peut étre un outil thérapeutique prometteur et de
nombreux outils sont d’ailleurs a I'’étude afin de réprimer I'expression de certains IncRNAs
(Arun et al., 2018). Le IncRNA MALAT1 a par exemple était efficacement réprimé par
I"utilisation d’oligonucléotides antisens (ASOs) dans un modeéle de souris formant des
carcinomes mammaires et cette inhibition a eu pour conséquence une croissance tumorale

réduite ainsi qu’une diminution de la formation de métastases (Arun et al., 2016).

c. Microenvironnement tumoral

Les cellules cancéreuses sont influencées par des régulateurs paracrines du stroma
environnant. La participation de cette régulation environnante pourrait méme étre aussi
importante dans le comportement tumoral que les altérations des oncogéenes et suppresseurs
de tumeurs se produisant au sein des cellules tumorales car ces altérations sont fortement
influencées par les molécules de la matrice extracellulaire ou par les cellules environnantes
elles-mémes (Liotta et al., 1991). De nombreuses études ont montré I'importance du stroma
entourant les cellules cancéreuses dans la tumorigenése mammaire notamment en mettant
en avant les modifications épigénétiques et génétiques touchant ces cellules environnantes.
En effet, le role de « complice » du microenvironnement tumoral a été démontré dans
I'ensemble des étapes de la tumorigenése mammaire, que ce soit dans l'initiation, la
progression ou la métastase. De plus, le microenvironnement tumoral mammaire va participer
a plusieurs niveaux de localisation que ce soit au niveau local (intratumoral), régional (dans le
sein) ou distant (métastatique). Ce microenvironnement tumoral est constitué d’une matrice
extracellulaire (MEC) spécifique et de nombreux types cellulaires différents tels que des
fibroblastes, des cellules nerveuses, des cellules adipeuses, des cellules immunitaires et
inflammatoires mais aussi des cellules des réseaux sanguins et lymphatiques (Chen et al.,
2015; Coleman et al., 2013; Hu et al., 2005; Wang et al., 2017). La Figure 11 montre les

interactions complexes qui peuvent exister entre ces différents types cellulaires pour
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participer a la croissance tumorale, certaines de ces signalisations seront développées par la
suite.
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Figure 11 : Le microenvironnement tumoral du cancer du sein

Durant toutes les étapes de la carcinogenése mammaire, un dialogue complexe se forme entre les
cellules cancéreuses et de nombreux types cellulaires présents dans la glande mammaire, via la

production de cytokines, de chimiokines et de facteurs de croissance. Une partie de ces connexions est
représentée dans ce schéma (adaptée de Wang et al., 2017).

Il faut cependant tout d’abord souligner que le microenvironnement tumoral a été
montré comme ayant un réle protecteur de la tumorigenése et de I'invasion lorqu’il est dans

un état sain. En effet, la communication entre les cellules stromales et épithéliales est
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essentielle pour le développement et la différenciation normale de la glande mammaire. Le
stroma maintient notamment la polarité des cellules épithéliales et inhibe la croissance
cellulaire incontrolée et la transformation tumorale (Folgueira et al., 2013; Inman et al., 2015;
Martins et Schmitt, 2018). Par exemple, les cellules myoépithéliales saines sont reconnues
comme des suppresseurs de tumeurs naturels grace a leur production de membrane basale
et leur role de barriere physique autour des cellules épithéliales (Barsky et Karlin, 2005). De
plus, les cellules myoépithéliales de tissus sains expriment une forte proportion de facteurs
inhibiteurs de l'angiogenése et de l'invasion comparée aux mémes cellules dans un
environnement tumoral. Ces observations illustrent parfaitement les changements
d’expression génique qui peuvent se produire dans le microenvironnement tumoral et leur

importance dans la tumorigenése mammaire.

Certaines études ont d’ailleurs étudié les changements d’expression génique entre
tissus sain et tumoral en fonction des différents types de cellules et ont pu montrer que le plus
grand nombre de génes dérégulés était trouvé dans les cellules myoépithéliales. Parmi ces
génes dérégulés, les plus surexprimés codent pour les chimiokines CXCL14 et CXCL12 (C-X-C
Motif Chemokine Ligand 4 et 12) (Allinen et al., 2004; Ma et al., 2009). Ces chimiokines se
fixent sur le récepteur CXCR4 (C-X-C Motif Chemokine Receptor 4) des cellules cancéreuses
menant a leur prolifération et leur migration. On estime que ces altérations d’expression dans
les cellules du stroma sont principalement dues a des altérations épigénétiques car aucune
altération génétique n’a été mise en évidence dans les cellules du microenvironnement
tumoral (Qiu et al.,, 2008). De plus, des changements significatifs dans les profils de
méthylation de I’ADN des cellules stromales ont été mis en évidence (Fiegl et al., 2006). La
majorité des génes concernés par ces changements de méthylation codent pour des facteurs
de transcription essentiels au développement et a la différenciation. Au vu de ces
changements d’expressions significatifs, des panels de génes dérégulés dans le
microenvironnement tumoral se distinguent par leur pouvoir pronostique et prédictif dans le
cancer du sein. Finak et ses colléegues ont par exemple défini un panel de 26 genes prédictifs
de la survie clinique, indépendamment du sous-type de cancer, en comparant les profils
d’expression génique du microenvironnement tumoral de différents patients atteints de
cancers du sein (Finak et al., 2008). Plus récemment, une signature basée sur la signalisation

du PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) stromal a permis d’identifier que les cellules
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possédant cette signature étaient de haut grade et de mauvais pronostique (Frings et al.,
2013). Un panel de génes du microenvironnement tumoral prédictif de la réponse a la
chimiothérapie a également été identifié par I'équipe de Farmer (Farmer et al., 2009). Le
microenvironnement tumoral est d’ailleurs impliqué dans la résistance aux thérapies du
cancer du sein notamment dans la résistance au tamoxiféne via I’activation des voies PI3K/AKT
et MAPK/ERK par les CAFs (Qiao et al., 2016). Ces résultats confirment encore que le
microenvironnement tumoral influence la progression tumorale et la survie des patients et
que la « normalisation » de celui-ci pourrait étre un atout significatif dans la prise en charge
des tumeurs de sein. Pour le moment, les thérapies visant a normaliser le
microenvironnement tumoral restent focalisées sur |'utilisation d’inhibiteurs de modifications

épigénétiques tels que le 5-Azacytidine (McCuaig et al., 2017; Place et al., 2011).

Le type cellulaire le plus abondamment présent dans le microenvironnement tumoral
mammaire est le fibroblaste, que I'on appellera alors CAF (Cancer-Associated Fibroblast).
Cette sous-population cellulaire va participer a la tumorigenése mammaire via la sécrétion de
différents facteurs de croissance, de cytokines, de chimiokines et la dégradation de la matrice
extracellulaire (Buchsbaum et Oh, 2016; Tao et al., 2017). Plusieurs hypothéses existent pour
expliquer leur origine dans le microenvironnement tumoral incluant le recrutement au niveau
du microenvironnement tumoral de cellules dérivées de la moelle osseuse (Direkze et al.,
2006), une transition épithélio-mésenchymateuse de cellules cancéreuses ou de cellules du
tissus mammaire comme les péricytes, les adipocytes ou les cellules musculaires lisses (Orimo
et Weinberg, 2007; Radisky et Radisky, 2007) , ou encore la transformation de fibroblastes
normaux suite aux signaux émis par les cellules cancéreuses (Kalluri et Zeisberg, 2006). Cette
derniere hypothese semble expliquer I'émergence de la plupart des CAFs notamment via
I’envoi de signaux épigénétiques par les cellules cancéreuses. Il a par exemple été montré que
les cellules cancéreuses étaient capables d’induire la sécrétion d’HGF et la baisse d’expression
de cavéolin-1 dans des fibroblastes normaux, les transformant ainsi en CAFs (Martinez-
Outschoorn et al., 2010; Tyan et al., 2011). D’'une maniére générale, les CAFs se distinguent
des autres fibroblastes par une forte expression de facteurs de croissance (FGFs, HGF, TGF-$3),
de cytokines (GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor) et EPR-1 (Effector
Cell Protease Receptor 1)), des protéines du cytosquelette (a-SMA), des protéines de la

matrice extracellulaire (tenascin-C et laminines), , mais aussi d’autres molécules impliquées
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dans le cycle cellulaire, les interactions entre cellules et la dégradation de la matrice
extracellulaire (McCuaig et al., 2017). Ainsi, les CAFs vont permettre le développement
tumoral mammaire a travers de nombreux mécanismes cellulaires tels que l'induction de
I’'EMT, la régulation du cycle cellulaire, I'inflammation, I'angiogenése, la métastase ou encore
la résistance aux thérapies (Buchsbaum et Oh, 2016; Tao et al., 2017; Xing et al., 2010). Par
exemple, il a été montré que les CAFs augmentaient I'invasion cellulaire via une dégradation
active de la matrice extracellulaire permise par I'expression de molécules diverses telles que
la palladine ou certaines MMPs (Brentnall et al., 2012). De la méme maniere, la sécrétion de
périostine (POSTN) par les CAFs semble étre un élément essentiel pour la colonisation de
niches métastatiques distantes par des cellules cancéreuses (Malanchi et al., 2012). Enfin, il a
été montré que la sécrétion d’"HGF par les CAFs était un acteur majeur de la résistance aux
thérapies, notamment le tamoxiféne, via I'induction des voies des MAPK et PI3K/AKT (Shekhar
et al., 2007). Certaines équipes ont développé des stratégies cliniques basées sur le ciblage
spécifique des CAFs telles gu’un vaccin ciblant la protéine FAP (Fibroblast Activation Protein)
(Loeffler et al., 2006) ou encore la restauration des fonctions de la cavéolin-1 par 'utilisation
de peptides mimétiques (Mercier et al., 2008), mais ces résultats encourageants restent

préliminaires.

Le systéme immunitaire peut également jouer un role majeur dans la tumorigenéese
mammaire. En effet, les cellules immunitaires et inflammatoires telles que les cellules
dendritiques, les lymphocytes ou les macrophages peuvent, tout comme les fibroblastes, étre
corrompus pour acquérir des capacités tumorigenes (Nowarski et al., 2013; Shalapour et
Karin, 2015). En condition normale, les cellules dendritiques jouent un role important dans
I'induction des réponses anti-tumorales grace a leur capacité de présentation des antigenes
aux lymphocytes T CD4+ et CD8+ (da Cunha et al., 2014). Cependant, cette capacité nécessite
une certaine maturation des cellules dendritiques et le microenvironnement tumoral contient
une forte proportion de cellules dendritiques immatures incapables de stimuler I'immunité
antitumorale. De plus, les cellules dendritiques immatures détectées dans le
microenvironnement tumoral produisent des facteurs proangiogéniques (VEGF, IL-8...) et
augmentent la migration des cellules endothéliales (Fainaru et al., 2010; Huarte et al., 2008).
Les lymphocytes, et notamment les lymphocytes T qui correspondent a la majorité des

lymphocytes infiltrant la tumeur, peuvent également bloquer la réponse antitumorale (Allen
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et Louise Jones, 2011). lls sont recrutés au niveau du site tumorale par les chimiokines
CCL22/CCR4, CXCL12/CXCR4 et CCL5 (RANTES)/CCR1 (Gobert et al., 2009). Les lymphocytes T
régulateurs exprimant FOXP3 (Forkhead Box P3) sont par exemple capables d’inactiver les
cellules T CD8+, les cellules NK ou encore les lymphocytes B (Shevach, 2009). De plus, les
lymphocytes T régulateurs sécrétent une grande quantité de RANKL (Receptor Activator Of
Nuclear Factor Kappa B Ligand) qui va alors activer les cellules tumorales mammaires
exprimant le récepteur RANK et promouvoir les métastases au poumon (W. Tan et al., 2011).
Il a par ailleurs été montré que le tamoxifene pouvait induire I'expression de FOXP3 dans les
lymphocytes T régulateurs infiltrant la tumeur, ce qui pourrait étre un mécanisme de
résistance a la drogue (Joffroy et al., 2010). Les macrophages associés au microenvironnement
tumoral, appelés les TAMs (Tumor-Associated Macrophages) constituent une population
cellulaire particulierement importante dans le cancer du sein et arborent un phénotype
typique qui va promouvoir la croissance tumorale, le remodelage tissulaire, I'angiogenese
mais aussi la suppression de I'immunité adaptative (Candido et Hagemann, 2013). lls sont
recrutés au niveau du site tumoral par des chimiokines tels que CCL2 et vont a leur tour
permettre la survie, la dissémination des cellules cancéreuses et I'angiogenese par la

sécrétion d’IL-10, CCL17, CCL18, CCL22 et de TGF-B (Lin et al., 2015; Solinas et al., 2009).

Bien que tortueux et peu efficaces par rapport a leurs homologues sains, les réseaux
lymphatiques et sanguins du microenvironnement tumoral sont en constante croissance dans
la tumeur, notamment via I'angiogenése, et assurent des roles majeurs dans la croissance
tumorale. En effet, ces réseaux et leurs cellules associées, telles que les cellules endothéliales
et les péricytes, vont avoir pour fonctions principales d’éviter I’hypoxie tumorale, d’alimenter
la tumeur en nutriments et facteurs divers, de prendre en charge les déchets métaboliques,
d’aider les cellules tumorales a échapper a I'immunité anti-tumorale en amenant les cellules
spécifiques telles que les cellules dendritiques précédemment décrites, ou encore de
permettre la métastase (Wang et al., 2017). Ainsi, la communication entre péricytes et cellules
endothéliales est un aspect trés important de la vascularisation tumorale et implique la voie
de signalisation du PDGF-B. Les cellules endothéliales activées produisent le PDGF-B pour
recruter les péricytes exprimant les récepteurs au PDGF-B. En retour, les péricytes vont
contribuer a la stabilisation et a la survie des cellules endothéliales formant les nouveaux

vaisseaux en sécrétant des facteurs trophiques tels que le VEGF et Ang-1 (Angipoietin 1)
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(Birbrair et al., 2014; Hellstrom et al., 1999; Sundberg et al., 2002). Il semblerait que
I'augmentation du nombre de péricytes favorise la croissance tumorale en fournissant un
réseau sanguin stable dans le microenvironnement tumoral mais aussi que la désorganisation
des vaisseaux et la diminution des péricytes favorisent la métastase, montrant le réle

complexe de ces cellules dans la tumorigenese mammaire (Ribeiro et Okamoto, 2015).

Le concept affirmant que les cellules adipeuses participent a la tumorigenese est
maintenant appelé « adiponcose » (Bifulco et Pisanti, 2013). Ainsi, les cellules adipeuses vont
participer a la tumorigenése mammaire en sécrétant de nombreuses cytokines, chimiokines
et hormones comme par exemple CCL5 qui induit la migration et I'invasion des cellules
cancéreuses mammaires (D’Esposito et al., 2016) ou encore la leptine et IL-6 favorisant 'EMT
et I'activation des voies des CSCs (Wolfson et al., 2015). De plus, un microenvironnement
tumoral riche en tissus adipeux fournit un environnement proinflammatoire favorable au
développement de la tumeur (Fukumura et al., 2016; Goodwin et Stambolic, 2015). De facon
intéressante, I'aromatase est fortement liée aux marqueurs des cellules adipeuses dans les
cancers du sein post-ménopause. En effet, la majorité des cancers du sein post-ménopause
sont hormono-dépendants et expriment donc ER. Or, la sécrétion de facteurs pro-
inflammatoires par les cellules adipeuses stimule I'expression d’aromatase qui va convertir les
androgenes en oestrogenes favorisant donc la voie de signalisation de cette hormone (Wang
et al., 2015). Tous ces éléments justifient que I'obésité soit classée comme facteur de risque

du cancer du sein.

Le dernier type cellulaire pouvant jouer un role important dans le microenvironnement
tumoral est la cellule du systeme nerveux. En effet, la tumeur peut étre favorisée a la fois par
des fibres nerveuses infiltrant la tumeur (Huang et al., 2014; C.-M. Zhao et al., 2014), mais
aussi par des cellules nerveuses circulantes appelées cellules neuroendocriniennes (Ayala et
al., 2008). Par exemple, notre équipe a mis en évidence que les cellules cancéreuses
mammaires sécretent des neurotrophines (NGF (Nerve Growth Factor), BDNF (Brain-Derived
Neurotrophic Factor) et NT-4/5 (Neurotrophin 4/5)) de facon autocrine, favorisant
I'innervation de la tumeur ainsi que la prolifération, la survie et la migration/invasion
(Adriaenssens et al., 2008; Demont et al., 2012; Descamps et al., 2001b; Dollé et al., 2004;
Hondermarck, 2012). Les neurotrophines montrent d’ailleurs un intérét thérapeutique car

I'utilisation d’anticorps bloquants anti-neurotrophines méne a une réduction significative des
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tumeurs mammaires dans un modele de xénogreffe (Adriaenssens et al., 2008). Les fibres
nerveuses infiltrant la tumeur mammaire vont en retour sécréter des neuropeptides et des
neurotransmetteurs tels que la norépinéphrine et I'épinéphrine ou encore la substance P qui
vont favoriser la croissance et la métastase des cellules cancéreuses mammaires (Entschladen

et al., 2004; Garcia-Recio et al., 2013; Luthy et al., 2009).

L'ensemble de ces données démontre le réle de « complice » du microenvironnement
tumoral pour participer a la progression tumorale. Cependant, le microenvironnement
tumoral peut également jouer un role protecteur et inhiber la progression tumorale. En effet,
les travaux de notre la boratoire ont permis de montrer que les cellules épithéliales normales
de sein peuvent induire 'apoptose des cellules cancéreuses mammaires via deux mécanismes
différents selon les sous-types moléculaires de cancer du sein : une apoptose dépendante de
p53 et un arrét du cycle indépendant de p53 (Toillon et al., 2002). Une analyse protéomique
du milieu conditionné de cellules épithéliales mammaires normales a permis d’identifier
I'lGFBP-3 (Insulin-like Growth Factor Binding Protein-3) et la maspin comme les facteurs pro-
apoptotiques responsables de cette apoptose des cellules cancéreuses mammaires (Toillon et

al., 2007).

4. Le cancer du sein : un terme, plusieurs entités

Bien que I'on qualifie la maladie par un singulier, le cancer du sein représente plutot un
ensemble hétérogene de tumeurs définies par différentes caractéristiques cliniques,
évolutions et réponses aux traitements. En effet, le cancer du sein est marqué par une
hétérogénéité a la fois inter-tumorale mais aussi intra-tumorale. Cette hétérogénéité est
visible a tous les niveaux que ce soit histologique, clinique, génétique ou épigénétique.
Comprendre cette hétérogénéité est critique pour le développement de nouveaux outils

thérapeutiques efficaces (Polyak, 2007).

a. Théories a I'origine de I'hétérogénéité cellulaire du cancer du sein

Il est maintenant admis que des altérations génétiques, épigénétiques et I'influence
du microenvironnement tumoral sont a l'origine de la tumorigenése mammaire. Cependant,
une controverse demeure quant a l'origine de I’hétérogénéité cellulaire du cancer du sein, sa
progression et ses différentes résistances thérapeutiques (Shackleton et al., 2009).

Actuellement, deux modeéles compétitifs existent : le modele hiérarchique ou modele des
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cellules souches cancéreuses (CSCs), et le modéle stochastique ou modele d’évolution clonale
(Figure 12). Le modele CSC suggere que la croissance et la progression du cancer est conduit
par une petite population de cellules souches cancéreuses et que la tumeur n’est en réalité
qu’une caricature du développement tissulaire normal ou les cellules souches maintiennent
une hiérarchie normale du tissu (Dick, 2008). Les CSCs sont donc au sommet du
développement tumoral, seules capables de se renouveler et de se différencier en cellules
cancéreuses non souches. De l'autre coté, le modele d’évolution clonale suggere que
n’importe quelle cellule normale peut acquérir des capacités tumorales et que n’importe
quelle cellule tumorale ayant un avantage sélectif peut promouvoir la progression tumorale
(Polyak, 2007). Les deux modeles expliquent ainsi différemment I’hétérogénéité tumorale
mais également I'émergence des résistances thérapeutiques. Les CSCs sont a l'origine plus
résistantes dans le modele hiérarchique tandis que dans le modele stochastique, la thérapie
va conduire a la sélection de clones résistants. Pour autant, il semblerait que ces deux modeéles
ne soient pas mutuellement exclusifs et s’appliquent dans I’ensemble des cancers y compris
le cancer du sein. En effet, de nombreuses études récentes prénent I'émergence d’un
nouveau modele réconciliant les deux précédents. Ce modeéle, appelé le modeéle CSC plastique,
avance |'existence d’une plasticité cellulaire importante permettant aux cellules cancéreuses
non souches de se dédifférencier et d’acquérir certaines capacités souches (Chaffer et al.,
2011; lliopoulos et al., 2011; Marjanovic et al., 2013). Ainsi, une expression transitoire de
TWIST induit un phénotype de cellule souche dans plusieurs lignées cellulaires de sein (Vesuna
et al., 2009), 'EMT conduit a I'apparition de CSCs (Morel et al., 2008) ou encore la sécrétion
d’IL6 permet la transformation de cellules non souches cancéreuses en cellules souches
cancéreuses (lliopoulos et al., 2011; Wang et al., 2014). Dans tous les cas, il est important de
réussir a déterminer quel modele est corrélé avec le comportement clinique de la tumeur afin
de pouvoir cibler efficacement les populations cellulaires les plus abondantes et éviter les

récidives.
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Figure 12 : Les différentes théories a I'origine de I’'hétérogénéité tumorale du cancer du sein

Le modeéle stochastique, ou modéle d’évolution clonale, suggere que chaque cellule tumorale posséde
la capacité d’initier et de maintenir la tumeur. Le modéle hiérarchique, ou modéle des CSCs, suggeére
que les cellules souches cancéreuses résident au sommet du processus de transformation grdce a leurs
capacités d’auto-renouvellement et tumorigéniques. Un autre modéle, appelé modele CSC plastique,
suggére une forte plasticité des cellules cancéreuses non souches qui leur permettrait de se
dédifférencier en cellule souche cancéreuse.

b. Plusieurs stades de développement

Le cancer du sein peut se présenter sous différentes formes selon le stade de
développement de la maladie. Le stade de développement du cancer du sein est déterminé
grace a différents critéres anatomo-pathologiques mais aussi et surtout histologiques (Figure
13). L'apparition d’un cancer du sein est tout d’abord associée a |'apparition d’'une hyperplasie
épithéliale résultant de la prolifération anarchique de cellules épithéliales normales. Si la
tumeur reste localisée au tissu ou elle est apparue, qu’elle reste bien délimitée et que sa
progression est lente, on la qualifiera de tumeur bénigne. Les tumeurs bénignes ont un
pronostic favorable car elles ne récidivent pas apres exérése compléte et n’entrainent pas la

formation de métastases. Les tumeurs malignes correspondent a des stades de
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développement tumoral plus avancés. En effet, la tumeur peut continuer sa progression en
passant de I’hyperplasie épithéliale au carcinome in situ qui correspond a une tumeur maligne
qui reste locale, sans destruction de la lame basale, mais dont les cellules sont fortement
prolifératives. Il existe deux types de carcinomes in situ selon la localisation de la tumeur : le
carcinome canalaire in situ (CCIS) lorsque la tumeur est localisée dans la lumiére du canal
galactophore et le carcinome lobulaire in situ (CLIS) lorsque la tumeur se situe dans les alvéoles
des lobules mammaires (Wellings et Jensen, 1973). La tumeur peut ensuite continuer sa
progression pour devenir infiltrante. Pour arriver a ce stade de développement, les cellules
doivent acquérir différentes propriétés leur permettant de rompre la membrane basale et
d’envahir le tissu conjonctif et les autres tissus environnants. La tumeur est alors qualifiée de
carcinome invasif. Selon la classification de 2012 de I’Organisation Mondiale de la Santé, on
peut classer ces carcinomes invasifs en deux catégories que sont les carcinomes de type non
spécifique (TNS) et les carcinomes de type spécifique (Lakhani et al., 2012). Les carcinomes de
type non spécifiques (80 % des cas de cancers du sein) correspondent principalement a
I’ancienne catégorie des carcinomes canalaires invasifs (CCl) mais sont officiellement définis
par les carcinomes dont I'absence de caractéres morphologiques ne permet pas de les classer
dans la catégorie des types spéciaux. Ainsi, dans le dernier rapport de I'Organisation Mondiale
de la Santé, on dénombrait jusqu’a 21 types de tumeurs du sein différents. Suite au
développement d’un carcinome invasif, la tumeur peut encore évoluer pour donner un cancer
métastatique. Les cellules cancéreuses du site primaire acquiérent la capacité d’envabhir les
tissus environnants et procedent a lintravasation dans les vaisseaux sanguins ou
lymphatiques. Ces cellules peuvent alors étre disséminées vers des organes distants. En
conséquence, elles doivent parvenir a survivre en absence d’ancrage dans les fluides et se
mettent pour cela dans un état de quiescence, en attendant de pouvoir adhérer a la surface
des capillaires de I'organe cible, a la suite de quoi elles peuvent procéder a leur extravasation
dans le parenchyme de l'organe atteint, proliférer et donner une métastase. Si la cellule
métastatique réussit ces étapes complexes, le processus peut de nouveau étre répété pour
produire des métastases secondaires ou « métastase de métastases » (Scully et al., 2012).
Dans le cancer du sein, les organes touchés par les métastases sont principalement les os, le

foie, les poumons et le cerveau (Jin et Mu, 2015).

61



INTRODU

Cellule

Cellule épithéliale
tumorale

luminale

Cellule
pulmonaire

Cellule
myoépithéliale

Matrice  Macrophage . | Vaisseau W
extracellulaire e & sanguin .

S Vaisseau \ dendritique S vt e /ﬁ\
lymphatique Stroma activé Intravasation Extravasation

Fibroblaste

Figure 13 : Les stades de développement d’un cancer du sein

La grande majorité des cancers du sein commence au sein des cellules épithéliales situées dans la lumiere des
canaux mammaires. Suite a des altérations génétiques, épigénétiques et/ou I'influence du microenvironnement
tumoral, ces cellules épithéliales vont proliférer de facon anarchique pour former une masse de cellules
cancéreuses bien délimitée appelée hyperplasie. Suite a I'accumulation des altérations précédemment décrites,
ces cellules tumorales vont devenir plus agressives pour donner un cancer in situ, toujours cantonné par la lame
basale. Le passage de la lame basale par les cellules cancéreuses mammaires définit le stade invasif du cancer
du sein, les cellules cancéreuses ne sont plus cantonnées par la lame basale et se disséminent dans d’autres
organes via leur intravasation dans les vaisseaux sanguins et lymphatiques. Parvenues au niveau de I'organe
cible, les cellules cancéreuses effectuent une extravasation pour atteindre I'organe d’ou elles pourront
éventuellement proliférer et donner une métastase. Les différents stades de développement d’un cancer du sein
sont illustrés par: en haut, des coupes histologiques (adaptée de Rivenbark et al., 2013), en bas, des
représentations schématiques (adaptée de Vargo-Gogola et Rosen, 2007)

c. Plusieurs classifications

Historiquement, la classification des cancers du sein s’est tout d’abord basée sur
I’expertise histopathologique. Par la suite, I'expression des ER, PR et I'amplification d’"HER2
sont venus affiner la classification afin de prédire le pronostique mais aussi la réponse aux
traitements endocriniens et a I'anticorps trastuzumab (Herceptin). Plus récemment, le progres
considérable ayant eu lieu dans les analyses moléculaires a profondément amélioré notre
compréhension de la biologie des cancers du sein mais aussi la classification. L'ensemble de
ces avancées permet le développement de signatures prédictives et pronostiques qui

rapprochent la possibilité d’'une individualisation des traitements (Harris, 2018) .

62



INTRODUCTION

e Classification histopathologique

Comme décrit brievement dans la partie précédente, les cancers invasifs de type non
spécifique (TNS) sont les cancers du sein les plus fréquents, représentant prés de 75 % des
cas. Pour étre classé dans la catégorie des carcinomes spéciaux, les aspects histologiques
spécifiques doivent représenter plus de 90 % de la tumeur. Dans cette catégorie, on compte
principalement les carcinomes lobulaires invasifs (CLI) (environ 10 % des cas de cancers du
sein) (Li et al., 2005) mais aussi les carcinomes médullaires, neuroendocriniens, tubulaires,
apocrines, mucineux, micropapillaires, adénoides kystiques ou encore inflammatoires (Dieci
et al., 2014; Weigelt et al, 2010b). Quelques exemples de cancers invasifs

morphologiquement différents sont présentés en Figure 14.

(AT

hes
St

W (fé’-}.(k«
/‘g; gﬂ%“‘}
| R SO Vv
w1t 4

%
e &
/
]

) 2902

(X
é”r’.l’ ’
yis

/
< P

Figure 14 : Différents types histologiques de cancers du sein invasifs

L’hétérogénéité des cancers du sein est également visible au niveau histologique au sein de cancers
situés au méme stade de développement (cancers invasifs). (a) Carcinome invasif de type non
spécifique, (b) Carcinome lobulaire classique, (c) carcinome tubulaire, (d) carcinome mucineux, (e)
carcinome invasif micropapillaire, (f) carcinome lobulaire pléiomorphique, (g) carcinome médullaire,
(h) carcinome métaplastique, (i) carcinome adénoide kystique. Les coupes sont marquées a
I’hématoxyline et a I’éosine (issue de Vuong et al., 2014).
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Du point de vue histologique, le systeme de gradation le plus utilisé est basé sur la
classification de Scarff, Bloom et Richardson (Bloom et Richardson, 1957; Scarff et Torloni,
1968), modifié par la suite par Elston et Ellis (Elston et Ellis, 1991), qu’on appelle aussi le
systeme de gradation Nottingham (SGN). Cette classification est basée sur la détermination
histologique du degré de différenciation de la tumeur. Les scores sont ainsi déterminés en
fonction de la proportion de tubules, du pléomorphisme nucléaire, et du nombre de cellules
en mitose dans le champ du microscope par rapport au nombre total de cellule (Vuong et al.,

2014) (Tableau 1).

Caractéristiques

. . Score 1 Score 2 Score 3
histologiques

Plus de 75 % de la 10375 %de la Moins de 10 % de

Formation de tubules
tumeur tumeur la tumeur

L. Augmentation o
Noyaux réguliers et >, . Variations
modérée en taille

uniformes L, marquées
et variabilité 9

Pléomorphisme nucléaire

Nombre de mitoses * 0-9 10-19 > 20

Tableau 1: Méthodes semi-quantitatives d’évaluation du grade histologique du cancer du sein
(Méthode de Scarff, Bloom et Richardson)

* Le nombre de mitoses est donné ici en nombre moyen de cellules en mitose dans un objectif X25 sur
10 champs a la périphérie de la tumeur.

Ces scores sont alors combinés pour donner le grade histologique de la tumeur noté de 1 a3
(Tableau 2). Ce systéme de gradation s’est avéré étre un tres bon outil pronostique et a
d’ailleurs été intégré dans des algorithmes (comme le Nottingham Prognostic Index and
Adjuvant ! Online) et directives pour la détermination de chimiothérapie adjuvante (Rakha et

al., 2010).
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Grade Score Description
| 3.5 Tumeur bien différenciée, les cellules ne proliférent pas
activement et ont peu de chances de se disséminer
" 6.7 Tumeur moyennement différenciée, caractéres
histologiques variant entre les grades | et llI
Tumeur peu ou pas différenciée, les cellules montrent
1l 8-9 une prolifération active et sont susceptibles de se

disséminer

Tableau 2 : Détermination du grade histologique par la méthode de Scarff, Bloom et Richardson

e C(Classification TNM

Le cancer du sein peut étre classé en fonction de caractéristiques anatomiques selon la
classification Tumor-Node-Metastasis (TNM), basée sur les travaux de Pierre Denoix dans les
années 1940. Ainsi, le grade TNM est déterminé en fonction de la taille de la tumeur (mais
aussi d’autres aspects comme les relations avec les structures environnantes), les
caractéristiques des ganglions lymphatiques régionaux (nombre ou localisation des ganglions
impactés) et la présence ou I'absence de métastases distantes. La classification TNM a deux
sources différentes : I'une est fournie par I'Union Internationale Contre le Cancer (UICC)
(Brierley et al., 2017) et I'autre par le Comité Américain Mixte sur le Cancer (AJCC ; American
Joint Committee on Cancer) (Amin et al., 2017a). La détermination des stades TNM est
résumée dans le Tableau 3. Cette classification est régulierement actualisée et améliorée. En
Janvier 2018 notamment, I’AJCC a mis a jour la derniére édition de sa classification (la 8%™e
édition) pour incorporer dans la détermination du grade le statut des récepteurs hormonaux
(ER et PR) et d’"HER2 ainsi que I'expression d’un panel de genes par I'utilisation de tests comme
Oncotype DX ou MammaPrint (Cserni et al., 2018). Cette derniére classification a compliqué
la détermination du stade mais s’inscrit dans une volonté de se rapprocher d’'une médecine

personnalisée (Amin et al., 2017b).
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Stade Tumeur Ganglion Métastases Description
p o .
0 0 ou Tis NO MO as de tumeur prl-malre ou cancer in
situ
Tumeur inférieure a 2 cm, pas de
| T1 NO MO ganglions lymphatiques atteints ni de
métastases
0 N1 Tumeur inférieure a 2 cm avec
Wom o m o wo eennerisgon.
T2 NO . .
ganglionnaire
Tumeur de 2 a 5 cm avec atteinte
T2 N1 mineure des ganglions ou tumeur
IIB MO L. . .
T3 NO supérieure a 5 cm sans atteinte
ganglionnaire
A T0/1/2/3 N1/2 MO Tumeur de taille valri?ble avec at'feinte
mineure ou modérée des ganglions
Tumeur de taille variable avec
B T4 NO/1/2 MO extensipn ala po.itrine.ou Ia.pea}J et
atteinte ganglionnaire faible a
modérée
Hic Tout T N3 MO Atteinte ganglionnaire importante
\} ToutT Tout N M1 Présence de métastases distantes

Tableau 3 : Stades cliniques du cancer du sein basés sur la classification TNM.

e Classification moléculaire

Les marqueurs classiques tels que ER, PR, HER2 ou encore Ki67 furent les premiers
facteurs moléculaires a l'origine du regroupement des cancers du sein en sous-groupes
moléculaires et sont conventionnellement utilisés en complément des classifications
histopathologiques pour la prise en charge et I'établissement du pronostique chez les patients
(Cheangetal., 2009; Dowsett et al., 2013; Vallejos et al., 2010). L’expression de ces marqueurs
est évaluée par des techniques classiques d’immunohistochimie mais également par la
technique d’hybridation in situ qui permet notamment la détermination des amplifications
géniques. La détection de ces quatre biomarqueurs par IHC (IHC4), est relativement simple et
peu colteuse, ce qui en fait la technique de stratification moléculaire la plus utilisée de par le
monde. D’autres marqueurs IHC peuvent compléter la stratification des cancers du sein
comme EGFR et CK5/6 (Nielsen et al., 2004). Cependant, bien qu’ayant montré un avantage

certain en clinique, ces méthodes d’évaluation ont leurs limites. En effet, I’évaluation des
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risques et des traitements suite a ces marquages mene parfois a de mauvais choix de
traitements (sous-évaluation ou surévaluation) car la détermination des seuils de positivité
par les techniques d’IHC et FISH reste subjective et les méthodes de fixation des tissus et la
méthodologie des marquages peuvent grandement faire varier I'interprétation des résultats

(Tang et al., 2009; Walker, 2008; Zaha, 2014).

Historiguement, la classification moléculaire commenca avec les analyses de perte
d’hétérozygotie (LOH; Loss Of Heterozygosity) et d’hybridation comparative du génome
(CGH ; Comparative Genomic Hybridization) dans les années 90 (revue dans (Vuong et al.,
2014)). Au début des années 2000, les analyses d’expression par des techniques d’analyse a
large échelle, notamment les biopuces a ADN, ont permis d’établir des sous-types
moléculaires précis et cliniquement relevant. Ainsi, I'’équipe de Perou fut la premiere a
distinguer cinq sous-types distincts de carcinomes mammaires basés sur |’expression
génique : Luminal A, Luminal B, HER2+, Basal-like et Normal-like (Hu et al., 2006; Perou et al.,
2000; Sgrlie et al., 2003, 2001). Ces « sous-groupes intrinséques » ont été validés par de
nombreuses autres études et ont montré une bonne valeur pronostique ainsi que prédictive
a la réponse a la chimiothérapie (Prat et al., 2015; Rouzier et al., 2005). Des outils sont
d’ailleurs commercialisés pour classer les tumeurs de sein dans les différents sous-groupes
comme Prosigna™ qui est basé sur I'expression de 50 génes (Wallden et al., 2015). Ainsi, les
cancers Normal-like présentent des caractéristiques de tissus normaux et sont d’ailleurs sujets
a controverse car certains auteurs estiment qu’il s’agit de contaminations par des tissus de
glande mammaire normaux. Les cancers de type Luminal A et B expriment ER mais les luminal
A sont de meilleur pronostique que les luminal B car présentent une plus faible expression de
marqueurs de prolifération. Les tumeurs HER2+ surexpriment le récepteur HER2 et sont de
bon pronostique grace notamment a la découverte des thérapies ciblant HER2 tel que le
trastuzumab. La majorité des cancers Basal-like n’expriment pas ER/PR et ne présentent pas
de surexpression d’'HER2. Ainsi, le terme Triple-Négatif est souvent utilisé pour désigner les
cancers Basal-like mais tous les cancers Triple-Négatifs ne sont pas de type Basal-like (Carey
et al., 2010). Ces cancers sont considérés comme de mauvais pronostique et présentent
d’ailleurs une prise en charge particulierement élevée de fluorodésoxyglucose (FDG) en
imagerie PET (Positron Emission Tomography) (Basu et al., 2008). Par ailleurs, ces cancers sont

caractérisés par une surexpression de genes spécifiques des cellules myoépithéliales comme
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par exemple les cytokératines de haut poids moléculaires CK5 et CK14, la phospho-cadhérine
ou encore I'EGFR (Weigelt et al., 2010a). Ce sous-type est le plus hétérogéne et certaines
études plus récentes ont d’ailleurs divisé cette catégorie en différents sous-groupes (Lehmann
et al., 2016; Masuda et al., 2013). Parmi les différents sous-groupes de cancers basal-like
découverts, on compte par exemple les tumeurs LAR (Luminal Apocrine Receptor)
caractérisées par une forte expression du récepteur aux androgenes ou encore les tumeurs
« claudin-low » qui sont caractérisées par un enrichissement en marqueurs de cellules
souches cancéreuses et une faible expression des marqueurs de jonction cellulaire tels que la
cadherin-1 (CDH1) et les claudines (CLDN) (Farmer et al., 2005; Prat et al., 2010; Prat et Perou,
2011). Avec le développement des technologies a large échelle, la catégorisation des cancers
du sein entre dans une nouvelle ere avec l'apparition d’analyse a différents niveaux :
génomique, transcriptionnelle, translationnelle ou encore épigénétique. Récemment, un
classement basé sur les analyses génomiques et transcriptomiques de 200 échantillons de
cancers du sein a permis de redéfinir dix nouveaux groupes appelés « integrative clusters »
(IntClusts) avec des implications cliniques distinctes (Curtis et al., 2012). Par ailleurs, une étude
menée par TCGA a intégré les informations de plateformes multiples (nombre de copies ADN,
méthylation de I’ADN, séquencage de I'exome, ARNm, miRNA et protéines) pour redéfinir
quatre sous-groupes majeurs de cancer du sein : Luminal A, Luminal B, HER2+ et Triple-Négatif

(The Cancer Genome Atlas Network, 2012) (Tableau 4).

L'ensemble de ces études a permis le développement de signatures moléculaires
distinctes afin de fournir une aide efficace a la détermination du pronostique des patients.
Parmi ces tests génomiques, on peut citer Mammaprint (Agendia, Amsterdam, Pays-Bas) qui
a été le premier a s'imposer comme signature pronostique. Mammaprint est un test sur un
panel de 70 genes par utilisation de biopuces a ADN et a été approuvé par I’'US Food and Drug
Administration (FDA) en 2007 pour le pronostique des patientes notamment les possibilités
de récidives de la tumeur. D’autres tests comme le test Veridex 76-gene ou encore le
MapQuant Dx (Ipsogen SA, Marseille, France) fonctionnent aussi sur "utilisation de biopuces
a ADN (Paik et al., 2004; Wang et al., 2005). Il existe également des tests basés sur 'utilisation
de la technique de gRT-PCR comme I'Oncotype DX et Theros (Ma et al., 2008; Paik et al., 2006).

Malgré le peu de genes en commun dans les différentes signatures, les études montrent une
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INTI

entre MammaPrint et Oncotype DX (Fan et al., 2006).

Sous-type
moléculaire

Prévalence

Grade
histologique

Statut IHC

Caractéristiques
génomiques

Mutations

Méthylation de
I'ADN

Pronostique
Recommandation

de traitements
(néo)adjuvants

Luminal A

50-60 %

1/2

ER+, PR+,
HER2-, Ki67-

Génome
"silencieux"

PIK3CA,
MAP3K1,
GATA3, FOXA1

Favorable

Thérapie
endocrinienne
seule

Luminal B

10-30 %

2/3

ER+, PR+,
HER2+/-, Ki67+

Instabilité
génomique
modérée ;
amplification de
CDN1, MDM_2 ;
perte d'ATM ;
Amplification
focales

TP53, PIK3CA,
PTEN

Hyperméthylation

Intermédiaire
Thérapie
endocrinienne +/-
chimiothérapie
+/- thérapie anti-
HER2

Tableau 4 : Les sous-types moléculaires du cancer du sein.
(adapté de Dai et al., 2015 ; Lam et al., 2014 ; The Cancer Genome Atlas, 2012 ; Vuong et al., 2014)

HER2-enriched

10-15 %

2/3

ER-, PR-, HER2+,
Ki67+

Forte instabilité
génomique ;
amplification

d'HER2, CDN1.

TP53, PIK3CA

Défavorable

Chimiothérapie
+ thérapie anti-
HER2

Basal-like

10-20 %

ER-, PR-, HER2-,
Ki67+

Forte instabilité
génomique ;
amplifications
focales ; perte de
RB1, BRCA1.

TP53

Hypométhylation

Défavorable

Chimiothérapie
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5. Diagnostic et traitements du cancer du sein

Le cancer du sein est une maladie complexe caractérisée par de nombreux facteurs
morphologiques, cliniques et moléculaires et c’est pourquoi son traitement nécessite une
coordination étroite entre différentes disciplines médicales et paramédicales. En effet, une
fois le diagnostic effectué, le traitement d’un cancer du sein va associer, en fonction du type
de cancer, la chirurgie, la radiothérapie, I’"hormonothérapie ou encore I'utilisation de
thérapies ciblées. La prise en charge et le traitement des cancers du sein subit ces dernieres
années une évolution progressive vers un traitement personnalisé afin d’augmenter
I'efficacité thérapeutique tout en réduisant les effets secondaires indésirables (Abreu et al.,

2014).

a. Détection et diagnostic

La détection d’un cancer du sein a un stade peu avancé de son développement peut
permettre de le soigner plus rapidement mais aussi de limiter les séquelles liées a certains
traitements (Dépistage du cancer du sein | Institut National Du Cancer, 2018). Ainsi, il est
important de considérer certains signes pouvant étre causés par un cancer de sein tels que
I"apparition d’'une grosseur ou d’un épaississement au niveau du sein ou sous l'aisselle, un
changement de taille ou de forme, une modification au niveau de I'aréole (rétraction,
changement de coloration, suintement ou écoulement) ou encore une modification de la peau
(rougeur, cedéme ou aspect de peau d’orange). Il est d’ailleurs recommandé d’effectuer un
examen clinique des seins tous les ans des I’age de 25 ans qui permettra a un médecin ou un
personnel du milieu médical, par palpation, de vérifier la présence d’éventuelles anomalies.
De plus, un historique du mode de vie et des précédentes maladies de la patiente sera pris en

compte.

Afin de confirmer précisément la présence d’un cancer du sein, plusieurs tests
différents peuvent étre effectués. Des images des tissus internes du sein peuvent étre
obtenues par des techniques d’imagerie telles que la mammographie par rayons X
(radiographie), I"’échographie ou encore I'imagerie par résonnance magnétique (IRM). La
mammographie reste la technique la plus utilisée, les autres étant utilisées de facon
complémentaire. Cette technique a d’ailleurs été récemment améliorée pour donner la

tomosynthése ou mammographie 3D permettant la visualisation des tissus mammaires en 3D
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(Helvie, 2010). Des analyses de sang peuvent également permettre la détection de marqueurs
tumoraux tels que le CA 15-3 (Cancer Antigen 15-3) et le CEA (Carcino-Embrionic Antigen)
(Shao et al., 2015). Enfin, une biopsie (prélevement chirurgical sous anesthésie locale ou
régionale) peut étre effectuée pour diagnostiquer un cancer du sein. Cet examen a pour but
de prélever des cellules provenant du tissu suspect qui seront ensuite examinées sous
microscope par un anatomopathologiste pour vérifier la présence d’un cancer. Les biopsies
sont d’ailleurs nécessaires a I'établissement précis du diagnostic et a la détermination du type

de cancer du sein.

Une fois la présence du cancer du sein confirmée, celui-ci doit étre gradé comme nous
I’'avons déja vu dans la précédente partie sur la classification des cancers du sein. Mais les
déterminations histopathologiques et moléculaires ne suffisent pas a la gradation compléte
du cancer du sein. En effet, des tests doivent étre effectués pour déterminer si des cellules
cancéreuses se sont disséminées dans le sein ou dans d’autres organes. Une biopsie du
ganglion sentinelle permet de savoir si les cellules cancéreuses se sont disséminées et s'il est
nécessaire d’enlever les ganglions axillaires. En effet, le ganglion sentinelle est le premier
ganglion a recevoir le drainage lymphatique de la tumeur et donc potentiellement le premier
a accueillir d’éventuelles cellules métastatiques. On le détecte en injectant un colorant (bleu
patenté) et/ou une substance radioactive (technétium-99 m (Tc-99 m)) pres de la tumeur
(Giuliano et al., 1994). Des scanners peuvent également étre utilisés comme la radiographie
de la poitrine, le CAT scan (Computer-Assisted Tomography) ou encore la Tomographie par
émission de positons (TEP ; PET scan). Cette derniére technique consiste a injecter dans les
veines une petite dose de glucose couplée a une molécule de Fluor 18 radioactive (18-FDG ;
18-Fluoro-DésoxyGlucose) qui sera détectée par le scanner TEP. Les cellules tumorales étant
plus actives métaboliquement captent plus de glucose que les cellules normales et sont donc

détectées par le scanner TEP.

b. Traitements des cancers du sein

Le choix du traitement dépend de différents facteurs tels que le type de cancer du sein,
I’envahissement des ganglions ou encore la présence de métastases entre autres, des facteurs
qui sont déterminés lors du diagnostic du cancer. Le traitement adéquat est établi par une

Concertation Oncologique Multidiplinaire (COM) ol se réunissent des médecins de différentes
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disciplines. Les traitements sont donc individualisés et cette individualisation de traitements

s’améliore d’année en année grace au profilage moléculaire.
e Lachirurgie

La chirurgie est la plupart du temps le premier traitement appliqué aprés le diagnostic
d’un cancer du sein. Dépendant du type de cancer, la chirurgie pourra étre soit partielle
(tumorectomie : ablation chirurgicale de la tumeur), soit radicale (mastectomie : ablation
compléte du sein). Une ablation des ganglions axillaires touchés peut éventuellement étre
pratiquée. De méme, une chirurgie pour enlever les métastases ayant atteints d’autres
organes peut aussi étre envisagée. Suite a la chirurgie et selon le type de cancer, un traitement
par radiothérapie ou par chimiothérapie peut étre prescrit afin d’éviter une éventuelle

récidive loco-régionale ou a distance (Maughan et al., 2010).
e Laradiothérapie

Grace a la radiothérapie, I'utilisation de rayons X ou de faisceaux d’électrons pouvant
endommager I’ADN des cellules ciblées, il est possible d’éliminer spécifiquement les cellules
cancéreuses. Deux méthodes existent pour effectuer une radiothérapie : la premiére est la
radiothérapie externe ou les rayons sont produits par un appareil situé a I'extérieur du corps,
la deuxieme consiste a implanter temporairement de fins tubes contenant la source des
rayons au niveau du sein. La radiothérapie peut étre utilisée dans le traitement de la plupart
des grades de cancer du sein car son efficacité pour diminuer la récidive a été largement
prouvée (Clarke et al., 2005). De maniére plus rare, la radiothérapie peut étre préconisée pour
diminuer la taille de tumeur inopérable avant la chirurgie. Les rayons utilisés pour la
radiothérapie sont dirigés vers une zone spécifique du sein et les effets secondaires sont donc
limités a un niveau local (irritations) dans la majorité des cas. Cependant, une période
prolongée d’irradiation peut faire apparaitre une fatigue générale ou un gonflement du sein.
De nouvelles techniques de radiothérapie font leur apparition comme par exemple la
protonthérapie qui, contrairement aux radiothérapies conventionnelles, focalise un faisceau
de protons sur la lésion ce qui minimise les dommages occasionnés aux tissus environnants

mais aussi augmente I’homogénéité d’irradiation dans la tumeur (Orecchia et al., 2015).
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e Lachimiothérapie

La chimiothérapie est la thérapie conventionnelle pour les femmes présentant une
atteinte ganglionnaire ou une tumeur de plus d’un centimétre. C'est également la stratégie
de traitement utilisée pour les cancers invasifs ne présentant pas de thérapies ciblées comme
les cancers triple-négatifs. La chimiothérapie regroupe plusieurs types de drogues qui vont
avoir pour effet de détruire préférentiellement les cellules cancéreuses dans I'ensemble de
I’organisme. Ainsi, comparée a la chirurgie et la radiothérapie, la chimiothérapie n’est pas un
traitement loco-régional car elle agit sur I'ensemble de [I‘organisme, bien que
préférentiellement sur les cellules cancéreuses. Les drogues de chimiothérapie fonctionnent
par ciblage de la prolifération et de la division cellulaire a différents niveaux. Ainsi, les cellules
cancéreuses étant plus actives que les cellules normales, celles-ci seront plus fortement
impactées par la chimiothérapie. Ces drogues peuvent étre utilisées en traitement seul mais
sont la plupart du temps utilisées en association avec d’autres drogues. La chimiothérapie
peut étre néo-adjuvante (avant le traitement principal, souvent la chirurgie) ou adjuvante
(aprés le traitement principal). Il existe différents types de chimiothérapie utilisés dans le

traitement du cancer du sein (Esposito et al., 2014) :

Les antimétabolites : analogues de certains métabolites qui vont étre utilisés a la place

des métabolites normaux et donc interférer avec leur role de base. Par exemple, le 5-
fluorouracile (5-FU), un analogue de la pyrimidine, va étre métabolisé et pris en charge par la
thymidilate synthétase ce qui empéchera cette enzyme d’effectuer son travail normal qui est
de méthyler I'uracile en thymine. Ceci va alors provoquer une inhibition de la synthese d’ADN.
De plus, il peut étre incorporé dans les ARNs a la place de 'uracile. Parmi les antimétabolites
utilisés dans le traitement du cancer du sein, on compte également le méthotrexate, la

capécitabine ou encore la gemcitabine (Institut National du Cancer).

Les anthracyclines : composés s’intercalant entre les paires de bases azotés de I’ADN

et qui pourraient également empécher I'activité de la topoisomérase 2, bloquant donc la
synthese d’ADN. Dans le traitement du cancer du sein, on utilise la doxorubicine et son dérivé,

I’épirubicine (Conte et al., 2000).

Les agents alkylants : composés possédant un groupe alkyl qui va étre incorporé a

certaines bases de I’ADN provoquant une liaison de deux nucléotides adjacents et donc,
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perturbant la réplication de I’ADN. De plus, I'alkylation de la guanine peut également conduire
a son excision provoquant des cassures de I’ADN. Le cyclophosphamide est le seul agent
alkylant autorisé pour le traitement du cancer du sein (O’Shaughnessy, 1999). D’autres
composés ont été testés en phases d’essais cliniques mais n’ont pas donnés de résultats
significatifs sur I'amélioration de la survie des patientes comme ce fut le cas avec le
témozolomide, bien que des effets encourageants aient été obtenus dans le cas de

traitements de métastases au cerveau (Trudeau et al., 2006; Zhu et al., 2014).

Les poisons du fuseau mitotique : composés ciblant la tubuline cytoplasmique dont la

polymérisation est nécessaire a la construction du fuseau mitotique et donc a de nombreux
processus cellulaires vitales tels que la mitose ou la maintenance de la morphologie cellulaire.
Il existe plusieurs types de poisons du fuseau en fonction de leur structure, origine, sites de
liaison sur la tubuline et conséquences sur les microtubules. Les alcaloides de la pervenche
(Vinorelbine) empéchent la polymérisation des microtubules, les taxanes (paclitaxel et
docétaxel) stabilisent de facon définitive la tubuline, et I'Eribuline inhibe la croissance des
microtubules en piégeant la tubuline dans des agrégats non productifs (Nabholtz et Gligorov,

2005).
e Les thérapies ciblées

Les thérapies ciblées ont pour particularité de cibler préférentiellement les
biomarqueurs et aberrations spécifiques du cancer. Ainsi, ce type de traitement cherche a
éliminer les cellules cancéreuses ou a bloquer leur croissance tout en limitant les dommages
aux cellules saines. Les récentes avancées en matiere de profilage moléculaire du cancer du
sein ont permis I'’émergence de nombreuses thérapies ciblées agissant a différents niveaux
dans les cellules cancéreuses de sein et permettant de se rapprocher d’'une thérapie
personnalisée en fonction du type de tumeur propre a chaque patiente. Cependant, certaines
de ces thérapies ciblées peinent a démontrer leur efficacité en clinique suite a I'émergence de
résistances permises par la plasticité exceptionnelle des cellules cancéreuses. Il est donc
impératif de poursuivre la recherche de nouvelles cibles thérapeutiques afin de développer
de nouvelles thérapies ciblées contrant ces résistances aux anciennes thérapies (Khamisipour
et al., 2016; Tsimberidou et al., 2014) (Figure 15). Les thérapies ciblées présentées ci-apres

sont classées en fonction de la classe moléculaire de la tumeur ciblée.
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v Les cancers du sein hormono-dépendants (Luminal A et B) :

Le récepteur a aux cestrogénes est considéré comme 'un des biomarqueurs les plus
importants dans le cancer du sein et représente le principal déterminant pour le choix d’un
traitement par ’hormonothérapie. Ainsi, I’hormonothérapie sera administrée aux patientes
présentant un cancer de type luminal (A et B) afin de contrer la signalisation dépendante de
ce récepteur. Il existe différents types de drogues d’hormonothérapie en fonction de la

molécule ou de la voie ciblée.

Les SERMs (Selective estrogen receptor modulators) représentent un groupe de
molécules ayant des activités oestrogéniques agonistes ou antagonistes et fonctionnent en se
liant au récepteur aux cestrogeénes, empéchant la fixation des cestrogénes et perturbant sa
signalisation pro-tumorale. Les SERMs actuellement disponibles et approuvés par la FDA sont
le tamoxiféne, le toremiféne ainsi que le raloxifene (Abreu et al., 2014). Les SERDs (Selective
Estrogen Receptor Dergraders) sont des molécules se liant au récepteur aux oestrogénes et
causant sa dégradation. Un seul SERD est actuellement utilisé dans le traitement des cancers
du sein, le fulvestrant (Ciruelos et al., 2014). Les inhibiteurs d’aromatase (Als) bloquent la
synthése des oestrogeénes a partir des androgenes via I'inhibition de I'activité de I'aromatase,
ce qui a pour conséquence une réduction des niveaux d’oestrogenes. Trois Als sont
actuellement approuvés pour le traitement des cancers du sein : le letrozole, I'anastrozole et
I’exemestane. Les Als ont montré une efficacité accrue par rapport au tamoxiféne dans le
traitement des patientes post-ménopauses (den Hollander et al., 2013). De nombreuses
études ont également montré I'intérét de I'utilisation des Als pour la prévenir I'apparition d’un
cancer du sein (Cuzick, 2003; Goss et al., 2007; Zhang et al., 2011). Enfin, des analogues de
I’'hormone responsable de la libération de I’'hormone lutéinisante (LHRH : Luteinizing Hormone
Releasing Hormone) sont également utilisés en hormonothérapie. Ces molécules (goséréline
et leuprolide) suppriment la production d’hormones par les ovaires et sont utilisées en
combinaison avec la chimothérapie afin de prévenir la perte de fonction des ovaires (Moore
et al.,, 2015). L'ensemble de ces drogues fonctionnant de différentes maniéres sur la
signalisation des oestrogénes, elles sont généralement combinées ou utilisées en complément
d’une chimiothérapie (Reinert et Barrios, 2015; Tong et al., 2018). Récemment, un nouveau
type d’hormonothérapie a démontré des effets encourageants sur la survie des patientes

atteintes de cancer du sein par l'utilisation d’inhibiteurs de la stéroide sulfatase. La stéroide
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sulfatase est une enzyme régulant la conversion de stéroides sulfatés inactifs en stéroides
actifs et en stéroides oestrogéniques (Purohit et al., 2011). Il a été démontré que les tumeurs
de type luminal présentaient une augmentation de I'expression et de I'activité de cette
enzyme, ce qui en fait une cible prometteuse pour tenter de réduire les niveaux d’oestrogénes
chez ces patientes (Stanway et al., 2007). Ainsi, la combinaison d’irosustat, un inhibiteur de
premiere génération de la stéroide sulfatase, et d’un inhibiteur d’aromatase, a été évaluée
lors d’un essai clinique de phase 2 et a montré un bénéfice clinique significatif (Palmieri et al.,
2017). Malgré ces résultats satisfaisants, les essais n’ont pas été poursuivis suite aux résultats

décevants de cet inhibiteur administré en monothérapie.

Les cancers du sein de type luminal, en particulier métastatiques, peuvent développer
des résistances a I'hormonothérapie suite, par exemple, a des altérations génomiques
touchant les récepteurs aux oestrogénes et/ou a la suractivation d’autres voies de
signalisation dépendantes des facteurs de croissance (Augereau et al., 2017). Ainsi, parmi les
thérapies ciblées émergentes dans le traitement des cancers du sein luminal, les inhibiteurs
des kinases dépendantes des cyclines 4 et 6 (CDK4/6 ; Cyclin-Dependent Kinases 4 and 6) se
révelent prometteurs. Les CDK4/6 régulent la progression du cycle cellulaire en phase G1/S
grace a leur interaction avec la cycline D1 permettant la phosphorylation de la protéine Rb,
un corépresseur des facteurs de transcription de la famille E2F. Ces facteurs de transcription
contrbélent de nombreux génes nécessaires a la transition G1/S et au passage en mitose
(Augereau et al., 2017; Knudsen et Witkiewicz, 2017; Shah et al., 2018). Deux inhibiteurs des
CDK4/6 ont récemment été approuvés par la FDA pour le traitement de patientes atteintes
d’'un cancer hormonodépendant en combinaison avec un inhibiteur d’aromatase : le
Palbociclib (février 2015) et le Ribociclib (mars 2017) (Duso et al., 2018; Finn et al., 2016) . Les
inhibiteurs de la protéine mTOR se sont également avérées étre une bonne option de
thérapies ciblées. En effet, la protéine mTOR joue un role central dans de nombreux processus
cellulaires en tant qu’effecteur important de la voie de signalisation PI3K (Zarogoulidis et al.,
2014). Ainsi, I'Everolimus a été approuvée en juillet 2012 par la FDA pour le traitement de
cancers hormonodépendants en combinaison avec I'exemestane, suite a un échec des
traitements au letrozole ou anastrozole (Baselga et al., 2012). De nombreuses molécules
ciblant d’autres mécanismes sont en cours d’essais cliniques (phases 3) telles que des

inhibiteurs de PI3K, comme I'alpelisib (NCT02437318) et le taselisib (NCT02340221), ou
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encore des inhibiteurs d’histone déacétylases comme I’Entinostat (NCT02115282) (Dickler et

al., 2018; Perez, 2016; Yardley et al., 2013).
v" Les cancers du sein HER2+

L'introduction des thérapies ciblant HER2 depuis une quinzaine d’années a permis
d’améliorer considérablement la survie des patientes atteintes par ce type de cancer du sein.
En effet, la médiane de survie globale de ces patientes est passée d’environ 20 mois a 5 ans
(Baselga et al., 2012). Actuellement, toutes les thérapies ciblées approuvées par la FDA et
utilisées pour le traitement des cancers HER2+ sont basées sur le ciblage du récepteur HER2
grace a des anticorps monoclonaux ou a des inhibiteurs de tyrosine kinase. Ainsi, les anticorps
monoclonaux Trastuzumab et Pertuzumab se fixent sur le domaine extracellulaire d’"HER2
permettant le blocage de son hétérodimérisation et de son activation. Le lapatinib, un
inhibiteur de de tyrosine kinases ciblant a la fois HER2 et EGFR, fut approuvé par la FDA en
2007 puis l'ado-trastuzumab emtansine, un agent composé d’un anticorps trastuzumab
couplé a un inhibiteur de microtubules, fut approuvé en 2013 (Abreu et al., 2014; Figueroa-
Magalhdes et al., 2014). Actuellement, les recommandations pour le traitement d’un cancer
du sein HER2+ sont un traitement néoadjuvant avec une combinaison de chimiothérapie et
une thérapie ciblant HER2, suivi d’une chirurgie, d’une radiothérapie et enfin de 12 mois de

thérapies ciblant HER2 (Wuerstlein et Harbeck, 2017).

Malgré les thérapies ciblant HER2 développées ces dernieres années, la résistance a
ces thérapies reste un probléme conséquent qui a conduit au développement de nouvelles
stratégies thérapeutiques permettant d’outrepasser les résistances innées ou acquises aux
traitements actuels. Actuellement, de nouvelles drogues ou combinaisons de traitements sont
en cours d’évaluation a différents stades d’essais cliniques. Des inhibiteurs de kinases
intracellulaires montrent actuellement des résultats encourageants comme les inhibiteurs de
PI3K buparlisib et pilaralisib qui ont montré une bonne efficacité en combinaison avec le
lapatinib ou le trastuzumab dans des essais cliniques de phase 1 chez des tumeurs HER2+
avancées (Guerin et al., 2017; Saura et al., 2014). L’inhibiteur de mTOR, I'Everolimus, utilisé
en combinaison avec le trastuzumab et le paclitaxel a montré un bénéfice clinique uniquement
chez les patients atteints d’un cancer HER2+ et hormonoindépendant (Hurvitz et al., 2015).
De nouveaux inhibiteurs ciblant la famille des récepteurs HER sont également en cours

d’investigation. C'est le cas du Neratinib, un inhibiteur irréversible des récepteurs HER1, HER2
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et HER4, qui a significativement amélioré la survie des patientes atteintes par un cancer du
sein HER2+ lorsqu’il fut administré aprés une chimiothérapie et une thérapie adjuvante a base
de trastuzumab en essai clinique de phase 3 (Chan et al., 2016). Parmi les autres stratégies
thérapeutiques en développement pour les cancers HER2+, on compte également les
inhibiteurs de Farnesyl transférases qui vont empécher l'insertion a la membrane et la
localisation juxtamembranaire de la protéine Ras en inhibant sa farnésylation, comme le
Lonafarnib qui a montré un avantage en essai clinique de phase 1 lorsqu’il est utilisé en
combinaison avec le trastuzumab et le paclitaxel (Milojkovic Kerklaan et al., 2013). Enfin, un
peptide immunogéne dérivé du domaine extracellulaire d’HER2, le Nelipepimut-S, a été utilisé
comme vaccin pour prévenir la récurrence clinique chez des patientes a haut-risque

(Mittendorf et al., 2014; Tong et al., 2018).
v’ Les cancers du sein Triple-négatifs

Les cancers du sein triple-négatifs sont plus agressifs et plus difficiles a traiter
comparés aux cancers du sein de type luminal et HER2+. En effet, a I’heure actuelle, il n’existe
aucune thérapie ciblée approuvée pour le traitement des cancers du sein triple-négatifs. Seul
le bevacizumab, un anticorps monoclonal dirigé contre le VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor) permettant d’inhiber la néovascularisation de la tumeur et le processus métastatique,
fut approuvée en 2008 par la FDA pour le traitement en premiere ligne de cancers HER2
négatifs en combinaison avec le paclitaxel (Berrada et al., 2010; Mayer et al., 2014).
Cependant, cette indication fut retirée en 2011 di au manque d’efficacité de cette molécule.

Les stratégies thérapeutiques actuelles reposent donc sur |'utilisation de la chimiothérapie.

Le manque de biomarqueurs et donc de thérapies ciblées font de ce type de cancer du
sein le cancer du sein ayant le plus mauvais pronostic. Ainsi, il est impératif de poursuivre la
recherche de thérapies ciblées pour ce type de cancers afin de permettre une meilleure prise
en charge des patientes et notamment la diminution des effets secondaires induits par la
chimiothérapie. Parmi les stratégies les plus prometteuses, on compte tout d’abord les
inhibiteurs de PARP (Poly(ADP-Ribose) Polymérase) qui ont montré un bénéfice clinique chez
des patientes atteintes d’'un cancer du sein triple-négatif et portant une mutation germinale
BRCA1/BRCA2 (Bryant et al., 2005; Turner et al., 2004). En effet, 'enzyme PARP répare les
cassures simple-brins de I’ADN tandis que les genes BRCA1 et BRCA2 codent pour des

protéines qui réparent les cassures double-brins par recombinaison homologue. L'inhibition
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de PARP va mener a I'accumulation de cassures simple-brins résultant en I"apparition de
cassures double-brins. Les cellules cancéreuses portant une mutation dans les génes BRCA
sont incapables de réparer les cassures double-brins ce qui conduit a la mort cellulaire. La
combinaison d’un inhibiteur de PARP et des génes BRCA mutés ménent donc a une élimination
accrue des cellules cancéreuses (Fong et al., 2009; Geenen et al., 2018; Sonnenblick et al.,
2015). Ainsi, dans un essai clinique de phase 3, I'Olaparib a permis d’augmenter la survie sans
progression de 2,8 mois et de diminuer le risque de progression ou de mort de 42 % par
rapport a une chimiothérapie standard (Robson et al., 2017). Trois autres inhibiteurs sont en
cours d’essais cliniques de phase 3: le Talazoparib (NCT01945775), le Veliparib
(NCT02163694) et le Niraparib (NCT01905592).

Le récepteur EGFR est surexprimé dans les cancers du sein triple-négatifs ce qui en fait
une cible thérapeutique potentielle. De nombreux essais cliniques de phase 2 ont évalué
I'intérét du cetuximab en combinaison avec le cisplatine pour le traitement des cancers
métastatiques triple-négatifs et ont montré que I'ajout du cetuximab augmentait la survie
globale et la survie sans progression par rapport au cisplatine seul (Baselga et al., 2013; Carey
et al., 2012). Une réponse plus favorable pourrait étre corrélée avec des tumeurs présentant
une faible expression de la chaine B de la cristalline alpha, une forte expression de PTEN et
une perte d’expression de KRAS (Tomao et al., 2015). La signalisation sous-jacente a I'EGFR (et
a d’autres RTKs) a également fait I'objet d’un ciblage thérapeutique dans les cancers triple-
négatifs notamment avec le Dasatinib, un inhibiteur de kinases multiples incluant SRC, qui a
été testé en essai clinique de phase 2 en tant que monothérapie (Finn et al., 2011). Cet essai
clinique a montré que le Dasatinib en tant qu’agent seul avait un bénéfice clinique limité tandis
gue la combinaison du dasatinib avec le cetuximab et le cisplatin a montré une augmentation
d’apoptose, une diminution de la migration cellulaire et de l'invasion dans les lignées
cellulaires (Kim et al., 2013). Ainsi, il serait intéressant de tester le dasatinib non pas en

monothérapie mais en combinaison avec d’autres drogues dans de futurs essais cliniques.

Tout comme I'ado-trastuzumab emtansine utilisé pour le traitement des cancers du
sein HER2+, un anticorps monoclonal couplé a une drogue antimitotique a montré des
résultats encourageants pour le traitement des cancers du sein triple-négatifs. Le
Glembatumumab Vedotin (GV) est un anticorps monoclonal ciblant la glycoprotéine NMB

(Non Metastatic B) et couplé a un inhibiteur de la polymérisation de la tubuline, la
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monométhyl auristatin E (MMAE) (Rose et al., 2017). La glycoprotéine NMB est surexprimée
dans 40 % des cancers du sein triple-négatifs et son activité a été liée a une augmentation de
la migration, de linvasion et du processus métastatique dans les cellules cancéreuses
mammaires (Maric et al., 2015; Rose et al., 2010a, 2010b). Lors d’un essai clinique de phase
2, une augmentation des survies globales et sans progression a été observée chez les patientes
atteintes d’'un cancer du sein triple-négatif et présentant une surexpression de la
glycoprotéine NMB (Yardley et al., 2015). Un autre essai clinique de phase 2 comparant les
effets de cette thérapie ciblée a la capécitabine pour le traitement de patientes atteintes d’un
cancer du sein triple-négatif et exprimant la glycoprotéine NMB a été lancé en Novembre 2013
(NCT01997333). Cet essai a malheureusement été interrompu en avril 2018 au vu du manque
de bénéfice clinique de la molécule comparée a la chimiothérapie (Fitzhugh, 2018). Enfin,
I'immunothérapie s’avere également étre une stratégie clinique prometteuse pour le
traitement des cancers du sein triple-négatifs notamment via le ciblage du récepteur PD-1
(Programmed cell Death 1) présent a la surface des lymphocytes T activés. En effet, PD-1
empéche 'auto-immunité dirigée contre les cellules tumorales en se fixant a son ligand PD-
L1, ce qui inhibe la réponse immunitaire menée par les cellules T (Iwai et al., 2002). Ainsi, le
Pembrolizumab, un anticorps monoclonal dirigé contre PD-1, a démontré un bénéfice clinique
durable en monothérapie chez des patientes atteintes d’un cancer du sein triple-négatif

métastatique et ayant été préalablement traitées (Adams et al., 2017).

Grace au développement de nouvelles stratégies thérapeutiques, la courbe de
mortalité du cancer du sein est en diminution ces derniéres décennies. Cependant, la récidive
métastatique reste un probléeme majeur avec peu d’options thérapeutiques existantes.
Certaines thérapies ciblées semblent prometteuses mais beaucoup présentent des résultats
peu convaincants, notamment dans les cancers triple-négatifs. Ces résultats décevants
peuvent étre expliqués par I’hétérogénéité existant au sein du sous-type moléculaire triple-
négatif. Il est important de sélectionner le sous-type adapté a chaque thérapie afin de
maximiser les effets bénéfiques de la thérapie ciblée et donc s’orienter vers une thérapie
personnalisée en combinant les outils de profilages moléculaires et les nouvelles thérapies
ciblées (Abreu et al., 2014; Trop et al., 2014). Par ailleurs, des mécanismes de résistance innée

ou acquise peuvent expliquer I'’échec thérapeutique de certaines thérapies ciblées et il est
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également nécessaire de poursuivre la recherche de nouveaux biomarqueurs et de nouvelles

voies a cibler pour améliorer la prise en charge thérapeutique des patientes métastatiques.
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Figure 15 : Les principales thérapies ciblées envisagées pour le traitement du cancer du sein

De nouvelles options thérapeutiques prometteuses sont en cours d’essais cliniques afin de proposer un
ciblage efficace des différentes voies oncogéniques du cancer du sein. En effet, bien que certaines voies
aient déja été préalablement ciblées comme en hormonothérapie ou le ciblage des RTKs et kinases
intracellulaires, des résistances a ces traitements sont constatées. Ainsi, il est nécessaire de proposer
de nouvelles drogues alternatives méme dans des domaines déja explorés afin d’outrepasser ces
résistances. D’autres voies sont également a I’étude telles que I'inhibition des protéines nucléaires PARP
ou des HDACs.
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Il. Le (pro)NGF dans le cancer du sein

Le Nerve Growth Factor et ses paralogues (BDNF, NT-3 et NT-4/5) forment la famille
de facteurs de croissance appelés les neurotrophines. Bien que leurs roles soient bien décrits
dans le développement du systéme nerveux, il est de plus en plus évident que les
neurotrophines, et notamment le NGF et son précurseur, le proNGF, ont un réle dans le
développement de plusieurs types de cancer, notamment dans le cancer du sein. Des
traitements ciblant les neurotrophines et leurs voies de signalisation ont d’ailleurs fait I'objet
d’études cliniques mais des voies de résistance semblent limiter I'efficacité de ces traitements

ciblées.

A. Le NGF et son précurseur

Le NGF a été la premiére neurotrophine découverte, il y a maintenant plus de 50 ans,
grace a la découverte de ses effets sur le développement neuronal dans des embryons de
poulet (Bueker, 1948; Levi-Montalcini et Hamburger, 1951). La protéine fut par la suite
purifiée (Cohen, 1960) et reconnue comme un membre de la famille des neurotrophines qui
comprend également le brain-derived neurotrophic factor (BDNF), la neurotrophin-3 (NT-3)
et la neurotrophin-4/5 (NT-4/5) (Chao, 2003). Pour la découverte du premier facteur de
croissance, Rita Levi-Montalcini et Stanley Cohen furent récompensés par I'attribution du prix

Nobel de médecine en 1984.

1. Synthése et maturation du (pro)NGF

Le gene codant pour le NGF est localisé sur le chromosome 1 chez 'homme,
précisément en position 1p13.2 (Gene ID : 4803, NCBI). Celui-ci est constitué de trois exons
mais 'ARNm transcrits sera issu d’'un seul exon codant. Deux transcrits majeurs peuvent
conduire, par épissage alternatif, a la formation de deux formes de pré-proNGF de 27 et 34
kDa (Edwards et al., 1988; Fahnestock et al., 2004) (Figure 16). Le pré-ARNm code pour un
peptide signal qui redirige le complexe de traduction au niveau du réticulum endoplasmique
granuleux (REG) (Martoglio, 2003). En conséquence, la protéine est séquestrée dans le REG et
le clivage du peptide signal résulte en la création du proNGF qui va alors spontanément former
des homodimeéres de proNGF grace a des liaisons hydrogenes (Trabjerg et al., 2017). Deux
formes de proNGF de 25 et 32 kDa ont a ce jour été mis en évidence, qui sont ensuite

glycosylées pour donner une forme principale d’environ 40 kDa (Al-Shawi et al., 2007). Parmi
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ces glycosylations, on compte deux sites de N-glycosylations (Asn® et Asn''#) ainsi que trois
sites potentiels de O-glycosylations (Ser®, Thr°! et Thri%) (Trabjerg et al., 2017). Pour former
le NGF mature (de 13,2 kDa), le proNGF va étre clivé soit en intracellulaire, soit en
extracellulaire (Lessmann et al., 2003). Lorsque le clivage est intracellulaire, il est effectué par
la famille de convertases subtilisin-kexin et notamment la furine (Bresnahan et al., 1990;
Seidah et al., 1996, 1999). Lorsqu’il est extracellulaire, il est effectué par des protéases telles
gue la plasmine ou les MMP-3 et 7 (Le et Friedman, 2012; Lee et al., 2001). Que le clivage soit
intra- ou extracellulaire, il est effectué au niveau de la méme séquence consensus (R-X-K/R-R)
(Lim et al., 2007). Deux domaines d’acides aminés dibasiques présents dans le propeptide
pourraient également avoir un réle important pour le clivage protéolytique (Suter et al., 1991).
D’autres études ont montré I'importance de la proséquence dans le clivage protéolytique, la
maturation et la sécrétion du NGF notamment via la participation de deux sites de N-

glycosylations (Rafieva et al., 2012; Rafieva et Gasanov, 2016).

l 69 1 11911;7

1 19 122 241

NGF C-ter

Figure 16 : Représentation schématique du préproNGF

Le préproNGF est constitué d’un peptide signal (en gris), d’un propeptide (en rouge) ainsi que de la
partie mature du NGF (en bleu). Les sites impliqués dans le clivage protéolytique sont indiqués par
des fléches noires. Les sites potentiels de N-glycosylation sont indiqués par les motifs T (adaptée de
Rafieva et al., 2012).N-ter : extrémité N-terminale, C-ter : extrémité C-terminale.

2. Structures protéiques du (pro)NGF

La structure du NGF a été déterminée par radiocristallographie en 1991 (McDonald et
al., 1991), révélant un repliement protéique unique (Figure 17.A). Le monomére de NGF
possede une forme allongée dont la partie centrale est composée de deux paires de feuillets
B antiparalleles et tordus (B1- B4). Un c6té de la protéine contient trois boucles en épingle a
cheveux tandis que l'autre co6té est composé d’'un noeud cystéine, formé par trois ponts
disulfures, qui stabilise la conformation de la protéine. Dans sa conformation biologiquement

active, deux monomeres sont arrangés d’'une maniére paralléle et non covalente afin de
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former un homodimeére de 26 kDa portant le nom de B-NGF (Figure 17.B) (Wiesmann et de
Vos, 2001). Les tentatives de cristallisation du proNGF sont a ce jour restées infructueuses, ce
qui est probablement di a sa structure trés flexible (Paoletti et al., 2006) (Figure 17.C).
Cependant, d’autres types d’analyses ont permis de montrer que la structure du propeptide
seul est irréguliére en absence de sa partie mature mais pourrait avoir un réle de chaperonne
du proNGF natif en interagissant avec sa partie mature (Kliemannel et al., 2007, 2004).
Cependant, d’autres études ont démontré que les formes natives et matures du proNGF
n’existaient que sous forme de dimeére (Rattenholl et al.,, 2001). Dans cette conformation
active, la présence du propeptide aurait pour conséquence une modulation de I'affinité entre
le proNGF mature et les récepteurs Trks notamment via le masquage du W2!situé au niveau
de la séquence du NGF mature (Kliemannel et al., 2007) expliquant la faible affinité du proNGF
pour les récepteurs Trks. De facon similaire, la modification structurale de la partie mature du
proNGF par le propeptide permettrait son interaction avec le récepteur p75N™® (Pimenta et al.,
2014). Enfin, la séquence méme du propeptide serait a I'origine de l'interaction entre le

proNGF et la sortiline (Nykjaer et al., 2004).

Nceud cystéine

Figure 17 : Structures protéiques du NGF et du proNGF

A : Monomere de NGF composé de 4 feuillets 8 (notés de 1 a 4) et d’un nceud cystéine indiqué par une
fleche noire (adaptée de Wiesmann et De Vos, 2001). B : Dimeére de NGF constitué par deux protoméres de
NGF (un rouge et un bleu). On peut noter les positions des quatre feuillets 8 précédemment annotés en A
(adaptée de Zhang et al., 2011). C: Dimére de proNGF avec en violet les parties matures du NGF, et en
rouge les parties propeptidiques. Les annotations bleues et vertes constituent la zone d’interaction
majoritaire entre les deux protomeéres (adaptée de Paoletti et al., 2011).

84



INTRC

3. Expression et roles physiologiques du (pro)NGF

NGF mature : En tant que membre de la famille des neurotrophines, le NGF est un facteur de
croissance principalement associé au développement des systémes nerveux central et
périphérique (Barde, 1990). Initialement, Le NGF fut purifié en tant que facteur capable de
réguler la survie de neurones en culture (revue dans Levi-Montalcini, 1987). Il est produit par
les cellules accessoires du systéme nerveux, telles que les astrocytes et les oligodendrocytes,
qui vont a leur tour réguler la survie et la différenciation des neurones. Celui-ci est donc
retrouvé dans de nombreux organes car son niveaux d’expression est dépendant de
I'innervation de I'organe cible (Korsching, 1993). Ainsi, on le retrouve en forte quantité dans
le cceur et la rate qui sont deux organes fortement innervés et son expression reste 20 fois
plus élevée dans le cerveau par rapport aux autres organes (Shelton et Reichardt, 1986;
Yamamoto et al., 1996). Le NGF peut également étre produit par des cellules non neuronales
telles que les cellules épithéliales, les cellules immunitaires, les kératinocytes ou encore les
cellules musculaires lisses (Lambiase et al., 2004; Micera et al., 2003). Ainsi, le NGF est
considéré comme un facteur pléiotrope car il a été montré comme participant a de nombreux
mécanismes aussi bien durant I'embryogenése que pendant I'dge adulte. Par exemple, le NGF
agit en tant que facteur neurotrophique essentiel a I'innervation des organes, notamment du
coeur ou il a été montré qu’une surexpression du NGF obtenue dans une souris transgénique
conduisait a une augmentation a la fois de la taille et du nombre de neurones (Hassankhani et
al., 1995). Le NGF participe également a la réparation tissulaire, a I'inflammation ou encore a
I'angiogénese (Glebova et Ginty, 2004; Micera et al., 2007; Nico et al., 2008; Schenck et al.,
2017). De plus, le NGF est activement étudié pour ses réles dans I'induction de la douleur et
de I'hyperalgésie via les récepteurs nociceptifs (ou nocicepteurs) et des thérapies anti-NGF

sont actuellement a I’étude pour contrer ces effets (Denk et al., 2017; Petty et al., 1994).

proNGF : Le précurseur du NGF fut longtemps considéré comme n’ayant aucune activité
biologique, servant uniquement a la bonne mise en conformation du NGF mature (Edwards et
al., 1988; Suter et al., 1991). Cependant, les données surprenantes montrant que I'activation
du récepteur p75N™® pouvait étre effectuée par le NGF et provoquer I'apoptose des cellules
neuronales en absence de la signalisation de Trk amenérent a reconsidérer ces précédentes
informations (Bamji et al., 1998; Frade et Barde, 1999). Ce n’est qu’au début des années 2000

que le proNGF fut découvert comme ligand spécifique de p75N™® provoquant I'apoptose des
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cellules neuronales (lbanez, 2002; Lee et al., 2001; Teng et al., 2010). Cette découverte a
permis d’expliquer le paradoxe des effets pro-survie et proapoptotique alloués
précédemment au NGF mais aussi la diversité des mécanismes dans lesquelles les
neurotrophines pouvaient étre impliquées. Suite a ces observations, le proNGF fut retrouvé
dans de nombreux tissus (Hempstead, 2014) et s’est méme avéré étre la forme la plus
abondante du NGF dans le cerveau, apres détection par Western Blot (Fahnestock et al.,
2001). De nombreux études ont validé I'effet du proNGF sur I'apoptose des cellules
neuronales et celui-ci est d’ailleurs impliqué dans de nombreuses maladies
neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer (Fahnestock et al., 2001; Pedraza et al.,
2005; Peng et al., 2004), I'encéphalopathie spongiforme (Stoica et al., 2008) ou encore la
maladie de Parkinson (Chen et al., 2008). De la méme maniére, une augmentation de
I’expression de proNGF a été reportée dans les neurones sympathiques des tissus agés, faisant
du proNGF un acteur majeur de la perte neuronale liée a I'age (Bierl et Isaacson, 2007). Des
thérapies ciblant les voies du proNGF, notamment des antagonistes de linteraction
proNGF/p75NR ont d’ailleurs été proposées afin de prévenir cette mort neuronale (Massa et
al., 2006). Outre son effet proapoptotique sur les neurones, le proNGF peut également avoir
le méme effet sur d’autres types cellulaires tels que les cellules musculaires lisses
(Campagnolo et al., 2014; Urban et al., 2013) ou encore les cellules NK (Natural Killers) (Rogers
et al., 2010). De maniere surprenante, le proNGF semble également avoir des effets
neurotrophiques, bien qu’ils soient plus faibles que pour sa forme mature (Fahnestock et al.,
2004). Cette observation a récemment été expliquée par une modulation des niveaux de
récepteurs associés au NGF et a son précurseur, notamment TrkA et p75N™®, qui permettrait
la mise en place de différents complexes préférentiels aboutissant a des signalisations
opposées (loannou et Fahnestock, 2017). Ainsi, le complexe sortiline/proNGF/TrkA
permettrait la survie cellulaire tandis que le complexe sortiline/proNGF/p75N"R conduirait a la
mort cellulaire. L'ensemble de ces informations démontre |’existence d’une balance complexe
entre NGF et proNGF controlant le développement de différents types cellulaires, en
particulier le systeme nerveux sympathique, dans de nombreux organes. Cette balance
semble étre finement régulée par un contréle de la synthése, de la sécrétion, du clivage du

proNGF mais aussi des niveaux de récepteurs associés au (pro)NGF a la membrane.
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B. Les récepteurs du (pro)NGF

A ce jour, trois récepteurs mettent en place les signalisations associées au NGF et a son
précurseur : le récepteur commun a I’ensemble des (pro)neurotrophines : p75NR, e récepteur

de haute affinité au NGF : TrkA, et le récepteur de haute affinité au proNGF : la sortiline.

1. Le récepteur du NGF : TrkA

a. Découverte

TrkA fut le premier membre de la famille des récepteurs a activité tyrosine kinase Trk
a étre découvert en 1986 (Martin-Zanca et al., 1986). Les auteurs mirent alors en avant
I’existence, dans le cancer du célon humain, d’un oncogéne résultant de la fusion des
séquences d’une partie intracellulaire d’un récepteur encore inconnu et de la partie
extracellulaire de la tropomyosine, qu’ils nommeérent en conséquence trk (tropomyosin
receptor kinase). C'est en 1989 que la caractérisation précise de cet oncogene fut effectuée et
que la protéine résultante, gp140Trk, fut reliée au récepteur de haute affinité au NGF dont la
présence était soupconnée a I'époque (Kaplan et al., 1991; Martin-Zanca et al., 1989). La
découverte et la caractérisation des autres membres de la famille des récepteurs a activité
tyrosine kinase TrkB et TrkC permis ensuite de désigner la protéine gp140Trk comme le
premier membre de cette famille et celle-ci fut alors renommée TrkA (Huang et Reichardt,

2003).
b. Structure

Le récepteur TrkA appartient a la superfamille des récepteurs a activité tyrosine kinase.
Il est codé par le gene NTRK1 (Neurotrophic Receptor Tyrosine Kinase 1) situé sur le
chromosome 1 humain en position 1g23.1 (NCBI, Gene ID : 4914). Le géne NTRK1 a été
initialement décrit comme possédant 17 exons et s’étendant sur environ 23 kb (Martin-Zanca
et al., 1989). Cependant, une étude récente a mis en évidence I'existence de 4 nouveaux exons
(nommés A a D) situés en 5’ du gene humain NTRK1 et |'agrandissant a une taille de 67 kb
(Luberg et al., 2015). D’apres cette méme étude, le géne NTRK1 serait chevauché entierement
par le gene INSRR (Insulin Receptor Related Receptor) et partiellement par le géne SH2D2A
(SH2 Domain Containing 2A). L'équipe de Luberg met ainsi en évidence I'existence de

nouveaux sites d’initiation de la transcription ainsi que de nouveaux profils d’épissage
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alternatif pour le gene NTRK1, suggérant 'existence de nombreuses isoformes (développé

dans la partie II.B.1.c. : Les isoformes de TrkA).

L'isoforme contenant I'ensemble des exons du récepteur TrkA, appelée TrkA-Il, est un
récepteur transmembranaire de 796 acides aminés organisé en un domaine extracellulaire de
413 acides aminés, un domaine transmembranaire de 26 acides aminés et un domaine
intracellulaire de 357 acides aminés. Son poids moléculaire est de 140 kDa une fois que la

protéine est pleinement glycosylée (Figure 18).
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Figure 18 : Représentation schématique du récepteur TrkA

Le récepteur TrkA est constitué d’une partie extracellulaire contenant 3 domaines riches en leucines
(LRD) entourés de deux domaines riches en cystéines (CRD) ainsi que deux domaines « Immunoglobulin-
like » (Ig-C1 et 2) proches de la membrane. L’ensemble de ces domaines et les N-glycosylations
présentes participent a la régulation de la fixation du ligand mais seul le domaine Ig-C2 interagit
physiquement avec le NGF. La partie transmembranaire est importante pour I'adressage du récepteur
a la membrane ainsi que pour la transduction du signal. La partie cytoplasmique est responsable de
I'activation du récepteur car elle contient I'activité catalytique du récepteur représentée par un
domaine tyrosine kinase et par plusieurs autres tyrosines phosphorylables. Les numéros de tyrosines
mentionnées dans ce schéma correspondent a celles de I'isoforme TrkA-I.
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Cing sous-domaines composent le domaine extracellulaire du récepteur TrkA : une
région constituée de 3 motifs riches en leucines appelée LRD (Leucine Rich Domain) ou TrkA-
D2, deux régions riches en cystéines nommées TrkA-D1 et —D3 situées de part et d’autre de la
région TrkA-D2, et deux régions « Immunoglobulin-like » nommées Ig-C1 et Ig-C2, ou TrkA-D4
et -D5, situées dans la partie juxtamembranaire du récepteur (Schneider et Schweiger, 1991).
L'ensemble des régions qui composent la partie extracellulaire de TrkA participerait a la
fixation du ligand et a la régulation de son activation (Arevalo et al., 2001; MacDonald et
Meakin, 1996). Plus précisément, la modélisation par cristallographie de I'ectodomaine de
TrkA associé au NGF a montré que le domaine D5 est le seul domaine qui interagit
physiqguement avec le NGF (Wehrman et al., 2007). Méme si le domaine D4 n’interagit pas
physiquement avec le NGF, les études ont montré qu’il était nécessaire a I'expression, a la
mise en conformation ainsi qu’a I'adressage du récepteur TrkA a la membrane plasmique
(Holden et al.,, 1997; Urfer et al., 1995). Limportance de ces deux domaines
« Immunoglobulin-like » est encore souligné par le fait qu’ils seraient nécessaires pour la
prévention de |'auto-activation du récepteur en absence de ligand, en stabilisant les formes
monomériques de TrkA (Arevalo et al.,, 2000). Par ailleurs, 13 sites potentiels de N-
glycosylation existent au sein de la partie extracellullaire du récepteur TrkA mais seulement 6
ont pu étre identifiés lors de la modélisation du complexe NGF/TrkA par cristallographie
(Wehrman et al., 2007). L'absence de glycosylation du récepteur conduit a une
autophosphorylation du récepteur, a une activité kinase constitutive ainsi qu’a une incapacité

a étre dirigée a la membrane (Jullien et al., 2002; Watson et al., 1999).

Le domaine transmembranaire a un role de stabilisation du récepteur TrkA a la
membrane ainsi que dans la transduction du signal car il a été montré que l'introduction d’'une
mutation dans ce domaine altére I'activation de la voie de signalisation passant par ERK
(Monshipouri et al., 2000). Quant au domaine intracellulaire, il est défini par la présence d’un
domaine tyrosine kinase et de différentes tyrosines qui constituent des sites potentiels de
phosphorylation. Au sein du domaine kinase, trois tyrosines (Y670, Y®74 et Y®75) permettent la
trans-autophosphorylation de TrkA (Cunningham et al., 1997). En dehors du domaine kinase,
la tyrosine 490 localisée en juxtamembranaire et les tyrosines 695, 751 et 785 sont essentielles
pour la transmission du signal intracellulaire car elles déterminent le recrutement de

protéines adaptatrices spécifiques (Bradshaw et al., 2013; Obermeier et al., 1993a, 1993b;
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Stephens et al., 1994). De plus, d’autres tyrosines pourraient aussi intervenir dans
I'internalisation et le transport de TrkA comme cela a été montré avec la tyrosine 701 (de

Pablo et al., 2008).

c. Lesisoformes de TrkA

Le gene NTRK1 est la cible d’épissage alternatif ce qui résulte en la synthése de
différentes isoformes protéiques. Pendant longtemps, seules 3 isoformes humaines (TrkA-1,-II
et -1ll) et deux isoformes présentes chez le rat (TrkA-LO et -L1) ont été décrites. TrkA-Il est
I'isoforme résultant de la transcription de I'ensemble des exons. L'exon 9 est épissé dans
I'isoforme TrkA-I, ce qui lui enléve une séquence de 6 acides aminés entre le domaine Ig-C2 et
le domaine transmembranaire. L'isoforme TrkA-Il est majoritairement exprimée dans les
tissus neuronaux et la forme TrkA-I dans les tissus non-neuronaux. lls ne semble pas y avoir
de différences entre les deux isoformes dans la liaison au NGF (Barker et al., 1993). Cependant,
la liaison de la neurotrophine NT-3 est significativement supérieure pour 'isoforme TrkA-II
suggérant un réle dans la sélection du ligand pour I'exon 9 (Clary et Reichardt, 1994a). Pour
I'isoforme TrkA-lll, ce sont les exons 6,7 et 9 qui sont épissés donnant naissance a une
isoforme dans laquelle il manque le premier domaine « Immunoglobulin-like » ainsi que
plusieurs sites de N-glycosylations. En conséquence, TrkA-lll est incapable de fixer le NGF mais
est cependant constamment autophosphorylée et activée. L’épissage alternatif qui donne
naissance a l'isoforme TrkA-lll est augmenté en cas d’hypoxie. Ainsi, cette isoforme est
exprimée dans les progéniteurs neuronaux, dans les neuroblastomes de stade avancé et dans
le thymus, un organe physiologiquement hypoxique (Tacconelli et al.,, 2007, 2004).
Contrairement aux deux premieres isoformes, TrkA-lll n’est pas insérée dans la membrane
plasmique mais plutot séquestrée dans le réticulum endoplasmique et I'appareil de Golgi et
participerait a I'instabilité génétique (Farina et al., 2009). Chez le rat, I'exon 9 peut également
étre épissé et il existe deux isoformes supplémentaires appelées TrkA-LO et -L1 auxquelles il

mangue respectivement trois LRDs ou deux (Barker et al., 1993; Dubus et al., 2000).

Comme brievement annoncé précédemment, un article plus récent a mis en avant une
complexité accrue concernant les isoformes de TrkA (Luberg et al., 2015). En effet, I'équipe
de Luberg montre que le géne NTRK1 s’étendrait sur environ 67 kb, soit presque le triple que
la taille du gene précédemment reportée. L'article suggere également I'existence de

nombreuses autres isoformes non caractérisées et en décrit d’ailleurs certaines. Ainsi, une des
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isoformes dont ils rapportent I'existence, nommée TrkAk, possede la particularité d’étre clivée
a la membrane ce qui résulte en la libération d’'un fragment cytosolique semblant étre

transporté au sein du noyau. Le role de ce fragment reste cependant a déterminer.

d. Signalisations physiologiques de TrkA

e Activation et transduction du signal :

Il est couramment admis que les récepteurs a activité tyrosine kinase sont activées par
leur dimérisation qui se produit grace a la liaison de leur ligand (Lemmon et Schlessinger,
2010). Plus précisément, il a été démontré que la dimérisation des récepteurs n’est pas
I’élément activateur de la signalisation mais plutét un changement conformationnel des
domaines intracellulaires permis suite a la fixation des ligands. Ce réarrangement des
domaines cytoplasmiques conduirait au déclenchement de la cascade de signalisation
intracellulaire en libérant la cis-autoinhibition du domaine kinase permettant alors la trans-
autophosphorylation du récepteur, c’est-a-dire la phosphorylation d’'un monomere par un
autre et vice-versa (Finger et al., 2009; Moriki et al., 2001; Tao et Maruyama, 2008; Ullrich et
Schlessinger, 1990). Ainsi, dans le cas du récepteur TrkA, la fixation du dimére de NGF sur le
dimére de TrkA permet la « rotation » des domaines cytoplasmiques et la phosphorylation des
premieres tyrosines 670, 674 et 675 contenues dans le domaine kinase (Cunningham et al.,
1997). Les tyrosines secondaires 490, 695, 751 et 785 sont ensuite phosphorylées par trans-

autophosphorylation (Bradshaw et al., 2013; Stephens et al., 1994).

Suite a I'activation du récepteur TrkA, des protéines effectrices sont recrutées au niveau
des tyrosines phosphorylées afin d’assurer la transduction du signal. Ces protéines
adaptatrices peuvent interagir soit directement avec les phosphotyrosines grace a leur(s)
domaine(s) SH2 (Src homology-2) et/ou PTB (PhosphoTyrosine Binding domain) (Pawson,
2004; Schlessinger et Lemmon, 2003), soit indirectement via leur interaction avec des
protéines d’amarrages (« docking proteins ») qui sont phosphorylées par le récepteur
(Lemmon et Schlessinger, 2010). Ces protéines adaptatrices incluent notamment FRS2
(Fibroblast Growth Factor Receptor Substrate 2), IRS1 (Insulin Receptor Substrate 1) et la
protéine « scaffold » Gabl (GRB2 Associated Binding protein 1). Ces adaptateurs sont
particulierement importants dans la régulation de la signalisation sous-jacente car ils

modulent la sélectivité et la durée du signal (Brummer et al., 2010).
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Trois voies de signalisation principales sont associées a |'activation du récepteur TrkA
par le NGF : la voie des MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases), la voie PI3K/AKT et la voie
PLC —PKC (PhosphoLipase C — Protein Kinase C) (Figure 19). Selon le contexte cellulaire, ces

voies vont conduire a la survie et la différenciation (Huang et Reichardt, 2003).
e Lavoie des MAPK

L’activation de la voie des MAPK induite par I'activation de TrkA par le NGF est
essentielle pour la différenciation et la survie des neurones et le choix entre ces deux effets
biologiques va dépendre des protéines effectrices recrutées et de I'activation transitoire ou
prolongée des acteurs de cette voie (Marshall, 1995). L’activation transitoire de la voie des
MAPK nécessite le recrutement de la protéine SHC au niveau de la Y*°. Aprés sa
phosphorylation, SHC recrute la protéine adaptatrice GRB2, en complexe avec SOS (Son of
sevenless), un GEF (Guanine nucleotide Exchange Factor) pour RAS (Dikic et al., 1995; Khosravi-
Far et Der, 1994; Nimnual et al., 1998). La présence de Ras activée va conduire a I’activation
de différentes protéines telles que PI3K, RAF ou encore p38MAPK (Huang et Reichardt, 2003;
Xing et al., 1998). Quelle que soit la protéine impliquée a cette étape, la voie aboutira sur
I'activation du facteur de transcription CREB (Cyclic Adenosine 3,5-Monophosphate Response
Element-Binding Protein) impliqué dans la régulation de genes dont les produits sont
essentiels pour la différenciation et la croissance neuronale (Deak et al., 1998; Lonze et al.,
2002; Xing et al., 1996). Si la cascade passe par RAF, les kinases MEK sont activées et activent
a leur tour ERK1/2 qui vont activer la kinase RSK (Ribosomal protein s6 kinase) menant a la
phosphorylation de CREB (English et al., 1999). La p38MAPK quant a elle active MAPK2 qui
phosphoryle CREB (Xing et al., 1998).

L’activation prolongée de la voie des MAPK nécessite une internalisation du dimere de
TrkA via la formation d’endosomes de signalisation (Howe et al., 2001; Howe et Mobley, 2004;
Wu et al., 2001). Ces endosomes de signalisation sont essentiels pour le transport rétrograde
du complexe NGF/TrkA permettant de mettre en place la signalisation au niveau du corps
cellulaire des neurones (Grimes et al., 1996). L'endosome de signalisation est transporté
jusqu’au corps neuronal par les microtubules grace notamment a la participation de la dynéine
(Heerssen et al., 2004). Suite a l'internalisation du complexe, la protéine FRS2 se lie a la
tyrosine 490 et induit le recrutement de protéines telles que CRK et la Guanine nucleotide-

releasing factor 2 qui vont activer la sérine thréonine kinase B-RAF (Grewal et al., 1999; Kao
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etal., 2001; Wu et al., 2001; Yan et al., 2002). La signalisation passant par B-RAF va également
passer par I'activation des MAPKs et I'activation du facteur de transcription CREB (Riccio et al.,
1999). Le recrutement de CRK pourrait également passer par la protéine ARMS (Ankyrin
Repeat-rich Membrane Spanning) plutot que par FRS2 (Arévalo et al., 2004). De fagon
intéressante, la phosphatase SHP2 (Src-Homology 2 containing tyrosine Phosphatase 2) peut
également étre recrutée et participer a 'activation prolongée de la voie des MAPK et plus
particulierement de la MAPK ERKS5 (Rosario et al., 2007). Cette voie aboutit notamment a
I’activation du facteur de transcription MEF2D (MADS box transcription Enhancer Factor 2
polypeptide D) qui régule I'expression de genes anti-apoptotiques comme BCL-W (Pazyra-
Murphy et al., 2009). Ainsi, I'activation prolongée de la voie des MAPKs aboutit a la survie

neuronale plutot qu’a la différenciation médiée par la voie transitoire.
e Lavoie PI3K/AKT

La voie PI3K/AKT est essentielle pour promouvoir la survie des cellules neuronales.
Aprées activation du récepteur TrkA par le NGF, la protéine SHC reconnait la tyrosine 490
phosphorylée (Dikic et al., 1995) et permet la formation d’un complexe avec les protéines
GRB2, GAB-1 et la PI3K (Holgado-Madruga et al., 1997; Korhonen et al., 1999). Le recrutement
de la PI3K au niveau de TrkA pourrait également étre direct grace a l'interaction de la sous-
unité régulatrice p85 avec la tyrosine 751 de TrkA (Ohmichi et al., 1992). La suite de la cascade
de signalisation est I'activation de la protéine kinase AKT par la PI3K ce qui permettra la
régulation soit de la survie neuronale par l'inhibition des actions pro-apoptotiques des
protéines BAD et FORKHEAD (Brunet et al., 2002; Datta et al., 1997), soit de la différenciation
en phosphorylant la sous-unité inhibitrice I1kB (Inhibitor of kappa B) ce qui meénera a la

libération de NF-kB et a sa translocation dans le noyau (Foehr et al., 2000).

La voie PI3K/AKT peut également résultée de I'activation de TrkA sans la participation
du NGF. En effet, les RCPGs (Récepteur Couplé aux Protéines G) peuvent participer a
I'activation du récepteur TrkA indépendamment du NGF comme cela a été montré par
I'utilisation d’agonistes de RCPGs tels que I'adénosine ou le peptide PACAP (Pituiary adenylate

cyclase activating peptide) (Jeanneteau et Chao, 2006).
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e Lavoie PLC/PKC

La voie PLC/PKC est mise en place par le recrutement de la PLC-y1 au niveau de la
tyrosine 785 du récepteur TrkA activé (Obermeier et al., 1993a; Stephens et al., 1994; Vetter
et al., 1991). La PLC-y1 va alors hydrolyser le PIP2 (Phosphatidyl Inositol 4,5-biPhosphate) pour
donner naissance a deux messagers secondaires que sont I'IP3 (/nositol 1,4,5-triPhosphate) et
le DAG (DiAcylGlycerol). La génération d’IP3 va conduire a la libération cytoplasmique de Ca®*
suite a sa fixation au niveau de son récepteur situé a la membrane du RE. Cette augmentation
de la concentration calcique intracellulaire a pour conséquence l'activation des kinases
dépendantes du calcium PKC et CAMK (Ca?*/CALMODULIN-regulated protein Kinase). Quant
au DAG, il active directement la PKC en lien avec 'augmentation de la concentration calcique
dans le cytoplasme (Kim et al., 2000; Singer et al., 1997). La voie PLC/PKC peut directement
agir sur la transcription des génes impliqués dans la différenciation neuronale via I’activation
du facteur de transcription CREB par les CAMK (Curtis et Finkbeiner, 1999), ou elle peut aussi
interagir avec les autres voies activées par la signalisation NGF/TrkA. En effet, des études ont
montré que la PKC interagit avec la voie des MAPK en phosphorylant les kinases MEK de
maniére indépendante de RAS (Corbit et al., 1999; Wooten et al., 2000) ou alors en stimulant
des GEFs en amont de RAS et RAP1 (Rong et al., 2003). Par ailleurs, une autre étude a permis
de démontrer que la voie PLC/PKC pouvait étre activée par I'activation de la protéine SRC
recrutée au niveau de la tyrosine 490 de TrkA par l'intermédiaire de I'adaptateur FRS2

(Wooten et al., 2001).

e. Régulation de I'activité de TrkA

De nombreux mécanismes permettent de réguler la signalisation de I'axe NGF/TrkA
aussi bien pour augmenter son activité que pour la stopper. En effet, certains mécanismes
responsables d’un contréle positif de I'activité de TrkA ont déja été abordés précédemment
tels que la transactivation par les récepteurs RCPG conduisant a l'activation de la voie
PI3K/AKT en absence de NGF ou encore la formation d’endosomes de signalisation permettant
un contréle spatiotemporel de I'activité de TrkA (Grimes et al., 1996). Ce dernier mécanisme
nécessite linternalisation du complexe NGF/TrkA et peut également permettre le
rétrocontrble de son activité, en fonction du contexte cellulaire. Le complexe NGF/TrkA est
internalisé soit par la voie classique dépendante des clathrines (Beattie et al., 2000; Howe et

al., 2001) ou par macropinocytose médiée par la protéine PINCHER (Philippidou et al., 2011;
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Valdez et al., 2005). Le mécanisme de régulation est inconnu mais les deux processus semblent
nécessiter les fonctions de la GTPase dynamine (Valdez et al., 2007; Ye et al., 2003) et
pourraient étre facilités par I'activation des voies PLC-yl (Bodmer et al.,, 2011) et PI3K
(Kuruvilla et al., 2000). Différents endosomes peuvent ainsi étre formés et aboutirent a des
voies différentes. Les endosomes précoces peuvent suivre une voie de recyclage, une voie de
dégradation ou ils fusionnent avec des lysosomes ou encore les voies de signalisation
précédemment décrites (Barford et al., 2018; Grimes et al., 1996). Le destin de ces endosomes
est finement régulé par leur composition et notamment par les protéines endosomales de la
famille des petites GTPases RAB. Les endosomes précoces sont marqués par la présence de
RABS, les endosomes de recyclage sont marqués par RAB11 et les endosomes de signalisation
par RAB7 (Grosshans et al., 2006). Une étude récente a montré que la protéine CORONIN-1
était nécessaire a la signalisation tardive des endosomes NGF/TrkA notamment en empéchant
la fusion de ces endosomes avec les lysosomes dans le corps neuronal (Suo et al., 2014). Le
destin de ces endosomes peut également étre influencé par l'ubiquitination de TrkA. Par
exemple, la poly-ubiquitination de TrkA effectuée par I'E3 ubiquitine ligase TRAF6 au niveau
de la lysine 485 est impliquée dans la mise en place de cascades de signalisation mais aussi
dans la dégradation du récepteur (Geetha et Wooten, 2008). De méme, la mono-
ubiquitination de TrkA par NEDD4-2 (Neural precursor cell expressed developmentally down-
regulated protein 4-2) au niveau de la lysine 547 favorise la dégradation du récepteur

(Georgieva et al., 2011; Yu et al., 2011).

Outre I'importance des endosomes de signalisation pour réguler I'activité de TrkA,
d’autres mécanismes sont essentiels a la régulation de cette activité comme le recrutement
de phosphatases telles que SHP-1 (Montano, 2009) ou certains membres de la famille des
RPTP (Receptor-type Protein Tyrosine Phosphatase) (Shintani et Noda, 2008), le clivage du
récepteur (Ancot et al., 2009), ou encore l'interaction avec d’autres récepteurs membranaires.
Ce dernier mécanisme sera approfondi dans la partie lll.A. : Interactions entre les récepteurs

du (pro)NGF.

Les principales voies de signalisation associées au récepteur TrkA décrites

précédemment sont schématisées en Figure 19.
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Figure 19 : Principales voies de signalisation associées a TrkA

La fixation d’un dimere de NGF sur un homodimere de TrkA en extracellulaire permet d’activer la
signalisation sous-jacente de TrkA. En effet, la fixation du NGF conduit a un réarrangement des
domaines cytoplasmiques du dimére, ce qui permet la trans-autophosphorylation du récepteur et le
recrutement de protéines adaptatrices. Suivant les protéines recrutées et le contexte cellulaire, trois
grandes voies menant a la survie et a la différenciation sont décrites : la voie PI3K/AKT (en vert), la voie
des MAPK (en orange pour la voie transitoire et en rouge pour la voie prolongée) et la voie PLC/PKC (en
bleu). ARMS : Ankyrin repeat-Rich Membrane Spanning protein ; BAD : Bcl2-antagonist of cell death;
C3G : Rap guanine nucleotide exchange factor 1 ; CAMK : Calcium/Calmodulin-regulated protein kinase
, CREB : Cyclic AMP-Responsive Element Binding Protein ; DAG : DiAcylGlycerol ; ERK5 : Extracellular
signal-regulated kinase 5 ; FRS2 : Fibroblast growth factor receptor substrate 2 ; GAB1/2 : Grb2-
associated-binding protein 1/2 ; GRB2 : Growth factor receptor-bound protein 2 ; IP3 : Inositol 1,4,5
triPhosphate ; MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinase ; MEF2D : Myocyte-specific Enhancer Factor 2
; MEK : MAPK/ERK kinase ; MSK1 : Mitogen and Stress activated protein Kinase 1 ; NFkB : Nuclear Factor
kappa B ; PI3-K : Phospholnositide 3-Kinase ; PIP2 : Posphatidylinositol 4,5 bisPosphate ; PKC : Protein
Kinase C ; PLCy : Phospholipase C gamma ; RE : Réticulum Endoplasmique ; SHC : Src homology-2
containing protein ; SHP2 : Src-Homology-2 containing tyrosine-protein Phosphatase ; SOS : Son Of
Sevenless.
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2. Le récepteur du proNGF : la sortiline

a. Découverte

La sortiline fut découverte par trois équipes différentes en 1997 et 1998. Dans un
premier temps, elle fut identifiée par I'’équipe de Petersen dont le travail portait sur les
mécanismes responsables de I'adressage des LDLR (Low Density Lipoprotein Receptor)
(Petersen et al., 1997). Ensuite, ce fut I’équipe de Lin qui identifia une glycoprotéine de 110
kDa (GP110) composant les vésicules de recyclage produites en réponse a 'insuline et qui,
apres séquencage, détermina qu’il s’agissait de la sortiline (Lin et al., 1997). Enfin, I'’équipe de
Mazella identifia le récepteur de la neurotensine (NTR3) qui s’est avéré étre la sortiline

(Mazella et al., 1998).

b. Du géne a la protéine

Le geéne SORT1 codant pour la sortiline est constitué de 23 exons et s’étend sur 88 kb
en position 1p13.3 (NCBI, gene ID : 6272). Son ARNm s’étend sur 7 kb et sa traduction donne
naissance a une protéine de 832 acides aminés. La sortiline est exprimée dans de nombreux
tissus comme le cerveau, le coeur, les os, le foie, les neurones ou encore les seins (Kjolby et
al., 2015). Ce récepteur fait partie de la famille des protéines a domaine Vps10 (Vacuolar
protein sorting 10), ou famille des sortilines, qui inclue également SorLA (Sorting protein-
related receptor containing LDLR class A repeats), SorCS1, 2 et 3 (Sortilin-related VPS10

domain containing receptor 1, 2 et 3) (Willnow et al., 2008).

Apres élimination de son peptide signal (33 acides aminés), la sortiline se présente sous
la forme d’une pro-protéine contenant un propeptide de 44 acides aminés jouant un role
essentiel dans le transport du pro-récepteur a travers la voie de synthése, jusqu’a son clivage
dans le réseau trans-Golgien par la furine (Munck Petersen et al., 1999; Westergaard et al.,
2004). Le clivage du propeptide est essentiel pour permettre au récepteur de fixer ses ligands.
La protéine mature constituée de 755 acides aminés possede une partie extracellulaire de 681
acides aminés, une partie transmembranaire de 21 acides aminés ainsi qu’une partie

intracellulaire de 53 acides aminés (Figure 20).

La partie extracellulaire de ce récepteur est principalement constituée d’un domaine
Vps10. Ce domaine est lui-méme composé de deux régions individuelles : un domaine B-

propeller qui contient 10 hélices B et un domaine composé de 10 cystéines conservées
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formant 5 ponts disulfures : le module 10CC (Hermey, 2009; Quistgaard et al., 2014, 2009). De
plus, les études structurales effectuées sur la sortiline ont montré I'existence d’au moins deux
sites de N-glycosylations. Ces mémes études ont permis de déterminer que le domaine B-
propeller forme un « tunnel » dans lequel les ligands de la sortiline viennent se loger, comme
cela a été montré pour la neurotensine (Quistgaard et al., 2009). Trois résidus (YIL) situés en
C-terminal de la neurotensine sont en interaction avec les hélices 5 et 6 du B-propeller dans
lesquelles la sérine 283 semble permettre la formation de ponts hydrogéne avec la séquence
YIL de la neurotensine (Jansen et al., 2007). Ce résidu n’est cependant pas impliqué dans la
prise en charge des proneurotrophines car sa mutation en acide glutamique n’a aucun effet
sur leur fixation a la sortiline. En revanche, il semblerait que les proneurotrophines, dont le
proNGF, se fixent a une séquence linéaire exposée en surface du domaine B-propeller située

entre les acides aminés 163 et 174 (Serup Andersen et al., 2010).

La partie cytoplasmique du récepteur est composée de trois séquences importantes
dans le recrutement de protéines de signalisation mais aussi dans le transport intracellulaire
et ’endocytose (Nielsen et al., 2001). Ainsi, le motif Y’$°SVL’!8 est impliqué dans I'endocytose
du récepteur, le motif D’4’SDED’>! dans le recyclage du récepteur et le motif dileucine L7>2L7>3
est impliqué dans l'internalisation du récepteur mais aussi dans le trafic intracellulaire de

protéines cytoplasmiques (Finan et al., 2011; Nielsen et al., 2001).
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La sortiline est un récepteur constitué d’un domaine extracellulaire représenté presque exclusivement
par un domaine Vps10, caractéristique de la famille des protéines Vps10p. Ce domaine est composé
d’un domaine 8-propeller, caractérisé par la présence de 10 hélices 8, et d’'un module 10CC caractérisé
par la présence de 10 cystéines conservées formant 5 ponts disulfures particuliéerement importants pour
la structure du domaine extracellulaire. Vient ensuite une partie transmembranaire de 21 acides
aminés et une partie cytoplasmique courte de 53 acides aminés comprenant 3 séquences importantes
pour la signalisation intracellulaire et I'internalisation du récepteur : un motif Y’°SVL™8 un motif
D’*’SDED”** et un motif dileucine L7>2L7%3,

foooalm\

C-ter

Figure 20 : Représentation schématique de la sortiline

c. Signalisations physiologiques de la sortiline

Du fait de la structure primaire de la sortiline et notamment de la petite taille de sa
gueue cytoplasmique, les activités de surface de ce récepteur passent par l'interaction avec
des partenaires membranaires, soulignant son réle de co-récepteur. Cependant, la présence
de la sortiline a la surface cellulaire ne représente que 10 % de son expression. En effet, la
fraction restante correspond a la sortiline présente au niveau du réseau trans-golgien et est
responsable de la fonction majeure de la sortiline qui est la régulation du trafic intracellulaire

(Figure 21) (Petersen et al., 1997).

e Roles dans le trafic intracellulaire

La sortiline facilite I'endocytose dépendante des clathrines grace a son interaction avec
la protéine AP2 (Activating protein 2) au niveau de sa queue cytoplasmique (Morinville et al.,

2004; Nielsen et al.,, 2001). Cette internalisation est importante pour la régulation de
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nombreux ligands de la sortiline dont les proneurotrophines (Nykjaer et Willnow, 2012) mais
aussi certaines lipoprotéines telles que la progranuline (Hu et al., 2010) ou I'apolipoprotéine
E (Carlo et al., 2013). Linternalisation des lipoprotéines par la sortiline semble d’ailleurs étre
un processus majeur dans beaucoup de maladies cardiovasculaires (Goettsch et al., 2018;

Strong et al., 2014).

La sortiline régule le transport antérograde (de I'appareil de Golgi vers les endosomes)
par son interaction avec les protéines adaptatrices GGA-1,-2 et -3 (Golgi-localizing Gamma-
adaptin ear factor homology domain, ADP-ribosylation factor-binding protein) (Nielsen et al.,
2001; Takatsu et al., 2001) mais aussi la protéine AP1 (Canuel et al., 2008). Via ce processus,
la sortiline permet I'adressage des protéines vers les lysosomes. En effet, la sortiline permet
d’apporter les protéines lysosomales cathépsines D et H ou encore la sphyngomyélinase au
sein des lysosomes (Canuel et al., 2008; Lefrancois et al., 2003). De plus, I'équipe d’Evans a
montré que la sortiline pouvait étre clivée par la protéase extracellulaire ADAM10 (A
Disintegrin And Metalloproteinase Domain 10) permettant de libérer I'ectodomaine de la
sortiline qui semble participer a la régulation de la dégradation du BDNF (Evans et al., 2011).
De maniére intéressante, la sortiline pourrait également étre essentielle a la sécrétion des
proneurotrophines et notamment a I'adressage de ces derniéres aux vésicules de sécrétion
car I'inhibition de la sortiline résulte en une diminution de la quantité de proBDNF sécrétée
par les neurones (Chen et al., 2005). Enfin, la sortiline est retrouvée dans les exosomes ou elle
participe a I'adressage de protéines comme |’alcaline phosphatase (Goettsch et al., 2016) ou
certains récepteurs tyrosine kinase (Wilson et al., 2014). Une étude récente a montré que la
sortiline était capable de s’"homodimériser via la formation d’'un pont disulfure situé au niveau
de la cystéine 783 et que cette dimérisation serait nécessaire pour son adressage dans les

exosomes (ltoh et al., 2018).

La sortiline participe au transport rétrograde (des endosomes vers |'appareil de Golgi)
via son interaction avec les rétromeres, notamment les protéines VPS (Vacuolar Protein
Sorting) 26 et 35, dans la partie cytoplasmique du récepteur (Canuel et al., 2008; Mari et al.,
2008; Seaman, 2004). De maniére intéressante, il a été montré que la palmitoylation du
récepteur était nécessaire a ce transport rétrograde et a l'interaction avec les rétromeéres
(McCormick et al., 2008). L’'homodimérisation de la sortiline montrée par I'équipe d’ltoh

empécherait d’ailleurs cette palmitoylation ce qui expliquerait I'adressage de la sortiline vers
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les exosomes plutdét que vers d’autres compartiments intracellulaires (Itoh et al., 2018). Enfin,
la sortiline est associée au trafic des vésicules de transport du glucose via son interaction avec
GLUT4 (Glucose transporter type 4) dans les cellules adipeuses et les cellules musculaires
murines en réponse aux stimuli de régulation par I'insuline (Ariga et al., 2008; Shi et Kandror,

2005).

e Role de co-récepteur

Mis a part les signalisations propres a son role dans le trafic intracellulaire, les
signalisations sous-jacentes a la sortiline sont mal connues (Nykjaer et Willnow, 2012). En
effet, les signalisations attribuées a la sortiline dépendent probablement de son interaction
avec d’autres récepteurs membranaires. Ainsi, la sortiline participe a la mort neuronale en
interagissant avec le récepteur p75N™® (Nykjaer et al., 2004) mais peut aussi contribuer a la
survie cellulaire via son interaction avec le récepteur TrkA (Clewes et al., 2008). Le détail de
ces interactions est approfondi dans la partie Ill.A. : Interactions entre les récepteurs du

(pro)NGF.

e Les effets de la neurotensine

Le role de la sortiline dans la migration cellulaire a été rapportée dans les cellules
microgliales suite a la fixation de son ligand : la neurotensine (Martin et al., 2003). Cette voie
de signalisation dépendrait de I'activation des protéines ERK1/2 et AKT, ce qui ménerait a la
formation de filopodes suite a la réorganisation de 'actine F. Par ailleurs, d’autres études ont
montré I'implication de cette méme voie de signalisation dans la sécrétion de chimiokines
(Dicou et al., 2004) et la maturation des terminaisons dendritiques du cortex cérébral (Gandou

et al., 2010).

Les principales voies de signalisation associées a la sortiline sont schématisées dans la

Figure 21.
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Figure 21 : Principales voies de signalisation associées a la sortiline

La sortiline joue un réle majeur dans le trafic intracellulaire via différents processus tels que
I'internalisation, le transport rétrograde ou I'adressage aux lysosomes ou exosomes. Elle met en place
des voies de signalisation via la fixation de la neurotensine (D) et peut également interagir avec des
récepteurs tels que TrkA ou p75"™® pour mettre en place des voies de signalisation associées a la fixation
de neurotrophines (respectivement @ et ®). AP : Adaptator Protein ; GGA : Gamma Adaptin Protein ;
VPS : Vascular Protein Sorting ; AG : Appareil de Golgi.

3. Le récepteur p75"R

a. Découverte

Le premier récepteur des neurotrophines fut découvert en 1973 (Herrup et Shooter,
1973) et on lui donna le nom de NGFR (Nerve Growth Factor Receptor), I'étude s’étant
focalisée uniquement sur la fixation du NGF- qui était la seule neurotrophine caractérisée a
I’époque. Les auteurs déterminérent alors une constante de dissociation (Kq) égale a 1,2 x 10

10'M. En 1979, deux sites d’interaction distincts furent découverts pour ce récepteur : 'un de
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basse affinité (Kq = 2,3 x 101! M) et I'autre de haute affinité (K¢ = 1,7 x 10° M) (Sutter et al.,
1979). Deux hypotheses furent émises pour expliquer ces deux affinités différentes : deux
récepteurs différents en jeu ou deux conformations différentes du méme récepteur. C’'est le
clonage et séquencage du récepteur de basse affinité en 1986 (Chao et al., 1986) qui a
confirmé la premiére de ces hypotheéses. Ce récepteur de basse affinité pris le nom de LNGFR
(Low affinity Nerve Growth Factor). Suite a la découverte des autres membres de la famille
des neurotrophines, il s’est avéré que I'ensemble des neurotrophines et leurs précurseurs se
fixaient au LNGFR (Chao et Bothwell, 2002; Rodriguez-Tébar et al., 1990; Rodriguez-Tébar et
al., 1992; Rydén et al., 1995). Compte tenu de ces informations et de son poids moléculaire
de 75 kDa, ce récepteur pris le nom de p75N™ (NTR : Neurotrophins Receptor) (Large et al.,

1989).

b. Du géne a la protéine

Le récepteur p75NR est codé par un géne de 6 exons nommé NGFR localisé au niveau
du chromosome 17 chez 'homme (Gene ID : 4804, NCBI). Sa transcription résulte en la
création d’'un ARNm de 3,4 kb et sa traduction en une protéine de 427 acides aminés pour 45
kDa (sans glycosylations). Apres élimination du peptide signal, la protéine atteint une taille de
399 acides aminés. Cette protéine est composée de trois domaines : un extracellulaire de 222
acides aminés, un transmembranaire de 19 acides aminés et un intracellulaire de 158 acides

aminés (Figure 22) (Grob et al., 1985; Roux et Barker, 2002).

Le domaine extracellulaire contient quatre domaines riches en cystéines,
caractéristiques des membres de la superfamille du TNFR (Tumor Necrosis Factor Receptor)
(Baldwin et al., 1992). Ces domaines CRD (Cysteine-rich domains) contiennent chacun trois
ponts disulfures impliqués dans la mise en conformation du récepteur ainsi que dans la liaison
aux ligands (Chan et al., 2000; Shamovsky et al., 1999; Smith et al., 1994). En effet, p75N'R est
capable de fixer I'ensemble des neurotrophines avec une faible affinité et leur précurseur
respectif avec une haute affinité (Lee et al., 2001). Les neurotrophines et leurs précurseurs se
fixent sur les boucles variables au sein des domaines CRD de p75N™ vig leur partie mature.
Pour le NGF en particulier, les résidus Lysines 32, 34 et 95 jouent un role clé dans I'interaction
avec ce récepteur (Shamovsky et al., 1999). La glycosylation du récepteur, composée par un
site de N-glycosylation localisé dans le CRD1 ainsi que trois sites de O-glycosylation localisés

dans le domaine juxtamembranaire, serait également importante dans la liaison des ligands
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et jouerait un role dans l'adressage du récepteur a la membrane (Large et al., 1989;

Monlauzeur et al., 1998; Yeaman et al., 1997).
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Figure 22 : Représentation schématique du récepteur p75"™®

Le récepteur p75"™ est constitué d’une partie extracellulaire contenant 4 domaines riches en cystéines
(CRD1-4) responsables de la liaison au ligand et de plusieurs sites de glycosylations, d’une partie
transmembranaire importante dans la dimérisation du récepteur, et d’'un domaine cytoplasmique
contenant un domaine Chopper juxtamembranaire, un domaine de mort de type Il constitué de 6
hélices a et un tripeptide sérine-proline-valine situé en C-teminal et permettant la liaison de protéines
a domaine PDZ. Le domaine intracellulaire contient également des sites de modifications post-
traductionnelles notamment quatre sites de phosphorylation impliqués dans la transmission des voies
de signalisation sous-jacentes et un site de palmitoylation impliqué dans I'ancrage a la membrane
(adaptée de Roux et Barker, 2002).

Le domaine transmembranaire de p75N™® est composé d’une structure en hélice a
unique permettant de classer ce récepteur dans la catégorie des récepteurs
transmembranaires de type I. Au sein de cette hélice, la cystéine 257 est particulierement
conservée entre les espéces et joue un role crucial dans la dimérisation du récepteur, sa

conformation ainsi que dans la transduction du signal (Bothwell, 2016; Vilar et al., 2009).

Le domaine intracellulaire ne posséde pas d’activité enzymatique propre mais est
plutdot caractérisé par des régions spécifiques permettant le recrutement de protéines
adaptatrices relayant le signal intracellulaire. On compte parmi ces régions un domaine de

mort (DD, Death domain) caractéristique d’un sous-groupe particulier de la famille des TNFRs
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(Liepinsh et al., 1997). Cependant, contrairement aux DDs de type | présents dans d’autres
TNFRs, le DD de type Il de p75N™® ne s’homodimérise pas, indiquant une signalisation
différente des autres DDs de TNFRs (Barker, 2004; Barrett, 2000; Roux et Barker, 2002). Un
autre domaine de 29 acides aminés est important dans la signalisation de p75"™®. Ce domaine,
nommé Chopper, est particulierement conservé entre les espéces mais pas entre les membres
de la famille des TNFRs. Il est nécessaire au récepteur p75N™® pour exercer son réle pro-
apoptotique (Coulson et al., 2000). Enfin, un domaine de liaison aux protéines a domaines PDZ
(Postsynaptic Disc-large Zona) consitué des trois acides aminés Sérine-Proline-Valine (SPV) est
situé au niveau du domaine C-terminale de la partie intracellulaire de p75N™R. Ce domaine est
impliqué dans I'adressage du récepteur ainsi que dans la mise en place des signalisations
intracellulaires notamment via des protéines adaptatrices telles que FAP-1 (Fas-Associated
Phosphatase) ou PDLIM1 (PDZ And LIM Domain 1) (Ahn et al., 2016; Irie et al., 1999; Kraemer
et al., 2014). La signalisation de p75"™® est encore diversifiée par la présence de différentes
modifications post-traductionnelles. On compte notamment deux phosphorylations au niveau
des tyrosines Y336 et Y398, dans le domaine de mort, mises en place suite a la fixation du NGF
sur le récepteur. Ces phosphorylations permettent la régulation de la croissance des
prolongements neuronaux, ou neurites, via |'activation des GTPases RAS et RhoA (Ras
homolog gene family, member A) (Blochl et al., 2004; Blochl et Blochl, 2007; Yamashita et al.,
1999). Deux Sérines, les sérines S?’7 et S3%4, peuvent également étre phosphorylées. La
phosphorylation de la sérine 277 affecte le transport intracellulaire du complexe ligand/p75N®
et leur cinétique de dégradation, modulant alors la durée du signal intracellulaire (Butowt et
von Bartheld, 2009). Quant a la sérine 304, sa phosphorylation est impliquée dans la
relocalisation du récepteur au niveau des radeaux lipidiques suite a une stimulation par ses
ligands (Higuchi et al, 2003). Enfin, une palmitoylation située sur la cystéine
juxtamembranaire 279 participe a la mise en place des voies de mort neuronale dépendantes
de p75N™ via la translocation de son fragment intracellulaire dans les régions riches en

cholestérol de la membrane, en absence de TrkA (Underwood et al., 2008).

Le récepteur p75NTR peut également exister sous la forme de fragments résultant d’une
protéolyse de type RIP (Regulated Intramembrane Proteolysis). Cette protéolyse consiste en
deux clivages successifs (Brown et al., 2000; Skeldal et al., 2011). Le premier clivage est

effectué par l'o-sécrétase ADAM17/TACE (A Disintegrin And Metalloprotease 17/TNFa
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Converting Enzyme) et permet la libération d’un fragment extracellulaire appelé p75N™R-ECD
(Extracellular Domain) ainsi que I'apparition du fragment p75N™R-CTF (C-terminal Fragment)
qui reste associé a la membrane. C'est au niveau de ce dernier fragment, précisément dans le
domaine transmembranaire de ce fragment, qu’aura lieu le deuxiéme clivage par la y-
sécrétase (Zampieri et al., 2005) permettant de générer le fragment intracellulaire p75N™R-ICD
(Intracellular Domain) (Jung et al., 2003). Ces différents fragments prennent part a la mise en
place de nombreuses voies de signalisation propres a p75N™R et & ces co-récepteurs (Skeldal et

al., 2011).

c. Signalisation physiologique de p75N™R

Contrairement aux récepteurs Trk qui s’autophosphoryle suite a la liaison de leurs
ligands, le récepteur p75"N™® ne posséde pas d’activité catalytique intrinséque. Ses
signalisations dépendent plutdt de recrutement de partenaires protéiques qui permettent
I'activation des voies de signalisation sous-jacentes (Figure 23). Selon le contexte cellulaire,
les voies de signalisation associées a I'activation de p75N™® ménent a la survie neuronale, a
I’apoptose ou encore a la régulation de la croissance synaptique. Pendant le développement,
la signalisation de p75N™® joue un réle important dans la croissance et la survie neuronale.
Malgré une faible expression de p75N™® dans le systéme nerveux mature, de nombreuses
études ont souligné I'importance de ce récepteur dans la modification des synapses de
I’"hyppocampe (Rosch et al., 2005; Woo et al., 2005; Zagrebelsky et al., 2005) et la régulation

de la neurogenése (Bernabeu et Longo, 2010).
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Figure 23 : Représentation schématique des principales voies de signalisation induites par p75"™

O

L’activation de p75"% suite & la fixation de ces ligands conduit & la mise en place de différentes voies
de signalisation intracellulaires grdce au recrutement de protéines adaptatrices au niveau des
domaines fonctionnels de p75"™. Selon le contexte et les protéines impliquées, ces voies de
signalisation aboutissent soit a I’apoptose (orange), soit a la survie (vert), ou encore a la neuritogenése
(bleu). Les céramides (gris), dépendant de leur concentration intracellulaire, peuvent impacter les trois
voies de signalisation représentées sur ce schéma. AKT : RAC-alpha serine/threonine-protein kinase ;
BAD : Bcl-2 antagonist of cell death ; BAX : Bcl-2 associated X protein ; BIM : BCL-2 interacting mediator
of cell death ; Cyt C : Cytochrome C ; FAP1 : Fas-Associated Protein 1 ; JNK : c-Jun N-terminal Kinase ;
NADE : p75"R-gssociated cell death executor ; NFKB : Nuclear Factor kappa B ; NRAGE : Neurotrophin
Receptor-interacting MAGE homolog; NRIF: Neurotrophin Receptor Interacting Factor,; PI3K :
Phosphatidylinositol 3-kinase ; RAC : Ras-related C3 botulinum toxin ; RIP2 : Receptor Interacting
Protein 2 ; ROCK : Rho-associated protein Kinase 1 ; SMase : SphingoMyelinase ; TRADD : TNF Receptor-
Associated Death Domain protein ; TRAF : TNF-Receptor Associated Factor.
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Le récepteur p75N™R peut induire la mort cellulaire par apoptose grace au recrutement
de partenaires protéiques spécifiques au niveau de ses domaines de mort et Chopper (Coulson
et al., 2000). Parmi ces protéines adaptatrices, on compte notamment des protéines telles
que NADE (Neurotrophin Associated cell Death Executor), NRAGE (Neurotrophin Receptor
Interacting MAGE homologue), NRH2 (Neurotrophin Receptor Homolog 2), NRIF (Neurotrophin
Recptor Interacting Factor) ou encore TRAF2 (TNF Receptor Associated Factor 2) (Kenchappa
et al., 2006; Kim et Hempstead, 2009; Kimura et al., 2001; Salehi et al., 2002; Ye et al., 1999).
Suite au recrutement des protéines adaptatrices, la GTPase RAC est activée ce qui conduit a
I'activation de la voie JNK (c-Jun Nterminal Kinase) (Harrington et al., 2002). En conséquence,
les signalisations pro-apoptotiques sont activées par des facteurs de transcription tels que c-
JUN ou p53, les protéines BAX et I'activation des caspases (Coulson et al., 2004; Frade, 2000;
Roux et Barker, 2002). Par ailleurs, le fragment p75N™R-CTF peut également induire la mort
neuronale suite a sa relocalisation dans les radeaux lipidiques apres la palmitoylation de sa
cystéine 279 (Underwood et al., 2008). La signalisation pro-apoptotique médiée par p75N™R
est particulierement importante dans les périodes de développement afin d’éliminer les
cellules qui n’ont pas été correctement innervées (Majdan et Miller, 1999) mais peut aussi se
manifester apres des crises d’épilepsie ou I'inflammation (Dowling et al., 1999; Roux et al.,

1999).

La signalisation de p75N™R est également associée a la survie cellulaire notamment
grace a 'activation du facteur de transcription NFkB (Hamanoue et al., 1999) mais aussi par
I’activation des voies PI3K/AKT associées aux récepteurs Trks (Rydén et al., 1997). Tout comme
pour les voies pro-apoptotiques induites par p75NR, des protéines adaptatrices sont
nécessaires pour activer les voies de survie liées au récepteur p75N™R. Ces protéines sont
notamment les protéines TRAFs (TNF Receptor-Associated Factor), RIP2 (Receptor Interacting
Protein 2), FAP1 (Fas-associated Protein 1) ou encore TRADD (TNF Receptor-Associated Death
Domain protein) (DeFreitas et al., 2001; El Yazidi-Belkoura et al., 2003; Irie et al., 1999;
Khursigara et al., 2001). Le clivage de p75N™® participe également a la mise en place de voies
de survie. En effet, suite a 'ubiquitinylation de p75N'R par la protéine adaptatrice TRAF6, le
fragment p75NTR-ICD est relaché dans le cytoplasme ce qui va conduire a 'activation de la voie

NFkB (Kanning et al., 2003; Powell et al., 2009).
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P75NR joue également un role dans le contréle de la croissance cellulaire, notamment
la neurogenese. En effet, les protéines Reticulon-4 (ou NOGO), MAG (Myelin-Associated
Glycoprotein) ou MOG (Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein), des protéines de la famille des
MBGI (CNS-derived Myelin-Based Growth Inhibitor) (Mi et al., 2004), suppriment la croissance
des axones via leur interaction avec le complexe p75"™®/NogoR qui, une fois activé, permet de
libérer RHOA normalement séquestrée par la protéine RHO-GDI (Schwab, 2010; Yamashita et
Tohyama, 2003). La libération de RHOA permet alors son activation par des RHO-GEFs, et
RHOA active la protéine ROCK ce qui va mener a la dépolymérisation des filaments d’actine,
entrainant alors I'arrét de la croissance des neurites (Blochl et al., 2004; Blochl et Blochl, 2007).
La présence de neurotrophines, en compétition pour le méme site de fixation sur p75N™f que
les protéines MBGI (Wang et al., 2002; Wong et al., 2002), va entrainer la croissance en
empéchant la mise en place de la signalisation précédemment décrite (Gehler et al., 2004; He
et Koprivica, 2004). Le clivage protéolytique de p75N™® semble jouer un réle important dans ce
processus cellulaire car il a été montré que la fixation de MAG au niveau de neurones
cérébelleux induit le clivage de p75N™R par les a- et y-sécrétases et que ce clivage est nécessaire
pour I'activation de RhoA et donc pour 'inhibition de la croissance des neurites (Domeniconi

et al., 2005).

La synthése des céramides est également une voie de signalisation importante
associée au récepteur p75NR car elle est impliquée dans I’ensemble des processus cellulaires
régulés par p75NR, En effet, les céramides sont des sphingolipides structurant la membrane
cellulaire mais peuvent également agir en tant que messagers secondaires dans les
signalisations de p75NR. Les céramides sont produites suite a ’activation des sphingomyélases
(SMases) résultant de I'activation de p75N® par le NGF (Dobrowsky et al., 1995, 1994). Les
sphingomyélases activées hydrolysent les sphingomyélines et ménent a la production des
céramides grace a une interaction directe entre p75N™® et les cavéolines (Bilderback et al.,
1997). La synthése des céramides par p75N™® peut mener a I'apoptose comme cela a été
montré dans des oligodendrocytes matures ou les neuroblastomes (Casaccia-Bonnefil et al.,
1996; Plo et al., 2004) mais également a la survie (DeFreitas et al., 2001) ou a la croissance des
neurones (Brann et al., 1999). La mise en place de I'une ou l'autre des voies de signalisation
va ainsi dépendre également des niveaux de céramides intracellulaires (Hirata et al., 2001;

Wang et al., 1999).
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L’ensemble des voies décrites font de p75"™® un élément central dans la régulation du
développement des systémes nerveux central et périphérique, a travers son implication dans
la survie, I'apoptose et la croissance des cellules nerveuses. En plus de son réle dans le
développement neuronal, p75NR est activé en réponse a des blessures ou dans des maladies
liées aux systemes nerveux central et périphérique (Meeker et Williams, 2015). Enfin, des
études démontrent le réle émergent de ce récepteur dans le systeme immunitaire (Colombo

et al., 2012; Meeker et Williams, 2015; Rogers et al., 2010).

C. Implications du (pro)NGF dans le cancer du sein

Les neurotrophines et leurs récepteurs associés ont été étudiés dans de nombreux
cancers et leurs implications dans la carcinogenese n’est plus a démontrer (Hanahan et
Weinberg, 2011, 2000). En particulier, le NGF et ses récepteurs sont surexprimés dans
plusieurs types de cancers incluant les cancers du sein (Hondermarck, 2012), de I'ovaire
(Davidson et al., 2001; Tapia et al., 2011), de la prostate (Arrighi et al., 2010), du poumon (Gao
etal., 2018; Lu et al., 2014), du pancréas (Ceyhan et al., 2010; Diao et al., 2012), du foie (Yang
et al., 2014), de la thyroide (Faulkner et al., 2018), ou encore dans le mélanome (Pasini et al.,
2015; Truzzi et al., 2008). Bien qu’encore mal comprises, les signalisations du NGF et du
proNGF dans les cancers aboutissent généralement a des effets pro-tumoraux et ces effets
font de ces neurotrophines et leurs récepteurs des cibles thérapeutiques potentielles (Demir

et al., 2016; Griffin et al., 2018).

1. Le NGF et son précurseur dans le cancer du sein

Les travaux de notre laboratoire ont participé a mettre en évidence le réle majeur du
NGF et de son précurseur dans la signalisation protumorale du cancer du sein. En effet, le NGF
est sécrétée par les cellules cancéreuses mammaires et, via une boucle autocrine, va conduire
a de nombreux effets oncogéniques tels que la prolifération, la survie, la migration/I'invasion
ou encore |'angiogenése (Descamps et al., 2001b; Dollé et al., 2003; Lagadec et al., 2009). Le
ciblage du NGF et de ses récepteurs dans des essais précliniques a montré une inhibition de
la survie des cellules cancéreuses mammaires, de leur prolifération ou encore de leur invasion
(Hondermarck, 2012). Ainsi, I'utilisation d’anticorps anti-NGF, anti-p75N™ ou encore de siARNs

dirigés contre le NGF conduit a I'inhibition de la croissance tumorale et/ou a la diminution du
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nombre de métastases dans des modeles de souris xénogreffées (Adriaenssens et al., 2008;
Vanhecke et al., 2011). Le ciblage de TrkA par l'utilisation de siARNs dans les cellules
cancéreuses mammaires résulte en une baisse de la prolifération et une stagnation en phase
GO/G1 dans le cycle cellulaire due a l'inactivation de NFkB (Zhang et al., 2015). De plus,
I'inactivation de TrkA a pour conséquence une augmentation de la sensitivité des cellules
cancéreuses mammaires au paclitaxel et une diminution du nombre de métastases au
poumon dans des souris xénogreffées (Zhang et al., 2015). L’activation de TrkA est également
synonyme d’agressivité du cancer du sein car I'expression membranaire de phospho-TrkA est
significativement supérieure dans des effusions pleurales comparé au site primaire (Davidson

et al., 2001).

Une étude récente a montré que le NGF était capable d’augmenter le nombre de
cellules souches cancéreuses (CSC) mammaires via I’'augmentation de I'expression de SOX2 et
d’autres facteurs de pluripotence par l'intermédiaire du récepteur p75N™® (Tomellini et al.,
2015). Dans cette méme étude, la stimulation au NGF conduit également a un enrichissement
en cellules présentant des caractéristiques mésenchymateuses, suggérant que la stimulation
par le NGF favorise I'EMT (Epithelial to Mesenchymal Transition) (Tomellini et al., 2015). Quant
au proNGF, il participerait également a la biologie des CSCs mais en favorisant la quiescence
par une voie indépendante de la participation de p75"® conduisant a la libération de SOX2

(Chopin et al., 2016; Tomellini et al., 2015).

De maniére intéressante, les cellules épithéliales mammaires normales ne sont pas
affectées par la stimulation au NGF (Descamps et al., 1998). Cette observation reflete la
capacité des cellules cancéreuses mammaires a mettre en place des signalisations spécifiques.
Les voies de signalisation sous-jacentes a I’'axe NGF/TrkA ne sont pas tout a fait comprises
dans le cancer du sein mais il a cependant été démontré que les voies de signalisation Pi3K/Akt
et MAPKSs, des voies retrouvées dans les cellules neuronales, sont activées pour promouvoir
la croissance tumorale (Descamps et al., 1998, 2001b, 2001a; Dollé et al., 2003, 2004). Il a
également été montré que les protéines de réparation de I’ADN Ku70 et Ku86 pouvaient
interagir avec TrkA et qu’elles seraient respectivement nécessaires pour la survie (Com et al.,
2007) et I'invasion (Lagadec et al., 2010) induites par le NGF via TrkA. Le récepteur p75N"R peut
également participer a la signalisation du NGF via ses propres voies de signalisation

notamment I'activation de NFkB menant a la survie cellulaire (El Yazidi-Belkoura et al., 2003).
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La protéine p21WAFI/Cipl serait également impliquée dans I'induction de la survie causée par
p75N™R dans les cellules cancéreuses mammaires (Verbeke et al., 2010). La protéine
adaptatrice BEX2 (Brain Expressed X-linked 2) interagit avec p75N® et serait nécessaire a
I'inhibition de I'apoptose dépendante de p75N™R sous stimulation au NGF (Naderi et al., 2007).
Cette inhibition de I'apoptose serait d( a la modulation de protéines membres de la famille
BCL-2, notamment |’activation du facteur anti-apoptotique Bcl-2 et la diminution d’activité
des protéines pro-apoptotiques BAD, BAX et PUMA (Naderi et al., 2010). Outre I'implication
de voies de signalisation associées au NGF déja connues dans le fonctionnement neuronale,
d’autres voies alternatives peuvent étre mises en place dans le cancer du sein. Notre
laboratoire a ainsi montré que la glycoprotéine CD44 pouvait étre recrutée par TrkA suite a
une stimulation par le NGF pour induire une voie de signalisation proinvasive indépendante
de l'activité kinase de TrkA (Aubert et al.,, 2015). La voie de signalisation sous-jacente
résultante de cette interaction serait la voie p115RhoGEF/RhoA/ROCK1. Une autre voie a
également été mise en évidence pour expliquer les effets pro-invasifs du proNGF dans les
cellules cancéreuses mammaires. Le proNGF agirait via une interaction entre les récepteurs

TrkA et la sortiline, sans la participation de p75N™® (Demont et al., 2012).

Le NGF et le proNGF peuvent également agir de facon paracrine pour promouvoir la
croissance tumorale des cellules cancéreuses mammaires. En effet, dans le cancer du sein,
I'infiltration nerveuse a été détectée dans 28% des carcinomes invasifs contre seulement 8%
des carcinomes bénins suggérant un lien entre |'agressivité tumorale et l'innervation,
renforcée par une corrélation significative entre I'invasion ganglionnaire et l'innervation
(Pundavela et al., 2015). De plus, la méme étude a montré I'implication du NGF dans la
neurogenese. Ainsi, le NGF pourraient permettre une innervation accrue de la tumeur ce qui
participerait a une croissance tumorale décuplée. En effet, la présence des nerfs au sein du
microenvironnement tumorale participe a linitiation, a la croissance et au processus
métastatique dans de nombreux cancers a travers le relarguage de neurotransmetteurs dans
le voisinage des cellules cancéreuses menant a I'établissement de voies pro-angiogéniques,
prolifératives, invasives et métastatiques (Boilly et al., 2017; Griffin et al., 2018; Jobling et al.,
2015). Le NGF agit également sur les cellules endothéliales en augmentant leur
migration/invasion, leur perméabilité ou encore leur tubulogeneése (Dollé et al., 2005; Nico et

al., 2008; Romon et al., 2010). Ces effets ont été associés a une augmentation de la sécrétion
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de VEGF par les cellules endothéliales en réponse au NGF. De maniere intéressante, la
migration des cellules endothéliales induite par le NGF est totalement bloquée par I'utilisation
de K252a, un inhibiteur de I'activité kinase de TrkA, mais pas par le SU-5416, un inhibiteur de
tyrosine kinase spécifique du VEGFR-2, suggérant un effet direct du NGF, via I'activation de
TrkA, sur la migration des cellules endothéliales (Dollé et al., 2005). De plus, le NGF
participerait a la différenciation angiogénique des cellules endothéliales progénitrices par
I’activation d’ERK1/2 et I'augmentation de I'expression de CXCR4 (Jadhao et al., 2012).
L'implication du proNGF dans lI'innervation des cellules cancéreuses mammaires n’a pas été
démontrée mais sa sécrétion par les cellules cancéreuses prostatiques conduirait au
neurotropisme et donc, a l'augmentation de l'innervation de la tumeur de prostate

(Pundavela et al., 2015).

Enfin, le NGF serait également un acteur important de la douleur causée par le cancer.
Les mécanismes de la douleur causée par le cancer sont peu clairs (Griffin et al., 2018; Schmidt,
2014) mais la participation du NGF a été notamment montrée dans un modéle de métastases
osseuses de cancer du sein, ol le blocage du NGF méne a une réduction de I'innervation de la
tumeur et conduit a une diminution de la douleur causée par le cancer (Bloom et al., 2011).
L’équipe de Miladinovic a récemment proposé un mécanisme pouvant expliquer le réle du
NGF et de son récepteur dans I'induction de la douleur par le cancer (Miladinovic et al., 2018).
Dans cette étude, les auteurs montrent I'implication de I'axe NGF/TrkA sur le systéme xc qui
participe a la nociception par la prise en charge de cystine et le relarguage de glutamate. Ainsi,
I"utilisation d’AG879, un inhibiteur de TrkA, diminue 'activité de ce systéme et conduit a une

diminution de la douleur cancéreuse (Miladinovic et al., 2018).

Les informations concernant la signalisation protumorale du NGF dans le cancer du
sein, présentées dans cette thése, sont encore parcellaires mais les études menées sur
I'implication de cette neurotrophine dans d’autres cancers permettent de découvrir de
nouvelles voies de signalisation potentielles (Demir et al., 2016). Le role du précurseur du NGF,
le proNGF, dans la tumorigenese mammaire est encore plus récent et peu d’études ont étudié
les voies de signalisation protumorales pouvant résulter de la stimulation a cette
proneurotrophine. L’'ensemble des informations disponibles suggerent un réle protumoral du
NGF et de son précurseur dans la tumorigenése mammaire. Cependant, I'expression de TrkA

et de p75NR a été corrélée a un bon pronostic dans des homogénats de résections tumorales
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soulignant la complexité de cet axe (Descamps et al., 2001a). Les études concernant ces
neurotrophines doivent étre approfondies pour comprendre les éléments clés participant a

leur signalisation et améliorer la prise en charge des patients.
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Figure 24 : Les roles clés du NGF et de son précurseur dans le cancer du sein

Le (pro)NGF se fixe a ces récepteurs présents a la surface des cellules cancéreuses mammaires et
permet la mise en place de voies oncogéniques menant a la croissance, a la survie, a la dissémination
meétastatique ou encore a I’enrichissement en CSCs. Les cellules cancéreuses sécretent elles aussi du
(pro)NGF ce qui ameéne a I'innervation de la tumeur et augmente la douleur par nociception. De méme,
le (pro)NGF permet la vascularisation de la tumeur par angiogenése des cellules endothéliales.

2. Le NGF et son précurseur comme cibles thérapeutiques dans les
cancers

Au vu des implications du NGF et de son précurseur découvertes dans le
développement de nombreux cancers, ces neurotrophines et leurs récepteurs font I'objet de
recherche comme nouvelles cibles thérapeutiques (Griffin et al., 2018). Trois grandes
stratégies existent pour cibler les signalisations du NGF et de son précurseur : cibler le NGF et
son précurseur, cibler les récepteurs TrkA, p75N® ou la sortiline, et cibler les effecteurs sous-

jacents tels que les MAPKs, SRC ou AKT (Figure 25) (Griffin et al., 2018).
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Le NGF peut étre bloqué par I'utilisation d’anticorps neutralisants comme cela a été
montré in vitro dans des lignées cancéreuses prostatiques (Warrington et Lewis, 2011). En
accord avec ces observations, I'anticorps bloquant le plus prometteur a ce jour est le
Tanezumab, malgré le fait qu’il soit testé pour ces effets sur la perception de la douleur plut6t
que sur ses potentiels effets anti-tumoraux. Cet anticorps recombinant humanisé anti-NGF a
montré des résultats significatifs dans la diminution de la douleur causée par I'arthrite osseuse
(Lane et al., 2010; Walicke et al., 2018). Au vu de ces effets sur la perception de la douleur, un
essai clinique de phase Il avait été mené pour déterminer un intérét clinique du Tanezumab
dans le traitement de la douleur causée par les métastases osseuses mais celui-ci n’avait pas
démontré d’intérét clinique (Bannwarth et Kostine, 2017; Sopata et al., 2015). Un anticorps
monoclonal bloguant la fixation du pro-NGF sur le récepteur p75N"™®, le LM11A-31, est
actuellement en cours d’essai clinique (NCT03069014) mais chez des patients atteints par la
maladie d’Alzheimer (Tep et al., 2013). Une autre méthode pourrait étre I'utilisation de siARNs
bloguant la production du NGF et de son précurseur dans la tumeur et son environnement.
Ainsi, I'’équipe de Lei a démontré I'efficacité de cette méthode pour le traitement de cancers
du pancréas via |'utilisation de nanoparticules d’or pour délivrer les siRNAs dans des modeéles

de xénogreffes de souris (Lei et al., 2017).

L'inhibition des récepteurs fixant le NGF et son précurseur est une autre approche
thérapeutiqgue prometteuse. Des inhibiteurs ciblant I'activité kinasique de TrkA ont
notamment été étudiés dans le cancer de la prostate. C’est le cas du K252a, un analogue de
la staurosporine qui se fixe dans les sites de fixation de I'ATP des domaines kinases de
différentes protéines telles que les CAM- kinases et, dans une moindre mesure, des récepteurs
a activité tyrosine kinase comme FLT3 (Fms-like tyrosine kinase 3) ou TrkA. Ces effets anti-
prolifératifs ont d’abord été démontrés dans des lignées cancéreuses prostatiques (Sortino et
al., 2000) puis son dérivé, le CEP-701 ou lestaurtinib, montra une efficacité anti-tumorale dans
des modeles murins de xénogreffes (Festuccia et al., 2007; Weeraratna et al., 2001) ce qui
donna lieu a un essai clinique de phase Il (NCTO0081601) qui n’a pas fourni de preuves
significatives de l'intérét de cet inhibiteur dans le traitement des cancers de prostate. Le
Lestaurtinib a également fait I'objet d’essais cliniques pour des désordres myéloprolifératifs
et pour les leucémies myéloides aigues (Diaz et al., 2011; Fathi et Chabner, 2011). De maniére

intéressante, une étude récente a montré que les lestaurtinib pourrait présenter un intérét
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dans le traitement du cancer du sein, grace a son effet amplificateur de I'inhibiteur de PARP1 :
I’AG14361 (Vazquez-Ortiz et al., 2014). Les dérivés du K252a n’étant pas spécifiques de TrkA,
des études ont été menées pour développer des inhibiteurs plus spécifiques (Lange et Lo,
2018). Les plus prometteurs, actuellement en phase d’essai clinique Il, sont le Larotrectinib
(ou LOXO-101) (NCT03213704), I’Entrectinib (NCT02568267), le Cabozantinib (NCT01639508)
ou encore le Merestinib (NCT02920996). Cependant, ces inhibiteurs ne présentent d’intérét
clinique que dans les cancers présentant des fusions chimériques de TrkA (Vaishnavi et al.,
2015). En effet, bien que ne représentant qu’une proportion allant de 1 a 15 %, des protéines
chimériques constitutivement actives issues de la fusion du domaine kinase de NTRK1 avec
des séquences d’autres génes, ont été identifiées dans de multiples cancers comme le cancer
colorectal (Ardini et al., 2014), du poumon (Vaishnavi et al., 2013), de la thyroide (Greco et al.,
2010) ou encore dans les glioblastomes (Frattini et al., 2013; Wu et al., 2014). Ces observations
suggerent I'existence de mécanismes de résistance envers ces inhibiteurs dans les cancers et
soulignent I'importance de poursuivre les recherches concernant cet axe thérapeutique. Le
développement de peptides mimétiques agonistes ou antagonistes des récepteurs du NGF
semble étre également une approche prometteuse (Josephy-Hernandez et al., 2017). En effet,
ces petits inhibiteurs présenteraient de nombreux avantages tels qu’une meilleure
biodisponibilité et une action plus ciblée, diminuant donc d’éventuels effets non désirés. De
telles molécules sont actuellement a |'étude pour le traitement de maladies neuro-
dégénératives et un agoniste de TrkA, le Tavilermide (MIM-D3), a été récemment approuvé
pour le traitement des yeux secs chez I’humain (NCT01960010). Enfin, le développement
d’anticorps monoclonaux ciblant les résistances peut également étre une option envisageable
pour bloquer la signalisation protumorale du (pro)NGF. En effet, ceux-ci présenteraient une
forte spécificité et une forte affinité pour leurs cibles. Cependant, leur grande taille et leur
haute hydrophilie empéchent toute administration par voie orale et une faible capacité a
traverser la barriere hémato-encéphalique (Yeh et al., 2017). Pourtant, un anticorps
monoclonal ciblant TrkA, le MNAC13, a donné des résultats prometteurs pour diminuer

I'inflammation et la douleur (Ugolini et al., 2007).

Malgré le développement de nombreuses stratégies ciblant la signalisation du NGF, les
essais cliniques continuent d’aboutir sur des résultats peu convaincants probablement a cause

de propriétés pharmacologiques décevantes ou l'existence de mécanismes de résistance
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innée ou acquise. Il est donc nécessaire d’explorer les causes possibles de ces échecs et de
mettre en place des thérapies ciblant ces résistances. Dans cette optique, et considérant
I’extraordinaire plasticité des cellules cancéreuses de sein, la formation de complexes de
récepteurs membranaires spécifiques aux cellules tumorales pourrait expliquer en partie les

résistances aux inhibiteurs et constituer un axe d’approche thérapeutique potentiel.

blage du (pro)NGF Ciblage des récepteurs TS d_es pI’OtEII’le
sous-jacentes

¢ Anticorps bloguant ¢ Anticorps bloguant ¢ Inhibiteurs
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Figure 25 : Le ciblage de I’axe (pro)NGF dans le cancer du sein

Plusieurs stratégies existent pour cibler I'axe du (pro)NGF dans le cancer du sein. 1) Cibler le NGF
et son précurseur par utilisation d’anticorps bloquants humanisés ou par siRNA. 2) Cibler les
récepteurs TrkA, p75"™ ou la sortiline par anticorps boquants, inhibiteurs pharmacologiques ou
encore des peptides mimétiques agonistes ou antagonistes. 3) Cibler les effecteurs de la
signalisation sous-jacente du (pro)NGF en utilisant des inhibiteurs pharmacologiques (adaptée de
Griffin et al., 2018).
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Ill. Plasticité des réseaux de récepteurs membranaires dans
la sighalisation protumorale du (pro)NGF

Le NGF et son précurseur ont des signalisations variées en fonction des récepteurs
présents, parfois jusqu’a mettre en place des signalisations antagonistes pour un méme ligand
(Figure 26). En effet, le proNGF peut a la fois mettre en place une signalisation proapoptotique
mais aussi une signalisation de survie en fonction des récepteurs présents. Ainsi, la
signalisation mise en place par le (pro)NGF dépend fortement des niveaux de ligands, des
niveaux de récepteurs présents a la membrane mais va également dépendre de la présence
de co-récepteurs qui sont de plus en plus décrits comme jouant un réle majeur dans la

signalisation des facteurs de croissance, dont le (pro)NGF (loannou et Fahnestock, 2017).

A. Interactions entre les récepteurs du (pro)NGF

1. Interaction TrkA/p75"™®

Lorsqu’il interagit avec TrkA, le récepteur p75N™® augmente I'affinité du NGF pour ce
récepteur d’environ 100 fois (Hempstead et al., 1991; Mahadeo et al., 1994) et permet de
potentialiser les voies de signalisations associées a TrkA, menant a la survie et a la croissance
neuronale notamment les voies PI3K/AKT, ERK ou PLCy (Bibel et al., 1999; Esposito et al., 2001;
Hempstead et al., 1991). L'exemple de I'interaction entre TrkA et p75N™f permet de montrer
I'importance de p75N™® dans la signalisation des Trks, et vice-versa. Ainsi, en I'absence de
p75NTR dans les cellules PC12, on observe une diminution de I'activation de la voie AKT via
TrkA (Ceni et al., 2010). De la méme maniére, Iutilisation d’un anticorps bloquant anti-p75N™®
permet d’augmenter |'activation de TrkA par la NT-3, ce qui laisse penser que p75"® diminue
I’affinité de NT-3 pour TrkA (Clary et Reichardt, 1994b). Il a été montré que le NGF induit une
augmentation de I'expression de p75N™® dans les neurones sympathiques, menant a une
diminution de la sensibilité des axones a la NT-3 (Brennan et al., 1999; Kuruvilla et al., 2004).
D’autres travaux mettent en avant le réle potentialisateur de p75N™® dans la signalisation
NGF/TrkA en montrant l'altération de I’activation de TrkA lors de 'inhibition de la liaison du
NGF sur le récepteur p75N™® (Barker et Shooter, 1994; Lachance et al., 1997). L’ utilisation d’une
forme mutante du NGF dont la fixation sur p75NR est altérée a montré une diminution de

I'activation de TrkA par le NGF dans les neurones en développement (Rydén et al., 1997).
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La coopération entre les récepteurs p75N™® et TrkA impliquent une mise en relation des
protéines intracellulaires impliquées dans chacune des voies sous-jacentes a chaque
récepteur ce qui conduit a la modulation de ces voies voire méme a la mise en place de
nouvelles voies de signalisation propres au complexe (Barker, 2007; Chao, 2003). Ainsi, il a été
démontré dans des oligodendrocytes qu’en absence de TrkA, le NGF interagit avec p75N™® et
active la voie JNK conduisant a la mort neuronale (Casaccia-Bonnefil et al., 1996). L’expression
de TrkA dans ce type cellulaire permet de stopper la mort cellulaire induite par p75N™® (Yoon
et al., 1998). Cette inhibition de la mort neuronale induite initialement par la signalisation
NGF/p75N™R serait due a la fois a I'activation des voies de survie propres a la signalisation
NGF/TrkA passant par les MAP kinases mais aussi a I'inhibition de la voie pro-apoptotique JNK
via I'activation de RAS, de la PI3K et des PKC (Bilderback et al., 2001; Mazzoni et al., 1999; Plo
et al., 2004). La coopération entre p75N"™R et TrkA serait également nécessaire a I'activation de
la voie de signalisation PI3K/mTORC2 impliquée dans la différenciation neuronale des cellules
PC12 (Negrini et al., 2013) ou encore dans la croissance accélérée des neurites via une
activation de la voie Erk et une régulation du facteur de transcription AP-1 (Diolaiti et al.,

2007).

Au vu de ces observations, les collaborations entre p75"® et TrkA ne sont plus a
démontrer. Mais la question de leur interaction physique reste en suspens. En effet, certaines
études ont démontré une interaction entre TrkA et p75N® grace a des expériences de co-
immunoprécipitation (Bibel et al., 1999; Gargano et al., 1997; Huber et Chao, 1995; Lad et al.,
2003). Pourtant, une étude structurale a mis en évidence I'existence théorique d’'un complexe
tripartite p75N""/NGF/TrkA (1:2:1) dans lequel les parties extracellulaires de p75N™R et TrkA
peuvent fixer les parties opposées du dimere de NGF sans confrontations stériques (Wehrman
et al., 2007), écartant I’hypothése d’une interaction directe entre les deux récepteurs. Des
études ont cependant démontré qu’une interaction directe pouvait étre envisagée. Par
exemple, l'utilisation d’'une forme mutée de p75N™ ne pouvant fixer le NGF conserve
néanmoins la capacité d’augmenter I'affinité de TrkA pour le NGF (Esposito et al., 2001). De la
méme maniére, un homologue de p75N™R dépourvu des domaines de liaison au NGF, la
protéine NRH2, a été montré comme pouvant interagir avec TrkA et permettant d’augmenter
I’affinité de ce récepteur pour le NGF (Murray et al., 2004). La co-immunoprécipitation des

récepteurs p75N™® et TrkA endogénes dans des cellules PC12 indiquerait également que le
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complexe peut se former en absence de NGF (Yano et Chao, 2000). Cette interaction physique
a finalement été démontré dans les parties intracellulaires des récepteurs plutét que dans les
parties extracellulaires (Esposito et al., 2001; lacaruso et al., 2011). Une étude récente a par
ailleurs proposé un nouveau modele de formation du complexe TrkA/NGF/p75N™R selon une

stoechiométrie 2:4:2 (Covaceuszach et al., 2015).

2. Interaction p75""?/sortiline

Les proneurotrophines ont largement été décrites comme possédant des effets pro-
apoptotiques dans les cellules neuronales (Lee et Chao, 2001). Le proNGF ne fit pas exception
et ses effets proapoptotiques furent alloués a sa fixation au récepteur p75N'® et a I’activation
conséquente des voies de signalisation de ce récepteur (Beattie et al., 2002). Toutefois, un
probléme se pose car le proNGF est capable de fixer le récepteur TrkA et le récepteur p75N™®
avec la méme affinité (Kg= 15 x 10° M) (Nykjaer et al., 2004). Connaissant la signalisation du
NGF qui conduit a la survie et qui passe par TrkA et méme le complexe TrkA/p75N™R, la question
se pose quant au choix de la signalisation qui en résulte et on peut alors imaginer une
compétition entre le NGF et son précurseur (Chao, 2003; Nykjaer et al., 2005). La découverte
de la sortiline comme récepteur des proneurotrophines a permis d’expliquer ce paradoxe. En
effet, de la méme maniére que pour le complexe TrkA/p75N™R, Ia co-expression du récepteur
p75NTR et de la sortiline permet la mise en place de sites de haute affinité pour le proNGF au
niveau de p75N™® (Kq = 16 x 10" M). La sortiline fixe donc le proNGF par son prodomaine et
permet d’augmenter 'affinité de la partie mature pour le p75"™® (Feng et al.,, 2010). La
cartographie de cette interaction a montré qu’elle dépendait d’'un domaine
juxtamembranaire de 23 acides aminés au niveau de p75"™® et probablement du domaine
10CC de la sortiline (Skeldal et al., 2012). La signalisation sous-jacente au complexe
p75NTR/sortiline a été relativement peu étudiée et on estime que la signalisation
proapoptotique du proNGF est principalement due a la potentialisation des voies de
signalisation de p75N™® (Nykjaer et Willnow, 2012; Skeldal et al., 2011). Cependant, il a été
montré que la protéine NRH2 augmente |’expression de proNGF et de ses récepteurs tout en
favorisant I’association entre p75NR et |a sortiline (Kim et Hempstead, 2009; Zeng et al., 2015).
De plus, la sortiline augmente le clivage de p75N'® suite a la stimulation au proNGF, ce qui
résulte en la création du fragment p75N™R-CTF et donc a la mise en place d’une autre voie pro-

apoptotique (Skeldal et al., 2012).
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3. Interaction TrkA/sortiline

La plasticité des réseaux de récepteurs membranaires est encore démontrée par la
découverte récente d’une interaction entre le récepteur TrkA et la sortiline. En effet, grace a
I"utilisation de proNGF muté incapable d’étre clivé en NGF mature, plusieurs équipes ont
démontré que la proneurotrophine était capable d’activer TrkA et ses signalisations sous-
jacentes, notamment la voie des MAPK conduisant a la survie cellulaire (Armugam et al., 2012;
Clewes et al., 2008; Fahnestock et al., 2004; Sobottka et al., 2008). Cependant, I'équipe de
Boutilier démontra que le proNGF en lui-méme était incapable d’activer TrkA, mais plutét que
I’endocytose et le clivage du proNGF était nécessaire a cette activation (Boutilier et al., 2008).
Malgré cela, des études d’'immunoprécipitation ont montré une interaction entre TrkA et le
proNGF dans les cellules PC12 (Fahnestock et al., 2004). L’activation de TrkA par le proNGF est
encore débattue, mais la faible affinité de cette proneurotrophine pour TrkA par rapport a sa
forme mature ne fait aucun doute. Pour réconcilier ces observations, I'équipe de Vaegter a
mis en lumiére il y a quelques années I'existence d’un complexe sortiline/TrkA conduisant a la
survie neuronale (Vaegter et al., 2011). Notre équipe a par la suite démontré que ce complexe
était formé suite a une stimulation par le proNGF et qu’il conduisait a I’activation de TrkA et a
I'invasion des cellules cancéreuses mammaires, indépendamment de p75N™® (Demont et al.,

2012).

L’existence de ces interactions entre les récepteurs du (pro)NGF suggere |'existence
d’une régulation fine des voies de signalisations sous-jacentes suite a I'induction par le proNGF
ou le NGF, conduisant principalement a la survie ou a I'apoptose. Ces signalisations dépendent
fortement du contexte cellulaire, et notamment des niveaux de récepteurs présents a la
membrane cellulaire. En effet, il a été démontré que seul le proNGF pouvait induire a la fois
I’'apoptose et la survie neuronale, et que ce choix dépendait de la balance entre les niveaux

de TrkA et p75N™R, mais pas de la sortiline (loannou et Fahnestock, 2017) (Figure 26).
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Figure 26 : La balance des signalisations du (pro)NGF

Les signalisations mises en place par le NGF ou son précurseur dépendent de la balance entre ligands
et récepteurs présents. Ainsi, I'interaction entre TrkA et la sortiline, en présence de proNGF, permet la
mise en place de voies de survie et de migration. L’interaction entre TrkA et p75"™®, en présence de NGF,
permet l'induction de la survie. L’interaction entre la sortiline et p75"™® est mise en place en I'absence
de TrkA, sous stimulation au proNGF, et induit I'apoptose (adaptée de loannou et Fahnestock, 2017).

D. L'importance des co-récepteurs : exemple de CD44

1. Interactome de TrkA : la partie immergée de l'iceberg

L’étude du NGF et de son précurseur dans les différents cancers ont permis d’identifier
de nouvelles voies ainsi que de nouveaux partenaires a I'origine de la mise en place de ces
signalisations (Demir et al., 2016). Ainsi, une interaction entre I'E3 ubiquitin ligase CBL-B
(Casitas B-lineage lymphoma proto-oncogene b) et TrkA a été mise en évidence dans des
lignées cellulaires de neuroblastome (Emdal et al., 2015). Le recrutement de CBL-B par TrkA,

suite a une stimulation au NGF, participerait a la régulation de la signalisation protumorale de
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TrkA via son ubiquitinylation et sa dégradation. Dans les glioblastomes, ou TrkA est de bon
pronostic, une interaction intracellulaire entre TrkA et la protéine d’échafaudage CCM2
(Cerebral Cavernous Malformation 2) conduisant a la mort des cellules a été mise en évidence,
ce qui pourrait expliquer les effets bénéfiques de TrkA observés dans ce type de cancers (Harel
et al., 2009). L'impact du NGF sur le cycle cellulaire a également été approfondi suite a la
découverte de son lien avec le gardien du génome p53. En effet, dans des lignées cellulaires
de prolactinome, p53 est inactivée par une mutation conformationnelle et sa ségrégation
cytoplasmique. La stimulation par le NGF restaure la structure de p53 permettant une
inhibition de la prolifération des cellules cancéreuses (Facchetti et al.,, 2004). Cette voie
dépendrait uniqguement de TrkA et non de p75N™®. Dans la méme optique, notre laboratoire a
récemment découvert |'existence d’une coopération entre le récepteur TrkA et une protéine
de surface membranaire, la glycoprotéine CD44 (Aubert et al., 2015). Cette coopération serait
a l'origine de la mise en place d’une toute nouvelle voie de signalisation impliquée dans les
effets pro-tumoraux du NGF. En effet, le recrutement de CD44 par TrkA conduit a I'activation
de la voie p115RhoGEF/RhoA/ROCK1 menant a l'invasion des cellules cancéreuses de sein
(Figure 27). De fagon intéressante, cette signalisation a été montrée comme étant
indépendante de I'activité kinase de TrkA, suggérant que le manque d’efficacité des
inhibiteurs de TrkA tels que le CEP-701 pourrait étre d a ce mécanisme de résistance
particulier (Aubert et al., 2015). Dans cette méme étude, le ciblage de I'activité kinase de TrkA
ainsi que de CD44 conduisit a une inhibition accrue du développement tumoral dans un
modele de souris xénogreffée, soulignant I'intérét de cibler I'ensemble des acteurs de la

signalisation pour améliorer la prise en charge thérapeutique des cancers.
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Figure 27 : Une nouvelle interaction entre
CD44 et TrkA découverte dans le cancer du
sein

Sous stimulation au NGF, une interaction entre
le récepteur TrkA et la glycoprotéine CD44 se
met en place. Contrairement aux voies
connues mises en place par la fixation du NGF
sur TrkA, linteraction entre TrkA et CD44
permet Iactivation de la voie
pl115RhoGEF/Rho/ROCK1  indépendamment
de la phosphorylation de TrkA. Le processus
par lequel p115RhoGEF est activé par cette
interaction est encore inconnu. Cette
interaction pourrait expliquer les résistances
mises en évidence pour les traitements ciblant
I'activité kinase de TrkA tels que le CEP-701
(adaptée de Aubert et al., 2015).

Agressivité tumorale

2. CD44, un partenaire des RTKs

Les molécules d’adhésion cellulaire (CAMs : Cell Adhesion Molecules) présentes a la
surface cellulaire peuvent interagir avec les récepteurs membranaires et influencer leur
activation, leur signalisation ou l'internalisation de ces derniers. Parmi ces CAMs, CD44

s'impose comme un partenaire majeur des RTKs (Orian-Rousseau et Ponta, 2008).

a. Généralités sur CD44

Le terme CD44 représente une famille diversifiée de glycoprotéines
transmembranaires codées par un seul géne situé sur le locus chromosomique 11p13 (NCBI
gene ID : 960). En effet, le geéne CD44 est constitué de 20 exons dont 10 régulés par |'épissage
alternatif (Figure 28). Ainsi, la transcription de CD44 peut donner naissance a une isoforme
standard constituée des 5 premiers (exons 1 a 5) et des 5 derniers exons (exons 6 a 10) appelée
CD44 standard (CD44s) mais aussi a de nombreuses autres isoformes qui vont inclure, par
épissage alternatif, différents exons variants (exons v2 a v10, I’exon v1 n’étant pas transcrit
chez 'homme (Screaton et al., 1993)) et qu’on appellera alors CD44 variants (CD44v) (Ponta

et al., 2003, 1998). L'inclusion des différents exons variants dans la structure de CD44 confere
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aux isoformes de CD44 une diversité de fonctions et d’expressions spécifiques aux variants

introduits.

Les cing premiers exons codent pour le domaine globulaire N-terminal de la protéine
qui contient différents sites de liaison pour de nombreux composants de la matrice
extracellulaire tels que I'acide hyaluronique, principal ligand de CD44, mais aussi le collagene,
la laminine ou encore la fibronectine (Bajorath, 2000). La séquence d’interaction avec I'acide
hyaluronique, et d’autres glycosaminoglycanes, a d’ailleurs été cartographiée et se situe entre
les acides aminés 32 et 123 (Naor et al., 1997; Sherman et al., 1994). Cette partie globulaire
est constituée de 6 résidus cystéine qui forment des ponts disulfures permettant la formation
de trois sous-domaines globulaires. Ces ponts disulfures sont impliqués dans la structuration
de CD44 mais aussi dans la fixation a 'acide hyaluronique (Banerji et al., 1998). Sous le
domaine globulaire vient le domaine juxtamembranaire de la partie extracellulaire de CD44
qui est composée par 46 acides aminés dans le cas de CD44s, mais qui peut étre élargie par
I'insertion de variants (jusqu’a 381 acides aminés en plus chez ’lhomme) (Screaton et al.,
1992). Différentes glycosylations viennent compléter la structure du domaine extracellulaire
de CD44 et font passer la masse moléculaire du CD44s de 38 kDa a environ 90 kDa (Goldstein
et al., 1989). Ces glycosylations sont notamment impliquées dans la fixation de I'acide
hyaluronique (Skelton et al., 1998). Il est a noter que I'insertion des différents variants confere
également a CD44 des sites de modifications post-traductionnelles spécifiques comme par

exemple I'exon v3 qui procure un site héparane sulfate a la protéine (Bennett et al., 1995).

La partie intramembranaire de CD44 est composée de 23 acides aminés
hydrophobiques et d’un résidue cystéine qui semble participer a la formation d’oligomére de
CDA44 (Liu et Sy, 1997). Cette partie est impliquée dans I'incorporation de CD44 au sein des
radeaux lipidiques (Neame et al., 1995), ce qui participe au phénoméne de « homing » des
lymphocytes (Jalkanen et al., 1986; Underhill, 1992). Le domaine intracellulaire de CD44
constitue une plateforme d’interaction avec de nombreuses molécules associées au
cytosquelette notamment I'ankyrine, la PKC ou encore les protéines ERM (Ezrin-Radixin-
Moesin) qui se fixent a différentes séquences situées dans ce domaine intracellulaire

(Bourguignon et al., 1998; Lokeshwar et al., 1994; Lokeshwar et Bourguignon, 1991).
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Figure 28 : Représentation schématique de CD44

La glycoprotéine CD44 est composée d’une partie extracellulaire formée en grande partie par un
domaine de liaison a I'acide hyaluronique et a d’autres composants de la matrice extracellulaire tels
que l'ostéopontine ou le collagéne. Ce domaine est structuré par 3 ponts disulfures permettant la
formation de 3 sous-domaines globulaires. A la suite de ce domaine de liaison se trouve la zone
d’insertion d’exons variants a l'origine de la diversité des protéines CD44. La partie intramembranaire
est importante dans la formation d’oligoméres de CD44. La partie intracellulaire contient différentes
séquences d’interaction avec des protéines intracellulaires telles que les protéines ERM ou encore
I’ankyrine.

En tant que molécules impliquées dans I'adhésion et les interactions cellule-cellule et
cellule-matrice extracellulaire, les protéines membres de la famille CD44 sont impliquées dans
de nombreuses fonctions physiologiques et pathologiques. Elles participent a des processus
cellulaires tels que le développement des organes, le guidage des axones neuronaux, diverses
fonctions immunitaires ou encore I’'hématopoiese (Ponta et al., 1998). CD44s est exprimé de
fagon ubiquitaire mais les isoformes variants de CD44 présentent une distribution restreinte
en fonction des exons présents au sein de la séquence protéique (Sneath et Mangham, 1998).
Par exemple, l'isoforme contenant les exons variants 8, 9 et 10 (CD44v8-10) est
préférentiellement retrouvée dans les cellules épithéliales (Brown et al., 1991; Stamenkovic

et al., 1991) tandis que I'isoforme la plus longue contenant les exons variants 3 a 10 (CD44v3-

10) a été retrouvée dans les kératinocytes (Hofmann et al., 1991) (Figure 29). Certaines
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isoformes de CD44 sont en particulier impliquées dans différentes étapes de la tumorigenese
et notamment dans le processus métastatique (Gunthert et al., 1991). L'implication des
variants de CD44 est reporté dans de nombreux cancers comme le cancer du sein (Dall et al.,
1995; lida et Bourguignon, 1995; Rodriguez et al., 1995), du colon (Mulder et al., 1994), de la
thyroide (Gasbarri et al., 1999), du poumon (Mizera-Nyczak et al., 2001), des ovaires
(Rodriguez-Rodriguez et al., 1998; Saegusa et al.,, 1999) ou encore dans les mélanomes
(Schaider et al., 1998). Ces isoformes peuvent participer a la progression tumorale via leurs
propres signalisations, notamment grace a leur interaction avec I'acide hyaluronique ou
d’autres composants de la matrice extracellulaire, mais aussi via leur capacité a agir en tant
gue corécepteurs membranaires pour différents récepteurs. En tant que corécepteurs, les
isoformes de CD44 peuvent alors servir a présenter le ligand, prévenir ou induire
I'internalisation ou encore induire ou amplifier la signalisation des récepteurs (Orian-
Rousseau et Ponta, 2008). Parmi ces isoformes, les isoformes contenant les variants 3 et 6
sont particulierement impliquées dans les interactions avec les récepteurs tyrosine kinases.

S1 52 53 54 55 V1 V2 V3 v4 V5 Vb6 V7 V8 V9 V10 56 S7 58 S9 510

Exons # 1;2:3;4,;5 67 38:9 10,11,12;13;14,15,16,17,;18,;19,20

Domaine extracellulaire ™ Cyt.

CD44s

Cancer

Cancer

CD44v8-10
m 1324 p45,16 1741819 720 Cellules épithéliales

1;2,;,3;4,;5 8 39 y10,11;12;13,;14;15,;16,217 ;18 ,;19,;20 C[,)MY?’_IO
Kératinocytes

Figure 29 : Les isoformes de CD44

Le géne de CD44 est constitué de 20 exons dont 10 sont soumis a I’épissage alternatif. Les exons S1 a
S10 désignent les exons standards qui ne subissent pas I'épissage alternatif. Les exons V1 a V10
désignent les exons variants. L’insertion de différents variants procure a CD44 une diversité de fonction
et d’expression. Ainsi, CD44s est exprimée de fagcon ubiquitaire, CD44v3 et CD44v6 sont retrouvées
surexprimées dans différents cancers, CD44v8-10 est exprimée majoritairement dans les cellules
épithéliales tandis que la plus longue isoforme CD44v3-10 a été découverte dans les kératinocytes. TM :
Domaine transmembranaire ; Cyt. : Domaine cytoplasmique (adaptée de Weidle et al., 2011).
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b. CD44 : co-récepteur des RTKs

L'insertion de I'exon variant 3 dans la structure de CD44 lui fournit un double motif
Sérine-Glycine ce qui permet l'attachement d’un polysaccaride héparane sulfate ou
chondroitine sulfate (Bennett et al., 1995). En conséquence, les isoformes de CD44 contenant
le variant 3 peuvent jouer le role de protéoglycanes a héparane sulfate (HSPGs : Heparan
Sulfate Proteoglycans) et possédent alors la capacité de fixer des facteurs de croissance tels
que le FGF, I'HB-EGF ou encore le VEGF (Jones et al., 2000). Ce fut I’équipe de Sherman qui
mis pour la premiere fois en évidence le réle de co-récepteur d’une isoforme de CD44
contenant le variant 3 (Sherman et al., 1998). Dans cette étude portant sur le développement
des membres, cette isoforme s’avéra étre nécessaire pour la présentation de différents FGFs
a leur récepteur correspondant situés au niveau des cellules mésenchymateuses, induisant
alors la croissance cellulaire. Le role de corécepteur de CD44v3 a également été montré pour
I'activation d’ERBB4 par le facteur de croissance HB-EGF (Heparin Binding-EGF) conduisant au
remodelage du tissu reproducteur femelle (Yu et al., 2002). De fagon intéressante, ce
mécanisme repose sur le recrutement de I'enzyme MMP7 (Matrix MetalloProteinase 7, ou
Matrilysin) au niveau de la membrane par CD44v3, qui va alors permettre la maturation du
précurseur HB-EGF par clivage protéolytique ce qui conduira a I'activation d’ERBB4 conduisant
a la survie cellulaire (Yu et al., 2002). Ce processus a également été mise en évidence dans la
progression tumorale des cancers cutanées a cellules squameuses (Kivisaari et al., 2010) et
dans des lignées épithéliales de cancer du sein (Lynch et al., 2007). La fixation du HGF/SF
(Hepatocyte Growth Factor/Scatter Factor) par CD44v3 permettrait également de concentrer
ce facteur de croissance au niveau de la membrane cellulaire et de le présenter a son
récepteur C-MET, qui va alors activer des voies de signalisation dépendantes des kinases ERK1
et ERK2 menant a la croissance et a la motilité (Tanimura et al., 1998; van der Voort et al.,
2000). Grace a des traitements a I’héparinase, ce mécanisme a été montré comme dépendant

fortement de la chaine d’héparane sulfate contenue par CD44v3.

Le variant 6 de CD44 confere également la capacité aux isoformes le contenant
d’interagir avec de nombreux RTKs. De maniére surprenante, il a été montré que CD44v6, une
forme de CD44 ne présentant pas de chaines d’héparane sulfate, pouvait également interagir
avec le récepteur Met dans des lignées cancéreuses pancréatiques de rat (Orian-Rousseau et

al., 2002). Ainsi, CD44v6, I'HGF et le récepteur MET forment un complexe ternaire
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indépendamment de la présence de chaines d’héparane sulfate. CD44v6 agit comme
régulateur de I'activation de MET par la présentation de son ligand HGF et fixe également les
protéines ERM au niveau sa queue cytoplasmique, faisant le lien avec le cytosquelette et
jouant le role de plateforme intracellulaire pour la signalisation de MET et I'activation sous-
jacente de la cascade RAS-SOS (Orian-Rousseau et al., 2007). Des analyses par mutation ont
d’ailleurs permis d’identifier trois acides aminés au sein de la séquence du variant 6 requis
pour I'activation de Met, ce qui a conduit au développement d’un peptide mimétique de cette
séquence capable de bloquer l'activation de MET (Matzke et al.,, 2005). De maniére
surprenante, ce peptide bloque également I'activation de VEGFR-2, suggérant un lien entre
CD44v6 et l'activation de VEGFR-2 (Tremmel et al., 2009). Des expériences de
coimmunoprécipitation en absence de VEGF ont permis de mettre en évidence que CD44v6
et VEGFR-2 sont constitutivement associés. Plus récemment, la nécessité du CD44v6 dans
I'activation d’EGFR par I'EGF, I'Epiréguline et la neuréguline a été démontré dans le cancer du

sein (Morath et al., 2018).

L’'ensemble de ces observations montre que les propriétés uniques de fixation de
ligands que possedent certaines isoformes de CD44 leur conferent une capacité de support
de l'activation des RTKs. De plus, il semblerait que le recrutement d’une isoforme de CD44
pour |'activation d’'un RTK particulier soit extrémement spécifique du ou des exons variants
inclus dans la structure protéique de CD44. Ainsi, le ciblage de certaines isoformes de CD44
impliquées dans les processus protumoraux, notamment celles contenant les variants 3 et 6,
semble étre une approche thérapeutique prometteuse. Le nombre important d’isoformes de
CD44 ainsi que leurs implications dans de nombreux processus cellulaires différents
pourraient également expliquer la corrélation de I'expression de CD44 avec a la fois de bons
et de mauvais pronostics cliniques, notamment dans le cancer du sein (Louderbough et

Schroeder, 2011).

c. CD44 comme cible thérapeutique dans les cancers

Le nombre important d’études démontrant une association entre CD44 et le processus
métastatique ont poussé différents groupes a cibler CD44 en thérapie, par I'utilisation
d’anticorps monoclonaux, de peptides mimétiques ou encore par des thérapies reposant sur

I'utilisation de miRNAs.
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L'utilisation d’un anticorps monoclonal spécifique de CD44v6 a montré une diminution
significative de la dissémination métastatique dans un modele de xénogreffe de cellules
cancéreuses pancréatiques (Seiter et al., 1993). Compte tenu de ces observations ainsi que de
la corrélation entre I'expression de CD44v6 et la progression tumorale dans les carcinomes a
cellules squameuses de la téte et du cou (HNSCCs : Head and Neck Squamous Cell Carcinomas)
(Heider et al., 2004), un anticorps monoclonal humanisé ciblant CD44v6, le bivatuzumab, fut
testé en essais clinique de phase 1. Dans cet essai clinique, le bivatuzumab couplé a la drogue
cytotoxique mertansine fut administré a des patients atteints d’HNSCC. Malgré une régression
de la croissance tumorale observée chez deux patients sur vingt, I’essai fut stoppé di a la mort
d’un des patients (Orian-Rousseau, 2010). Le méme anticorps mais radiomarqué, BIWA4, a
été testé sur des patients atteints par un cancer du sein de stade précoce mais I’'accumulation
de I'anticorps dans des tissus non tumoraux et les résultats non significatifs sur la diminution
de la masse tumorale conduisirent a 'abandon des études (Koppe et al., 2004). Concernant
les peptides mimétiques de CD44v6, les résultats prometteurs obtenus in vitro suggérent
qu’ils pourraient étre utilisés en essais cliniques. Leur efficacité est actuellement testée dans
des modéles de xénogreffes de cancer du sein et de I'cesophage (Orian-Rousseau, 2010).
L'amélioration de ces peptides est également en cours d’exploration pour augmenter leur

efficacité in vivo (L. Li et al., 2017).

Malgré des résultats prometteurs pour les anticorps humanisés ciblant CD44v6, les
essais cliniques sont arrétés suite au déces d’un patient, probablement a cause d’effets
secondaires. Le ciblage de CD44, et en particulier le variant 6, reste cependant une
intéressante option thérapeutique. La caractérisation des mécanismes impliquant CD44 doit

étre approfondie afin de pouvoir limiter d’éventuels effets indésirables chez les patients.
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Contexte scientifique

Avec prés de 60 000 nouveaux cas estimés en France en 2017, le cancer du sein est le
deuxieme cancer le plus fréquent en France et s’éléve a la premiére place chez la femme que
ce soit en France mais aussi dans le monde. C’est également le cancer le plus mortel chez la
femme, avec pres de 12 000 déces estimés en France en 2017, ce qui représente pres de 20 %
des déces féminins par cancer (Jéhannin-Ligier et al., 2017). Le développement de thérapies
anti-cestrogéniques, qui restent les stratégies thérapeutiques les plus utilisées dans le
traitement des cancers du sein, a nettement contribué a 'amélioration de la prise en charge
des patientes atteintes d’un cancer du sein (Higgins et Baselga, 2011). Cependant, tous les
cancers du sein ne sont pas hormono-dépendants et ne vont donc pas répondre
favorablement a ce type de traitements. L’hétérogénéité inter et intra-tumorale du cancer du
sein nécessite la recherche d’autres cibles thérapeutiques. Les cellules cancéreuses de sein
dépendent fortement d’autres molécules et sont notamment régulées par les facteurs de
croissance et leurs récepteurs associées tels que I'lGFR ou encore HER2 (Lann et LeRoith, 2008;
Voutsadakis, 2018). Parmi ces facteurs de croissance, la famille des neurotrophines et leurs
récepteurs s'imposent de plus en plus comme des éléments importants dans la progression
du cancer du sein, a travers leurs roles dans différents processus protumoraux (Hondermarck,
2012). Dans ce contexte, le laboratoire d’accueil, 'INSERM U908, a été le premier laboratoire
a démontrer I'implication du Nerve Growth Factor dans le cancer du sein. Le NGF est le
membre prototypique de la famille des neurotrophines, des facteurs de croissance
initialement synthétisés sous la forme de pré-pro-neurotrophines et dont les actions sont
principalement décrites dans les cellules neuronales (Skaper, 2012). Cependant, le laboratoire
INSERM U908 a mis en évidence que le NGF et son précurseur, le pro-NGF, sont des facteurs
déterminants de la tumorigenése mammaire, et plus particulierement de la croissance et de
I'invasion des cellules cancéreuses de sein (Demont et al., 2012; Descamps et al., 1998). Ainsi,
le développement de composés ciblant les facteurs de croissance tels que le NGF et leurs
récepteurs constitue un axe d’approches thérapeutiques prometteuses. Néanmoins, ces
thérapies ciblées peinent a démontrer leur efficacité ; la plupart d’entre elles ne passent pas
le stade des études précliniques ou demeurent en phases précoces d’essais cliniques, comme

ce fut le cas pour le CEP-701, un inhibiteur multi-kinase ciblant notamment TrkA (Marshall et
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al., 2005). Les origines de ces résistances sont multiples et peuvent s’expliquer par une
biodisponibilité insuffisante de la drogue (Collins et al., 2007) ou encore a la plasticité des
voies de signalisations intracellulaires qui viennent compenser le blocage de certains
récepteurs (Holz et al., 2013). Une autre hypothese expliquant I'origine de ces résistances
serait la plasticité des réseaux de récepteurs membranaires. En effet, de nombreux exemples
de coopérations entre les molécules présents a la surface membranaire, résultant en
I’établissement de nouvelles voies oncogéniques, sont régulierement mis en évidence (Choy
et al., 2017; Orian-Rousseau et Ponta, 2008; Paulson et al., 2013; Wilson et al., 2012). Ainsi, le
laboratoire INSERM U908 a récemment mis en évidence I'existence d’'une coopération entre
TrkA et CD44, sous stimulation au NGF, qui résulte en la mise en place d’une voie de
signalisation indépendante de la phosphorylation de TrkA via
p115RhoGEF/RhoC/RhoA/ROCK1 (Aubert et al., 2015). De plus, une coopération entre la
sortiline et TrkA mise en place par le proNGF a également été démontrée par le laboratoire

INSERM U908 (Demont et al., 2012).

Objectifs de la these

Malgré la mise en évidence de ces nouvelles coopérations membranaires, la
compréhension de leur mise en place et de leurs signalisations sous-jacentes restent
parcellaires. Dans une volonté de mieux définir ces coopérations et de faciliter leur ciblage
thérapeutique, mon travail de thése a consisté a caractériser la mise en place des complexes
TrkA/CD44 et sortiline/TrkA, respectivement dépendants d’une stimulation au NGF et au
proNGF, dans les cellules cancéreuses mammaires. Concernant l'interaction TrkA/CD44, j'ai
plus particulierement déterminé le variant impliqué dans l'interaction ce qui nous a permis
d’étudier plus précisément la mise en place et la signalisation de ce complexe, ainsi que
d’étudier des méthodes pour bloquer cette interaction protumorale. Par ailleurs, le travail
effectué sur CD44 a été étendu grace a une collaboration avec le Professeur Véronique Orian-
Rousseau (Institut de Technologies de Karlsruhe, Allemagne) pour étudier I'implication de
CD44 dans la mise en place d’autres complexes impliquant des RTKs dans le cancer du sein.

Concernant I'interaction TrkA/sortiline, mon travail a consisté a étudier sa mise en place dans
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les cancers du sein et a mettre en évidence un nouveau déterminant dans cette interaction :

le récepteur EphA2.

Valorisation des résultats

L'ensemble de ces travaux a fait 'objet de trois publications dans des journaux
internationaux dans lesquelles je suis premier auteur et d’'une publication en collaboration

avec le Pr. Véronique Orian-Rousseau (Karlsruhe, Allemagne) dans laquelle je suis co-auteur:

Article de revue : “CD44v3 in cancers”

Lévéque R., Le Bourhis X., Toillon RA. (En préparation)

Article 1 : “Differential recruitment of CD44 isoforms by ErbB ligands reveals an involvement
of CD44 in breast cancer”
Morath 1., Jung C., Lévéque R., Linfeng C., Toillon RA., Warth A. and Orian-Rousseau V., (Publié dans

Oncogene, 2018). (Annexe n°1)

Article 2 : “Ephrin type-A receptor 2 cooperates with TrkA to increase breast tumor
aggressiveness”

Lévéque R., Corbet C., Aubert L., Guilbert M., Lagadec C., Adriaenssens E., Duval J., Finetti P., Birbaum
D., Magné N., Chopin V., Bertucci F., Le Bourhis X. and Toillon RA. (Publié dans Cancer Letters, 2019)

(Annexe n°2)

Article 3 : “The variant 3 of CD44 cooperates with TrkA to increase cell growth in triple
negative breast cancer cells”
Lévéque R., Aubert L., Guilbert M., Corbet C., Lagadec C., Chopin V., Duval J., Angrand PO., Vélkel P.,

Orian-Rousseau V., Chevalier D., Le Bourhis X. and Toillon RA. (En préparation)
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I. Modeéles expérimentaux

A. Modeéles in vitro

Le cancer du sein est une pathologie hétérogene présentant des caractéristiques
biologiques et histopathologiques variables (Viale, 2012). En se basant sur le travail de Perou
et ses collégues (Perou et al., 2000), nous avons choisi de mener les expériences sur plusieurs
lignées de cancer du sein différentes. En effet, malgré I'extraordinaire hétérogénéité des
cancers du sein, trois grands types se détachent selon les taux d’expression du récepteur a la
progestérone, du récepteur aux oestrogénes et du récepteur HER2. Ces trois classes
moléculaires, décrites en Introduction, sont la classe triple-négative, la classe luminale ainsi
que la classe HER2+. Nous avons sélectionné deux lignées cancéreuses mammaires
représentatives de chacune de ces classes moléculaires afin de savoir si nos observations
étaient dépendantes de la classe moléculaire ou d’'une autre caractéristique propre a la lignée.
Les expériences ont donc été réalisées sur deux lignées triples-négatives (MDA-MB-231 et
SUM159-PT), deux lignées luminales (MCF-7 et T-47D) et deux lignées HER2+ (BT-474 et HCC-
1954). Les lignées MDA-MB-231, MCF-7 et T-47D sont issues d’un site métastatique provenant
d’une effusion pleurale (Cailleau et al., 1974). Les lignées SUM159-PT, BT-474 et HCC-1954
sont dérivées d’un site primaire d’adénocarcinome mammaire. Toutes les lignées ont été
obtenues auprés de la société American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA)
exceptée la lignée SUM159-PT qui a été obtenue auprés de la société Asterand Bioscience

(Etats-Unis).

Par ailleurs, une lignée non cancéreuse a été utilisée comme modele de transfection
dans certaines expériences : la lignée COS-7. Les cellules COS-7 sont dérivées d’un tissu de rein
de singe vert (Cercopithecus aethiops) et ont été immortalisées via |'utilisation du virus SV40
permettant la production de l'antigéne T (Gluzman, 1981). Ces cellules sont largement
utilisées comme modele de transfection de protéines recombinantes car elles possedent un

métabolisme amoindri ainsi qu’une trés bonne tolérance aux techniques de transfection.
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B. Modeéles in vivo

En plus des modeles in vitro, différents modeéles in vivo ont été utilisés pour compléter les

observations et résultats obtenus.

e Xénogreffes de cellules tumorales mammaires en souris SCID (Severe Combined
ImmunoDeficiency) : Toutes les expériences impliquant des souris ont recu
I"approbation du comité d’éthique de I’'Université de Lille et ont été menées selon la
réglementation nationale en vigueur en France.

e Tissue MicroArray (TMA) : Les TMAs sont des lames histologiques contenant plusieurs
dizaines de spots d’échantillons tumoraux provenant de différentes patientes. Elles
ont été obtenues via les sociétés SuperBioChips Laboratories (Corée du sud ; CBA4 : 39

spots), US BioMax, Inc. (Etats-unis ; HBre-Duc150-Sur-01 : 150 spots).

Il. Culture cellulaire

A. Entretien des lignées

Les cellules MDA-MB-231 et MCF-7 sont cultivées dans du milieu minimum essentiel
de Eagle (EMEM) supplémenté avec 10 % de sérum de veau foetal (SVF) (Hyclone, Etats-unis),
1 % d'acides aminés non essentiels (11140-035, Gibco), 120 uM de pénicilline, 120 uM de
streptomycine et 120 uM de Gentamycine. Les cellules SUM159-PT sont cultivées dans du
milieu F12 avec 5 % de SVF, 10 mM d’HEPES, 120 uM de pénicilline, 120 uM de streptomycine,
1,72 uM d’insuline, 120 uM de Gentamycine et 2,76 uM d’hydrocortisone. Les cellules T-47D
sont cultivées dans du milieu RPMI (Roswell Park Memorial Institute Medium) avec 10 % de
SVF, 1 % d'acides aminés non essentiels, 120 uM de pénicilline, 120 uM de streptomycine,
1,72 uM d’insuline et 120 uM de Gentamycine. Les cellules BT-474 et HCC-1954 sont cultivées
dans du milieu RPMI-1640 (ATCC modified) avec 10 % de SVF, 120 uM de pénicilline et 120
UM de streptomycine. Les cellules COS-7 sont cultivées dans un milieu DMEM (Dulbecco
Essential Minimum Medium) avec 10 % de SVF, 1 % d'acides aminés non essentiels, 120 uM

de pénicilline, 120 uM de streptomycine et 120 uM de Gentamycine.

Les cellules sont entretenues dans des flasques de 75 cm? (atmosphére saturée en
humidité ; 5 % de CO2 ; 37°C). A pré-confluence, les cellules sont décollées par I'addition de

trypsine / 0,25 % EDTA et réensemencées (passage).
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B. Traitements des cellules aux facteurs de croissance

Avant traitement aux facteurs de croissance, les cellules sont rincées deux fois avec du
milieu de sevrage. Le milieu de sevrage utilisé est le méme que celui utilisé pour I'entretien
des cellules mais contenant 0,1 % de SVF afin de minimiser I'impact d’autres facteurs de
croissance. Une fois les rincages effectués, les cellules sont incubées pendant 24 h. Les cellules
sont alors traitées avec 0,5 nM de proNGF non clivable (Alomone Labs, Israél), 16 nM de NGF
mature (Alomone Labs, Israél) ou encore 3 nM d’EGF (Sigma-Aldrich, France). Les temps de

stimulation varient en fonction de I'expérience et du facteur de croissance utilisé.

L'arrét de la stimulation est effectué grace a un refroidissement rapide infligé aux
cellules en les plagant rapidement sur un tapis de glace. Suite a ce refroidissement, les cellules

sont rapidement rincées deux fois au PBS 1X avant de poursuivre les expériences.

C. Traitements des cellules aux inhibiteurs

Certaines expériences ont nécessité un traitement préalable des cellules avec certains
inhibiteurs, avant les stimulations aux facteurs de croissance. Pour cela, les cellules sont pré-
incubées avec les inhibiteurs pendant une durée variable suivant les inhibiteurs utilisés. Ainsi,
les traitements au K252a (10 nM, Calbiochem) ou a la Neurotensine (1 uM, R&D systems) sont
effectués 1 heure avant le traitement aux facteurs de croissance. Les traitements aux peptides
mimétiques (50 nM, Genscript) sont effectués 30 minutes avant le traitement aux facteurs de
croissance. Pour ces traitements, le milieu des cellules n’est pas remplacé. Pour éviter
d’éventuelles modifications dans les cellules, les traitements sont dilués dans du milieu de
sevrage chauffé a 37°C puis rapidement ajoutés aux cellules en culture sans les sortir de

I'incubateur.

IIl. Transfections

A. Transfections de plasmides

L’établissement de lignées cellulaires transfectées de facon stable a été effectué grace
a la technique de transfection par électroporation. Nous avons pour cela utilisé le dispositif
d’électroporation Nucleofector® Il (Amaxa biosystems) et les kits V (pour les cellules MDA-
MB-231, programme T-016) et R (pour les cellules COS-7, programme W-001) fournis par la

méme compagnie. Avant la transfection, les cellules sont préparées dans des boites de
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diametre 90 mm pour atteindre 75 a 80 % de confluence au moment de la transfection. Les
plasmides utilisés sont disponibles dans des solutions d’eau MQ ou de tampon TE (10Mm
tris/HCl, 1mM EDTA, pH 8,0) a une concentration comprise entre 1 et 5 ug/uL. Les plasmides
suivants ont été utilisés : pcDNA3.1/Hygro-CD44v3-v10, pcDNA3.1/Hygro-CD44v3,
pcDNA3.1/Hygro-CD44v6, pcDNA3.1/Hygro-CD44s, pcDNA3.1/Hygro-CD44v3Al,
pcDNA3.1/Hygro-CD44v3A2,  pcDNA3.1/Hygro-CD44v3A3, pcDNA3.1/Hygro-CD44v3A4,
pdisplay-HA-TrkA, pdisplay-TrkA-kinase-dead, pdisplay-TrkA-Y490F et le plasmide eGFP
(fourni dans le kit Amaxa). Une fois I'électroporation terminée, les cellules sont resuspendues

dans le milieu de culture adéquat a 10 % de SVF a 37°C.

Il est nécessaire de remplacer le milieu des cellules 24 heures aprés la transfection pour
éliminer les débris cellulaires résultant du choc de la transfection. La sélection des clones
cellulaires ayant correctement intégré le plasmide est effectuée a partir de 48 heures apres la
transfection. Pour cela, un antibiotique spécifique au plasmide intégré est ajouté dans le
milieu de culture. Les cellules transfectées avec les plasmides pdisplay sont sélectionnées avec
la généticine (G418) a une concentration d’1 mg/mL. Les cellules transfectées avec les
plasmides pcDNA3.1 sont sélectionnées avec I’hygromycine a une concentration de 200
ug/mL. Ces doses ont été préalablement déterminées grace a un protocole de détermination
d’IC50. La sélection a I'antibiotique est maintenue durant deux semaines puis une pression de

sélection est maintenue a raison de la moitié de la dose initialement administrée.

B. Transfection de siARNs

Les siARNs ont été transfectés avec le kit INTERFERin™ selon les recommandations du
fabricant (Polyplus Transfection, Ozyme, France). Les séquences sélectionnées ont été
vérifiées grace a un « blast » sur 'ensemble du génome humain afin d’éviter toute inhibition
non spécifique. Tous les siARNs utilisés ont été fournis et séquencés par la société Eurogentec
(France). Suivant la nature de I'expérience et la nature des molécules observées apres la
transfection (ARNs ou protéines), le temps d’incubation des cellules aprés transfection était
différent. Ainsi, pour des expériences ayant pour objectif d’observer l'inhibition de la
production d’ARNm, les cellules sont incubées 24 heures. Pour les protéines, les cellules sont
incubées pendant 48 a 72 heures. Une liste des siARNs utilisés pendant cette thése est fournie

en Tableau 5.
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Nom Séquences

i GFP sens GAU-GAA-CUU-CAG-GGU-CAG-C
si-
anti-sens GCU-GAC-CCU-GAA-GUU-CAU-C
. sens GUA-UGA-CAC-AUA-UUG-CUU-C
si-panCD44 .
anti-sens GAA-GCA-AUA-UGU-GUC-AUA-C
. sens UGA-AGA-UGA-AAG-AGA-CAG-ACA
si-CD44v3_1 .
- anti-sens UGU-CUG-UCU-CUU-UCA-UCU-UCA
. sens AGG-CAU-UGA-UGA-UGA-UGA-AGA
si-CD44v3_2 .
- anti-sens UCU-UCA-UCA-UCA-UCA-AUG-CCU
. sens GAA-CCU-GAC-UGA-GCU-CUA-C
si-TrkA_1 i
anti-sens GUA-GAG-CUC-AGU-CAG-GUU-C
. sens UGG-AGU-CUC-UCU-CCU-GGA-A
si-TrkA_2 i
anti-sens UUC-CAG-GAG-AGA-GAC-UCC-A
. sens GCU-GCA-GUG-UCA-UGG-GCA-A
si-TrkA_3 .
anti-sens UUG-CCC-AUG-ACA-CUG-CAG-C
AT sens GCA-AGG-AAG-UGG-UAC-UGC-UGG-ACU-U
|-
: anti-sens AAG-UCC-AGC-AGU-ACC-ACU-UCC-UUG-C
. sens GCG-UAU-CUU-CAU-UGA-GCU-CAA
si-EphA2_song .
anti-sens UUG-AGC-UCA-AUG-AAG-AUA-CGC
75 sens AUG-CCU-CCU-UGG-CAC-CUC-C
si-
S anti-sens GGA-GGU-GCC-AAG-GAG-GCA-U

Tableau 5 : Tableau récapitulatif des séquences de siARNs utilisées dans cette étude

C. Obtention des plasmides

Obtention du plasmide pdisplay HA-TrkA par ligature enzymatique : La séquence du

géne NTRK1 (NM_002529.3) a été obtenue par rétrotranscription des ARNm issues des
cellules MDA-MB-231. Elle a été insérée dans le vecteur pdisplay (Invitrogen) contenant la
séquence du peptide HA. Pour cela, la séquence de NTRK1 est d’abord amplifiée par PCR avec
les amorces TrkA_HA: et TrkA_HA;(Tableau 6) a partir d’'un plasmide pcDNA3 (Invitrogen)
contenant la séquence de NTRK1. Ces amorces permettent d’insérer les sites de restriction Sfi
l et Sac Il aux extrémités de la séquence de NTRK1 mais aussi d’amplifier la séquence de NTRK1
sans la séquence du peptide signal. L'amplicon (2400 pb) est ensuite purifié grace au kit Wizard
(Promega) puis inséré dans le vecteur pGEM-T Easy (Promega). Le vecteur est alors amplifié
dans des bactéries compétentes IM109 (Promega). Apres criblage des colonies, la purification
des plasmides est effectuée grace au kit Qiaprep Spin mini/midiprep (Qiagen) et ceux-ci sont

vérifiés par digestion enzymatique. L'insert NTRK1 est ensuite récupéré par digestion tandis
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que le plasmide pdisplay est linéarisé également par digestion, permettant l'insertion de
I'insert NTRK1 dans le vecteur pdisplay par ligation. Le plasmide ainsi obtenu est alors amplifié
selon le méme protocole précédemment décrit puis vérifié par digestion enzymatique et

séquencage (GATC Biotech).

Obtention des plasmides pcDNA3.1/Hygro(-) CD44 : La création des plasmides CD44 a

été effectué grace au kit GeneArt Seamless Cloning (Invitrogen). Cette technique permet
I'insertion de fragments de séquences (jusqu’a 4) au sein d’un vecteur plasmidique. Les
fragments de séquences a insérer sont obtenus par amplification PCR grace a des amorces
spécifiques (Tableau 6). Pour les fragments de CD44, ceux-ci ont été amplifiés a partir d’un
plasmide contenant la séquence de CD44 (BC004372). Les fragments créés doivent présenter
une homologie de séquence entre eux de 18 nucléotides a leurs extrémités. Dans le cas du
plasmide CD44v3Al, 3 fragments ont été nécessaires. En effet, le premier fragment
correspond au plasmide pcDNA3.1/Hygro(-) linéarisé avec les enzymes Bmtl et EcoRV. Le
deuxieme fragment correspond a la partie N-terminale de la séquence CD44v3A1 obtenue par
amplification du plasmide BC004372 grace aux amorces CD44 Nterm_Forward et
CD44_Nterm_Reverse. Le troisieme fragment a été obtenu par amplification de la séquence
de CD44v3 ne contenant pas la zone 1 mais le reste de la séquence de CD44v3, y compris la
région C-terminale, grace aux amorces CD44_D1_Forward et CD44_Cterm_Reverse. Une fois
les fragments disponibles, ceux-ci sont intégrés au plasmide pcDNA3.1/Hygro(-) par
recombinaison homologue. Le plasmide est ensuite amplifié dans des bactéries E.coli One
Shot® TOP10. Sur I'ensemble des colonies obtenues, 5 sont sélectionnées pour isolation des
plasmides et analyse par digestion enzymatique. La purification des plasmides est effectuée

grace au kit Qiaprep Spin mini/midiprep (Qiagen).
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Amorces

TrkA_HA1
TrkA_HA2
CD44_Nterm_Forward
CD44_Nterm_Reverse
CD44_Cterm_Forward
CD44_Cterm_Reverse
CD44s_Cterm_Forward
CD44s_Cterm_Reverse
CD44v3_Forward
CD44v3_Reverse
CD44v3_Cterm_Forward
CD44v6_Forward
CD44v6_Reverse
CD44_D1_Forward
CD44_71_Reverse
CD44_D2_Forward
CD44_72_Reverse
CD44_D3_Forward
CD44_Z3_Reverse
CD44_D4_Forward

Tableau 6 : Tableau récapitulatif des différentes amorces utilisées pour la création des plasmides

Séquences

5' AGG-CCC-AGC-CGG-CCG-CAC-CCT-GCC-CCG-AT 3!
5' TCC-GCG-GCT-AGC-CCC-AGG-ACA-TCC-A 3'

5’ CAG-ACC-CAA-GCT-GGC-TAG-GGA-CAC-CAT-GGA-CAA-GTT-TTG-G 3'

5" GGT-AGC-AGG-GAT-TCT-GTC-TGT-GCT 3'

5’ GGA-GAC-CAA-GAC-ACA-TTC-CAC 3'

5 TGG-TGG-AAT-TCT-GCA-GAT-TTA-CAC-CCC-AAT-CTT-CAT-GTC 3'
5" GAC-AGA-ATC-CCT-GCT-ACC-AGA-GAC-CAA-GAC-ACA-TTC-CAC 3’
5 TGG-TGG-AAT-TCT-GCA-GAT-TTA-CAC-CCC-AAT-CTT-CAT-GTC 3’
5" GAC-AGA-ATC-CCT-GCT-ACC-AGT-ACG-TCT-TCA-AAT-ACC 3’

5" GGT-GCT-GGA-GAT-AAA-ATC-TTC 3’

5" GAT-TTT-ATC-TCC-AGC-ACC-AGA-GAC-CAA-GAC-ACA-TTC-CAC 3’
5' GAT-TTT-ATC-TCC-AGC-ACC-ATC-CAG-GCA-ACT-CCT-AGT-AGT 3'
5' GAA-TGT-GTC-TTG-GTC-TCC-AGC-TGT-CCC-TGT-TGT-CGA-ATG 3'
5" GAC-AGA-ATC-CCT-GCT-ACC-TGG-GAG-CCA-AAT-GAA-GAA-AAT 3!
5" GCC-TGC-TGA-GAT-GGT-ATT-TGA-AGA 3'

5 AAT-ACC-ATC-TCA-GCA-GGC-AGA-GAC-AGA-CAC-CTC-AGT-TTT 3'
5 TTC-ATC-TTC-ATT-TTC-TTC-ATT-TGG 3'

5" GAA-GAA-AAT-GAA-GAT-GAA-ATT-GAT-GAT-GAT-GAA-GAT-TTT 3'
5’GCC-TGA-TCC-AGA-AAA-ACT-GAG-GTG 3

5" AGT-TTT-TCT-GGA-TCA-GGC-AGA-GAC-CAA-GAC-ACA-TTC-CAC 3'

Insertion des séquences
CD44s, CD44v3, CD44v6, CD44v3A1, Insertion de la séquence
| CD44v3A2, CD44v343, CD44v3A4 | l NTRK1 I

[, p.cDNA3.1/Hygro(- g

5,3 kb

Figure 30 : Carte des vecteurs utilisés pour la création des plasmides dans cette étude
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IV. Analyse de I’expression des transcrits

A. Extraction et purification de ’ADN

Les cellules sont lysées avec 600 pL de tampon de lyse contenant 90 % de tampon
RLT (kit RNeasy mini kit, QIAGEN) et 10 % de B-mercaptoéthanol (v/v) (Sigma) pendant 10
minutes, sur glace. Les lysats cellulaires sont ensuite passés a la seringue 21G plusieurs fois
avant d’étre repris dans 600 pL d’éthanol (70 % (v/v), H20). L’extraction d’ARN est ensuite
effectuée selon les recommandations du fabricant (kit RNeasy mini kit, QUIAGEN). Un
traitement a la DNAse (15 min, RT) permet I’élimination de I’ADN génomique. Une fois les
ARNs obtenus, ceux-ci sont dosés par dosage spectrophotométrique (Thermo Scientific
Multiskan GO) et leurs puretés vérifiées par le ratio 260/280. Les échantillons sont ensuite

stockés a -20°C.

B. Rétro-transcription

Les ARNs obtenus sont utilisés pour obtenir ’ADNc présents dans les cellules. Pour
cela, une rétro-transcription est effectuée selon le protocole suivant : 1 ug d’ARN est incubé
avec un mélange de Random primers (1ImM), de dNTPs (1ImM) et d’eau RNase free (5 min,
65°C). Aprées une incubation de 5 minutes a 65 °C afin d’hybrider les amorces aléatoires, le
mélange est associé a une solution de synthése de I’ADNc contenant notamment I'enzyme
Superscript lll (Invitrogen). L'ensemble est alors mis a incuber selon un cycle de 10 min a 25°C,
50 min a 50°C, 5 min a 85°C et refroidissement a -20°C. Pour chaque condition, un controle

négatif sans enzyme est effectué (RT-) et testé par migration sur gel d’agarose 2%.

C. Polymerase-Chain Reaction (PCR)

Les ADNc sont amplifiés par PCR grace a |'utilisation de la polymérase GoTaq® Flexi
Polymerase (Promega). L'établissement des profils des isoformes de CD44 est effectué grace
a l'utilisation d’une amorce spécifique de la région standard du c6té 5’ du gene humain CD44,
de 9 amorces spécifiques de chaque exon variable et d’'une amorce spécifique de la région
standard du c6té 3’ du gene (Tableau 7). Aprés une dénaturation initiale a 95°C (2 min), les
cycles d’amplification (35 cycles) ont été effectués de la facon suivante : dénaturation a 95°C
(30 sec), Hybridation a 58°C (30 sec) et extension a 72°C (30 sec) pour CD44v2, CD44v3,
CD44v4, CD44v5, CD44v6 et CD44v7 ou a 1 min pour CD44v8, CD44v9, CD44v10 et panCD44,

terminés par une extension finale a 72°C (10 min). Les produits de la réaction obtenus sont
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chargés dans un gel d’agarose a2 % (90 V, 1 h) et les bandes sont visualisées par un marquage
au bromure d’éthidium sur une plaque UV (A =300 nm). L’identification des isoformes de CD44
est effectuée par identification des bandes selon la taille attendue (Tableau 7) et par
séguencage des bandes (voir la partie correspondante). Il est a noter que les tailles indiquées
dans le tableau 7 représentent la taille des bandes de I'isoforme le plus court, c’est-a-dire

présentant un seul variant ou, dans le cas de panCD44, aucun variant.

Taille attendue de la

Amorces Séquences e
CD44s (sens) AGA-CAT-CAC-CCC-AGC-AAC -
CD44s (anti-sens) AGA-CAC-ATT-CCA-CCC-CAG-TGG-G 461 pb
CD44v2 (anti-sens) CTG-AGA-CAG-CAA-CCA-AGA-GGC-AA 220 pb
CD44v3 (anti-sens) TCT-CAG-CAG-GCT-GGG-AGC-CAA 209 pb
CD44v4 (anti-sens) CCA-CAC-CAC-GGG-CTT-TTG-ACC-A 198 pb
CD44v5 (anti-sens) AAC-TGG-AAC-CCA-GAA-GCA-CAC-C 227 pb
CD44v6 (anti-sens) GCT-ACC-CAG-AAG-GAA-CAG-TGG 226 pb
CD44v7 (anti-sens) AGC-TCA-TAC-CAG-CCA-TCC-AAT-GC 200 pb
CD44v8 (anti-sens) TTG-GAC-AGG-ACA-GGA-CCT-CTT-TCA 262 pb
CD44v9 (anti-sens) GCA-GAG-TAA-TTC-TCA-GAG-CTT-CTC 195 pb
CD44v10 (anti-sens) TCA-CAG-GTG-GAA-GAA-GAG-ACC-A 205 pb

Tableau 7 : Tableau récapitulatif des amorces PCR utilisées pour la détermination des isoformes de
CD44

D. Séquengage des bandes PCR

Les bandes résultantes de la migration des produits PCR comme décrits précédemment
sont excisées du gel d’agarose puis les produits PCR sont purifiés grace au kit QlAquick PCR
Purification Kit (Qiagen). Les produits PCR purifiés sont alors envoyés a GATC Biotech AG
(Allemagne) pour un séquencage Sanger. Des amorces spécifiques de CD44 ont été utilisées

pour l'initiation du séquencage.

E. PCR quantitative

Les ADNc obtenus aprés rétro-transcription sont dilués au 1 : 8™¢ dans de I'eau MQ. La
PCR quantitative est effectuée grace au kit Quantification SyBR Green Master Mix (Qiagen) et
au thermocycleur CFX96 Real time System (C1000 Touch Thermal Cycler, Bio-Rad). Les

amorces utilisées ont été commandées chez la compagnie Eurogentech (Tableau 8). Chaque
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condition est effectuée en triplicat et la moyenne des Ct est prise en compte pour |'analyse
des données. Les données sont analysées sur le logiciel CFX Manager (Bio-Rad). Les ACt des

genes étudiés sont normalisés grace au gene de référence PUM1 (Pumilio RNA Binding Family

Member 1).
Geéne cible Séquences
e sens GAA-CCC-ACA-ATA-CTT-CAG-TG
anti-sens TCC-TTC-AGT-GCC-TTG-ACA-G
EphA2 sens TGG-ACT-ACG-GCA-CCA-ACT-TC
anti-sens TAG-AAG-CCT-TTG-CGG-GTG-AG
sens CCG-TCC-TAT-CAA-TGT-GAT-TAA-G
SORT1 anti-sens CCA-TAT-GGT-ATA-GTC-CTT-CTC
CD44v3 sens CTT-CAA-ATA-CCA-TCT-CAG-CAG-GC
anti-sens CTG-AGG-TGT-CTG-TCT-CTT-TCA-TC
CD44vE Sfans AGC-TAC-CCA-GAA-GGA-ACA-GTG
anti-sens GTC-TTC-TTT-GGG-TGT-TTG-GCG
pancD4d sens CCC-CAG-CAA-CCC-TAC-TGA-TG
anti-sens AAC-CTC-CTG-AAG-TGC-TGC-TC
PUMI sens GAT-TAT-TCA-GGC-ACG-CAG-GT
anti-sens AGC-AGC-GCT-GAT-GAT-GTA-TG
= sens AGG-CCC-ATG-ACA-ATC-CAC-AG
anti-sens CAG-AAG-TGG-AAG-GAG-CAG-CA
NGER sens CCG-TTG-GAT-TAC-ACG-GTC-CA
anti-sens GTT-CTG-CTT-GCA-GCT-GTT-CC

Tableau 8 : Tableau récapitulatif des amorces utilisées en qPCR

V. Analyse de I’expression des protéines

A. Extraction et dosage protéique

Les cellules sont lysées sur glace avec un tampon de lyse protéique (40 mM HEPES pH
7,5, 120 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0,1% SDS, 10% glycérol, 10 mM sodium
pyrophosphate, 50 mM sodium fluoride, 1,5 mM sodium orthovanadate, 1 mM PMSF,
protease inhibitor cocktail) (Sigma-Aldrich, France). Le lysat cellulaire est ensuite centrifugé

(12000g, 10 min, 4°C) puis le surnageant est récupéré et stocké a -80 °C jusqu’a analyse.

La quantification des protéines est effectuée par la méthode BCA (Bicinchonic Acid)
(Sigma-Aldrich). Les extraits protéiques sont alors dilués a 2 pg/uL dans le tampon de charge
Laemmli 1X (63 mM Tris HCI, 10 % glycérol, 2 % SDS, 5 % de B-mercaptoéthanol, 0,025 % de

Bleu de Bromophénol, pH 6,8), (7 min ; 95°C ; sous agitation).
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B. Electrophorése en gel de polyacrylamide et Western Blot

Les protéines sont déposées (20 a 40 pg/ puits) et sont séparées sur gel de
polyacrylamide (7,5 %) en présence de SDS. Aprés migration (180 V constant, 45 min, TA), les
protéines sont transférées sur membrane de PVDF (0,45 um, Whatman) pour panCD44, ou
sur membrane de nitrocellulose (0,45 um, Whatman) pour les autres protéines. Les
membranes sont préalablement réhydratées dans une solution tampon de méthanol pur
(PVDF) ou dans la solution de transfert 1X (Tris Base (25 mmol/L), Glycine (192 mmol/L), 20 %
méthanol pur, H,0) (nitrocellulose). Aprés transfert (105 V, 45 min), les membranes sont
saturées (1h, TA). Le tampon de saturation utilisé pour chaque anticorps primaire est
renseigné dans le Tableau 9. Les anticorps primaires dilués dans les solutions de saturation
correspondantes sont incubés avec les membranes (16 h, 4°C, sous agitation). Aprés lavages
(6 x 5 min, TA), les membranes sont incubées avec un anticorps secondaire dilué dans le TBS-
T (anti-lgG de lapin, Jackson ImmunoResearch, 1 : 5 000%™ ; anti-lgG de souris, Jackson
ImmunoResearch, 1 : 10 000°™¢, anti-IgG de chévre, Jackson ImmunoResearch, 1 : 5 000°™¢)
(90 min, TA, sous agitation). Aprés lavages (TBS-T, 6 x 5 min, TA), la révélation est effectuée
par chimiluminescence (West Pico, Thermo Scientific) et le signal détecté a l'aide d’un appareil
de révélation (LAS-4000, Fujifilm). Le signal des bandes est quantifié grace au logiciel Multi-

Gauge (Fujifilm) par rapport au signal de la bande contréle (Actine).
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Anticorps Référence Tampon de saturation Dilution

CD44v3 R&D systems BBA11 TBST + lait 5% 1:2000%me
CD44v6 R&D systems BBA13 TBST + lait 5% 1:2000°me
EphA2 (IP) Santa Cruz SC-924 --- 0,1 pg/uL
EphA2 (WB) Millipore 05-480 TBST + BSA 5% 1:2000%me
EphrinAl Santa Cruz SC-911 TBST + lait 5% 1:500°%me
HA (IP) Sigma 12CA5 0,1 pg/plL
HA (WB) Biolegend HA.11 TBST + BSA 5% 1:3000°me
p75 Alomone ANT-007 TBST + BSA 5% 1:1000°%me
pan-Akt Cell signaling #4691 TBST + lait 5% 1:1000°%me
panCD44 Cell signaling 156-3C11 TBST + lait 5% 1:5000%m¢
Phospho-Akt (5473) Cell signaling #9271 TBST + lait 5% 1:1000°%me
Phospho-Src (Y416) Cell signaling #2101 TBST + lait 5% 1:1000°%me
:’;‘:;:;2’7';; K Cell signaling #4621 TBST + lait 5% 1:1000%™
Sortiline (IP) R&D systems BAF2934 --- 0,1 pg/uL
Sortiline (WB) BD Biosciences 612101 TBST + caséine 0,2 % 1:500°me
Src Cell signaling #2108 TBST + lait 5% 1:1000°%me
TrkA Santa Cruz SC-14024 TBST + lait 5% 1:500%me
B-Actine Sigma A2066 TBST + BSA 5% 1:10000°%™e

Tableau 9: Tableau récapitulatif des anticorps primaires utilisés en Western Blot ou
Immunoprécipitation

C. Extraction des protéines en gel de polyacrylamide en vue d’une analyse
par spectrométrie de masse

Les gels de polyacrylamide dans lesquels ont migré les échantillons immunoprécipités

sont marqués au bleu de Coomassie (Invitrogen) afin de visualiser les protéines et de découper
les bandes. Les bandes obtenues sont alors lavées avec des bains successifs d’eau (20 min,
TA), d’eau et d’acétonitrile (50/50) (20 min, TA) et d’acétonitrile 100% (20 min, TA). Les
protéines sont ensuite réduites par une incubation avec une solution contenant 10 mM de
DTT et 0,1 M de NH4HCO3 (1h, 56°C) puis alkylées par une solution d’iodoacétamide 55 mM et
de NH4HCO3 0,1 M (45 min, 20°C, obscurité). Les bandes sont ensuite lavées puis séchées par
évaporation sous vide a I'aide d’un systéme SpeedVac (Beckman Coulter). Enfin, les protéines
sont récupérées par une incubation sur la nuit dans une solution de trypsine (12,5 ug/mL)

(37°C).
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D. Analyse de protéines par spectrométrie de masse

Les analyses de spectrométrie de masse ont été effectuées a I'aide d’'un spectrométre
de masse en tandem quadripole-temps de vol (Q-Star, Applied Biosystems) équipé d’une
source d’ionisation par électrospray couplée a un systeme de séparation chromatographique
liguide a haute pression (HPLC, High Pressure Liquid Chromatography) (LC Packings Dionex).
Les données obtenues par MS/MS ont été obtenues en fixant un seuil de tolérance de masse
de 50 mmu (millimass unit) et I'énergie de collision a été automatiquement déterminée par
I'appareil. L’analyse des spectres a été effectuée a I'aide des logiciels Analyst QS (Sciex) et

Mascot par comparaison avec la banque de données 50.8 (SwissProt).

E. Analyse des niveaux de CD44v3 et CD44v6 par cytométrie en flux

Aprés la stimulation au NGF, les cellules ont été rincées deux fois au PBS 1X (4°C) puis
incubées avec les anticorps isotypiques (R&D systems) et les anticorps dirigés contre CD44v3
et CD44v6 (1 pg dans PBS 1X + 1 % SVF, 30 min, 4°C). Les anticorps secondaires couplés a I’APC
(Allophycocyanin) (BD Biosciences) sont ensuite incubés avec les cellules (1 pg dans PBS 1X +
1 % SVF, 30 min, 4°C). Les échantillons sont passés dans un cytométre en flux (CyAn™ ADP
Analyzer, Beckman Coulter) puis les niveaux membranaires de CD44v3 et CD44v6 sont

analysés grace au logiciel Kaluza (Beckmann Coulter).

F. Immunocytochimie

Les cellules sont ensemencées (10 000 cellules/puits) sur des lames compartimentées
Nunc™ Lab-tek™ 8 puits (Thermo Scientific), préalablement traitées a I'’éthanol 98 % + HCl 2
% (v/v) (1 h, TA) suivi de deux ringages au PBS 1X. Les cellules ainsi ensemencées sont alors

mises a incuber a 37°C pendant 24 h dans du milieu + 10 % SVF.

Les cellules sont ensuite fixées a I'aide d’une solution de Paraformaldéhyde (4 % dans
PBS, 30 min, TA). Les éventuels aldéhydes n’ayant pas réagi et pouvant causer une
fluorescence résiduelle dans la suite de I'expérience sont bloqués par une solution de Glycine
(100 mM, 3 x 5 min, TA). Avant I'incubation des anticorps primaires (Tableau 10) (16 h, 4°C,
sous agitation), les cellules sont saturées avec le tampon de saturation correspondant (1 h,
20°C, sous agitation). Puis, I'incubation avec les anticorps primaires est effectuée (16 h, 4°C,
sous agitation). Apres lavage, les cellules sont incubées avec les anticorps secondaires Alexa

Fluor 488 (Invitrogen, 1 : 4 0002™e) dilués dans du PBS (90 min, 20°C, sous agitation). Une
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contre coloration est ensuite effectuée au Hoechst 33258 (1 mM, 30 min, sous agitation). Les
lames sont alors montées avec le liquide de montage fluoro-mount (Dako). Les marquages
sont observés au microscope a fluorescence (Eclipse TiU, Nikon, objectif 100X). Les images

capturées sont ensuite traitées avec le logiciel Image J.

Anticorps Référence Tampon de saturation Dilution
panCD44 Cell signaling 156-3C11 PBS + SVF 5% 1:200°me
CD44v3 R&D systems BBA11 PBS + SVF 5% 1:200°%me
CD44v6 R&D systems BBA13 PBS + SVF 5% 1:200°%me
EphA2 R&D systems MAB3035 PBS + BSA 4% 1:508me
EphrinAl Santa Cruz SC-911 TBST + lait 5% 1:500°%me
HA Covance MMS-101R PBS + BSA 4% 1:50°%me
p75 Alomone ANT-007 PBS + BSA 4% 1:258me
Sortiline R&D systems AF3154 PBS + BSA 4% 1:508me
TrkA Alomone ANT-018 PBS + SVF 5% 1:100°%me

Tableau 10 : Récapitulatif des anticorps et conditions utilisés en Inmunocytochimie et PLA

G. Immunohistochimie

Les échantillons (xénogreffes ou tumeurs de patients) ont été préalablement inclus en
paraffine puis coupés en fine lamelles grace a un microtome. Les coupes sont ensuite
déparaffinées pour permettre le marquage immunohistochimique. Le déparaffinage est
effectué par bains successifs (xyléne 3x5 min ; xyléne/éthanol (1 : 1) 1 x 3 min ; éthanol 100 %
2 x 3 min ; éthanol 95 % 2 x 3 min ; éthanol 70 % 2 x 3 min ; eau distillée 1 x 5 min). Les coupes
sont ensuite incubées avec une solution de péroxyde d’hydrogéne (H,0.; Sigma-Aldrich)
pendant 10 min afin de bloquer d’éventuelles péroxydases endogénes. Apres lavages au TBS
1X, les coupes sont saturées avec une solution de TBS + 20 % SVF (1 h, TA). Les anticorps
primaires, dilués dans le tampon de saturation, sont ensuite incubés sur la nuit a 4°C. Le
lendemain, les anticorps secondaires couplés a la HRP sont incubés pendant 1 h a température
ambiante. Le signal HRP est révélé par une incubation avec la solution du kit Sigmafast™
(Sigma-Aldrich). Une contre coloration a I’'hématoxyline de Mayer (Sigma-Aldrich) pendant 30
sec permet une visualisation correcte des tissus. Les coupes ainsi marquées sont réhydratées

par des bains successifs d’éthanol et de xyléne tels que décrits lors de la réhydratation, puis le
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montage est effectué avec le liquide de montage Diamount (Diapath). Le signal est ensuite

quantifié par microscopie (Eclipse TiU, Nikon, objectif 100X).

VI. Mise en évidence des interactions protéiques

A. Immunoprécipitation

Un “pre-clearing” des lysats cellulaires (1 mg par condition) est effectué en les incubant
avec des billes d’agarose couplées aux protéines G et les anticorps isotypiques correspondant
aux anticorps primaires utilisés pour 'immunoprécipitation (1 h, 4°C, agitation sur roue 10
rpm). Le lysat cellulaire est ensuite récupéré par centrifugation (5 min, 4°C, 6000 g) et incubé
avec les anticorps primaires (Tableau 9) (2 h, 4°C, 10 rpm). Les billes sont ajoutées au mélange
pour une incubation sur la nuit (4°C, 10 rpm). Le lendemain, les protéines immunoprécipitées
avec les billes sont éluées avec un tampon Laemmli 2X, aprés que chaque condition ait subi
plusieurs lavages consécutifs au PBS 1X. Les billes d’agarose ont été fournies par Millipore et
les anticorps isotypiques par R&D systems. Les protéines immunoprécipitées sont mises en

évidence par western blot comme décrit dans la section correspondante (40 pg/ puits).

B. Proximity Ligation Assay (PLA)

PLA en immunocytochimie : Le PLA présente quelques étapes particulieres qui suivent les

premieres étapes identiques au protocole d'immunocytochimie (Figure 31). Apres saturation
des échantillons, les anticorps primaires dilués dans le tampon de saturation sont mis en
incubation pendant la nuit (4°C, sous agitation) (Tableau 10). A cette étape, il est important
de sélectionner deux anticorps primaires issus de deux espéces différentes pour que la
détection des complexes de protéines soit correcte. Un lavage est ensuite effectué avec un
tampon spécifique (Tampon A : 0,01 M Tris, 0,15 M NaCl et 0,05 % de Tween 20 ; 2 x 5 min,
TA) avant d’incuber les sondes PLA Plus et Minus correspondantes aux espéces des anticorps
primaires utilisés (1 h, 37°C). Ces sondes sont des anticorps secondaires couplés a des sondes
oligonucléotidiques qui, si elles sont assez proches (environ 40 nm), vont pouvoir former un
cercle d’ADN fermé lors de I'étape de ligation qui suit (30 min, 37°C). Suite a la ligation des
sondes, I'amplification de ce cercle d’ADN est effectuée grace a une polymérase et a une
solution d’oligonucléotides fluorescents (1 h 40 min, 37°C). Les noyaux sont ensuite contre-

colorés au Hoechst 33258 (1 mM). La lame est montée grace au liquide de montage présent
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dans le kit. Les résultats sont analysés au microscope a fluorescence (Eclipse TiU, Nikon,
objectif 100X). La quantification du signal PLA est effectuée grace au logiciel Image J (voir

section Quantification du signal PLA).

PLA en immunohistochimie: Les premiéres étapes sont identiques au protocole

d’immunohistochimie. Aprés l'incubation des anticorps primaires qui doivent également
provenir de deux especes différentes, les sondes PLA Plus et Minus sont incubées (1h, 37°C).
Une étape de ligation (30 min, 37°C) et de polymérisation (2 h, 37°C) similaires a celles mises
en place dans le PLA en immunocytochimie sont également effectuées. Cependant,
contrairement a la solution de polymérisation utilisée dans le PLA en immunocytochimie, celle
utilisée dans le protocole d'immunohistochimie ne contient pas les oligonucléotides marqués.
Une étape supplémentaire est donc requise, aprés la polymérisation, pour ajouter les
oligonucléotides couplés a I'enzyme HRP qui permettront la détection du signal PLA (1 h, TA).
La mise en contact du substrat de la HRP (fourni dans le kit) permet la révélation du signal (15
min, TA). Les étapes de contre-coloration, de déshydratation et de montage des coupes
(liquide de montage Duolink Brightfield Medium) sont identiques au protocole précédemment
détaillé. L'analyse du signal est effectuée en double-aveugle (pour la quantification du signal,

se référer a la partie Quantification du signal PLA).
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Figure 31 : Etapes du Proximity Ligation Assay
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C. Quantification du signal PLA

Immunocytochimie : Dans une volonté d’étre représentatif du signal hétérogéne présent dans

une population cellulaire d’'une méme condition, la quantification du signal PLA est effectuée
en capturant 30 champs par condition et par expérience (Eclipse TiU, Nikon, objectif 100X).
Un traitement préalable au comptage des points fluorescents est effectué sur chaque image.
Tout d’abord, 'autofluorescence éventuelle due au noyau est atténuée (Figure 32.B). Puis, la
luminosité et le contraste de I'image (type : 8 bit) est ajustée (Figure 32.C) afin de fixer un seuil
de détection des points satisfaisant (Figure 32.D). Le comptage du nombre de points PLA
présents dans le champ est permis par I'outil d’analyse des particules préalablement réglé
pour ne détecter que des points d’une taille satisfaisante (Figure 32.E). Grace a la création
d’une macro, ces réglages sont les mémes pour I'ensemble des champs quantifiés dans une
méme expérience. Afin de simplifier I’analyse, le nombre de points par champs est ramené en
nombre de points par cellule en divisant le nombre de points par le nombre de noyaux
(détectés par le Hoechst 33258) présents dans le champ. La quantification est ensuite analysée

statistiquement sur le logiciel Prism (Graphpad) grace a un test ANOVA a un facteur suivi d’'un

post-test Bonferroni.

e

Figure 32 : Quantification du signal PLA en cellules

Immunohistochimie : Les échantillons marqués en PLA ont été gradés en plusieurs catégories :

absence de marquage, marquage faible (< 2 points par cellule), marquage moyen (entre 2 et
5 points par cellule) et marquage fort (> 5 points par cellule) (Figure 33). Pour I'étude
TrkA/CD44v3, les données ont été obtenues par l'utilisation d’'une lame TMA HBre-Duc150-

Sur-01 (US BioMax, Inc.) contenant 150 échantillons de tumeurs mammaires. Pour |'étude
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TrkA/EphA2, une lame TMA CBA4 (Superbiochips Laboratories) contenant 39 échantillons a
été analysée en plus de d’une lame HBre-Duc150. Les analyses ont été effectuées en double
aveugle. Les courbes de survie ont été effectuées selon la méthode de Kaplan-Meier et

comparées grace au test log-rank.
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Figure 33 : Quantification du signal PLA sur coupes tumorales

D. Prévision des interactions par modélisation moléculaire

La possible interaction entre les domaines du variant 3 de CD44 et le domaine
extracellulaire de TrkA a été prédite par modélisation moléculaire. Pour cela, la structure
cristallographique de TrkA (PDB : 1HE7) a été utilisée et les structures des domaines du variant
3 de CD44 ont été modélisées par homologie de séquence. Les complexes, formés ente les
domaines du variant 3 de CD44 et le domaine extracellulaire de TrkA, ont été simulés par
docking protéine-protéine. Sur base de ce complexe, un réseau d’interaction a été créé et les
résidus potentiellement impliqués dans la stabilisation de ces complexes ont été identifiés

(Brysbaert et al., 2018).
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VIl. Tests fonctionnels

A. Test de clonogénicité

Les cellules sont comptées et ensemencées dans des plaques 6 puits (2 mL/ puits, une
plague par condition), dans du milieu de culture a 2 % de SVF. Le nombre de cellules par mL
differe selon le type cellulaire. Ainsi, les cellules MDA-MB-231 sont ensemencées a 250
cellules par mL, les cellules MCF-7 et T-47D a 500 cellules par mL et les cellules SUM159-PT,
BT-474 et HCC-1954 a 1000 cellules par mL. Les cellules sont alors incubées a 37°C. Si un
traitement aux facteurs de croissance est requis, un premier traitement est effectué 4 h apres
I’ensemencement puis un deuxieme 24 h aprées. L'incubation des cellules dure 10 jours en
veillant a changer le milieu (2 % SVF) tous les 4 jours environ. L’arrét de la croissance est
effectué aprées ringage des cellules au PBS 1X par un traitement au paraformaldéhyde 4 % (30
min, a I'obscurité). Les colonies sont ensuite mises en évidence par un marquage au crystal
violet 0,1 % (30 min). Les colonies sont comptées a I'ceil nu (taille de la colonie > 50 cellules).
L’analyse est effectuée sur le logiciel Prism (GraphPad) avec un test non paramétrique Mann-

Whitney.

B. Test de migration cellulaire

Les cellules sont comptées et ensemencées dans des plaques 6 puits contenant un
dispositif ibidi® 2 puits en silicone. Afin de pouvoir atteindre une forte confluence, les cellules
sont ensemencées a une forte densité a raison de 400 000 cellules par mL, a I'extérieur et a
I'intérieur du dispositif. Les cellules sont incubées a 37°C pendant 24 h. Le lendemain, les
cellules sont sevrées pendant 4 h avant de retirer le dispositif 1bidi® a I'aide d’une pince stérile.
La blessure centrale est prise en photo (Eclipse TiU, Nikon, objectif 40X) et un repére est mis
en place afin de pouvoir localiser le méme endroit par la suite. Avant de remettre les cellules
en incubation, celles-ci sont éventuellement traitées aux facteurs de croissance dilués dans du
milieu de sevrage. Les cellules sont remises en incubation a 37 °C et des photos sont prises a
différents temps (2 h, 4 h, 8 h, 16 h ou 24 h). La taille de la blessure est quantifiée sur le logiciel

Image J par mesure de la distance entre les deux fronts de migration des cellules.
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C. Test d’invasion en Transwell

Pour ce test, les inserts Falcon® pour plaque 12 puits ont été utilisés. Il s’agit de
chambres d’invasion stériles a membrane PET (PolyEThyléne) contenant des pores de 8,0 um.
Ces inserts sont tout d’abord coatés au collagéne de type | (queue de rat, Millipore) a raison
de 10 pg/cm?. Pour cela, 200 pL de solution de coatage est déposé au centre de I'insert puis
celui-ci est séché 1 h sous hotte, TA. L’excés de coatage est ensuite retiré par pipetage. Une
fois les inserts Transwell coatés, les cellules sont ensemencées dans la partie supérieure
(100 000 cellules par insert) avec du milieu de sevrage. La partie inférieure ne contient que du
milieu de sevrage. Les facteurs de croissance sont incubés dans la partie inférieure tandis que
les inhibiteurs sont incubés dans la partie supérieure de l'insert. L'ensemble est mis en
incubation a 37°C pendant 20 h. Suite a I'incubation, les cellules sont rincées au PBS 1X puis
fixées au méthanol glacé (10 min, TA). Les inserts sont ensuite rincés puis la face supérieure
est grattée avec un coton tige pendant 2 min afin d’enlever les cellules qui n’ont pas traverser
la membrane. Un marquage au Hoechst 33258 (30 min, TA, a I'obscurité) est effectué puis les
membranes sont découpées au scalpel avant d’étre montées entre lame et lamelle avec le
liquide de montage Glycergel (Dako). La quantification de I'invasion des cellules est effectuée
suite a la prise de 7 photos par membrane avec un microscope a fluorescence (Eclipse TiU,
Nikon, objectif 20X) et comptage du nombre de cellules par champ a I'aide du logiciel Image J
(GraphPad). Le paramétrage du logiciel Image J permet le comptage des noyaux de taille
convenable suivant la lignée étudiée et permet d’exclure les éventuels débris cellulaires.
L’analyse statistique a été effectuée sur le logiciel Prism (GraphPad) avec un test ANOVA a un

facteur suivi d’un post-test Bonferroni.

VIll. Expériences in vivo

A. Xénogreffes en souris SCID

Des souris agées de six semaines ont été utilisées pour les expériences de xénogreffes.
Pour cela, des cellules MDA-MB-231_HA-TrkA (3 x 108 cellules) ont été injectées dans chaque
souris en sous-cutanée. Les souris ont ensuite été séparées de facon aléatoire en 4 groupes
(sept souris pour le contrdle, six pour les autres groupes) : un groupe contréle, un groupe

traité au CEP-701 (Calbiochem), un groupe traité par un siARN EphA2 et un groupe traité aux
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deux composés. 14 jours apres l'injection des cellules cancéreuses, les souris ont subi trois
traitements avec un intervalle de 3 jours entre chaque traitement. Le CEP-701 a été
resuspendu dans une solution tampon contenant 40 % de polyéthyléne glycol 1000, 10 % de
povidone C30 et 2 % d’alcool benzylique dans de I'eau distillée, puis injecté de fagon
intrapéritonéale dans les souris a une dose de 10 mg/kg. Le siARN EphA2 (7,5 ug par souris) a
été injecté via I'utilisation du systéme in vivo jetPEI® selon les instructions du fournisseur
(Polyplus Transfection) de facon sous-cutanée, a proximité de la masse tumorale. Le volume

tumoral a été contrdlé tout au long de I'expérience par mesure de la longueur (L) et de la
. . a N . T L+l . \
largeur (I) de la tumeur puis calculé grace a la formule suivante o X LXxIXx - 36 jours apres

le premier traitement, les souris ont été sacrifiées pour prélevement des tumeurs. Les
tumeurs sont ensuite incluses en paraffine pour effectuer les coupes de tumeurs

xénogreffées.

B. Dissémination métastatique en souris SCID

Pour les analyses de dissémination métastatique dans les souris xénogreffées, un
protocole différent a été mis en place. En effet, 14 jours aprés injection des cellules
cancéreuses MDA-MB-231_HA-TrkA, les souris ont été soumises a 5 injections espacées de 3
jours entre chaque traitement. Quatre groupes ont été formés suivant le traitement : un
groupe controle (si-scramble), un groupe si-TrkA, un groupe si-EphA2 et un groupe traité avec
les deux siARNs simultanément a raison de 7,5 ug de siARN par souris. Le volume tumoral a
été controlé de la méme maniére que précédemment. Afin de laisser les cellules cancéreuses
mammaires métastaser, les souris sont sacrifiées seulement apres que les tumeurs aient
atteints 2 cm?3. Aprés sacrifice de I'animal, les poumons, le foie et le cerveau ont été récupérés
puis broyés dans des tubes Precellys CK14, en présence de TRIzol (Invitrogen). Les ARNs sont
alors extraits selon les recommandations du fabricant (TRIzol, Invitrogen). Les ARNs ont été
purifiés grace au kit RNA Clean-Up Nucleospin (Macherey-Nagel). Les ARNs extraits sont alors
soumis au protocole de RT-gPCR tel que décrit précédemment et la présence de métastases

dans les organes est confirmée par les niveaux de B2-microglobuline.
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I. Plasticité des réseaux de récepteurs membranaires dans
la sighalisation pro-tumorale du NGF dans les cancers du
sein

A. Interaction TrkA/CD44 : état des lieux des récepteurs en
présence

1. Profils des isoformes de CD44 des lignées cancéreuses mammaires

L'interaction entre TrkA et CD44 dans les cellules cancéreuses de sein avait déja été
démontrée comme une nouvelle signalisation importante dans les effets pro-tumoraux du
NGF et dans la résistance aux thérapies par notre laboratoire (Aubert et al., 2015). Cette
interaction avait alors été mise en évidence grace a la caractérisation des protéines immuno-
précipitées avec le récepteur TrkA tagué HA par spectrométrie de masse puis validée grace a
I"utilisation d’un anticorps spécifique de CD44. Cependant, CD44 peut étre exprimé dans les
cellules sous une forme standard mais également sous la forme de nombreuses isoformes
contenant des variants insérés par épissage alternatif. L'anticorps utilisé dans I'étude de
I'interaction TrkA/CD44 est spécifique d’une région standard de CD44, permettant le ciblage
de toutes les isoformes de CD44 présentes dans les cellules, ce qui n’a pas permis de

déterminer quelle isoforme de CD44 était en particulier engagée dans cette interaction.

Dans le but de déterminer quelle isoforme ou variant est spécifiquement impliqué dans
cette interaction, j’ai tout d’abord établi un profil des isoformes de CD44 présentes dans les
cellules cancéreuses de sein grace a des expériences de RT-PCR. Pour cela, les ARNm des
lignées cellulaires ont été extraits puis soumis a une rétro-transcription avant d’effectuer les
expériences de PCR en utilisant des amorces spécifiques : une amorce sens située dans la
partie 5’ standard utilisée pour I'’ensemble des amplifications ainsi que 10 amorces anti-sens

chacune spécifique du variant que nous souhaitions amplifier (Figure 34.A).
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Figure 34 : Profils des isoformes de CD44 par PCR dans différentes lignées cancéreuses mammaires

(A) Les profils d’expression des isoformes de CD44 ont été obtenus par RT-PCR en utilisant une amorce sens
(forward primer) spécifique de I'exon standard S5 et 10 amorces anti-sens (reverse primer) dont 9
spécifiques pour chaque exon variant (v2-v10) ainsi qu’1 spécifique de I’exon standard S6 comme représenté
sur le schéma. Les bandes les plus intenses (A-1) ont été extraites, purifiées et séquencées par GATC Biotech.
Les résultats des séquengages sont schématisés par des rectangles rouges. (B) Les produits PCR obtenus ont
été chargés sur un gel d’agarose 2%. Photos des gels obtenus représentant les profils d’isoformes de CD44
pour deux lignées triple-négatives (MDA-MB-231 et SUM159-PT), deux lignées luminales (MCF-7 et T-47D)

et deux lignées HER2+ (BT-474 et HCC-1954).
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Ainsi, on note la présence de nombreuses isoformes de CD44 au sein des cellules
cancéreuses de sein (Figure 34.B). Les gels obtenus montrent la présence de bandes de petites
tailles (environ 200 pb) ainsi que d’autres bandes de plus hautes tailles. Les bandes les plus
intenses (correspondants aux amplicons majoritaires) ont été purifiées et séquencées par
GATC Biotech (Allemagne) afin de déterminer la nature des amplicons obtenus (Figure 35).
Les résultats de séquengage ont montré que les bandes de plus petites tailles correspondent
aux variants seuls tandis que les bandes de tailles plus élevées correspondent bien au variant
ciblé mais précédé par d’autres variants insérés dans la séquence. Ainsi, les résultats montrent
des profils “en escalier” correspondant a la présence d’isoformes contenant plusieurs variants

enchainés.

De facon intéressante, deux profils d’isoformes peuvent étre distingués entre les
lignées cancéreuses mammaires étudiées. D’une part, on observe un profil d’isoformes
courtes caractérisé par la présence d’isoformes possédant moins de 5 exons variants
enchainés, comme c’est le cas pour les lignées MDA-MB-231, SUM159-PT et HCC-1954.
D’autre part, il existe un profil d’isoformes longues caractérisé par la présence d’isoformes
contenant plus de 5 exons variants enchainés, particulierement visible par un profil “en
escalier” des bandes dans les lignées MCF-7, T-47D et BT-474. Ces profils d’isoformes de CD44
semblent étre indépendants de la classification moléculaire des cancers du sein. Cependant,
la présence d’isoformes longues semble étre associée a un phénotype épithélial des cellules
tandis que la présence d’isoformes courtes semble étre associée au phénotype
mésenchymateux. En effet, les cellules MDA-MB-231, SUM159-PT et HCC-1954 sont
clairement définies comme possédant des caractéristiques mésenchymateuses, car elles sont
notamment marquées par |'expression de marqueurs protéiques de ce statut tels que la

vimentine (Blick et al., 2008).
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Figure 35 : Séquencage des produits PCR CD44 dans la lignée MDA-MB-231

Les bandes les plus intenses du gel PCR montré en Figure 1 ont été excisées et séquencées par la société
GATC Biotech. Les résultats montrent les alignements des séquences des bandes indiquées avec les

séquences des variants de CD44 correspondants.
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De nombreux variants sont donc exprimés au sein des cellules cancéreuses
mammaires, notamment les variants 3 et 6, et différentes isoformes de CD44 en résultent.
Deux profils d’isoformes se détachent, caractérisés par l'insertion consécutive de variants
donnant naissance a des isoformes définies comme courtes ou longues. La longueur des
isoformes de CD44 semble étre liée au profil épithélio-mésenchymateux des lignées
cancéreuses mammaires. Par extension, on peut émettre I'hypothese que la présence
d’isoformes courtes serait synonyme d’agressivité tumorale car ce profil semble
caractéristique d’un phénotype mésenchymateux. Des expériences complémentaires sont

nécessaires afin de confirmer cette hypothése.

2. Niveaux d’expression des récepteurs TrkA et CD44 dans les cellules
cancéreuses mammaires

Afin de comprendre la mise en place de l'interaction TrkA/CD44 dans les lignées
étudiées, les niveaux d’expression des récepteurs TrkA et CD44 que ce soit au niveau des ARNs

messagers qu’au niveau protéique ont été mesurés.

Dans un premier temps, nous avons recherché les niveaux d’expression des ARNs
messagers des genes NTRK1 et CD44 par PCR quantitative (Figure 36). Concernant le gene
CD44 et considérant I'importance supposée des variants 3 et 6, la présence de I'ensemble de
ces deux isoformes de CD44 a été confirmée grace a I'utilisation d’amorces spécifiques d’'une
région standard du gene CD44 (Figure 36.A et B) ainsi que les ARNs messagers des isoformes
présentant une insertion des variants 3 (Figure 36.C et D) et 6 (Figure 36.E et F) via 'utilisation
d’amorces reconnaissant des séquences contenues uniquement dans ces régions. Il faut
cependant souligner que ces amorces permettent d’identifier I'’ensemble des ARNs messagers
contenant soit le variant 3 soit le variant 6 et non pas les ARNs messagers ne contenant que
ces variants, sans l'insertion d’autres variants. Les résultats des gPCR ont montré une
expression différentielle des différents récepteurs entre les lignées. Le gene NTRK1 est
majoritairement transcrit dans la lignée MDA-MB-231 tandis que la lignée BT-474 présente la
plus faible proportion d’ARNs messagers pour ce gene (Figure 36.G et H). Par ailleurs et
comme déja reporté précédemment (Descamps et al., 2001a; Lagadec et al., 2009), le géne
NTRK1 est faiblement transcrit dans I'ensemble des lignées cancéreuses mammaires car

chaque lignée présente un Ct supérieur a 30 cycles.
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Figure 36 :
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Expression des transcrits (ARNm) des génes CD44, CD44v3, CD44v6 et NTRK1 dans
différentes lignées cancéreuses mammaires

A gauche : exemple de courbes d’amplification obtenues en PCR quantitative pour les genes CD44 (A),
CD44v3 (C), CD44v6 (E) et NTRK1 (G).
A droite : expressions relatives des transcrits des génes CD44 (B), CD44v3 (D), CD44v6 (F) et NTRK1 (H).
L’expression des ARNm dans la lignée MDA-MB-231 est considérée comme 1. Les résultats sont les
moyennes de trois expériences indépendantes + SD.
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Concernant le gene CD44, les lignées présentant la plus forte proportion des transcrits
pour I'ensemble des isoformes sont les lignées MDA-MB-231, SUM159-PT et HCC-1954, qui
possédent un profil mésenchymateux (Figure 36.B). Le géne CD44 est fortement exprimé dans
les lignées cancéreuses mammaires car celles-ci présentent toutes un Ct inférieure a 25 cycles
(Figure 36.A). Les isoformes de CD44 contenant les variants 3 et/ou 6 sont beaucoup plus
transcrits dans la lignée HCC-1954 (Figure 36.D et F). Cependant, I'étude des niveaux d’ARNs
messagers pour ces deux variants a montré que le variant 3 est en moyenne 6 fois plus
transcrit que le variant 6 dans I'ensemble des lignées cancéreuses mammaires étudiées

(données non montrées).

Nous avons ensuite déterminé si les niveaux d’ARNs messagers et les niveaux des
protéines résultantes étaient similaires par western blot (Figure 37). La quantification des
niveaux d’expression est effectuée par un ratio entre les bandes d’intérét et I'actine pour

chaque condition.

AP
A & & 4 o o T B AR x
5 N ] %
& & & ¢ ISP S &
S QV 0@ (5( D’t\ »\b‘ QQ
N S A SR
150kDa— S || cDaav

150 kDa—

— —_
90kDa —
CD44s 90 kDa— — —

42kDa —| N D -— e @G| :-cine 42kDa— | e w— | e — | — - 0o

CD44v3

Ratios 1 159 0.29 0.27 0.28 0.52 Ratios 1 094 092 043 053 1.27
N
%) A
C &Y o} M D
SRR N N
R & v & ™
g o )
o @\(? Q:\ /\Q &\& (/’\9
150 kDa— - Q @ > % 2
CD44v6 N ¢ ¥
140kDa—| o — | — S [— |
90 kDa — - — P 110kDa— | wm— w— ] — — — r
42 kDa—I—-- D " ((— — e 42 kDa — | e — | o — | — — i

Ratios 1 070 091 0.78 062 1.32 Ratios 1 0.77 0.74 0.89 0.22 1.02

Figure 37 : Expression des protéines CD44, CD44v3, CD44v6 et TrkA dans différentes lignées
cancéreuses mammaires par western blot

Les protéines sont dosées puis soumises a une électrophorése en conditions dénaturantes (SDS-PAGE).
Suite au transfert des protéines sur membrane, elles sont mises en évidence via une incubation
d’anticorps primaires ciblant CD44 (A), CD44v3 (B), CD44v6 (C) et TrkA (D). Les signaux résultant de la
révélation des anticorps secondaires couplés a la HRP sont ensuite quantifiés gréce au logiciel Multi-
Gauge et indiqués en tant que ratios par rapport aux bandes contréles (DOprotéine/DOactine).
L’expression dans les cellules MDA-MB-231 est considérée comme 1. Ces résultats sont représentatifs
d’au moins 3 expériences indépendantes.
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Les résultats ont montré une bonne correspondance des niveaux protéiques de TrkA
et CD44 avec les niveaux de transcrits mis en évidence par qPCR (Figure 36). Comme
précédemment démontré, deux formes protéiques de TrkA sont détectées dans les lignées
cancéreuses mammaires : une forme partiellement glycosylée de 110 kDa et une forme
totalement glycosylée de 140 kDa (Figure 37.D). De nombreuses bandes sont visibles pour la
protéine CD44 (Figure 37.A). Ces bandes de différents poids moléculaires correspondent aux
différentes isoformes exprimées dans les cellules cancéreuses mammaires. Ainsi, la forme
standard de CD44 est présente a un poids moléculaire de 90 kDa et I'insertion de variants et
de nouvelles glycosylations permet I'apparition d”isoformes pouvant atteindre les 200 kDa.
Les lignées MCF-7, T-47D et BT-474 présentent des bandes de faible intensité et ne semblent
pas caractérisées par la présence majoritaire d’un isoforme particulier. Les lignées MDA-MB-
231 et SUM159-PT présentent une forte expression de CD44 et on peut notamment observer
la présence d’'une bande trés intense a 90 kDa. Ceci suggére que ces deux lignées sont
marquées par une forte expression de CD44s ou d’isoformes courtes ne possédant pas un
poids moléculaire significativement supérieur, ce qui confirme les résultats de PCR et de qPCR.
La lignée HCC-1954 est également marquée par une forte expression protéique de CD44
visible par la présence d’une bande de forte intensité en western blot, ce qui confirme les
résultats de gPCR. De fagon plus surprenante, le poids moléculaire de cette bande atteint les
150 kDa, ce qui suggére la présence d’isoformes majoritaires possédant plusieurs variants
dans leur structure ainsi qu’une possible glycosylation accentuée dans cette lignée. Malgré la
présence d’isoformes courtes définie par les résultats de PCR, peu d’isoformes de CD44 de
faible poids moléculaire sont visibles par Western Blot dans la lignée HCC-1954. Une
caractérisation approfondie de ces bandes serait nécessaire pour conclure de I'identité précise

de ces isoformes.

Les Western Blot obtenus aprées utilisation d’anticorps spécifiques des variants 3 et 6
présentent une faible correspondance avec les résultats obtenus en gPCR (Figure 37.B et C).
En effet, malgré une tendance a une plus forte intensité dans la lignée HCC-1954, ces niveaux
n’atteignent pas ceux suggérés par les résultats de qPCR. De plus, une bande de forte intensité
est observée dans la lignée MCF-7 aprés utilisation de I'anticorps ciblant le variant 3. Ces
résultats semblent contradictoires et suggerent que les anticorps ciblant les variants 3 et 6,

provenant de Cell Signaling, ne sont pas totalement adéquats pour une utilisation en Western
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Blot. On ne peut cependant exclure une régulation post-transcriptionelle et/ou post-
traductionnelle active pour les isoformes de CD44 contenant ces variants qui pourrait

expliquer les différences obtenues entre les niveaux d’ARNs messagers et les niveaux

protéiques.

Afin de finaliser la caractérisation des niveaux d’expression des récepteurs TrkA et
CD44 dans les lignées cancéreuses mammaires, des marquages immunocytochimiques par
fluorescence ont également été réalisés (Figure 38). Les résultats montrent une forte
expression de panCD44 dans les lignées MDA-MB-231, SUM159-PT et HCC-1954, ainsi qu’une
plus forte expression des isoformes contenant les variants 3 ou 6 dans la lignée HCC-1954,
confirmant les précédents résultats. On observe cependant une uniformisation des niveaux
membranaires de TrkA car la plus forte expression de TrkA dans la lignée MDA-MB-231 n’est

pas visible avec cette technique.

L’ensemble de ces expériences a permis une caractérisation précise des niveaux

d’expression des récepteurs TrkA et CD44.
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Figure 38 : Expression des protéines CD44, CD44v3, CD44v6 et TrkA dans différentes lignées
cancéreuses mammaires par Immunocytochimie

Apres fixation des cellules au paraformaldéhyde 4%, les cellules ont été marquées en absence de
perméabilisation. Les marquages immunocytochimiques ont été effectués en utilisant des anticorps
primaires ciblant les protéines CD44 (A), CD44v3 (B), CD44vé6 (C) et TrkA (D). Les cellules sont ensuite
incubées avec des anticorps secondaires couplés au fluorophore Alexa488 (vert). Le marquage des
noyaux cellulaires est effectué grdce a une incubation avec le Hoechst 33258 (bleu).
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B. Détermination du variant de CD44 impliqué dans
I'interaction TrkA/CD44

1. Analyse dans le modele cellulaire COS-7

Afin de déterminer I'implication spécifique de variants de CD44 dans l'interaction
TrkA/CD44, nous avons procédé a des expériences de transfection dans la lignée cellulaire
COS-7. La lignée COS-7 possede quant a elle un phénotype « amoindri » qui lui confere une
faible expression de diverses protéines notamment CD44 et TrkA (Vela et al., 2007). De plus,
la lignée est couramment utilisée dans les expériences de transfection car elle posséde une

trés bonne tolérance au processus.

Nous avons pu obtenir quatre lignées principales : une lignée COS-7_wt non
transfectée, une lignée COS-7_TrkA/CD44s, une lignée COS-7_TrkA/CD44v3 et une lignée COS-
7_TrkA/CD44v6. L'insertion correcte des plasmides d’expression a été confirmée par analyse

des transcrits HA_NTRK1 et CD44 par qPCR (Figure 39).
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Figure 39 : Etablissement de lignées COS-7 transfectées avec différents plasmides par électoporation

(A) Cartes plasmidiques des vecteurs utilisés pour la transfection des cellules COS-7. Expression relative
des transcrits CD44 (B), CD44v3 (C), CD44v6 (D) et NTRK1 (E) dans des lignées COS-7 transfectées avec
les plasmides pdisplay HA-TrkA et/ou pcDNA3.1/Hygro CD44s, CD44v3 ou CD44v6. Le taux d’ARNm
dans la condition COS7_wt est considéré comme 1. Les résultats sont obtenus par la moyenne de trois
expériences indépendantes, moyennes * SD. Tests t non paramétriques. ** p < 0,01 ; * p < 0,05.
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Ces lignées ont ensuite été ensemencées sur des lames en verre, sevrées pendant 24 h
avec du milieu contenant 0,1 % de SVF puis stimulées au NGF (16 nM) a différents temps (0, 5

et 30 min). L'interaction TrkA/CD44 est ensuite mise en évidence par la technique du PLA

(Figure 40).
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Figure 40 : Le variant 3 de CD44 est nécessaire et suffisant pour la mise en place de l'interaction
TrkA/CD44 sous stimulation au NGF dans les cellules COS-7

Les cellules COS-7 ont été transfectées par électroporation avec les plasmides pdisplay HA-TrkA et
pcDNA3.1/Hygro _CD44s, CD44v3 ou CD44veé. Elles ont ensuite été sevrées pendant 24h puis traitées au
NGF (16nM) a différents temps (0, 5 ou 30 min). L’association TrkA/CD44 a ensuite été visualisée par PLA
dans les cellules COS-7_wt (A), COS-7_TrkA/CD44s (B), COS-7_TrkA/CD44v6 (C) et COS-7_TrkA/CD44v3
(D). Les interactions entre TrkA et CD44 sont visualisées en tant que points rouges. La quantification du
nombre de points rouges a été effectuée sur le logiciel Image J. Ces graphes représentent la combinaison
de trois expériences indépendantes. Pour la quantification relative (Fold change), le nombre de points
PLA dans la condition non stimulée a été considéré comme 1. Les analyses statistiques effectuées sont
une ANOVA a un facteur suivie d’un test Bonferroni. Les barres d’erreurs représentent I'écart a la
moyenne (SEM). *** p < 0,001.
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Ainsi, on observe un niveau basal trés faible pour les complexes TrkA/CD44 dans les
cellules COS-7_wt (Figure 40.A). La stimulation au NGF conduit a une augmentation non
significative du nombre de complexes dans ces cellules (1,38). Dans les cellules COS-
7_TrkA/CD44s (Figure 40.B) et COS-7_TrkA/CD44v6 (Figure 40.C), une légére augmentation
du nombre de complexes TrkA/CD44 est observée a |‘état basal en comparaison avec le
nombre de complexes mis en évidence dans les cellules COS-7_wt. Une stimulation au NGF ne
modifie pas le nombre de complexes dans ces cellules. De maniere intéressante,
I"augmentation du nombre de complexes est également observée a |'état basal dans la lignée
COS-7_TrkA/CD44v3. De plus, la stimulation au NGF conduit a une augmentation significative
du nombre de complexes dans ces cellules aprés 5 minutes de traitement (4 fois plus) (Figure
40.D). Le nombre de complexes retourne a I'état basal aprés 30 minutes de stimulation. Ces
résultats montrent que le variant 3 de CD44 est nécessaire et suffisant pour la mise en place

de I'interaction TrkA/CD44 sous stimulation au NGF.

2. Analyse dans les cellules cancéreuses mammaires MDA-MB-231

Suite aux résultats obtenus dans les cellules COS-7, les analyses de linteraction
TrkA/CD44v3 ont été réalisées dans la lignée cancéreuse mammaire MDA-MB-231. En effet,
nous voulions vérifier I'importance du variant 3 de CD44 dans la mise en place de 'interaction
TrkA/CD44 dans notre modele d’étude mais aussi la confirmer par des méthodes
complémentaires. La lignée MDA-MB-231 a été choisie pour ses taux d’expression a la fois de
TrkA mais aussi de CD44. Par la suite, les isoformes de CD44 contenant les variants 3 et 6 sont
notés CD44v3 et CD44v6.

e Analyse des niveaux membranaires de CD44v3 et CD44v6 suite a une stimulation au

NGF

Afin de démontrer I'importance de CD44v3 et non du CD44v6 dans la signalisation du
NGF, nous avons analysé les niveaux membranaires de CD44v3 et CD44v6 suite a une
stimulation au NGF dans les cellules MDA-MB-231 par cytométrie en flux (Figure 41). Un
décalage significatif du pic de fluorescence (environ 30 %) est observé aprés 5 minutes de
stimulation au NGF pour le marquage CD44v3. Ces résultats démontrent un recrutement des
protéines CD44v3 dans les cellules MDA-MB-231. Les niveaux membranaires de CD44v3

diminuent aprés 30 minutes de stimulation au NGF mais restent cependant supérieurs a I'état
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basal (environ 20 % supérieur). Une légére augmentation des niveaux membranaires de
CD44v6 (environ 5 %) est observée apres 5 minutes de stimulation au NGF mais cette
augmentation n’est pas significative. Ces expériences montrent qu’une stimulation au NGF
dans les cellules MDA-MB-231 induit le recrutement a la membrane des isoformes de CD44

contenant le variant 3 mais pas le variant 6.

e Analyse de [linteraction TrkA/CD44v3 dans les cellules MDA-MB-231 par

immunoprécipitation

Dans la lignée MDA-MB-231_HA-TrkA, CD44v3 est associée a HA-TrkA aprés 5 minutes
de stimulation au NGF (Figure 41.D). L'interaction entre HA-TrkA et CD44v3 semble perdurer
jusqu’a 60 minutes de stimulation dans ces conditions d’expérimentation. Ces résultats
confirment qu’une stimulation au NGF dans les cellules MDA-MB-231 induit une

augmentation de l'interaction TrkA/CD44v3.
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3. Analyse de linteraction TrkA/CD44v3 dans les cellules cancéreuses
mammaires par PLA

De la méme maniéere que pour la lignée COS-7, des expériences de PLA dans les cellules
cancéreuses mammaires ont été effectuées afin d’étudier la mise en place d’'un complexe
TrkA/CD44v3 dans le modele de cancer du sein (Figure 42). Pour cela, un anticorps ciblant
uniquement CD44v3 a été utilisé (Figure 42.A). Nous avons observé I'existence d’un signal PLA
TrkA/CD44v3 dans I'ensemble des lignées étudiées en absence de stimulation au NGF.
Cependant, les niveaux de complexes ainsi que les taux de réponse a la stimulation au NGF
différent selon les lignées. Une stimulation au NGF induit une augmentation significative du
nombre de complexes TrkA/CD44v3 a 5 minutes qui progresse encore a 30 minutes dans les
lignées MDA-MB-231, SUM159-PT et MCF-7 (Figure 42.A, B, C et D). Une augmentation
significative du nombre de complexes TrkA/CD44v3 a été observée aprés 5 minutes de
stimulation au NGF suivie d’'une diminution a 30 minutes dans les lignées T-47D et HCC-1954
(Figure 42.A, E et G). Un taux relativement faible de complexes est cependant détecté dans la
lignée T-47D. Tres peu de complexes ont été détectés dans la lignée BT-474 et une stimulation
au NGF n’a pas conduit a une augmentation du signal PLA dans cette lignée cellulaire,
suggérant que l'interaction TrkA/CD44v3 n’est pas un mécanisme majeur dans la signalisation
du NGF dans cette lignée particuliére. De maniére intéressante, la meilleure réponse au NGF
a été observée dans les lignées cancéreuses mammaires possédant un profil mésenchymateux

soit les lignées MDA-MB-231, SUM159-PT et HCC-1954.
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(A) Quantification du nombre de complexes TrkA/CD44v3 détectés par PLA dans différentes lignées
cancéreuses mammaires. La quantification est effectuée sur 90 champs différents grdce au logiciel Image
J. Le nombre de points par cellule est estimé en fonction du nombre de noyaux détectés dans chaque
champ. Les résultats sont ensuite soumis a un test statistique ANOVA a un facteur suivi d’un test
: non significatif.

Bonferroni avec le logiciel Prism. *** p < 0,001 ; **p <0,01; ns
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Figure 42 : Mise en évidence de l'interaction TrkA/CD44v3 dans différentes lignées cancéreuses
mammaires par PLA
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Par ailleurs, I'interaction TrkA/CD44v6 a également été explorée dans I'ensemble des
lignées par PLA en utilisant un anticorps ciblant les isoformes de CD44 contenant le variant 6
(Figure 43). Ces expériences ont montré I'existence d’un signal faible voire inexistant pour le
complexe TrkA/CD44v6 dans I'’ensemble des lignées ainsi qu’aucun changement significatif du

nombre de complexes apres stimulation au NGF.

Ces résultats montrent que le complexe TrkA/CD44v3 est une réalité biologique dans
différents sous-types moléculaires de cancer du sein bien qu’il semble que ce complexe soit
préférentiellement mis en place dans les lignées cancéreuses mammaires présentant un
profil mésenchymateux. Le complexe TrkA/CD44v6 est faiblement détecté dans les lignées

cancéreuses mammaires.
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Figure 43 : Analyse de l'interaction TrkA/CD44v6 par PLA dans différentes lignées cancéreuses
mammaires

Les cellules ont été traitées au NGF (16 nM) puis I'interaction entre TrkA ert CD44v6 a été mise en
évidence par PLA. (A-F) Photos représentatives des différentes conditions.
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C. Implications fonctionnelles du complexe TrkA/CD44v3 dans
la signalisation pro-tumorale du NGF
Le NGF est impligué dans de nombreux processus pro-tumoraux dans les lignées
cancéreuses mammaires comme la prolifération, la migration ou encore I'invasion (Aubert et

al., 2015; Descamps et al., 2001b; Tomellini et al., 2015). Nous avons cherché a démontrer la

participation de CD44v3 dans ces différents processus.

1. Clonogénicité

Afin d’explorer les fonctions du complexe TrkA/CD44v3 dans la signalisation pro-tumorale
du NGF, nous avons inhibé I'expression de CD44v3 dans les lignées cancéreuses mammaires
grace a l'utilisation d’un pool de deux si-ARNs. Ce pool sera noté si-CD44v3 par la suite.
L’efficacité de ces si-ARNs a été testée par qPCR et validée par des tests de clonogénicité dans
la lignée MDA-MB-231 (Figure 44.A, B et C) puis l'utilisation du pool si-CD44v3 a été validée
par I'analyse des transcrits par gPCR dans trois lignées représentatives de chaque sous-type

moléculaire (Figure 44.D).

Les résultats montrent que le NGF stimule la formation de colonies dans I'ensemble
des lignées étudiées exceptées la lignée BT-474 (Figure 45). De facon intéressante, I'inhibition
de I'expression de CD44v3 conduit a I'abolition de I'effet du NGF dans les lignées MDA-MB-
231, SUM159-PT, MCF-7, T-47D et HCC-1954, démontrant I'implication du CD44v3 dans la
signalisation pro-tumorale du NGF dans ces lignées cancéreuses mammaires. De plus,
I'inhibition de CD44v3 dans les lignées MDA-MB-231, SUM159-PT et T-47D conduit a une forte
diminution de la clonogénicité de ces lignées avec ou sans stimulation au NGF, suggérant un
role important de CD44v3 dans ces lignées indépendamment de la signalisation du NGF. Les
résultats obtenus dans la lignée BT-474 peuvent étre expliqués par les faibles taux de
complexes TrkA/CD44v3 détectés dans ces cellules par PLA. En revanche, l'inhibition de
CD44v3 dans la lignée MCF-7 conduit a une forte augmentation de la clonogénicité de ces
cellules indépendamment de I'effet du NGF, suggérant que CD44v3 pourrait avoir un role

protecteur dans cette lignée qui ne serait pas d a I'interaction TrkA/CD44v3.
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Figure 44 : Efficacité des si-ARNs ciblant CD44v3 déterminée par qPCR et tests de clonogénicité

(A) Niveaux d’expression des transcrits du géne CD44v3 dans les cellules MDA-MB-231 transfectées
avec si-CTRL, deux séquences différentes de si-CD44v3 (1 et 2) individuellement ou ensemble (pool). Le
taux d’ARNs messagers détecté dans la condition si-CTRL est considéré comme 100. Les résultats sont
présentés comme la moyenne de trois expériences indépendantes + SD. Les analyses statistiques
effectuées sont des tests non paramétriques de Mann-whitney. **p < 0,01 ; * p < 0,05. (B) Tests de
clonogénicité dans les cellules MDA-MB-231 apres transfection de si-ARNs. Le nombre de colonies est
compté apres 10 jours d’incubation. Seules les colonies contenant plus de 50 cellules sont
comptabiliées. Les résultats sont représentatifs de trois expériences indépendantes. Moyennes + SEM.
Tests Mann-whitney. *** p < 0,001 ; ** p < 0,01. (C) Photos représentatives des tests de clonogénicité
effectuées dans la lignée MDA-MB-231. (D) Niveaux d’expression des transcrits de CD44v3 dans les
lignées MDA-MB-231, MICF-7 et HCC-1954 apreés transfection de si-CTRL ou du pool siCD44v3. Le taux
d’ARNs messagers détecté dans la condition si-CTRL est considéré comme 100. Moyenne de trois
expériences indépendantes + SD. Tests Mann-whitney. **p < 0,01 ; * p < 0,05.
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Figure 45: Evaluation de lI'implication de CD44v3 dans la croissance des lignées cancéreuses
mammaires par tests de clonogénicité

Apres transfection, les cellules ont été ensemencées a faible densité dans des plaques 6 puits en
présence de milieu + 2 % SVF. Aprés 10 jours d’incubation a 37°C, les cellules sont fixées puis les colonies
marquées au crystal violet. Seules les colonies contenant plus de 50 cellules sont comptabilisées a I’ceil
nu. Les résultats sont représentatifs de trois expériences indépendantes. Les analyses statistiques
effectuées sont des tests non paramétriques de Mann-Whitney + SEM. ** p < 0,01 ; * p < 0,05.

Ces résultats démontrent que CD44v3 participe a la clonogénicité des cellules

cancéreuses mammaires suite a la stimulation au NGF.

2. Migration

Grace a l'utilisation d’inserts de culture Ibidis, nous avons testé I'implication de CD44v3
dans la migration cellulaire induite par le NGF. Apres transfection d’un si-CTRL dans les cellules
MDA-MB-231, une stimulation au NGF favorise la fermeture de la blessure apres 12 et 24
heures en comparaison de la condition non stimulée (Figure 46.A et B), confirmant le role pro-
migratoire du NGF dans ces cellules. La transfection d’un si-CD44v3 conduit a I'abolition de
cet effet pro-migratoire du NGF car on observe que la fermeture de la blessure en absence de
CD44v3 atteint les niveaux retrouvés dans la condition si-CTRL non stimulée au NGF. Ces
résultats démontrent I'implication de CD44v3 dans la signalisation pro-migratoire du NGF

dans la lignée MDA-MB-231.
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Figure 46 : CD44v3 est impliqué dans la migration et I'invasion cellulaire induite par le NGF dans la
lignée MDA-MB-231

(A) Les tailles des blessures sont analysées avec le logiciel Image J a 12h et 24h aprés avoir effectué la
blessure. Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport a la taille de la blessure initiale (O h).
Les analyses statistiques effectuées sont un test ANOVA a deux facteurs. Moyennes + SEM. *** p <
0,001. ** p < 0,01. Les résultats sont représentatifs de trois expériences indépendantes. (B) Photos
représentatifs des conditions effectuées en tests de migration. Les pointillés noirs indiquent les bords
de la blessure. (C) Tests d’invasion effectués en chambre Transwell avec les cellules MDA-MB-231
transfectées avec si-CTRL ou si-CD44v3 et en présence ou non de NGF. Les cellules ayant traversé la
membrane sont comptabilisées avec le logiciel Image J. Les résultats sont représentatifs de trois
expériences indépendantes. Moyennes + SEM. Tests Mann-whitney. * p< 0,05.
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3. Invasion cellulaire

Nous avons ensuite testé I'implication de CD44v3 dans I'invasion cellulaire induite par
le NGF. Apres transfection de si-CTRL ou de si-CD44v3 dans les cellules MDA-MB-231, les
cellules ont été ensemencées dans des chambres d’invasion Transwell (Falcon) préalablement
coatées au collagene de type 1 (10 pg/mL). Les résultats montrent que le NGF augmente
I'invasion des cellules MDA-MB-231 en condition si-CTRL (Figure 46.C). L'inhibition de
I’expression de CD44v3 dans ces cellules abolit I'effet du NGF. Ces résultats démontrent
I'implication de CD44v3 dans I'invasion induite par le NGF et suggérent également un rdle
de CD44v3 dans l'invasion des cellules MDA-MB-231 a travers des signalisations

indépendantes du NGF.

4. Implication du complexe TrkA/CD44v3 in vivo

Afin d’explorer I'implication du complexe TrkA/CD44v3 dans les tumeurs mammaires,
nous avons réalisé des marquages immunohistochimiques sur des échantillons de tumeurs de
patientes. Les marquages PLA ont été réalisés sur une lame Tissue MicroArray contenant 150
spots (HBre-Duc150). De plus, les marquages effectués en TMA sont actuellement étendus sur
163 échantillons de tumeurs mammaires fournis par le Centre Oscart-Lambret (expériences
en cours). Les résultats ont permis de montrer que le complexe TrkA/CD44v3 est spécifique
des cellules tumorales car aucun complexe n’a été mis en évidence que ce soit au niveau de
I’épithélium mammaire ou du stroma. Le marquage TrkA/CD44v3 dans les tumeurs
mammaires a été gradé selon le nombre de points par cellule (Figure 47.A-E). Ainsi, les
marquages sont considérés comme faible (< 2 points par cellule ; Figure 47.C), moyen (5 points
par cellules; Figure 47.D) et fort (> 5 points par cellule ; Figure 47.E). Considérant cette
gradation, les tumeurs ont été classées suivant I'intensité de marquage PLA. Les résultats ont
été corrélés avec la survie globale des patientes et présentés sous forme d’un graphique de
Kaplan-Meier (Figure 47.F). Les résultats ont montré que la présence du complexe
TrkA/CD44v3 n’est pas corrélée avec la survie globale des patientes. Des analyses de
corrélation statistiques ont été effectuées en considérant différents parameétres tels que la
classe moléculaire des tumeurs, le stade TNM, le statut p53, la survie globale ou encore
I’envahissement ganglionnaire (Tableau 11). Les résultats montrent une corrélation
significative entre l'intensité du marquage PLA et le statut PR- (p=0,0445). De maniére

intéressante et bien que les résultats soient non significatifs, I'intensité de marquage tend a
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étre corrélée avec le statut triple-négatif (p=0,0528). Ces résultats semblent étre en
adéquation avec les résultats obtenus in vitro ou le signal PLA était plus intense dans les
lignées triple-négatives MDA-MB-231 et SUM159-PT. Il est nécessaire d’augmenter la cohorte

de patientes pour confirmer ces résultats.

Ces résultats démontrent I'importance du complexe TrkA/CD44v3 dans les tumeurs
mammaires, en particulier les cancers du sein triple-négatifs et suggérent une implication
de ce complexe dans I'agressivité tumorale mammaire. Le complexe TrkA/CD44v3 se
présente donc comme une cible thérapeutique de choix pour le traitement des cancers du

sein triple-négatifs, cancers pour lesquels aucune thérapie ciblée n’est a ce jour établie.
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Figure 47 : Corrélation entre le marquage PLA TrkA/CD44v3 et la survie globale de patientes
atteintes d’un cancer du sein

(A-E) Photos représentatives des marquages PLA TrkA/CD44v3 sur des coupes de tumeurs mammaires.
Aucin signal n’a été détecté dans les tissus non tumoraux (A). En fonction des échantillons marqués, les
marquages PLA pouvaient étre absent (B), faible (C), moyen (D) ou fort (E). La contre-coloration est
effectuée a I'aide d’une solution d’hématoxyline de Mayer. (F) Corrélation entre la survie globale de
patientes atteintes d’une tumeur mammaire et le marquage PLA TrkA/CD44v3 présentée sous forme
d’un graphique de Kaplan-Meier. Test log-rank effectué avec le logiciel Prism. Nombre d’échantillons :
150.
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M
arquage o value
moyen
Nombre de patients 150 2,35 -
Age moyen (années) au moment du
. ) 53,57 (29-83) ND -
diagnostique
Suivi moyen (années) 9,3(0,167-13,5) ND -
[ 11 (7,33%) 2,182 -
A 56 (37,33%) 2,268 0,8511
1B 30 (20%) 2,533 0,3697
Grade 1C 0(0%) ND -
histologique A 41(27,33%) 2,317 0,7188
NniB 0(0%) ND -
1nc 9 (6%) 2,667 0,359
NA 3(2%) ND -
T1 32(21,33%) 2,22 -
Stade 2 100 (66,67%) 2,42 0,4087
pathologique de
0,
latumeur T3 14(9,33%) 2,21 0,9918
NA 4(2,66%) ND -
Négatif 54 (36%) 2,222 -
Envahissement .
. . Positif 93 (62%) 2,43 0,3145
ganglionnaire
NA 3(2%) ND -
Négatif 46 (30,67%) 2,609 -
Récepteura "
, A Positif 96 (64%) 2,208 0,0657
|'cestrogene
NA 8(5,33%) ND -
Négatif 56 (37,33%) 2,607 -
Récepteurala .
i Positif 85 (56,67%) 2,188 0,0445
progestérone
NA 9(6%) ND -
Négatif 94 (62,67%) 2,394 -
HER-2 Positif 49 (32,67%) 2,245 0,4877
NA 7(4,67%) ND -
Négatif 118 (78,67%) 2,271 -
Triple négative Positif 22 (14,67%) 2,818 0,0528
NA 10 (6,67%) ND -

Tableau 11: Caractéristiques clinico-pathologiques de la cohorte de patientes utilisée dans I’étude
TrkA/CD44v3

Les données ont été obtenues a partir d’une lame TMA HBre-Duc150 fournie par SuperBio Chips Laboratories.
Le statut « lymp node » est considéré comme négatif (TO) ou positif (T1, T2 et T3). NA = Non Acquis. ND =
Non Déterminé. La p value correspond a un t-test comparant les données correspondantes avec le stage le
plus bas ou la négativité du statut.
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D. Ciblage de I'interaction TrkA/CD44

1. Détermination des zones de CD44v3 impliquées dans l'interaction

La séquence de I'exon variant 3 donne naissance a une séquence peptidique de 42 acides
aminés, nous avons divisé la zone en 4 régions de 10 ou 11 acides aminés. Chaque plasmide
contient une délétion de région et sont notés pcDNA3.1/Hygro_CD44v3A1, A2, A3 ou A4. Nous
avons ensuite recherché I'association de ces mutants et de TrkA dans les cellules COS-7. Apres
nous étre assurés de la surexpression des protéines transfectées par qPCR (Figure 48.E et F),
des expériences de PLA dirigées contre le complexe TrkA/CD44 ont été menées afin de
déterminer si une des zones délétées du variant 3 était nécessaire a I'interaction suite a une
stimulation au NGF (Figure 48.A-D). Ces résultats montrent qu’en I'absence des régions 1 et
2 du variant 3, la stimulation au NGF ne conduit plus a une augmentation significative du
nombre de complexes TrkA/CD44 (Figure 48.A et B). De plus, la délétion des régions 1 ou 4
diminuent nettement le nombre de complexes TrkA/CD44 dans I'ensemble des conditions
(trois fois moins) (Figure 48.A et D). La région 3 en revanche ne semblent pas impacter la
formation du complexe car on observe une nette augmentation significativedu nombre de
complexes TrkA/CD44v3 a 5 min de stimulation au NGF (Figure 48. C).

Ces résultats suggerent donc que les séquences importantes pour I'interaction avec TrkA

sont situées dans les régions 1 et 4 du variant 3.

Compte tenu des résultats obtenus, nous avons demandé la synthése de deux peptides
mimétiques des régions 1 et 4 (Genscript) afin de savoir si ces peptides étaient capables de

bloguer I'interaction TrkA/CD44.
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Figure 48 : Détermination des zones de CD44v3 impliquées dans l'interaction avec TrkA sous
stimulation au NGF

Les cellules COS-7 ont été transfectées par électroporation avec les plasmides pdisplay_HA-TrkA et
pcDNA3.1/Hygro_CD44v3A1, A2, A3 ou A4. Elles ont ensuite été sevrées pendant 24h puis traitées au
NGF (16nM) a différents temps (0, 5 ou 30 min). L’association TrkA/CD44 a ensuite été visualisée par
PLA dans les cellules COS-7_TrkA/CD44v3A1 (A), COS-7_TrkA/CD44v3A2 (B), COS-7_TrkA/CD44v3A3 (C)
et COS-7_TrkA/CD44v3A4 (D). Les interactions entre TrkA et CD44 sont visualisées en tant que points
rouges. La quantification du nombre de points rouges a été effectuée sur le logiciel Image J. Ces graphes
représentent la combinaison de trois expériences indépendantes. Pour la quantification relative (Fold
change), le nombre de points PLA dans la condition non stimulée a été considéré comme 1. Les analyses
statistiques effectuées sont une ANOVA a un facteur suivie d’un test Bonferroni. Les barres d’erreurs
représentent I’écart a la moyenne (SEM). *** p < 0,001. (E et F) Quantification des transcrits des génes
ntrk1 (E) et CD44 (F) dans les cellules COS-7 transfectées. Moyenne + SD.
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2. Effets des peptides sur la signalisation pro-tumorale du NGF dans les
cellules cancéreuses mammaires

Nous avons tout d’abord procédé a des expériences de PLA dans les cellules MDA-MB-
231 en présence ou non des peptides (Figure 49). Les résultats montrent que les peptides 1 et
4 bloquent tous les deux I'augmentation du nombre de complexes dans les cellules MDA-MB-
231 (Figure 49.B et C). Cependant, on observe que le peptide 1 semble diminuer plus
efficacement le nombre de complexes que le peptide 4. La combinaison des deux peptides
diminue légerement la quantité de complexes TrkA/CD44 dans I'ensemble des conditions et
inhibe la stimulation au NGF (Figure 49.A et D). De facon surprenante, le nombre de complexes
observés dans ces expériences est largement moins important que dans les expériences
menées précédemment dans la méme lignée (Figure 42.A et B). Nous estimons que ces
changements du nombre de complexes peuvent étre dus a des changements dans les tampons
utilisés lors de I'expérience de PLA, a des changements dans la culture des cellules (SVF) ou

tout simplement a une différence d’affinité des anticorps anti-CD44 et anti-CD44v3.
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Figure 49 : Effets des peptides 1 et/ou 4 sur la mise en place de I'interaction TrkA/CD44 dans les
cellules MDA-MB-231 visualisés par PLA

Les cellules MDA-MB-231 ont été traitées au NGF (16 nM) pendant 0, 5, 15 ou 30 minutes avant que
linteraction TrkA/CD44 ne soit visualisée par PLA (A). Les cellules ont préalablement été traitées avec
les peptides 1 (B), 4 (C) ou les deux (D) avant le traitement au NGF. Les interactions entre TrkA et CD44
sont visualisées en tant que points rouges. La quantification du nombre de points rouges a été effectuée
sur le logiciel Image J. Ces graphes représentent la combinaison de trois expériences indépendantes.
Pour la quantification relative (Fold change), le nombre de points PLA dans la condition non stimulée a
été considéré comme 1. Les analyses statistiques effectuées sont une ANOVA a un facteur suivie d’un
test Bonferroni. Les barres d’erreurs représentent I'écart a la moyenne (SEM). *** p < 0,001.

Les effets des peptides 1 et 4 sur la signalisation pro-tumorale du NGF ont ensuite été
testés en tests de clonogénicité. La stimulation des cellules MDA-MB-231 par les peptides, que
ce soit le 1 ou le 4, conduit a une diminution de la clonogénicité de ces cellules et abolit les

effets positifs du NGF sur la croissance des colonies (Figure 50).

188



RES

A
250 1 *kk T
g 200
wv
Q
§ 150
©
o
ke
« 100 A
()]
el
IS
=]
o ' l
0 -
wt + peptldel peptldel peptlde4 pept|de4 peptldes peptldes
NGF + NGF + NGF 1+4 1+4 + NGF
B
wt peptide 1 peptide 4 peptides 1+4
A SN
: 3 .
No 5
g .

stimulation

NGF 8

(16nv) QST & 8
k““: e < ’“m : 3
Figure 50 : Les peptides mimétiques 1 et 4 bloquent la croissance tumorale induite par le NGF dans
les cellules MDA-MB-231

(A) Quantification du nombre de colonies MDA-MB-231 aprés stimulation au NGF et stimulations avec
les peptides 1 et 4. Seules les colonies contenant plus de 50 cellules sont comptabilisées. La moyenne
du nombre de colonies dans la condition non stimulée est considérée comme 100. Les barres d’erreurs
représentent I’écart a la moyenne (SEM). Test Mann-Whitney. *** p <0,001. (B) Photos représentatives
des résultats obtenus en tests de clonogénicité.
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Afin de définir plus précisément les séquences d’interaction, des modélisations
informatiques de l'interaction entre le domaine extracellulaire de TrkA (ECD) et la séquence
protéique du variant 3 de CD44 ont été entreprises, grace a une collaboration avec le Dr.
Jérome De Ruyck (Unité de Glycobiologie Structurale et Fonctionnelle (UGSF), Université de
Lille, France). Les résultats sont également encourageants car ils montrent bien une
interaction possible entre TrkA et CD44v3 (Figure 51). De maniéere intéressante, le nombre
d’acides aminés certainement impliqués dans l'interaction est nettement plus élevé dans les
domaines 1 et 4 que dans les domaines 2 et 3 (trois fois plus), confirmant ainsi nos précédents

résultats.
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Ces résultats démontrent que les peptides 1 et 4 bloquent la mise en place de
I'interaction TrkA/CD44 ainsi que la signalisation sous-jacente menant a la clonogénicité
dans les cellules MDA-MB-231. La modélisation informatique confirme I'importance de ces

domaines dans l'interaction avec le domaine extracellulaire de TrkA.
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Figure 51 : Modélisation informatique de I'interaction entre le domaine extracellulaire de TrkA et la
séquence protéique du variant 3 de CD44

(A) Représentation 3D de l'interaction entre le domaine extracellulaire de TrkA (en vert) et le variant 3
de CD44 (en bleu). (B) Agrandissement de la représentation 3D de I'interaction. Les domaines du variant
3 de CD44 étudiés précédemment sont représentés par différentes couleurs : 1 = bleu, 2 = vert, 3 = jaune
et 4 = rouge. (C) Graphique représentant les prédictions d’interactions entre les acides aminés du
domaine extracellulaire de TrkA (vert) et ceux du variant 3 de CD44 (bleu). Les acides aminés Arg88 et
His112 de TrkA sont au centre des interactions possibles avec les acides aminés de CD44. Les liens
représentent des liaisons non covalentes.
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Il. Plasticité des réseaux de récepteurs membranaires sous
stimulation au proNGF dans le cancer du sein:
'interaction Sortiline/TrkA/EphA2

A. Mise en évidence d’un nouveau partenaire de l'interaction
sortiline/TrkA : EphA2

1. Détermination des protéines en interaction avec TrkA sous stimulation
au proNGF par spectrométrie de masse

Les cellules MDA-MB-231_HA-TrkA ont été stimulées au proNGF (0,5 nM) a différents
temps (5 et 30 minutes) puis les protéines purifiées. En utilisant un anticorps spécifique de
HA, permettant donc d’isoler le récepteur HA-TrkA ainsi que les différentes protéines en
interaction avec ce récepteur, nous avons procédé a des expériences d'immunoprécipitation.
Les protéines immunoprécipitées ont été soumises a une migration dans un gel a 10 % de SDS
puis mises en évidence par une coloration au bleu de coomassie. Les bandes présentant une
plus forte intensité ont alors été découpées puis les protéines purifiées pour une analyse en
spectrométrie de masse (Figure 52.A). Une analyse des protéines identifiées, effectuée grace
au logiciel Panther, a permis de mettre en évidence que 7 % de ces protéines étaient
impliquées dans la signalisation des récepteurs membranaires (Figure 52.B). Parmi ces
protéines, la sortiline a été confirmée comme un partenaire de TrkA sous stimulation au
proNGF, comme démontré précédemment par le laboratoire (Demont et al., 2012) (Figure
52.C). De facon intéressante, le récepteur tyrosine kinase EphA2 a également été identifiée
parmi les protéines en interaction avec TrkA (Figure 52.C). Cette protéine est exprimée dans
les cellules cancéreuses de sein et participe a I'agressivité tumorale a travers ses roles dans la
croissance cellulaire, I'invasion cellulaire et la formation de métastases (Song et al., 2017,
Zelinski et al., 2001). Différentes protéines de signalisations intracellulaires ont également pu

étre identifiées (Cf. Article en annexe n°2).
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Figure 52 : Identification des protéines en interaction avec le récepteur TrkA sous stimulation au
proNGF (0,5 nM) par spectrométrie de masse dans les cellules MDA-MB-231_HA-TrkA

(A) Les cellules MDA-MB-231 ont été stimulées par le proNGF (0,5 nM) a différents temps (0, 5 et 30 min)
puis les protéines ont été soumises a une immunoprécipitation en utilisant un anticorps ciblant le peptide
HA. Apres migration sur un gel SDS 10 %, les protéines ont été mises en évidence par marquage au bleu
de coomassie. Les bandes de plus forte intensité par rapport a la condition non stimulée (control) ont
été découpées (rectangles rouges) et les protéines purifiées pour analyse au spectrométre de masse. (B)
Analyse des protéines identifiées par spectrométrie de masse avec le logiciel Panther. (C) Résultats de
'identification par spectrométrie de masse pour les récepteurs sortiline et EphA2. Les codes Uniprot ID,
les séquences des peptides ayant permis I'identification et les Mascot score de chaque peptide sont
mentionnés. MW : Molecular Weight ; GO : Gene Onthology.

2. Analyse de la mise en place de I'interaction sortiline/TrkA/EphA2 dans
les cellules MDA-MB-231 HA-TrkA

Afin de confirmer ces résultats, des expériences d’'immunoprécipitation ciblant a la fois
TrkA, EphA2 et la sortiline ont été effectuées dans les cellules MDA-MB-231_ HA-TrkA aprés
une stimulation au proNGF (0,5 nM). Les résultats ont montré que le proNGF était nécessaire
a I'interaction entre ces complexes (Figure 53). De maniéere intéressante, une stimulation au
NGF ne permet la formation de complexes entre ces trois récepteurs (Figure 53.A). Cependant,
une association entre TrkA et la sortiline est observée apres 30 minutes de stimulation au NGF,

suggérant une participation a I'endocytose de TrkA pour la sortiline, comme reporté dans la
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littérature (Nykjaer et al., 2004). Ces résultats ont été confirmés dans les cellules MDA-MB-
231 _HA-TrkA par des expériences de PLA (Figure 53.B, C, D, E et F). En effet, une augmentation
significative du nombre de complexes TrkA/EphA2 (Figure 53. B et C) et sortiline/TrkA (Figure
53.D et E) est observée apres 5 minutes de stimulation au proNGF. En revanche, aucun signal
n’a été détecté pour 'interaction sortiline/EphA2 (Figure 53.F). Cette derniére observation
pourrait étre expliquée par une interaction non directe entre les deux récepteurs.

Apreés traitement a la neurotensine, un inhibiteur de la fixation du proNGF a la sortiline,
des expériences de western blot ont montré que TrkA n’était plus capable de s’associer a
EphA2, démontrant la nécessité de la fixation du proNGF a la sortiline pour la mise en place
du complexe (Figure 54.A). Aprés transfection de si-TrkA, aucune interaction entre la sortiline
et EphA2 n’a été détectée par immunoprécipitation, confirmant que la sortiline ne peut
former un complexe avec le récepteur EphA2 en absence de TrkA (Figure 54.B). L’expression
d’une forme mutée d’HA-TrkA_kinase dead ne pouvant pas étre phosphorylée a également
permis de montrer que la phosphorylation de TrkA n’était pas nécessaire a la formation du
complexe ternaire (Figure 54.C).

De plus, grace a l'utilisation d’un si-ARN dirigé contre EphA2, nous avons pu démontrer
que la présence de ce récepteur n’était pas requise pour la formation du complexe
sortiline/TrkA sous stimulation au NGF (Figure 54.D). Nous avons également pu démontrer,
grace aux mémes outils, que I’activation sous-jacente de la kinase Src était dépendante de la
présence d’EphA2 (Figure 54.E et F).

L’ensemble de ces résultats montrent que la stimulation au proNGF des cellules MDA-
MB-231 induit la formation du complexe ternaire sortiline/TrkA/EphA2, conduisant a

I’activation des voies de signalisation Akt et Src.
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Figure 53 : La stimulation au proNGF conduit a la mise en place d’une interaction ternaire entre la
sortiline, TrkA et EphA2 dans la lignée MDA-MB-231_HA-TrkA

Les cellules MDA-MB-231_HA-TrkA ont été stimulées au proNGF (0,5 nM) a différents temps (0, 5 et 30
min). (A) Immunoblots ciblant la sortiline, TrkA ou EphA2 apres des immunoprécipitations ciblant HA
(TrkA), la sortiline ou EphA2. (B-F) Photos représentatives (B, D et F) et quantifications (C et E) des
signaux PLA sortiline/TrkA (B et C), TrkA/EphA2 (D et E) et sortiline/EphA2 (F). La quantification du
signal PLA a été effectuée sur trois expériences indépendantes. Les barres d’erreurs représentent le
SEM. Les analyses statistiques effectuées sont des ANOVA a un facteur suivi d’un test Bonferronij. ***
p < 0,001.
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Figure 54 : Le complexe sortiline/TrkA/EphA2 induit par le proNGF met en place une voie de
signalisation indépendante de la phosphorylation de TrkA

Les cellules MDA-MB-231_HA-TrkA ou _kinase-dead ont été stimulées au proNGF (0,5 nM) a différents
temps (0, 5 et 30 min). (A-D) Immunoblots ciblant la sortiline, TrkA ou EphA2 aprés des
immunoprécipitations ciblant HA (TrkA) ou la sortiline aprés traitement a la neurotensine (1 uM) (A),
transfection d’un si-TrkA (B), dans les cellules MDA-MB-231_kinase-dead (C) et apres transfection d’un
si-EphA2 (D). Dans (C), la phosphorylation de TrkA des tyrosines 674/675 a également été évaluée par
immunoblot. (E et F) Immunoblots ciblant les protéines Akt et Src ainsi que leurs formes phosphorylées
dans des cellules MDA-MB-231_HA-TrkA et _kinase-dead (E) ainsi qu’aprés transfection d’un si-EphA2
(F).
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3. Analyse de l'interaction sortiline/TrkA/EphA2 dans les différents sous-
types moléculaires de cancer du sein

a. Niveaux d’expression de la sortiline, d’EphA2 et d’Ephrin-Al

Pour tenter de mieux comprendre la mise en place du complexe, nous avons analysé les
niveaux d’expression de différentes protéines pouvant jouer un réle dans I'établissement du
complexe. Nous avons choisi deux lignées triple-négatives (MDA-MB-231 et SUM159-PT),
deux lignées luminales (MCF-7 et T-47D) ainsi qu’une lignée HER2+ (HCC-1954). Ainsi, nous
avons analysé les taux d’ARNm des génes NTR3, EPHA2 et EFNA1 (Figure 55.A, C et E
respectivement). Le géne EFNA1 code pour le ligand principal d’EphA2 : Ephrin-Al. Ces
résultats ont ensuite été confirmés par 'analyse des niveaux de protéines correspondantes
par western blot (Figure 55.B, D et F respectivement). Les résultats ont montré une forte
expression d’EphA2 dans les deux lignées triple-négatives. Les lignées luminales présentent
les plus faibles taux d’expression d’EphA2. Concernant le ligand principal d’EphA2, ce sont les
lignées luminales qui présentent le plus haut taux d’expression. Ces résultats sont en accord
avec la littérature car les taux d’expression d’EphA2 et de son ligand Ephrin-Al sont
inversement corrélés (Macrae et al., 2005). Enfin, la sortiline est exprimée majoritairement
par les lignées luminales et, de maniére surprenante, la lignée SUM159-PT présente un faible

taux d’expression de cette protéine.
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Figure 55 : Analyse des niveaux d’expression de la sortiline (NTR3), d’EphA2 et d’Ephrin-Al

A gauche : Niveaux d’expression relatifs des transcrits des génes NTR3 (A), EPHA2 (B) et EFNA1 (C) par
gPCR dans différentes lignées cancéreuses mammaires. L’expression des ARNm dans la lignée MDA-MB-
231 est considérée comme 1. Les résultats sont les moyennes de trois expériences indépendantes + SD.
A droite : Immunoblots des protéines NTR3 (B), EphA2 (B) et Ephrin-A1 (C) dans différentes lignées
cancéreuses mammaires. La quantification a été effectuée par calcul des densités optiques de chaque
bande a I'aide du logiciel Multi-Gauge. Le taux protéique de la lignée MDA-MB-231 est considéré comme
1 pour la quantification relative. La protéine 8-actine a été utilisée comme contréle de charge. Ces
résultats sont représentatifs de trois expériences indépendantes.
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TrkA/EphA2 PLA signal (red dots/cell)

Figure 56 : Mise en évidence de linteraction TrkA/EphA2 dans différentes lignées cancéreuses
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(A) Quantification du nombre de complexes TrkA/EphA2 détectés par PLA dans différentes lignées
cancéreuses mammaires. La quantification est effectuée sur 90 champs différents grdce au logiciel
Image J. Le nombre de points par cellule est estimé en fonction du nombre de noyaux détectés dans
chaque champ. Les résultats sont ensuite soumis a un test statistique ANOVA a un facteur suivi d’un

test Bonferroni avec le logiciel Prism. *** p < 0,001 ; ns : non significatif.
(B — F) Photos représentatives des différentes conditions.
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b. Mise en évidence de linteraction TrkA/EphA2 dans les différents sous-types

moléculaires de cancer du sein

Grace a des expériences de PLA, nous avons pu mettre en évidence |'existence du
complexe TrkA/EphA2 dans les cinqg lignées cancéreuses mammaires. En effet, un signal PLA
est détecté dans I'ensemble des lignées a un niveau basal, en absence de stimulation au
proNGF (Figure 56). Cependant, le nombre de complexes est plus important dans les lignées
MDA-MB-231 et SUM159-PT. On observe une augmentation du nombre de complexes
TrkA/EphA2 dans I'ensemble des lignées cancéreuses mammaires étudiées aprés 5 min de
stimulation au proNGF exceptée la lignée MCF-7. Suite a cette augmentation, le nombre de
complexes diminue a 30 min de stimulation au proNGF. La lignée MCF-7 est la seule lignée
dans laquelle nous avons détecté un trés faible signal PLA TrkA/EphA2. Ces résultats
pourraient étre expliqués par les taux d’expression des protéines en jeu pour la mise en place
de l'interaction dans cette lignée. En effet, la lignée MCF-7 présente une faible expression de
la protéine EphA2 (Figure 55.D) ainsi que de la protéine TrkA (Figure 36.H). De plus, elle
présente une expression moyenne de la sortiline par rapport aux autres lignées cellulaires
(Figure 55.B). On peut alors imaginer que la balance des niveaux d’expression de ces protéines,

nécessaire a lamise en place de l'interaction, n’est pas adéquate dans cette lignée particuliere.

B. Implications fonctionelles du complexe
sortiline/TrkA/EphA2 dans la signalisation protumorale du
proNGF

1. Importance du récepteur EphA2 dans la signalisation pro-tumorale du
proNGF dans les cellules cancéreuses mammaires

A l'aide de si-ARNs ciblant la protéine EphA2, nous avons testé I'importance de ce
récepteur dans la signalisation protumorale du proNGF dans les cellules cancéreuses
mammaires. Pour cela, les cellules ont été transfectées par méthode Interferine (lipofection)
avec un si-EphA2 puis ensemencées pour des tests de clonogénicité. Les résultats de ces tests
ont montré que chaque lignée voit sa clonogénicité augmentait de maniére significative suite

a une stimulation au proNGF (Figure 57).
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Figure 57 : Evaluation de l'implication d’EphA2 dans la croissance des lignées cancéreuses
mammaires par tests de clonogénicité

(A) Apres transfection d’un si-CTRL ou d’un si-EphA2, les cellules ont été ensemencées a faible densité
dans des plaques 6 puits en présence de milieu + 2 % SVF. Apreés 10 jours d’incubation a 37°C, les cellules
sont fixées puis les colonies marquées au crystal violet. Seules les colonies contenant plus de 50 cellules
sont comptabilisées a I'ceil nu. Les résultats sont représentatifs de trois expériences indépendantes. Les
analyses statistiques effectuées sont des tests non paramétriques de Mann-Whitney + SEM. ** p < 0,01
; *p <0,05; ns : non significatif. (B) Photos représentatives des tests de clonogénicité effectuées dans
la lignée MIDA-MB-231.

La transfection du si-EphA2 n’a en revanche pas les mémes conséquences sur la

biologie de chacune des lignées cancéreuses mammaires. En effet, les lignées MDA-MB-231,
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SUM159-PT et T-47D subissent une diminution significative du nombre de colonies que ce soit
en présence ou en absence de stimulation au proNGF, suggérant un role d’EphA2 dans la
clonogénicité des cellules cancéreuses mammaires, indépendamment de la signalisation du
pro-NGF. Cependant, |'effet du proNGF est aboli, ce qui démontre I'importance de la protéine
EphA2 dans la signalisation du proNGF. Cette inhibition de l'effet positif du proNGF est
également retrouvée dans la lignée HCC-1954 dans laquelle on retrouve un nombre de
colonies similaire a celui retrouvé dans la condition contr6le sans stimulation au proNGF.
Enfin, la transfection d’un si-EphA2 dans la lignée MCF-7 a pour conséquence une
augmentation significative du nombre de colonies que ce soit en absence ou en présence de
proNGF. Ceci suggere que le récepteur EphA2 ne participe pas a la signalisation du proNGF
dans cette lignée, ce qui semble en accord avec les résultats de PLA dans lesquelles
I'interaction TrkA/EphA2 n’avait pas été détectée. Au contraire, ces résultats suggerent que la
protéine EphA2 aurait un réle protecteur des effets pro-tumoraux du proNGF. Ces résultats

ont été confirmé grace a l'utilisation d’un autre si-EphA2 (Song et al., 2017).

L’ensemble des résultats obtenus dans les lignées cancéreuses mammaires confirment
I’existence de l'interaction sortiline/TrkA/EphA2 dans les lignées cancéreuses mammaires
et soulignent la participation importante du récepteur EphA2 dans les effets pro-tumoraux

du proNGF dans certaines lignées.

2. Mise en évidence de l'importance du complexe in vivo et ciblage
thérapeutique du complexe

Afin d’évaluer I'importance clinique du complexe sortiline/TrkA/EphA2 dans le cancer
du sein, nous avons procédé a des marquages immunohistochimiques simples des protéines
TrkA et EphA2 ainsi qu’au marquage PLA du complexe TrkA/EphA2 dans une cohorte
d’échantillons tumoraux en tissue microarray (TMA) (Figure 58). Les résultats ont montré une
corrélation de I'expression de TrkA avec le profil métastatique des tumeurs PR-négatives. De
maniére intéressante, aucun des marquages simples n’a pu étre corrélé avec la survie des
patientes mais plutot le marquage PLA TrkA/EphA2. En effet, la présence importante du
complexe dans les échantillons est corrélée avec une diminution significative de la survie

globale des patientes et ce, quel que soit le sous-type moléculaire de cancer du sein.
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Ces résultats suggerent I'importance du complexe comme cible thérapeutique

potentielle dans le traitement du cancer du sein.
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Figure 58 : La présence du complexe TrkA/EphA2 est associé avec une diminution de la survie globale
(OS) chez les patientes atteintes d’un cancer du sein

(A-C) Photos représentatives d’immunomarquages de TrkA dans des échantillons de cancers du sein,
définis comme faible (A), moyen (B) et fort (C). (D) Graphique de Kaplan-Meier représentant la survie
globale de patientes atteintes d’un cancer du sein par rapport a I'immunomarquage de TrkA. (E-G)
Photos représentatives d’'immunomarquages d’EphA2 dans des échantillons de cancers du sein, définis
comme faible (E), moyen (F) et fort (G). (H) Graphique de Kaplan-Meier représentant la survie globale
de patientes atteintes d’un cancer du sein par rapport a I'immunomarquage d’EphA2. (I-K) Photos
représentatives de marquages PLA TrkA/EphA2 dans des échantillons de cancers du sein, définis
comme faible (1), moyen (J) et fort (K). (L) Graphique de Kaplan-Meier représentant la survie globale de
patientes atteintes d’un cancer du sein par rapport au marquage PLA TrkA/EphA2.Tests log-rank
effectués avec le logiciel Prism.
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Nous avons ensuite envisagé la possibilité d’un ciblage combiné des récepteurs TrkA et
EphA2 pour inhiber la croissance tumorale mammaire. Ainsi, nous avons tout d’abord testé ce
ciblage combiné sur la formation de colonies en soumettant les cellules MDA-MB-231 a un
traitement au K252A (10 nM) et/ou a un traitement au si-EphA2 (Figure 59.A-C). Les résultats
montrent un effet synergique des traitements en combinaison pour atteindre une diminution
de 30 % du nombre de colonies dans ces cellules. Nous avons complété ces résultats par des
expériences de xénogreffes en souris immunodéficientes qui ont été soumises a des
traitements ciblant TrkA (CEP-701), EphA2 (si-EphA2) ou les deux. Les résultats montrent que,
malgré une tendance a la diminution, le ciblage de TrkA ne conduit pas une diminution
significative de la taille des tumeurs en souris SCID, confirmant les informations de la
littérature et I'existence de mécanismes de résistance au sein des tumeurs mammaires. En
revanche, I'introduction d’un si-EphA2 dans les souris conduit a la diminution significative de
la taille des tumeurs. De maniére intéressante, I'utilisation combinée du CEP-701 et du si-
EphA2 méne a une forte diminution de la taille des tumeurs mammaires dans les souris SCID,

soulignant I'intérét thérapeutique d’un ciblage combiné des deux récepteurs.

Pour aller plus loin, nous avons également testé l'intérét d’un ciblage combiné sur le
processus métastatique des cellules cancéreuses mammaires. Pour cela, les cellules
cancéreuses mammaires ont été injectées en souris SCID et ces souris ont été sacrifiées apres
une période prolongée afin de laisser les cellules se disséminer dans les différents organes.
Apreés sacrifices des souris, différents organes (poumon, foie et cerveau) sont récupérés,
broyés et analysés. La détection des métastases est effectuée par analyse des taux de B2-
microglobuline dans les broyats par gqPCR. Nous avons ainsi montré que les cellules
cancéreuses mammaires MDA-MB-231 forment des métastases dans I'ensemble des trois
organes étudiés en absence de traitements. Aucun des traitements, qu’ils soient seuls ou en
combinaison, ne permet de diminution des métastases aux poumons (Figure 59.D). Un
traitement au si-TrkA permet une diminution du nombre de métastases présentes dans le foie
(4/10). Un traitement combiné ciblant a la fois TrkA et EphA2 permet une diminution du
nombre de métastases dans le foie mais aussi dans le cerveau, ce que des traitements seuls
ne permettaient pas. Ainsi, un ciblage combiné des récepteurs TrkA et EphA2 semble étre
une option thérapeutique envisageable pour le traitement des cancers du sein et pourrait

s’avérer particulierement avantageux pour contrer le processus métastatique.
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Figure 59 : Un traitement combiné ciblant a la fois TrkA et EphA2 diminue la croissance tumorale et
la formation de métastases

(A) Test de clonogénicité dans des cellules MDA-MB-231 transfectées avec un si-CTRL ou un si-EphA2 en
présence ou non de K252A (10 nM). Seules les colonies présentant plus de 50 cellules ont été
comptabilisées, a I'ceil nu. Le nombre de colonies présentes dans la condition si-CTRL non stimulée au
K252A est considéré comme 100. Test Mann-Whitney + SEM. *** p < 0,001 ; ** p < 0,01. (B-C) Croissance
tumorale de xénogreffes de MDA-MB-231 en souris SCID soumises a trois injections (tous les 3 jours,
fléches noires) d’un si-CTRL, d’un si-EphA2 ou de CEP-701 (10 mg/kg) seuls ou en combinaison. Le volume
tumoral a été mesuré a différents intervalles (B). Les derniéres mesures sont représentées par un
graphique en nuage de points (C). (D) Détection de métastases de cancer du sein dans des souris SCID
xénogreffées avec des cellules MDA-MB-231. Les souris ont été soumises a 5 injections (tous les 3 jours)
d’un si-CTRL, d’un si-TrkA, d’un si-EphA2 ou d’une combinaison de si-TrkA et si-EphA2. Les métastases
ont été détectées par détection de B2-microglobuline dans les différents organes (poumon, foie et
cerveau) par RT-qPCR.
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Conclusion

Les résultats obtenus au cours de ma thése ont permis de mieux caractériser les
signalisations associées au récepteur TrkA dans le cancer du sein. Dans un premier temps, mes
travaux ont contribué a affiner notre compréhension de I'interaction TrkA/CD44 mise en place
sous stimulation au NGF. En effet, notre laboratoire avait mis en évidence cette nouvelle
interaction entre les récepteurs membranaires en étudiant l'interactome de TrkA, sous
stimulation au NGF, par une analyse en spectrométrie de masse puis I'avait confirmé par des
analyses protéomiques en utilisant un anticorps spécifique du récepteur CD44 (Aubert et al.,
2015). Les résultats obtenus au cours de ma thése ont permis d’identifier que les isoformes
de CD44 contenant I'exon variant 3 sont spécifiqguement impliquées dans cette interaction.
Suite a cette découverte, nous avons cherché a cribler les domaines du variant 3 nécessaires
a l'interaction avec TrkA et nous avons mis en évidence I'implication de deux zones. Cela nous
a permis de tester I'impact de deux peptides mimétiques basés sur ces séquences dans la
croissance tumorale des cellules cancéreuses mammaires. Bien que préliminaires, ces
résultats ont montré des effets encourageants des peptides pour inhiber la croissance des
cellules cancéreuses mammaires in vitro et ouvrent la voie a de nouvelles perspectives

thérapeutiques dans les cancers du sein, notamment les cancers du sein triple-négatifs.

Dans un second temps, je me suis intéressé a la mise en place de l'interaction
sortiline/TrkA dépendante du pro-NGF dans les cellules cancéreuses de sein. Mes travaux ont
contribué a la mise en évidence d’un nouveau partenaire membranaire de cette interaction :
le récepteur tyrosine-kinase EphA2. En effet, le laboratoire a montré que le précurseur du
NGF, le pro-NGF, contribue a la mise en place du complexe sortiline/TrkA (Demont et al.,
2012). Grace a des expériences d'immuno-précipitations du récepteur TrkA suivies d’analyses
en spectrométrie de masse, le récepteur EphA2 a été découvert comme interactant de TrkA
dans la signalisation dépendante du pro-NGF. L'implication d’EphA2 dans cette interaction a
été confirmée par des immunoblots et des expériences de PLA dans différentes lignées
cancéreuses mammaires. De plus, ces travaux ont permis de mettre en évidence une nouvelle

signalisation sous-jacente exclusive a linteraction TrkA/EphA2. Ces travaux ouvrent de
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nombreuses perspectives en matiere d’amélioration des traitements car ils permettraient un

meilleur ciblage des déterminants des voies de résistance impliquant TrkA.

Enfin, j’ai pu participer aux travaux du Pr. Orian-Rousseau (Karlsruhe Institute of
Technology, Allemagne) qui s’intéressent aux interactions pouvant étre mises en place dans
la signalisation des récepteurs ErbB, notamment par la participation des co-récepteurs CD44.
Mes expériences ont permis de confirmer I'existence de I'interaction ErbB1/CD44v6 dans les
lignées cancéreuses de sein. L'ensemble de ces résultats montrent encore une fois la
complexité et la plasticité de la signalisation membranaire dans les cellules cancéreuses
mammaires, augmentées par le recrutement de différents co-récepteurs, et notamment les

protéines d’adhésion cellulaire telles que CD44.

L’'ensemble de ces résultats permet une meilleure compréhension des mécanismes
propres a la signalisation de TrkA mais souleve également de nouvelles questions. En effet,
nous avons mis en évidence de nouveaux partenaires inconnus jusqu’a présent dans la
signalisation du (pro)NGF et souligné leur importance dans la tumorigénése mammaire ce qui
ameéne a discuter de l'importance de nouveaux partenaires dans les signalisations pro-
tumorales et les résistances aux thérapies conventionnelles. De plus, I'introduction de ces
nouveaux partenaires d’interaction laisse supposer une complexité grandissante concernant
la mise en place des voies de signalisation propres a chaque interaction : quelle est
I'importance de la balance entre chaque récepteur ? L'importance de la présence des ligands
ou l'importance de la création de nouveaux sites d’interaction ? Enfin, ces nouvelles
interactions ouvrent de nombreuses perspectives quant aux thérapies ciblées dans les

cancers.
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I. De nouveaux partenaires membranaires dans la
signalisation protumorale du (pro)NGF impliquent une
plasticité des réseaux de récepteurs membranaires

Le laboratoire INSERM U908 a récemment mis en évidence l'implication de la
glycoprotéine de surface membranaire CD44 dans la signalisation protumorale du NGF via son

interaction avec le récepteur TrkA (Aubert et al., 2015).

CD44 est impliqué dans les interactions entre cellules et entre cellule et matrice
extracellulaire notamment grace a son role de premier récepteur a I'acide hyaluronique. Il
peut également fixer d’autres composants de la matrice extracellulaire tels que
I’ostéopontine, la fibronectine ou la laminine (Goodison et al., 1999). CD44 a la particularité
de pouvoir interagir avec de nombreuses molécules et on lui attribue d’ailleurs un réle de «
plateforme de signalisation » qui conduit a une diversification des processus dans lesquels il
est impliqué (Ponta et al., 1998). De plus, I'implication de CD44 dans différents cancers est
maintenant clairement établi, a travers ses roles dans différents processus pro-tumoraux tels
que la prolifération cellulaire, la différentiation, I'invasion ou encore I'angiogenese (Naor et
al., 2002). Le phénotype CD44+/CD24- a d’ailleurs été corrélé avec les cancers du sein de type
triple-négatifs (Honeth et al., 2008). Néanmoins, les nombreuses études portant sur
I'implication de CD44 dans le cancer rapportent des résultats contradictoires. Ces
contradictions peuvent facilement étre expliquées par I'insertion de nombreux exons variants
dans la structure de CD44 qui donnent naissance a des isoformes possédant des propriétés
spécifiques et dont I'importance a longtemps été négligée (Martegani et al., 1999). Des
différences de méthodologies peuvent également expliquer ces résultats contradictoires et
notamment ['utilisation d’anticorps non spécifiques. Ainsi, certaines études ont établi
I'implication de CD44s en utilisant un anticorps ciblant la région standard de CD44, ce qui
permet la mise en évidence de toutes les isoformes de CD44 et non pas du CD44s (Diaz et al.,
2005). La recherche de l'implication des variants de CD44 dans les différents processus
cellulaires se heurte donc a des verrous technologiques et la multitude d’isoformes présentes
dans chaque lignée cancéreuse mammaire, qui ne sont pas toujours caractérisables, est
également une difficulté de plus a surmonter. Ainsi, nous avons établi une « cartographie » de

I’expression des variants de CD44 dans les cellules cancéreuses de sein par RT-PCR. Nos
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résultats confirment les études qui montrent que I'expression de CD44 est dérégulée dans les
tumeurs mammaires avec une expression de nombreuses isoformes (Naor et al., 1997). Nous
avons également montré que les profils d’expression des isoformes de CD44 semblent étre
associés a la différenciation des cellules tumorales dans le sein, et notamment leur profil
épithélio-mésenchymateux. En effet, nous avons montré que les lignées luminales, qui sont
des cellules bien différenciées et qui expriment des marqueurs épithéliaux, présentent des
isoformes de hauts poids moléculaires (contenant plus de trois exons variables). Par contre,
les cellules triple-négatives, qui ont des caractéristiques de cellules stromales et peu
différenciées, semblent exprimer des isoformes plus courtes avec 1 a trois exons
hypervariables par molécule. Dans les cellules HER2+, il semblerait également que I'expression
des isoformes soit dépendante de la différenciation luminale ou basale. En effet, les
phénotypes épithélio-mésenchymateux définis précédemment par I'équipe de Blick pour ces
lignées sont en accord avec notre hypothése et les profils des isoformes de CD44 que nous
avons défini (Blick et al., 2008). Une étude avait déja montré un lien entre 'EMT et le profil
d’expression des isoformes de CD44 en montrant que I'expression de CD44s était essentielle
pour 'EMT des cellules cancéreuses mammaires (Brown et al., 2011). Compte tenu de nos
résultats, nous pouvons supposer que la présence de CD44s n’est pas essentielle pour 'EMT,
mais plutot I'expression d’isoformes courtes de CD44. L'ensemble de ces résultats est
également en accord avec les travaux d’Olsson et al. (2011) qui démontrent que les lignées
luminales expriment majoritairement de longues isoformes (CD44v2-v10 et CD44v3-v10)
contrairement aux cellules basales qui expriment des isoformes contenant peu ou pas d’exons
hypervariables (CD44s et CD44v8-v10). De plus, le phénotype EMT des tumeurs primaires a
été associé a I'agressivité tumorale des cellules cancéreuses mammaires, et notamment les
capacités métastatiques (Thompson et al., 1992; Willipinski-Stapelfeldt et al., 2005). Ainsi, le
profil d’isoformes courtes de CD44 semble étre étroitement lié au caractére agressif des
lighées triple-négatives. Il serait particulierement intéressant de tester si la taille des
isoformes contenant le variant 3 est importante dans la mise en place de l'interaction
TrkA/CD44 en transfectant des isoformes longues dans la lignée COS-7 et en étudiant les
complexes TrkA/CD44 par PLA. Ceci pourrait fournir une explication quant au plus grand
nombre de complexes retrouvé dans les lignées basales. D’autre part, CD44v3 est la seule
isoforme de CD44 pouvant étre modifiée par une chaine d’héparane sulfate (Bennett et al.,

1995). Cette chaine d’héparane sulfate peut étre ajoutée a la structure de CD44v3 au niveau
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de son domaine SGSG (Greenfield et al., 1999). L’ajout de cette chaine d’héparane sulfate lui
confere des propriétés d’interactions spécifiques et CD44v3 peut notamment fixer différents
facteurs de croissance tels que le FGF ou encore le VEGF, lui permettant d’interagir avec
d’autres récepteurs membranaires (Jones et al., 2000; Orian-Rousseau et Ponta, 2008). Par
exemple, il a été montré que CD44v3 est nécessaire a |’activation d’ErbB4 par son ligand HB-
EGF (Yu et al., 2002). Dans ce systeme, CD44v3 recrute la MMP7 a la membrane et participe a
la maturation du facteur de croissance HB-EGF par clivage protéolytique, conduisant a
I'activation de son récepteur ErbB4 (Morath et al., 2018). Dans notre étude, la chaine
d’héparane sulfate présente sur CD44v3 ne semble pas impacter la mise en place du complexe
TrkA/CD44 car la délétion du domaine 3, contenant le motif SGSG, n’a pas inhibé la formation
du complexe par PLA. Cependant, compte tenu des nombreuses interactions dans lesquelles
CD44v3 est impliqué, il serait intéressant de déterminer I'impact d’autres récepteurs et
d’autres ligands connus de CD44v3 dans la formation du complexe TrkA/CD44 sous
stimulation au NGF. Ainsi, la diversité des isoformes de CD44 peut expliquer en partie la
plasticité des interactions membranaires dans les cellules cancéreuses mammaires et dans

d’autres types de cancers.

Les résultats obtenus pendant ma these ont également contribué a mettre en évidence
un nouveau partenaire dans la signalisation pro-tumorale du précurseur du NGF : le proNGF.
En effet, une stimulation au proNGF induit la formation d'un complexe ternaire
sortiline/TrkA/EphA2 conduisant a I’activation de la voie sous-jacente Src. L'implication de ce
récepteur dans les cancers du sein, et particulierement les cancers de type triple-négatif, a
récemment été démontrée. En effet, le ciblage d’EphA2 par une petite molécule inhibitrice du
domaine kinase d’EphA2, 'ALW-II-41-27, conduit a une diminution de la croissance tumorale
dans des modeéles de xénogreffes dérivées de tumeurs de patientes atteintes d’un cancer du
sein (Song et al., 2017). Le récepteur EphA2 a été découvert en 1990 par I'analyse de régions
conservées des protéines tyrosines kinases d’une banque d’ADNc de cellules épithéliales
(Lindberg et Hunter, 1990). Son ligand, la protéine membranaire Ephrin-Al, fut découvert
comme un nouveau produit de I'induction par le TNF-a (Holzman et al., 1990), puis plus tard
comme le ligand d’EphA2 (Bartley et al., 1994). Ephrin-Al pourrait également jouer un réle
dans la mise en place du complexe sortiline/TrkA/EphA2 que nous avons mis en évidence. En

effet, la surexpression d’EphA2 conduit a I'agressivité tumorale, notamment via le processus
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métastatique, principalement grace a une activation d’EphA2 indépendante de son ligand
(Zelinski et al., 2001). La liaison d’Ephrin-Al a EphA2, que ce soit sous forme soluble ou par
présentation par d’autres cellules, conduit a une inactivation des effets pro-tumoraux d’EphA2
en augmentant sa dégradation mais aussi en inhibant ses voies de signalisation (Duxbury et
al., 2004). Ainsi, une stimulation des cellules cancéreuses par EphrinAl-Fc, un Ephrin-Al
recombinant soluble, cause une dégradation d’EphA2 suite a son internalisation et son
association avec la protéine adaptatrice c-Cbl (Walker-Daniels et al., 2002). De plus, suite a la
fixation d’Ephrin-Al sur EphA2, la phosphatase SHP-2 est recrutée au niveau d’EphA2, menant
a ladéphosphorylation de FAK et a la diminution des capacités invasives des cellules tumorales
(Miao et al., 2000). Bien que nous ayons montré que la formation du complexe ternaire
sortiline/TrkA/EphA2 active une autre voie dépendante de Src, on ne peut exclure un impact
du ligand Ephrin-A1l. La présence du ligand Ephrin-Al dans les cellules MCF-7 pourrait méme
expliquer les résultats que nous avons obtenu en PLA, qui montraient une faible présence du
complexe TrkA/EphA2 dans cette lignée. De plus, une inhibtion d’EphA2 par si-ARN conduit a
une augmentation de la clonogénicité des cellules MCF-7, ce qui laisse penser qu’EphA2 aurait
un effet protecteur dans cette lignée, possiblement via sa liaison avec Ephrin-Al. Une étude
différentielle du complexe Ephrin-A1/EphA2 par PLA dans les lignées cancéreuses mammaires
pourrait étre envisagée pour vérifier cette hypothése. Par ailleurs, il serait intéressant
d’observer la libération de la forme soluble d’Ephrin-Al dans les différentes lignées
cancéreuses mammaires ainsi que I'expression des différentes métalloprotéases responsables

de son clivage, telles que les MMPs-1,-2,-9 et-13 (Beauchamp et al., 2012).

La formation des complexes sortiline/TrkA/EphA2 et TrkA/CD44 est dépendante du
proNGF et du NGF respectivement. Les niveaux d’expression respectifs de ces deux formes du
NGF vont permettre la mise en place de 'une ou l'autre interaction. En effet, des résultats
préliminaires ont montré qu’une stimulation au proNGF dans les cellules MDA-MB-231
conduisait a la diminution du nombre de complexes TrkA/CD44 dans cette lignée et
inversement, qu’une stimulation au NGF dans cette méme lignée conduisait a une diminution
du nombre de complexes TrkA/EphA2 (données non montrées). Ainsi, la balance d’expression
entre ces deux formes semble étre un déterminant majeur de la plasticité des complexes

membranaires impliquant TrkA. Il serait dés lors intéressant d’observer la mise en place de
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ces deux complexes dans les cellules cancéreuses mammaires en présence des deux formes

du NGF, afin de déterminer si la formation d’un complexe est préférentielle dans ces lignées.

L'importance des co-récepteurs dans la signalisation pro-tumorale n’est plus a
démontrer. Parmi ces co-récepteurs, il en est un particulierement important dans la
signalisation du (pro)NGF : le récepteur p75N™R, En effet, le récepteur p75N™® est connu pour
son implication dans la fixation a la fois du proNGF et du NGF. Aprés une stimulation au
proNGF, la sortiline fixe le proNGF par son prodomaine et permet d’augmenter |’affinité de la
partie mature pour p75"N™® (Feng et al, 2010). En ce qui concerne linteraction
sortiline/TrkA/EphA2, des résultats préliminaires ont montré que la transfection d’un si-
p75NR dans les cellules MDA-MB-231 n’empéchait pas la formation du complexe ainsi que
I’activation de la voie Src sous-jacente, suggérant que p75NR ne participe a la formation de ce
complexe. De la méme maniere, il serait particulierement intéressant d’étudier la mise en
place du complexe TrkA/CD44 en présence d’un si-p75N™® dans les cellules cancéreuses
mammaires. En effet, la fixation du NGF sur p75"® permet la formation d’un complexe avec
TrkA et augmente I'affinité du NGF pour TrkA (Barker et Shooter, 1994; Mahadeo et al., 1994).
Ces études pourraient fournir de nouvelles explications quant a la mise en place différentielle
du complexe dans les différentes lignées cancéreuses mammaires. Cette interaction pourrait
par ailleurs faire intervenir un changement de conformation de TrkA dont le domaine
extracellulaire serait courbé pour permettre une interaction directe entre p75N™R et le
domaine riche en leucine de TrkA (Zaccaro et al., 2001). Un mécanisme similaire pourrait
également étre a l'origine de l'interaction entre TrkA et CD44v3. En effet, suite a la
modélisation informatique de l'interaction entre le domaine extracellulaire de TrkA et la
séquence protéique du variant 3 que j’ai présenté dans mes résultats, nous avons découvert
gue l'interaction impliquerait plus probablement la partie N-terminale du récepteur TrkA. Ce
changement conformationnel pourrait également expliquer la différence de signalisation
intracelllulaire mise en place par le complexe TrkA/CD44v3 qui induit I’activation de la voie
pl15RhoGEF indépendamment de la phosphorylation de TrkA. Ces résultats restent
préliminaires et il est nécessaire de les confirmer en effectuant par exemple des mutagenéses

dirigées contre les acides aminés mis en évidence par la modélisation informatique de TrkA.

La découverte de nouveaux partenaires de TrkA dans la signalisation protumorale du

(pro)NGF améliore notre compréhension des mécanismes a I'origine de la croissance tumorale
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et de la résistance aux thérapies. Le domaine de recherche des interactions entre protéines
(PP1) est d’ailleurs en plein expansion. Nous avons procédé a des expériences
d’'immunoprécipitations suivies par des analyses en spectrométrie de masse ainsi qu’a la
technique PLA pour découvrir ces partenaires. D’autres techniques basées sur la fluorescence
peuvent également étre utilisées telles que le FRET ou le BRET (Matoulkova et Vojtések, 2014).
Ces techniques sont cependant difficiles a appliquer pour ce qui est de I'analyse a grande
échelle des interactions protéiques. De nouvelles techniques ont récemment été mises au
point pour effectuer des analyses a large échelle de protéines interagissant avec les récepteurs
membranaires. Parmi elles, un dérivé de la technique du double-hybride bactérien a permis
une analyse a large échelle des protéines interagissant avec les GPCRs (Sokolina et al., 2017).
Dans cette étude, le systtme du double hybride bactérien a été modifié pour permettre
I’étude des GPCRs correctement intégrés a la membrane cellulaire et une étude a large échelle
des protéines en interaction. Afin de sélectionner les meilleurs candidats pour une étude
fonctionnelle des protéines en interaction, une analyse informatique a été utilisée. Les outils
d’analyses bioinformatiques s’averent également étre une aide non négligeable pour aider a
la découverte de nouveaux partenaires protéiques mais aussi pour la compréhension de la
mise en place des interactions. En effet, les nombreux facteurs affectant le récepteur TrkA et
ses interactions avec les neurotrophines doivent étre pris en compte pour comprendre
comment les complexes TrkA/EphA2 et TrkA/CD44 se mettent en place. Cela inclut
notamment |'expression quantitative des récepteurs et co-récepteurs en jeu, I'épissage
alternatif des récepteurs, I'expression de modulateurs comme p75N™R, |la coexpression des
neurotrophines ou encore les changements structuraux entrainant le démasquage de
nouveaux sites d’interaction. Des systemes d’analyses bioinformatiques de plus en plus
puissants permettent d’intégrer ces variables dans des simulations d’interactions entre
protéines et aident a la compréhension de cette dynamique complexe (Chen et al., 2017;
Haddad et al., 2017). Ces outils pourraient également s’avérer utiles pour prévoir les effets
secondaires non désirables de certaines molécules thérapeutiques, notamment les peptides

mimétiques.
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II. De nouveaux partenaires membranaires dans la
signalisation protumorale du (pro)NGF impliquent une
plasticité des voies de signalisation induites

Aprées avoir validé la nécessité des isoformes de CD44 contenant le variant 3 pour la mise
en place du complexe TrkA/CD44 sous stimulation au NGF, nous nous sommes intéressés aux
effets biologiques engendrés par cet axe. Pour cela, nous avons utilisé un si-CD44v3 et étudié
I'impact de sa transfection sur différents processus protumoraux dans les cellules cancéreuses
mammaires. Les résultats obtenus ont montré une implication de CD44v3 dans la
clonogénicité, la migration et I'invasion de plusieurs lignées cancéreuses mammaires en
relation avec une stimulation au NGF. On peut alors se demander quelles voies de signalisation

intracellulaires permettent d’aboutir a ces mécanismes.

Les travaux précédents du laboratoire qui avaient démontrer I'existence de TrkA/CD44
avaient permis de montrer, par utilisation d’un si-CD44, que cette interaction ne permettait
pas I'activation des voies sous-jacentes Akt et Src dépendantes de la phosphorylation de TrkA
(Aubert et al., 2015). En revanche, il a été montré que l'interaction TrkA/CD44 permettait
I’activation de la voie p115RhoGEF/RhoA et RhoC/ROCK1. Afin de confirmer ces résultats et
de les relier a mes travaux concernant CD44v3, il serait intéressant d’utiliser un si-CD44v3 pour
déterminer si cette voie est dépendante de CD44v3. On peut également se demander
comment la protéine p115RhoGEF est activée par le complexe TrkA/CD44v3. Différentes
hypothéses peuvent étre avancées pour expliquer le mécanisme. Tout d’abord, il est possible
gue p115RhoGEF s’associe directement au récepteur TrkA, comme cela a été démontré pour
d’autres RhoGEFs et RTKs (Schiller, 2006). En effet, il a été montré que les RhoGEFs peuvent
interagir directement avec TrkA au niveau de son domaine HIKE (H**7IKRQDIILKWE>*8) via leur
domaine PH (Pleckstrin Homology domain) (Alberti, 1998; Robinson et al., 2005). Ainsi,
p1l15RhoGEF pourrait également interagir avec TrkA car il posséde un domaine PH (Wells et
al., 2001). Pourtant, des analyses ont montré que l'interaction entre TrkA et p115RhoGEF était
impactée par le résidu Y4 de TrkA (données non montrées). Des analyses complémentaires
sont cependant nécessaires pour déterminer I'apport du domaine HIKE de TrkA dans cette
interaction, en utilisant une forme mutée de TrkA pour ce domaine par exemple. Une autre

hypothése avancée pour expliquer le recrutement de p115RhoGEF serait la participation de
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RCPGs connus pour permettre la transactivation de différents RTKs, dont TrkA (Cattaneo et
al., 2014; El Zein et al., 2010; Moughal et al., 2004). En effet, une des protéines identifiées par
I'analyse en spectrométrie de masse était la protéine Gal3 (Guanine nucleotide-binding
protein subunit alpha-13) qui est connue pour sa participation a la signalisation des RCPGs et
a I'activation de p115RhoGEF (Chen et al., 2012; Kozasa et al., 2011). Enfin, la participation
des protéines ERM (Ezrin, Radixin, Moesin) pourrait également expliquer le recrutement de
p115RhoGEF a TrkA (Ponuwei, 2016). Ces protéines font le lien entre la signalisation de la
membrane plasmique et le cytosquelette et sont connues pour leur implication dans les
signalisations de CD44, des RhoGTPases et des RTKs (Clucas et Valderrama, 2014). Il a
notamment été montré que les ERMs permettaient I'activation sous-jacente de Ras suite a la
mise en place de l'interaction c-Met/CD44v6 dépendante de I'HGF (Hasenauer et al., 2013;
Orian-Rousseau et al., 2007). Pour approfondir nos résultats, nous pourrions notamment

utiliser des formes de CD44v3 mutées dans la zone d’interaction avec les ERMs.

La derniere protéine identifiée dans la signalisation sous-jacente au complexe TrkA/CD44
fut ROCK1. De maniére intéressante, la protéine sérine/thréonine kinase ROCK1 est au cosur
de nombreuses voies de signalisation différentes grace a son role essentiel dans la contraction
du cytosquelette d’actomyosine (Julian et Olson, 2014). Elle est impliquée dans de nombreux
processus cellulaires tels que la migration, I'apoptose, la survie ou encore la prolifération
cellulaire. Le role de ROCK1 dans la progression tumorale a été démontré grace a |'utilisation
d’inhibiteurs spécifiques tels que I'Y-27632, dans différents cancers, notamment les leucémies
(Mali et al., 2011), mélanomes (Routhier et al., 2010), les cancers de la prostate (Zhang et al.,
2014), des ovaires (Jeong et al., 2012) ou encore du sein (S. Liu et al., 2009). Or, nos travaux
ont montré que l'inhibition de CD44v3 dans les cellules cancéreuses mammaires conduisait a
une diminution de la clonogénicité et de la migration induite par le NGF. Ces conséquences
pourraient s’expliquer par le lien entre le complexe TrkA/CD44v3 et la voie p115RhoGEF/RhoA
et RhoC/ROCK1 et par les protéines sous-jacentes a la signalisation de ROCK1. En effet, ROCK1
phosphoryle LIMK1 et LIMK2 au niveau des Thr508 (Ohashi et al., 2000) et Thr505 (Katoh et
al., 2001; Sumi et al., 2001) respectivement. LIMK1 et LIMK2 sont des sérines/thréonines
kinases qui régulent le cytosquelette d’actine a travers la phosphorylation et I'inhibition de
I'activité du facteur de dépolymérisation de I'actine, la cofiline (Schofield et Bernard, 2013).

Plus précisément, aprés activation des LIMKs par ROCK1, celles-ci vont phosphoryler Ila
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cofiline, inhibant alors son interaction avec I'actine-F. Ceci aura alors pour conséquence
d’inhiber la dépolymérisation de I'actine et le recyclage des filaments conduisant a une forte
augmentation d’actine-F dans la cellule et résultant en une augmentation de la migration
cellulaire (Moriyama et al., 1996; Nebl et al., 1996). Or, nous avons mis en évidence grace a
des expériences de western blot qu’une stimulation au NGF dans les cellules cancéreuses
mammaires conduisait a une augmentation de la phosphorylation de la cofiline (données non
montrées). Ces résultats restent préliminaires mais il serait intéressant de tester si cette
augmentation de phosphorylation est dépendante de I'interaction TrkA/CD44v3 en utilisant
un si-CD44v3. Les changements de phosphorylation de la cofiline pourraient étre causés par
I'activation de ROCK1 suite a la stimulation au NGF et pourraient expliquer les résultats
obtenus en migration. ROCK1 peut également conduire a la prolifération cellulaire
notamment grace a son action sur certaines protéines de régulation du cycle cellulaire (Izawa
et al., 1998; Pawlak et Helfman, 2002). En effet, I'activation de ROCK1 conduit a I'induction de
la cycline D1, via la voie Ras/MAPK, ce qui méne a une progression dans le cycle cellulaire
(Croft et Olson, 2006). De plus, I'activation de ROCK1 induit une augmentation de I'expression
de B-caténine ainsi que de sa cible transcriptionnelle c-myc, menant également a une
augmentation de la prolifération cellulaire (Samuel et al., 2011). Nos résultats ont montré
qgu’une inhibition de CD44v3 dans les cellules cancéreuses mammaires inhibait la
clonogénicité de ces cellules induites par le NGF. Il serait intéressant de déterminer si ces
résultats sont dus a une modulation du cycle cellulaire par l'interaction TrkA/CD44v3 et
I'activation sous-jacente de ROCK1, par exemple par des études de distribution des cellules
dans le cycle cellulaire par cytométrie en flux. Toutefois, I'activation de ROCK1 ne semble pas
mener aux mémes effets dans toutes les lignées cancéreuses mammaires. En effet, I'inhibition
de ROCK1 dans la lignée MCF-7 conduit a leur prolifération et augmente leur migration et
invasion tandis que dans la lignée MDA-MB-231, l'inhibition de ROCK1 diminue leur
prolifération (Yang et Kim, 2014). Les mécanismes expliquant ces différences ne sont pas
totalement compris mais ces données pourraient expliquer les différences que nous avons
nous méme obtenus en tests de clonogénicité entre les lignées MDA-MB-231 et MCF-7. En
effet, I'inhibition de CD44v3 dans ces deux lignées conduit a des effets inverses, malgré la
présence du complexe TrkA/CD44v3 dans les deux lignées. Ainsi, on peut supposer que
I’activation de ROCK1 dépendante du complexe TrkA/CD44v3 conduit a des effets prolifératifs

dans la lignée MDA-MB-231 et antiprolifératifs dans la lignée MCF-7. Des recherches
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supplémentaires doivent étre entreprises afin de confirmer 'ensemble de ces hypothéses et
préciser notre connaissance des voies intracellulaires sous-jacentes a linteraction

TrkA/CD44v3.

Contrairement au NGF, le proNGF va induire la formation d’'un complexe ternaire
sortiline/TrkA/EphA2 dans les cellules cancéreuses mammaires. Le recrutement d’EphA2
conduit a I'activation sous-jacente de Src, de maniere indépendante de la phosphorylation de
TrkA. En revanche, I'activation sous-jacente de la voie PI3k/Akt a été montrée comme
dépendante de I'activité kinase de TrkA. Plusieurs études ont déja démontré que I'activation
d’EphA2, indépendamment de son ligand Ephrin-Al, conduisait a I’activation de différentes
voies sous-jacentes telles que les MAPKs, les Rho-GTPases ou encore Src (Fang et al., 2008;
Hiramoto-Yamaki et al., 2010; Miao et al.,, 2009). De maniéere intéressante, lI'analyse
protéomique de l'interactome de TrkA par spectrométrie de masse nous a permis d’identifier
des protéines impliquées dans les signalisations de Src et/ou EphA2. Ainsi, nous avons par
exemple identifié la protéine SHEP-1 (SH2 domain-containing Eph receptor-binding protein 1).
SHEP-1 favorise la phosphorylation de p130 Cas/BCAR1 (p130 Crk-associated substrate /
Breast cancer anti-estrogen resistance 1) par Src (Roselli et al., 2010), via son recrutement et
sa phosphorylation par EphA2 (Dail et al., 2004). Or, la phosphorylation de p130 Cas par Src
participe a la survie, a la migration et a I'invasion des cellules cancéreuses de sein (Brabek et
al., 2005; Cunningham-Edmondson et Hanks, 2009; Sanchez-Bailén et al., 2012). De plus, nous
avons pu identifier la protéine PTPN12 (Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 12)
qui peut elle aussi interagir avec la protéine p130 Cas et participer a sa régulation (Garton et
al., 1996). Il a de plus été démontré dans les ostéoclastes que PTPN12 pouvait activer Src,
conduisant a la phosphorylation de la cortactine et a une augmentation de I'invasion cellulaire
(Chellaiah et Schaller, 2009). Cette augmentation de l'invasion cellulaire serait due a la
formation de protrusions membranaires spécifiques appelées invadopodes, participant
également a la migration des cellules ainsi qu’a la dégradation de la matrice extracellulaire
(Guarino, 2010; Murphy et Courtneidge, 2011; Ren et al., 2018; Yamaguchi, 2012). Or, nous
avons observé une augmentation de la phosphorylation de la cortactine apres stimulation par
le proNGF dans les cellules MDA-MB-231 (données non montrées). Ainsi, il serait intéressant
d’approfondir I'étude de cette voie de signalisation et notamment son lien avec les

invadopodes.
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lll. Ciblage thérapeutigue des complexes membranaires :
vers un meilleur ciblage ?

L'axe (pro)NGF/TrkA a été largement étudié dans de nombreux types de cancers
différents et différentes études ont permis de définir son importance en tant que cible
thérapeutique dans les cancers du sein (Hondermarck, 2012), de I'ovaire (Davidson et al.,
2001; Tapia et al., 2011), de la prostate (Arrighi et al., 2010), du poumon (Gao et al., 2018; Lu
et al., 2014), du pancréas (Ceyhan et al., 2010; Diao et al., 2012), du foie (Yang et al., 2014),
de la thyroide (Faulkner et al., 2018), ou encore dans le mélanome (Pasini et al., 2015; Truzzi
et al., 2008). L'ensemble de mes travaux confirment que les signalisations du NGF mais aussi
de son précurseur le proNGF sont des opportunités importantes pour I'amélioration des

traitements anti-cancéreux dans le cancer du sein.

Comme déja mentionné dans l'introduction, I'axe (pro)NGF/TrkA a déja fait I'objet de
divers ciblages thérapeutiques par différentes méthodes et dans différents cancers (Demir et
al., 2016). Une de stratégies utilisées est le ciblage de l'activité kinase du récepteur TrkA
(Griffin et al., 2018). En effet, les effets anti-prolifératifs de composés tels que le K252a ont
été démontrés in vitro dans le cancer de la prostate (Sortino et al., 2000) puis confirmés dans
des modeéles de xénogreffes murins (Festuccia et al.,, 2007; Weeraratna et al., 2001).
Cependant, les essais cliniques utilisant ces types d’inhibiteurs n’ont pas montré de résultats
significatifs (Marshall et al., 2005). Ce manque d’efficacité a été attribué a une biodisponibilité
insuffisante de la drogue (Collins et al., 2007) ou encore a |’activation de voies de signalisations
compensatoires telles qu’une suractivation de la voie NF-kB (Holz et al., 2013). De plus, ce
type d’inhibiteurs cible également d’autres récepteurs tyrosine kinase tels que les CAM-
kinases ou FLT3, ce qui accroit la possibilité de générer des effets secondaires non désirés.
Ainsi, des études ont montré I'intérét majeur d’inhibiteurs plus spécifiques de TrkA (Lange et
Lo, 2018). Les plus prometteurs, actuellement en phase d’essai clinique Il, sont le Larotrectinib
(ou LOX0-101) (NCT03213704), 'Entrectinib (NCT02568267), le Cabozantinib (NCT01639508)
ou encore le Merestinib (NCT02920996). Cependant, ces inhibiteurs ne présentent d’intérét
clinique que dans les cancers présentant des fusions chimériques de TrkA (Vaishnavi et al.,

2015). Or, la proportion de cancers présentant ce genre de fusions est trés faible, allant de 1
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a 15 % dans I'ensemble des cancers reportés. Il est donc d’'une importance majeure de
poursuivre les études concernant le ciblage de I'axe (pro)NGF/TrkA dans les cancers.
L’ensemble de ces observations suggére I'existence de mécanismes de résistance mis en place
par les cellules cancéreuses pour contrer les thérapies ciblant I'activité kinase des RTKs,
notamment TrkA. Mes résultats ont permis de mettre en évidence I'existence de deux
complexes de récepteurs membranaires impliquant TrkA qui pourraient faire office de voies
de résistance a ces thérapies. En effet, les complexes sortiline/TrkA/EphA2 et TrkA/CD44v3,
respectivement induits par le proNGF et le NGF, mettent en place des voies de signalisation
sous-jacentes indépendantes de la phosphorylation de TrkA. Pour confirmer nos observations,
il serait particulierement intéressant d’étudier la mise en place de ces complexes de
résistances dans nos modeéles cellulaires en traitant les lignées de maniére prolongée avec des
inhibiteurs spécifiques de I'activité kinase de TrkA tels que I'entrectinib, en présence ou non

de proNGF non clivable ou de NGF.

Les complexes de récepteurs que j'ai contribué a mettre en évidence pourraient
également présenter un intérét pronostique majeur. En effet, les marquages d’échantillons
de tumeurs mammaires nous ont permis de démontrer I'existence des deux complexes
TrkA/EphA2 et TrkA/CD44v3. De plus, ces complexes semblent étre spécifiques des tissus
cancéreux car nous n’avons pas pu détecter ces complexes dans les échantillons de tissus
adjacents sains. De précédentes études avaient déja corrélé I'expression des récepteurs
impliqués dans ces complexes avec des critéres clinico-pathologiques dans différents cancers,
mais a I'aide de marquages simples. Pour TrkA et CD44 notamment, ces études ont souvent
abouti a des résultats contradictoires. Ainsi, le laboratoire a démontré par analyse
transcriptomique que I'expression de TrkA est liée avec I'augmentation de la survie (Descamps
et al., 2001a) alors que Davidson et son équipe ont démontré que la phosphorylation de TrkA
est un facteur péjoratif (Davidson et al., 2004). Pour CD44v3, il a été montré que les isoformes
de CD44 contenant le variant 3 ne sont pas corrélées avec le pronostic (Wu et al., 2015) alors
que Rys et ses collégues montrent une association avec I’envahissement ganglionnaire (Rys et
al., 2003). Enfin, le laboratoire a également recherché d’éventuelles corrélations avec
I'expression de TrkA dans les cancers du sein sans trouver de valeur pronostique
(Communication personnelle : Méta-analyse de tissues-microarrays réalisée sur 6152 tumeurs

de sein par le Pr Bertucci, Institut Paoli Calmettes, Marseille). Dans mes travaux, les marquages
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effectués sur coupes de tumeurs montrent cependant une corrélation de la présence du
complexe TrkA/CD44v3 avec la survie globale de patientes atteintes d’un cancer du sein triple-
négatif. Ces différences s’expliquent probablement par le fait que la technique PLA permet de
mettre en évidence non plus la co-expression de TrkA et CD44v3 mais une interaction
fonctionnelle entre les deux protéines. Par ailleurs, en collaboration avec I'’équipe du Pr.
Dominique Chevalier (CHRU de Lille), nous avons pu mettre en évidence les complexes
TrkA/CD44v3 et TrkA/EphA2 dans des échantillons de tumeurs provenant d’une cohorte de
patients atteints d’un cancer des voies aéro-digestives supérieures (VADS). Les résultats
préliminaires ont méme montré une corrélation entre la survie globale de ces patients et le
complexe TrkA/CD44v3. Ces résultats sont encourageants et méritent d’étre approfondis. En
effet, les isoformes de CD44v3 ont déja été reportés comme participant a la tumorigenése des
cancers des VADS (Bourguignon et al., 2012; Franzmann et al., 2001; Reategui et al., 2006) et
ont méme été associés au phénotype souche des cellules cancéreuses (Todoroki et al., 2015).
L’'ensemble de ces données souligne I'importance de la mise en évidence des complexes
membranaires plutét que les récepteurs seuls comme outils pronostics. Dans ce sens, la
technique PLA semble étre une méthode simple et efficace pour permettre la détection des

complexes membranaires.

Au vu de ces observations, il semblerait que le ciblage des protéines impliquées dans les
complexes sortiline/TrkA/EphA2 et TrkA/CD44v3 présente un intérét clinique potentiel. En
effet, nous avons pu montrer que I'administration conjointe de CEP-701 et d’un si-ARN ciblant
soit CD44 soit EphA2 réduit significativement la taille des tumeurs xénogreffées en
comparaison a une monothérapie avec le CEP-701 ou I'un des deux si-ARNs. Ainsi, I'inhibition
conjointe de TrkA et d’EphA2 ou CD44 pourrait empécher 'apparition de voies de résistances
et s’avérer plus efficace que les traitements ciblant I'un ou I'autre récepteur. Dans ce sens, le
laboratoire avait déja déposé un brevet pour une utilisation conjointe d’inhibiteurs de TrkA et
d’EphA2 pour le traitement des cancers. Différentes études pointent d’ailleurs un intérét
grandissant pour les thérapies moins spécifiques, ciblant de multiples récepteurs plutét qu’un
seul récepteur spécifique (Petrelli et Giordano, 2008). De méme, I'utilisation conjointe d’un
inhibiteur de I'activité kinase de TrkA et d’un inhibiteur de CD44v3 semble étre une option
thérapeutique intéressante. Le ciblage thérapeutique de certains variants de CD44, les

isoformes contenant le variant 6 par le Bivatuzumab notamment, avait déja été entrepris et
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avaient montré des résultats encourageants (Borjesson et al., 2003; Colnot et al., 2003).
Malgré cela, le déces d’un patient et des problémes de toxicités mirent fin aux essais cliniques
sur le Bivatuzumab (Orian-Rousseau, 2010; Tijink et al., 2006). Ces observations soulignent le
fait que le ciblage d’une protéine peut conduire a la dérégulation de I'ensemble des voies de
signalisations résultant de son activation, des voies de signalisation qui peuvent s’avérer d’un
intérét crucial pour le métabolisme des cellules saines. Ainsi, il pourrait étre plus intéressant
d’affiner le ciblage des voies spécifiguement mises en place par les cellules cancéreuses afin
de minimiser les effets secondaires des traitements. Dans cette optique, le blocage des
interactions membranaires pourrait étre extrémement intéressant. Nous avons choisi
d’étudier I'option des peptides mimétiques pour bloquer I'interaction entre TrkA et CD44v3.
La stratégie des peptides mimétiques pour le blocage des interactions a déja été envisagée
pour bloquer l'interaction entre CD44v6 et c-MET (Matzke et al., 2005). Les résultats
prometteurs obtenus in vitro suggerent qu’ils pourraient étre utilisés en essais cliniques. Leur
efficacité est actuellement testée dans des modeéles de xénogreffes de cancer du sein et de
I’cesophage (Orian-Rousseau, 2010). L'amélioration de ces peptides est également en cours
d’exploration pour augmenter leur efficacité in vivo (L. Li et al., 2017). De notre c6té, nous
avons procédé a des délétions de domaines dans la séquence du variant 3 puis cribler
I'importance de ces domaines pour la mise en place de l'interaction avec TrkA dans un modéle
cellulaire n’exprimant pas ou peu de CD44. Les interactions entre TrkA et CD44 ont été mises
en évidence par PLA et nous avons pu déterminer que deux domaines étaient
particulierement importants car leur absence empéche la formation du complexe induit par
le NGF. Nous avons alors synthétisé deux peptides mimétiques de ces domaines et avons tenté
de déterminer s’ils pouvaient inhiber la formation du complexe TrkA/CD44. Les résultats ont
montré que les deux peptides conduisaient a une inhibition du nombre de complexes par PLA
et des résultats préliminaires ont montré qu’une stimulation des cellules cancéreuses
mammaires avec ces peptides conduisait a une diminution de leur clonogénicité. Ces résultats
sont encourageants et doivent étre approfondi pour confirmer l'intérét clinique de ces
peptides mimétiques. Dans la méme optique, il serait particulierement intéressant de
déterminer les séquences précises d’interaction entre TrkA et CD44v3 afin de réduire la taille
des peptides mimétiques, dans le but de faciliter leur prise en charge par les patients. Il serait
également intéressant de déterminer les zones d’interaction entre TrkA et EphA2 afin de

tenter de bloquer l'interaction par peptides mimétiques également. Par ailleurs, des études
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menées actuellement au sein du laboratoire INSERM U908 visent a déterminer les séquences

d’interactions entre p115RhoGEF et TrkA. Cette approche pourrait s’avérer étre également

une autre option thérapeutique envisageable.
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Figure 60 : Schéma récapitulatif des voies de résistance aux TKls mises en évidence dans ces travaux
pour les voies de signalisation du NGF (a gauche) et du pro-NGF (a droite) dans les cancers du sein.

En conclusion, mes travaux de thése ont contribué a la mise en évidence de nouveaux
réseaux de récepteurs membranaires induits par le NGF et son précurseur dans le cancer du
sein. Ainsi, les complexes de récepteurs sortiline/TrkA/EphA2 et TrkA/CD44v3 soulignent
encore I'extraordinaire plasticité des cellules cancéreuses mammaires pour mettre en place
des résistances aux thérapies ciblées. La mise en évidence de ces complexes et leur ciblage
s’inscrit dans une volonté d’améliorer les stratégies thérapeutiques actuelles en proposant de

nouvelles options qui pourraient présenter un intérét clinique potentiel.
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Abstract

Members of the CD44 family of transmembrane glycoproteins control cell signaling pathways from numerous cell surface
receptors, including receptor tyrosine kinases (RTKs). The decisive factor (ligand, RTKs or both) that controls the
recruitment of specific CD44 isoforms is still unknown. We investigated this question by using the EGFR signaling pathway,
in which one receptor can be activated by a broad range of ligands. By means of siRNA-mediated downregulation of CD44
expression and blocking experiments, we identified CD44v6 as a co-receptor for EGF- and ER-induced ErbB1 activation
and for NRG1-induced ErbB3 and ErbB4 activation. In contrast, TGF« is independent of all CD44 isoforms, even though it
addresses the same receptor pairs as EGF. Moreover, the heparin-sulfated CD44v3 isoform is required for HB-EGF-induced
EGFR signaling. These data suggest that specific CD44 isoforms are recruited in a ligand-dependent manner as co-receptors
in the EGFR signaling pathways and that the specificity is determined by the ligand and not by the receptors themselves. The
in vivo relevance of this interplay between CD44 isoforms and EGFR ligands is underlined by the decreased metastatic
spreading of mammary carcinomas in mice treated with a CD44v6-specific peptide. Most importantly, we found a clear
correlation between the presence of CD44v6/ErbB1 complexes in breast cancer patients and lymph node metastases.

Introduction

CD44 isoforms are involved in many physiological events,
including limb development, haematopoiesis and regen-
eration [1] and their expression has been strongly linked to
tumorigenesis [2]. The CD44 family of cell adhesion
molecules comprises many members that are generated by
alternative splicing of ten variant exons [3]. Theoretically,
more than 700 hundred different CD44 isoforms could be
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produced, twenty of which have been identified till now [1].
Additional heterogeneity is generated by post-translational
modifications such as glycosylations. However, a functional
explanation of the necessity for such a large number of
CD44 isoforms is still lacking. Various members of the
CD44 family have been shown to control several signaling
pathways [4]. One possible justification for such a huge
variety of isoforms might be the recruitment of CD44
proteins by specific growth factors.

One of the best studied isoform-specific functions of
CD44 concerns CD44v6 as a co-receptor for several
receptor tyrosine kinases (RTKs) including MET and Vas-
cular Endothelial Growth Factor Receptor-2 (VEGFR-2)
[5]. In that case, CD44v6 binds to the ligands Hepatocyte
Growth Factor (HGF) and Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF) and controls the activation process of MET
and VEGFR-2, respectively. Signaling from these two
RTKs relies on the binding of the CD44 cytoplasmic tail to
the cytoskeleton through Ezrin-Radixin-Moesin (ERM)
proteins [6]. This co-receptor function of CD44v6 is rele-
vant for tumor progression and metastasis [7, 8] but also for
physiological processes such as regeneration [9]. Another
family member, CD44v3, the only heparin-sulfated isoform
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of CD44 [10] is involved in limb development [11], in
collaboration with Fibroblast Growth Factor Receptor
(FGFR).

Several studies have pointed towards a collaboration
between members of the CD44 family and the ErbB
receptors. For example, hyaluronan (HA) induces a com-
plex containing CD44, ErbB2 and Ezrin regulating con-
stitutive signaling in cancer cells [12, 13]. HA binding to
CD44 promotes ErbB2 activation in ovarian carcinoma cell
lines [14].

Besides its HA binding ability, other properties of CD44
also seem relevant due to their involvement in EGFR acti-
vation. For example, the CD44v3-MMP?7 interaction acti-
vates pro-heparin-binding EGF (HB-EGF) that is
instrumental in the tumorigenesis of cutaneous squamous
cell carcinoma [15] and of mammary epithelial cell lines
[16]. The CD44v3/EGFR cooperation was also reported in
female reproductive organ remodeling [17]. In summary,
the interplay between CD44 family members and members
of the EGFR family is often dependent on specific isoforms
and can be mediated in different ways.

In the present study, we determined whether CD44 iso-
forms are recruited in a ligand-specific, receptor-specific or
ligand/receptor-specific manner by members of the EGF/

EGFR family. We showed that CD44v6 is required for
EGF, Epiregulin (ER) and Neuregulin 1 (NRG1) activation
of EGFR, whereas HB-EGF requires CD44v3. In contrast,
we showed that TGFa activation of EGFR is independent of
all CD44 isoforms. CD44 isoforms appear to be recruited in
a ligand-specific manner. The in vivo relevance of the
collaboration between CD44v6 and EGFR activation is
demonstrated by interfering with the metastatic spreading of
EGFR-dependent murine mammary tumor cells by inhibi-
tion of CD44v6. Most importantly, complexes between
EGFR and CD44v6 were detected in primary tumors of
breast cancer patients positive for lymph node metastasis.

Results

CD44 is required for activation of EGF receptors by
EGF but not TGFa

We investigated whether the ligand, the RTK or both were
responsible for the recruitment of specific CD44 isoforms as
co-receptors. To do so, we chose the family of EGF RTKs,
which offers several advantages. For example, more than
eleven ligands induce members of the EGFR family
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Fig. 2 EGF and ER can induce ErbB1 homodimers only in cells
expressing CD44v6 whereas TGFa can do so independently of
CD44v6 expression. a BSp73AS and BspASs6 cells were transfected
with the ErbB1 receptor expression vector or a control vector by
means of the retroviral ecopack 2—-293 system as described in Material
and Methods. Afterwards the transfected cells were starved and
induced with 20ng/ml of EGF or TGFa. The cell lysates were resolved
by SDS-PAGE. Western-blotting was used to detect EGF-induced and
TGFa-induced ErbB1 and ERK phosphorylation. b BSp73AS cells
and the BspASs6 cells were transfected with the ErbB1 receptor
expression vector or a control vector by means of the retroviral eco-
pack 2-293 system. Afterwards the transfected cells were starved and
induced with 20 ng/ml of ER or TGFa. The cell lysates were resolved
by SDS-PAGE. Western-blotting was used to detect ER- and TGFa-
induced ErbB1 and ERK phosphorylation. In all cases, total ERK was
used as loading control

(Supplementary Fig. 1A) [18] and several of these ligands
including EGF and TGFa bind to the same receptor, ErbB1.
Other ligands, such as HB-EGF, can bind different recep-
tors, ErbB1 and ErbB4 (Supplementary Fig. 1A). A third
group is composed of Neuregulins (NRGs), which are
divided into two subgroups based on their capacity to bind
ErbB3 and ErbB4 (Supplementary Fig. 1A).

We tested whether CD44 was at all recruited by EGFR in
the breast cancer cell line HCC70 that lacks overexpression
of ErbB2 and in which the growth is highly dependent on
ErbBl. A run-off analysis (Supplementary Fig. 2A)
revealed the presence of the smallest CD44 isoform
(CD44 standard, CD44s) and at least one CD44 isoform
including all variant exons. An additional western blot
analysis using an anti-CD44 antibody against all CD44
isoforms (pan CD44) detected several bands arising from
alternative splicing and/or posttranslational modifications
(Supplementary Fig. 2B). The most prominent band runs at
130 kDa.

Expression of all CD44 isoforms was downregulated
with siRNA, and HCC70 cells were induced with EGF and
TGFa (Fig. la, left side). EGF-induced ERK phosphor-
ylation was inhibited upon downregulation of all CD44
isoforms. Surprisingly, although TGFa addresses the same
receptor pair, TGFa-induced ERK activation was not
affected. The results obtained in HCC70 cells were con-
firmed in the breast cancer cell line HCC1954 and a col-
orectal carcinoma cell line (HT29) expressing all four ErbB
receptors [19] (Supplementary Fig. 1B).

EGF, ER, and NRG1 induced activation of ErbB
receptors is dependent on CD44vé6

CD44v6 plays a major role in tumor progression and
metastasis [3]. The function of CD44v6 in various aspects
of tumorigenesis is due, in part, to its ability to act as a co-
receptor for RTKs such as MET and VEGFR-2 [20, 8].
Therefore, in a next step we specifically addressed the
possible recruitment of CD44v6 isoforms as co-receptors
for EGFR family members by specifically downregulating
CD44v6 molecules. Indeed, we observed that this down-
regulation inhibited EGF-induced ERK activation but not
that of TGFa in HCC70 cells (Fig. 1a, right side) and HT29
cells (Supplementary Fig. 1C). Interestingly, the activation
of ErbB1 by Epiregulin (ER) also depends on CD44v6 as
demonstrated for HCC70 (Fig. 1b) and HT29 cells (Sup-
plementary Fig. 1D).

Of note, the CD44v6 antibody detects similar bands to
those detected by the pan CD44 antibody suggesting that
most CD44 isoforms expressed by HCC70 cells contain the
exon v6. The main band running at 130 kDa contains the
exon v6.

As mentioned above, EGFR ligands induce several ErbB
receptor pairs (Supplementary Fig. 1A and [18]). In order to
test whether ErbB1 homo- or heterodimers require CD44
for activation, we used the BSp73AS pancreatic cancer cells
that do not express any EGFRs and transfected them
exclusively with ErbB1 (Fig. 2). Since the BSp73AS cells
express only CD44s we also used the ASs6 cells that
express in addition CD44v6 [21]. Indeed, in the ErbB1-
transfected BSp73AS cells, activation of ErbB1 by EGF
was not possible whereas activation by TGFa could take
place (Fig. 2a left side). In ErbB1 transfected ASs6 cells,
however, EGF induced both its authentic receptor and ERK
(Fig. 2a right side). A similar experiment performed with
ER indicated that this growth factor also requires CD44v6
for its activation (Fig. 2b).

To confirm the requirement of CD44v6 in the EGFR
family activation, we used CD44v6 peptides specifically
targeting CD44v6 and shown to block the co-receptor
function of CD44v6 for several RTKs [22, 8].
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Fig. 3 The requirement of
CD44v6 in EGFR signaling is
ligand dependent. a Serum-
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EGF
(15min)

Besides the triple negative HCC70 and hormone receptor
negative HCC1954 cells, we also tested the MCF7 cell line,
a luminal A subtype expressing hormone receptors and
ErbB1 [23]. Furthermore, we included NRG1 that specifi-
cally activates ErbB3 and ErbB4 containing receptor het-
erodimers including other family members like ErbBl1
(Supplementary Fig. 1A and [18]). Prior to induction with
EGF, TGFa and NRG1, cells were treated with a CD44v6
peptide where indicated (Fig. 3a). The CD44v6 peptide
blocked EGF- and NRG1-induced ErbB1 activation and
downstream signaling to ERK in all 3 cell lines. In contrast,
no effect was observed on TGFa-induced activation of
ErbB1 (Fig. 3a).

To test whether CD44v6 and ErbB1 were in direct
contact we used the proximity ligation assay (PLA). A
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complex between these molecules was detectable in
HCC1954 cells (Fig. 3b) and as well in HCC70 and MCF7
cells (Supplementary Fig. 3A, B).

A CD44v3 heparin-sulfated isoform is recruited by
HB-EGF for activation of EGFR

We expanded our studies to HB-EGF, a heparin-binding
growth factor [24] that binds ErbB1 and ErbB4 (Supple-
mentary Fig. 1A). HB-EGF also binds CD44v3, the only
CD44 isoform that is heparin-sulfated [10]. To test whether
heparin-sulfate is required for HB-EGF-induced signaling,
we treated the breast cancer cells with heparinase and
measured the impact on ERK phosphorylation upon HB-
EGF treatment (Fig. 4b). After 3h of incubation with
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heparinase, HB-EGF-induced activation of ERK was
blocked in MCF7, (Fig. 4b), HCC70 and HCC1954 cells
(Supplementary Fig. 4A). In contrast, EGF signaling was
not affected by the heparinase treatment.

To directly address a possible requirement of CD44v3
for HB-EGF-mediated ERK induction in MCF7 cells, we
downregulated CD44v3 using siRNA and tested the impact
on HB-EGF-induced ERK activation. Indeed, upon down-
regulation of CD44v3 expressing isoforms the activation of
ERK was blocked (Fig. 4c). In addition, MCF7 cells were
serum starved, pre-incubated with the CD44v6-specific
peptide or a control peptide (Fig. 4d) and induced with
either EGF (as control) or HB-EGF. HB-EGF-induced
signaling was not inhibited by the CD44v6 peptide, in
contrast to EGF-induced signaling (Fig. 4d).

In HCC70 cells as well, downregulation of CD44v3 by
siRNA blocked HB-EGF-induced activation of ERK
(Supplementary Fig. 4B). No effect was observed on TGFa-
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induced activation of ERK. However, in contrast to MCF7
cells, in this cell line also EGF-induced signaling was
inhibited upon transfection of CD44v3 siRNA. This is
probably due to the fact that the exons v3 and v6 are present
on the same mRNA in HCC70 cells (run-off analysis,
Supplementary Fig. 2A).

Of note, in ErbB1 transfected ASs6 cells, expressing
CD44s and CD44v6, HB-EGF did not activate its receptor,
in contrast to EGF (Fig. 4a). However, in ErbB1 transfected
ASv1-v10 cells that express a CD44 isoform including all
variant exons, the induction by HB-EGF was possible (Fig.
4a).

The CD44v6 ectodomain competes with
endogenous CD44v6 for binding of EGF and NRG1

Since CD44v6 is a collaborating partner for EGF-dependent
and NRG1-dependent EGFR activation, we used an indirect
approach to test whether these ligands bind to CD44v6. We
tested a potential competition between the CD44v6 ecto-
domain and endogenous CD44v6 for binding to these
growth factors (Fig. 5a) as previously shown for HGF [25].

We therefore pre-incubated the breast cancer cells with
the CD44v6 ectodomain or the CD44s ectodomain as a
control (Fig. 5a, Supplementary Fig. 5A), and subsequently
induced with EGF, TGFa and NRG1. Indeed, the CD44v6
ectodomain inhibited EGF- and NRGI1- induced activation
of ERK whereas activation of ERK by TGFa was not dis-
turbed in HCC70, HCC1954 and MCF7 cells. Furthermore,

Fig. 4 HB-EGF induced EGFR signaling requires CD44v3 and
heparin-sulfate. a BspASs6 and BspASv1-v10 cells were transfected
with the ErbB1 receptor expression vector or a control vector by
means of the retroviral ecopack 2-293 system as described in Material
and Methods. Afterwards the transfected cells were starved and
induced with 20ng/ml of EGF or HB-EGF. The cell lysates were
resolved by SDS-PAGE. Western-blotting was used to detect EGF-
and TGFa-induced ErbB1 and ERK phosphorylation. b Serum-starved
MCEFT7 cells were pre-incubated with heparinase at a concentration of
6 U/ml for 3 h. The cells were then induced with 20ng/ml of EGF, HB-
EGF or left untreated. The cells were lysed and lysates were resolved
by SDS-PAGE. A Western blot was performed to detect phosphory-
lated ERK kinase. ¢ MCF7 cells were transfected with
CD44v3 specific siRNA or control siRNA as indicated. 48 h after
transfection the cells were serum-starved for 24 h and induced with 10
or 20 ng of HB-EGF or left untreated. Afterwards the cells were lysed
and lysates were subjected to SDS-PAGE and Western blotting. The
knock-down of CD44v3 was detected by a specific antibody against
CD44v3. Phosphorylated ERK was used as a read-out for activated
EGFR signaling. d Serum-starved MCF7 cells were pre-incubated
with 100 ng/ml of CD44v6-specific peptide or a control peptide and
either induced with 20 ng/ml of EGF, HB-EGF or left untreated. The
cells were lysed and lysates were resolved by SDS-PAGE. A Western
blot was performed to detect phosphorylated ERK kinase. In all cases,
total ERK was (and where indicated p-Actin) used as loading control
and quantification of the intensity of the bands was done using Imagel.
Numbers reflecting the quantification are indicated underneath the
blots
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Fig. 5 EGF-induced and NRGI1-induced EGFR signaling is blocked
by the CD44v6 ectodomain and EGFR ligands are dependent on ezrin
in HT29 cells but not in HCC1954 cells. a Serum-starved HCC70 cells
were pre-incubated with 50 ng/ml of CD44v6 or CD44s ectodomain
(v6 ecd; s ecd) and either induced with 20 ng/ml of EGF, TGFa or
NRGI1 or left untreated. The cells were lysed and lysates were resolved
by SDS-PAGE. A Western blot was performed to detect phosphory-
lated ERK kinase. Total ERK was used as loading control. b Serum-
starved MCF7 cells were pre-incubated with 50 ng/ml of CD44v6 or
CD44s ectodomain (v6 ecd; s ecd) and either induced with 20 ng/ml of
EGF, HB-EGF or left untreated. The cells were lysed and lysates were
resolved by SDS-PAGE. A Western blot was performed to detect
phosphorylated ERK kinase. ¢ HT29 and HCC1954 cells were trans-
fected with a dominant-negative ezrin (dnEzrin) construct carrying a
VSVG tag. An empty vector (eV) was used as a control. The cells were
serum starved and incubated with 20 ng/ml of EGF, TGFa, NRGI1,
HB-EGF or left untreated. The cells were lysed and lysates were
resolved by SDS-PAGE. A Western blot was performed to detect
phosphorylated ERK kinase. The VSVG tag of the dnEzrin construct
was detected by means of an anti-VSVG antibody. Total ERK was
used to confirm equal loading of the lysates

pre-incubation of MCF7 cells with the v6 ectodomain had
no effect on HB-EGF induction in contrast to EGF (Fig. 5b,
Supplementary Fig. 5B), in agreement with the data shown
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in Fig. 4. Of note, the CD44s ectodomain had no effect
whatsoever.

EGFR ligands are dependent on ezrin in HT29 but
not in HCC1954 cells

CD44 binds intracellularly to the ERM protein ezrin that in
turn binds to the actin cytoskeleton [21, 26]. To investigate
if ERM proteins are required for EGFR signaling, a VSVG
tagged dominant-negative ezrin construct lacking the
binding site for the actin cytoskeleton [27], was transfected.
This dominant-negative ezrin construct completely blocked
all ligand-induced EGF receptor activation as no down-
stream signaling to ERK could be detected upon ligand
activation of EGFRs in HT29 cells (Fig. 5c). Strikingly,
even though it is independent of any CD44 isoform, TGFa
also requires ezrin for downstream signaling. A control
transfection with an empty vector had no influence on
signaling.

Surprisingly, no effect on downstream signaling of the
dominant negative ezrin construct on any EGF ligand
induction could be seen in the human breast cancer cell line
HCC1954 (Fig. 5¢).

EGFR dependent breast cancer metastasis is
dependent on CD44v6

To test the consequence of the collaboration between CD44
isoforms and EGFR in vivo in cancer progression, we used
the murine 4T1 tumor model. This is a well-established
syngeneic, orthotopic mouse model for stage IV human
breast cancer [28]. The advantage of this model in contrast
to other human xenograft models, is that 4T1 tumor cells
spontaneously metastasize already 3—6 weeks after injection
to the lungs. These 4T1 cells belong to the triple-negative
subtype of breast cancer, and cancer progression is therefore
highly dependent on ErbB1 [28]. 4T1 cells not only express
CD44v6 (Supplementary Fig. 6A), but EGF-induced
migration could also be significantly inhibited by blocking
CD44v6 via a mouse specific CD44v6 peptide in a Boyden
Chamber Assay (Supplementary Fig. 6B). A control peptide
showed no effect (Supplementary Fig. 6B). 4T1 cells were
orthotopically injected into the 4th mammary fat pad of
Balb/c mice, and tumor growth and metastasis were ana-
lyzed (Fig. 6). To test whether tumor progression was EGF-
dependent, 6 days after implantation some of the injected
animals were treated orally 5 times per week for 3 weeks
with 0.05 mg/g Erlotinib, a specific inhibitor of ErbB1 [29].
Importantly, since the RTK MET might also be involved in
tumor progression in breast cancer [30], one animal group
was treated with 0.025 mg/g of the MET inhibitor Crizoti-
nib [31]. As a control, 5 animals were treated in the same
way with PBS. After three weeks of treatment, size
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measurements of the primary tumor using a calliper led to a significant decrease in the number of lung metas-
revealed that the volume of the primary tumors was not  tases (Fig. 6b). Indeed, around 6 metastases per lung were
affected by the two inhibitors (Fig. 6a). Erlotinib, however,  counted in this group as compared to the PBS control group,
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<« Fig. 6 Metastasis of 4T1 breast cancer cells is dependent on CD44v6.

a 1. 10°4T1 cells were injected orthotopically into the 4th mammary
fat pad of Balb/c mice. One week after implantation 5 animals per
group were treated orally 5 times per week over a period of 3 weeks
with either PBS, 0.05 mg/g Erlotinib or 0.025 mg/g Crizotinib. Five
animals per group were injected i.p. with 20 pg of control or mouse
CD44v6 (mv6) peptide. The mice were sacrificed and tumor volume
was measured using a caliper. Statistics were done using a student’s
t-test n.s not significant. b At the end of the experiments, the mice
were sacrificed and macroscopic lung metastases were counted
(graph). The lung tissue (example of metastases marked with an arrow)
was analyzed via H&E staining. The metastases are marked with a
dotted line. The scale bar corresponds to 200 um. Significance was
determined via a student’s f-test n.s = not significant; * = p-value <
0.05. ¢ The lungs were sectioned and analyzed for micrometastases
(graph). Statistics were done using a student’s #-test n.s not significant.
The size of the metastases is represented in a table (right side)

showing around 15 metastases/animal, and the Crizotinib
treated animals showing 20 metastases/per animal (Fig. 6b).

Since metastasis of 4T1 cells appears to be dependent on
ErbB1, we investigated the contribution of CD44v6 in this
model with the help of the CD44v6 blocking peptide. We
therefore implanted Balb/c mice with 4T1 cells into the 4™
mammary fat pad. At 6 days after implantation, animals
were injected intra-peritoneally (i.p.) with an unspecific
control peptide or a specific mouse CD44v6 (mv6) peptide
(Fig. 6). The primary tumor volume was not affected by the
CD44v6 peptide treatment (Fig. 6a). Also in this case, the
4T1 cells highly metastasized to the lung with an average of
12 metastases per lung in the control peptide treated group
(Fig. 6b). The inhibition of CD44v6 by the CD44v6 peptide
led to a significant decrease in the number of lung metas-
tases, with around 4 metastases occurring per lung (Fig. 6b),
comparable to the Erlotinib results.

In addition to macroscopic metastases detectable at the
surface of the lungs, smaller metastases were found in the
lung parenchyme (Fig. 6¢). Interestingly, the total number
of these smaller metastases was not affected by blocking
CD44v6 (Fig. 6¢). However, in the CD44v6 peptide treated
group, 8 out of 10 animals showed metastases smaller than
0.2 mm in contrast to 8 out of 10 animals in the control
peptide treated group (Fig. 6¢ table).

The activation of the EGFR receptors, in particular of
ErbB1 and ErbB2, is often deregulated in human breast
cancers [32]. Our in vitro and in vivo data suggest that the
co-receptor function of CD44v6 for ErbB1 might be
involved in breast cancer. To confirm the relevance of these
studies for human breast cancer, we tested breast cancer
patients with lymph node metastases for the presence of
complexes between CD44v6 and ErbB1. Proximity ligation
assays between CD44v6 and ErbB1 were performed on
samples from a cohort of forty patients with breast cancer
(Fig. 7a). A significant correlation was identified between
the presence of these ErbB1/CD44v6 complexes and
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patients with lymph node metastases. Data analyses of this
cohort also showed that ErbB1/CD44v6 complexes were
positively correlated with Her2 but negatively correlated
with triple negative status (Supplementary Table 1).

Discussion

Although cell surface receptors like RTKs or GPCRs (G-
protein coupled receptors) bind their ligand with high affi-
nity, the activation and signaling processes are not exclu-
sively dependent on the ligand/receptor pair. In most cases,
signaling is induced at the cell surface within complexes
comprising multiple receptors and co-receptors [4]. A sali-
ent example is the Wnt pathway, in which Wnt or
LRP6 “signalosomes” have been described. LRP6 is one of
the Frizzled co-receptors which is crucial for activation of
the Wnt pathway as demonstrated by the fact that the
intracellular domain of LRP6 is sufficient for activation of
B-catenin signaling upon overexpression [33]. Multiple
examples of co-receptors for RTKs have been reported [4].
Such partners can be cell adhesion molecules (CAMs) such
as N-CAMs, cadherins, plexins or CD44 and many more
that have all been shown to control or amplify RTK sig-
naling [4]. Integrins can also directly regulate growth factor-
receptor (GFR) signaling even acting prior to receptor
binding or in the absence of GFs [34].

In this study, we showed that various CD44 isoforms are
recruited by the EGFR family of RTKs (scheme in Fig. 7b).
Moreover, we demonstrated that this recruitment of CD44
isoforms by growth factor (GF)/GFR pairs is ligand-
dependent. Indeed, EGF, NRGI, and ER are dependent
on CD44v6 whereas HB-EGF recruits CD44v3. In contrast,
TGFa does not seem to require CD44 at all in the cell lines
we tested. These data suggest that certain CD44 isoforms
fulfill specific functions required for a defined ligand.
However, the functions provided by CD44 isoforms are not
needed by all growth factors and, in some specific cases
other cell adhesion molecules might be recruited as sug-
gested by the independence of TGFa towards CD44.

Interestingly, a study by Ellis et al. reported that the two
EGFR ligands, EGF and TGFa, although they are homo-
logous in structure and activate the same receptor, induce
migration by different signaling intermediates. Indeed, the
motogenic activity of EGF depends on CD44, while TGFa
collaborates with the integrin avp3 [35]. Signaling is
mediated by different intermediates: p70S6K for EGF and
phospholipase C for TGFa. However, in this paper, the
contribution of specific CD44 isoforms was not addressed.
Of note, integrins such as 4 interact with ezrin similarly to
CD44 [36]. This might explain why the TGFa-dependent
signaling, although independent of CD44, is inhibited in the
HT?29 cells by the dominant negative ezrin (Fig. 5c).
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Fig. 7 Correlation of ErbB1/CD44v6 complexes in breast cancer
patients with lymph node metastases. a Brightfield PLA of ErbB1/
CD44v6 was performed on Tissue Microarrays of paraffin embedded
breast tumors. PLA signal was scored from low (0) to high (2). PLA
intensity was then correlated with lymph node positivity (n =38; p =

Other reports have suggested a modulation of TGFa-
induced EGFR activation by another glycosylated protein
called MUCI1, a member of heavily O-glycosylated proteins
found at the apical surface of the normal ductal epithelium.
The development of hyperplasia and breast cancer in WAP-
TGFa mice was shown to be dependent of the presence of
MUCI [37]. Interestingly, an association between MUCI1
and ezrin was detected, although the nature of this asso-
ciation has not been characterized [38].

So what are the specific functions of CD44 isoforms
that might be needed for GF-RTK complexes? One possible
function might be the clustering of ligands in the vicinity
of RTKs. The network formed by CD44 and hyaluronan
has been proposed to function as a reservoir for growth
factors [1, 39]—similar to syndecans, which have also been
shown to collect FGFs for activation of FGFR [38]. Clus-
tering of CD44 and GFs might also occur in specialized
membrane compartments, where the signal could be
concentrated [40].

0.0342). b Scheme: EGF, ER, and NRG1 are dependent on CD44v6 to
induce EGFR signaling whereas TGFa is independent of all CD44
isoforms. HB-EGF-induced signaling is dependent on CD44v3 and its
heparin sulfate chains

Another property of CD44 is its ability to connect to the
cytoskeleton in most instances via ERM proteins [6],
thereby triggering signaling. However, ERMs might not be
required for EGFR signaling in all breast cancers; in the
breast cancer cell lines in our study, a dominant negative
form of ezrin did not interfere with EGF-induced EGFR
signaling. This is surprising since the same construct inhi-
bits EGFR signaling in HT29 cells. Therefore, ERMs might
not be the only cytoplasmic partners involved in CD44-
dependent RTK signaling. An alternative cytoplasmic
partner of CD44 might be ankyrin [41]. Interestingly, the
binding of ankyrin to the CD44 cytoplasmic domain is
involved in metastasis of mammary tumors.

Also, ezrin has previously been suggested to play a role
in breast cancer progression. In a 3D matrigel model using
MCFI10A and MDA-MB-231 cells, ezrin silencing
decreased invasive potential [42]. In breast cancer patients
high ezrin expression is also linked to poorer outcome [43].
Nevertheless, compared to breast cancer ezrin expression is
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significantly higher in cancers of mesenchymal origin and
in prostate cancer [43].

What could this selective association between EGF
ligands and CD44 isoforms mean for tumor progression and
metastasis? Our in vivo data suggest that the inhibition of
CD44v6 might have an impact on triple negative breast
tumors where metastasis depends on ErbB1. CD44v6 seems
to be involved in the growth of metastases, not in their
initiation since the size of metastases is affected but not the
overall number.

In addition, we observed an increased number of ErbB1-
CD44v6 complexes in breast cancer patients with lymph
node metastases. This suggests that CD44v6 might be a
therapeutic target in breast cancer. However, previous stu-
dies that tested the correlation between the expression of
CD44 and various types of breast cancers were contra-
dictory [44, 45]. These discrepancies might be due, in part,
to the poor quality of the isoform-specific antibodies or to
the small sample number, but also to the fact that additional
molecules have to be included in the screens. Indeed, our
results suggest that screens focusing on co-expression of
CD44v6, EGF, and ErbB1, or on co-expression of CD44v3,
HB-EGF, and ErbB1, might be useful.

Material and methods
Cell culture

Human HCC70 and HCC1954 (American tissue culture
collection, ATCC, Wesel, Germany) and murine breast
cancer cells from BALB/cfC3H mice (4T1; ATCC) were
grown in RPMI-1640 Medium (ATCC® 30-2001™) with
10% FBS (FBS Gold; PAA Laboratories, Pasching, Aus-
tria). MCF7 human breast cancer cells (ATCC, Wesel,
Germany), HT29 human colon adenocarcinoma cells (a gift
from Alain Zweibaum, Institute National de la Sante et de la
Recherche Medicale, Paris, France) were grown in Dul-
becco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM,; Invitrogen,
Karlsruhe, Germany) with 10% FBS (FBS Gold; PAA
Laboratories). Rat pancreatic carcinoma cells BSp73AS
(AS) and its transfectants BSp73ASs6 (ASs6) and
BSp73ASv1-v10 (ASv1-v10) were already described [21]
and grown in RPMI (Invitrogen) plus 10% FBS. All cell
lines were mycoplasma free.

Antibodies and other reagents

Antibodies against mouse CD44v6 (9A4, ACT35, Caltag
Laboratories, Burlingame, CA, USA), human CD44v6
(VFF18, BMSI125FL, Boehringer Ingelheim, Biberach,
Germany), human CD44 (Hermes3, Gift from Sirpa Jalk-
anen, Turku, Finnland), CD44v3 (BBA1l, R&D systems,

SPRINGER NATURE

Wiesbaden, Germany), ERK-1 (K-23, sc-94; Santa Cruz,
Heidelberg Germany), phospho-p44/42 MAPK (Thr202/
Tyr204, 9101L, Cell Signaling Technology, Beverly, Eng-
land), phospho-EGFR (3777S, Cell signaling), EGFR
(42678, cell signaling), VSVG (sc-66180, Santa Cruz) and
B-Actin (sc-1616, Santa Cruz) were used. Secondary anti-
bodies labeled with horseradish peroxidase (HRP) were
from Dako, Hamburg, Germany (rabbit P0448, mouse
P0447). Human EGF, ER, TGF-a, NRGI1, and HB-EGF
were from R&D Systems. The peptides have already been
described [22, 8] (Patent W02014079940A1) and their
sequences are: rat CD44v6 Smer-NEWQG, rat CD44v6
14mer—-KEKW

FENEWQGKNP, human CD44v6 5mer—-NRWHE, human
CD44v6 14mer-KEQWFGNRWHEGYR, mouse CD44v6
Smer-NGWQG and mouse CD44v6 14mer—QETWFQ
NGWQGKNP.

Plasmids and constructs

The CD44s and CD44v6 ectodomains were described pre-
viously [25]. The ezrin mutant deleted in the last 29 amino
acids at the N-terminus (ezrin-DN) and corresponding
empty vector pCB6 were described previously [27]. The
sequence of human ErbB1 cloned into pBabe puro [46] was
a gift from Nancy Hynes, FMI, Switzerland.

Transfection procedures

siRNA transfection was performed using HiPerFect (Qia-
gen, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s
protocol using 5SnM of CD44 pan siRNA (pool of two: (5'-
CTGAAATTAGGGCCCAATT-3' 5-AATGGTG-
CATTTGGTGAAC-3" Qiagen) or 5nM CD44v6 siRNA
(pool of two: 5’-~AGUAGUACAACGGAAGAAATT-3', 5'-
GGAUAUCGCCAAACACCCATT-3 Qiagen) or
CD44v3 siRNA (pool of two: (5- AGGCAUUGAUGAU-
GAUGAAUU-3', 5'-UGAAGAUGAAAGAGACAGAUU-
3" Qiagen) or control siRNA (pool of two: 5-UAAU-
GUAUUGGAACGCAUAUU-3' 5'-AGGUAGU-
GUAAUCGCCUUGUU-3" Qiagen). BSp73AS cells
transfection of ErbB1 was performed with the packaging
cell line Ecopack-2-293 using the CalPhos Mammalian
Transfection kit (Clontech, Mountain View, California,
USA). After 48 h, the medium containing the virus was
collected and added to BSp73AS cells.

Western blotting analysis

Cells were lysed in boiling SDS-sample buffer (125 mM
TrisHCI pH 6.8; 4% SDS; 20% Glycerol; 0.01% brom-
phenol blue) containing 100 mM dithiothreitol (DTT) and
subjected to SDS-PAGE and western blot. Where
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necessary, blots were stripped (62.5 mM Tris, pH 6.8; 2%
SDS; 0.8% DTT; 1h at 55 °C) and incubated with loading
control antibodies. Blots were stained using the enhanced
chemoluminescence system (ECL; Thermo Fisher Scien-
tific, Schwerte, Germany). Where indicated, protein bands
were quantified using ImageJ (U.S. National Institutes of
Health, Bethesda, MD, USA). Western blot pictures show
one representative out of at least three independent
experiments.

Activation of EGFR and ERK

Cells were serum-starved for 24 h, and induced with 20 ng/
ml of growth factor for 5 min at 37 °C. Where indicated, the
cells were treated with either CD44s ectodomain or
CD44v6 ectodomain or with the CD44v6 peptide or a
control peptide for 5 min at 37 °C prior to induction. Acti-
vated EGFR and ERK was determined using Western blot
analysis as previously described.

Heparinase treatment

Cells were incubated with heparinase II (6 U/ml) for 3 h and
afterwards treated directly with the indicated growth factors.
Cells were washed with cold PBS and lysed in 2x Laemmli
buffer.

Boyden Chamber Assay

2 x 10% 4T1 cells were seeded in the upper part (insert) of a
Boyden chamber. Twenty nanogram per milliliter of growth
factor was added to the lower part of the Boyden chamber
and 100 ng/ml murine CD44v6 peptide or a control peptide
was added to the upper part of the chamber. On the fol-
lowing day, cells on the insert (bottom) were stained with
0.5% crystal violet and the optical density of the solution of
technical triplicates was measured in a photometer at OD
600. Quantification of 3 independent experiments was
performed and a one-tailed Student’s #-test was done.

Exon-specific run-off PCR

The exon specific RT-PCR was performed as described
previously [21, 47]. All primers were identical to those used
by Konig et al. 1996.

Animal experiments

8 weeks old female Balb/c mice (Harlan RoBdorf, Ger-

many) were housed under specific pathogen-free conditions
in facilities approved by the Regierungsprisidium

Karlsruhe. All animals were handled according to German
regulations for animal experimentation. Experiments were
authorized by the Regierungsprisidium (35-9185.817G-
192/10 and 35-9185.817G-106/09). 1 x 10° murine
4T1 cells per mouse were diluted in 100 pl PBS and injected
into the 4th mammary fat pad. One week after injection,
5 mice were either injected intraperitoneally 3 times
per week with 20 pg of the murine CD44v6 peptide diluted
in 100 pl PBS or with 20 pg of control peptide diluted in
100 pl PBS or treated orally 5 times per week with 0.05 mg/
g Erlotinib or 0.025 mg/g Crizotinib. After 3 weeks, mice
were sacrificed and tumors and lungs were extracted and
metastases were counted by one not-blinded investigator.
As all treated animals were analyzed, no randomization was
needed.

Histology

For histomorphologic analysis paraffin-embedded lung
sections were stained with H&E. The presence and exten-
sion of metastatic deposit was assessed.

In situ proximity ligation assay (PLA)

PLA were performed on paraformaldehyde-fixed cells and
paraffin-embedded tumor xenografts with primary anti-
bodies following manufacturer’s instructions (Duolink PLA,
Sigma-Aldrich). Number of red spots on 30 photos by
condition on PLA images (fluorescence dots) were acquired
using a fluorescence microscope and analyzed with NIS-
Elements BR and Image J software. A one-way ANOVA
analysis followed by Bonferroni test was performed
between the different conditions P-value <0,001. For
brightfield PLA, commercially available tissue microarrays
of human tumors from SuperBioChips (CBA4) were stained
and scored as no, low, medium and high signal in double
blind analysis by TRA and RL. Statistical analyses were
performed using PRISM graph Pad software. Difference
significance was determined by unpaired one-tailed #-test. P
value < 0.05 was considered as significant.

Statistical analysis

For animal experiments the minimum sample size was
calculated at n =5 using G power with the « level of 0.05
assuming a 50% reduction of the number of metastases with
CD44v6 peptide treatment. For all experiments the differ-
ence significance of mean + s.d. was assessed by one- tailed
Student’s t-test for equal or unequal variances, or one-way
ANOVA as appropriate accepting an a=0.05, after
Shapiro-Wilk-Test for normality of distribution.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: ProNGF expression has been linked to several types of cancers including breast cancer, and we have previously
EphA2 shown that proNGF stimulates breast cancer invasion in an autocrine manner through membrane receptors
TrkA sortilin and TrkA. However, little is known regarding TrkA-associated protein partners upon proNGF stimula-
proNGF tion. By proteomic analysis and proximity ligation assays, we found that proNGF binding to sortilin induced
Breast cancer sequential formation of the functional sortilin/TrkA/EphA2 complex, leading to TrkA-phosphorylation depen-
dent Akt activation and EphA2-dependent Src activation. EphA2 inhibition using siRNA approach abolished
proNGF-stimulated clonogenic growth of breast cancer cell lines. Combinatorial targeting of TrkA and EphA2
dramatically reduced colony formation in vitro, primary tumor growth and metastatic dissemination towards the
brain in vivo. Finally, proximity ligation assay in breast tumor samples revealed that increased TrkA/EphA2
proximity ligation assay signals were correlated with a decrease of overall survival in patients.
All together, these data point out the importance of TrkA/EphA2 functional association in proNGF-induced
tumor promoting effects, and provide a rationale to target proNGF/TrkA/EphA2 axis by alternative methods
other than the simple use of tyrosine kinase inhibitors in breast cancer.

1. Introduction

Elevated levels of pleiotropic growth factors and their cognate re-
ceptor tyrosine kinases (RTK) as well as mutated receptors actively
participate to cancer progression and resistance to targeted therapies
using tyrosine kinase inhibitors [1,2]. Tumor resistance to specific
tyrosine kinase inhibitors may be due to complex cross-talk in terms of
receptor interactions and their redundant or diversified downstream
signaling partners [1,2]. This underlies the need to better characterize
growth factor signaling and RTK cooperation in order to optimize such
therapies.

In the case of TrkA signaling networks, elicited by nerve growth
factor (NGF), several co-receptors such as p75"'%, ErbB2, and Ret-5
[3-5] have been reported to modulate TrkA-induced biological effects.
Moreover, sortilin is known to be involved in TrkA signaling networks
under proNGF (precursor of NGF) stimulation. Sortilin, a member of the
Vps10p-domain proteins, is mainly known to be involved in vesicular
trafficking but it also acts as a membrane receptor for neurotensin and
proneurotrophins [6,7]. Although recombinant proNGF has been de-
scribed to directly bind to sortilin, p75™™® and TrkA, it has been found
that, in neuron cells, proNGF induces sortilin/p75" ™™ complex forma-
tion, leading to apoptotic cell death [8]. Further study showed that high
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ratio between p75"'® and TrkA stimulates proNGF-induced neuron
apoptosis, while low ratio between p75"™ and TrkA stimulates
proNGF-induced survival [9]. ProNGF is also associated with non-
neuronal malignancies and its expression has been reported in mela-
noma, prostate, breast and thyroid cancers [10-13]. In melanoma,
proNGF can stimulate cancer cell invasion through p75~'® [12] while
in prostate cancer, its expression correlates with aggressiveness and
nerve infiltration into the tumor site [11]. In breast cancer, we pre-
viously reported high levels of proNGF are correlated with lymph node
invasion [10]. In addition, proNGF stimulates breast cancer cell inva-
sion through sortilin and TrkA receptors, independently of p75N'R,
leading to the subsequent activation of Src and Akt signaling pathways
[10].

Despite the tumor-promoting effects of proNGF, associated signaling
pathways still remain fragmentary. Here, we identified EphA2, a
membrane receptor tyrosine kinase, as a key element of the proNGF
signaling in breast cancer cells. Moreover, increased TrkA/EphA2
proximity ligation assay signals were correlated with a decrease of
overall survival in breast cancer patients, further pointing out the im-
portance of TrkA/EphA2 functional association in proNGF-mediated
tumor progression. Thus, our results provide a rationale to target
proNGF/TrkA/EphA2 axis as a promising therapeutic strategy in breast
cancer.

2. Materials and methods
2.1. Cell culture

All breast cancer cell lines were acquired from the American Type
Culture Collection (ATCC) except for SUM159-PT, which is from
Asterand Bioscience. MDA-MB-231 breast cancer cells stably over-
expressing HA-tagged native TrkA (MDA-MB-231 HA-TrkA) or a kinase-
dead TrkA were established as previously described [10]. Cells were
maintained in Eagle's Minimal Essential Medium (Life Technologies)
(MDA-MB-231 and MCF-7 cells), or RPMI 1640 medium (Life Tech-
nologies) (HCC-1954, T-47D) supplemented with 10% inactivated FBS
(Fetal Bovine Serum) (Hyclone), 2 mM L-glutamine, 1% non-essential
amino acids, 40 Ul/ml penicillin, 40 ug/ml streptomycin, 50 pg/ml
gentamycin and ZellShield™ (Biovalley) at 37 °C in 5% CO»-humidified
atmosphere. SUM159-PT were grown in Ham's F12 nutrient mix sup-
plemented with 5% FBS, 10 mM HEPES, 0.1% insulin, 1 mg/ml hy-
drocortisone, 40 Ul/ml penicillin, 40 pg/ml streptomycin, 50 pg/ml
gentamycin and ZellShield™ (Biovalley) at 37 °C in 5% CO»-humidified
atmosphere. Before treatment, cells were rinsed twice with PBS, left for
24 h in culture medium supplemented with 0.1% FBS, and then treated
with recombinant human non-cleavable proNGF (denoted as proNGF
and used at 0.5nM in all the experiments) (Alomone Labs) or re-
combinant human mature NGF at 16 nM (Alomone Labs). For some
experiments, cells were pre-incubated for 1h with the TrkA pharma-
cological inhibitor K252a (10 nM, Calbiochem) or neurotensin (1 uM, R
&D systems).

2.2. Transfection

Tumor cells were transfected with 2 nM siRNA using INTERFERin™
transfection reagent (Polyplus transfection) following the manufac-
turer's instructions. The siRNA sequences used against EphA2 were:
GCAAGGAAGUGGUACUGCUGGACUU (from Eurogentec) or GCGUAU
CUUCAUUGAGCUCAA [14] compared to a control siRNA sequence
(siGFP) GAUGAACUUCAGGGUCAGCTT. For TrkA, a pool of three
siRNA sequences (Eurogentec) was used: GAACCUGACUGAGCUCUAC,
UGGAGUCUCUCUCCUGGAA and GCUGCAGUGUCAUGGGCAA.

2.3. Immunoprecipitation and Western blot analysis

Immunoprecipitation and Western blotting experiments were
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carried out as previously reported [15]. The primary antibodies used for
Western blotting were: anti-sortilin (#612101, BD Biosciences), anti-
TrkA (ANT-018, Alomone Labs), anti-EphA2 (clone 1E3, Abnova), anti-
HA (Covance), anti-phospho-Akt (Ser-473) (#9271), anti-pan-Akt
(#4691), anti-phospho-Src (Tyr-416) (#2105), anti-Src (#2109) and
anti-phospho-TrkA (Tyr-674/675) (#4621) (Cell Signaling Tech-
nology). For immunoprecipitation studies, anti-HA (12CA5, Roche),
anti-sortilin (BAF2934, R&D Systems) and anti-EphA2 (clone C-20,
Santa Cruz Biotechnologies) were used.

2.4. Nano-LC-MS/MS Q-Star analysis

MDA-MB-231 HA-TrkA cells were treated with proNGF for 5 or
30 min. Total cell lysates were subjected to immunoprecipitation using
anti-HA (Covance). Immunoprecipitated proteins were then separated
by 10% SDS-PAGE. After colloidal Coomassie blue staining, bands,
which intensities were increased under proNGF stimulation, were cut
and peptide digests were extracted from the 1-D gel band and nanoLC-
nanoESI-MS/MS analyses were performed on a hybrid quadrupole time-
of-flight mass spectrometer (Q-Star, Applied Biosystems) equipped with
a nano-electrospray ion source coupled with a nano high pressure liquid
chromatography system (LC Packings Dionex) as previously described
[16]. Identified proteins were classified by Panther software (http://
www.pantherdb.org).

2.5. In situ proximity ligation assay (PLA)

Cells grown on acid-washed eight-well glass slides (10*cells per
well) (Thermo Scientific) in appropriate medium with 5 or 10% FBS for
24 h. After treatment, paraformaldehyde-fixed cells were incubated
with 4% BSA (1 h, 20 °C) followed by overnight incubation with pri-
mary antibodies [mouse anti-HA, 1:50 (Covance); goat anti-sortilin,
1:50 (R&D systems); rabbit anti-EphA2, 1:100 (Cell Signaling
Technology), mouse anti-TrkA, 1:50 (Alomone Labs)]. PLA was per-
formed as recommended by manufacturer's instructions. Briefly, slides
were incubated with secondary antibodies complexed with com-
plementary nucleotide sequences for 2h. The formed DNA circle, re-
sulting from complementary nucleotides was then amplified using
fluorescent oligonucleotides. Nuclei were counterstained with Hoechst
33258 (Sigma-Aldrich) and samples were mounted with fluorescence
mounting medium (Dako). PLA images (fluorescent red dots) were ac-
quired using a fluorescence microscope (100X oil immersion objective,
Nexcitation: D02 M, Aemission: 624 nm, microscope Eclipse Ti; Nikon) and
analyzed with NIS-Elements BR software (Nikon) and Image J.

Tissue microarrays were from SuperBioChips (CBA4) and US
BioMax (HBre-Duc150Sur01) allowing analysis in 189 individual tumor
samples. For PLA in paraffin-embedded patient tumor samples, primary
antibodies anti-TrkA (ANT-018, Alomone Labs) and anti-EphA2
(AF3035, R&D systems) were incubated overnight at 4 °C. Subsequent
steps were done according to the manufacturer's instructions. Briefly,
slides were incubated with secondary antibodies complexed with
complementary nucleotide sequences for 2 h. The formed DNA circle,
resulting from complementary nucleotides was then amplified using
oligonucleotides labeled with horseradish peroxidase. PLA signal was
evaluated according to the number of dots per cell and the number of
stained cells in a double-blind analysis (by TRA and DJ). PLA signal < 2
dots/cell was considered as low, PLA signal between 2 and 10 dots/cell
was considered as medium, PLA signal > 10 dots/cell was considered
as high. Kaplan-Meier curves were obtained by using GraphPad Prism
software.

2.6. Clonogenic cell growth
Clonogenic assays were performed as previously described [15].

After siRNA transfection, 2000 cells were seeded in 35 mm Petri dishes
and treated with proNGF for 10 days. Colonies were then stained with
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crystal violet before counting.
2.7. In vivo experiments

All the experiments involving mice received the approval of the
local ethic committee and were carried out according to French na-
tional animal care regulations. MDA-MB-231 HA-TrkA cells (3 x 10°)
were subcutaneously injected into six-week old female SCID mice. Two
weeks after cell injection, mice were randomized into four groups
(n = 7), and were treated a total of three times at 3-day intervals.
Lestaurtinib (CEP-701; Calbiochem) was suspended in vehicle (40%
polyethylene glycol 1000, 10% povidone C30 and 2% benzyl alcohol in
distilled water) and injected intraperitoneally (10 mg/kg). siEphA2
(Eurogentec; 7.5 pg/mouse) was delivered using in vivo jetPEI’ ac-
cording to the manufacturer's instructions (Polyplus transfection) and
injected subcutaneously near the tumor mass. Tumor volume was de-
termined throughout the experiment by measuring the length (1) and
width (w) and then calculated as t/6 x 1 x w x (1 + w)/2.

For analyses of breast cancer cell dissemination in mice, xenograft
experiments were conducted using MDA-MB-231 HA-TrkA cells. The
tumors were allowed to develop for 14 days and the mice were then
submitted to 5 injections (every 3 days) of either scrambled siRNA, or
TrkA- and EphA2-targeting siRNAs alone or in combination (7.5pug
siRNA/mouse). Tumor volume was determined throughout the experi-
ment by measuring the length (1) and width (w) and tumors were al-
lowed to grow up to 2cm? to allow metastasis of cancer cells. After
animal sacrifice, lungs, liver and brain were collected and detection of
cancer cells in those organs was carried out by evaluating human mi-
croglobulin mRNA expression by RT-PCR as previously described [17].

2.8. Statistical analysis

+

Results are expressed as mean = SEM of at least three independent
experiments. Two-tailed unpaired Student t-tests, one-way or two-way
ANOVA tests (Bonferroni's post-hoc test) and Mann-Whitney tests were
used where appropriate.

3. Results

3.1. TrkA is associated with sortilin and EphA2 in proNGF-treated MDA-
MB-231 breast cancer cells

In order to decipher TrkA signaling partners under proNGF stimu-
lation, we first performed proteomic analysis in MDA-MB-231 breast
cancer cells stably expressing HA-tagged TrkA [10]. Proteins co-im-
munoprecipitated with HA-TrkA were identified by mass spectrometry
analysis (Fig. 1). Individual proteins (985) were identified in selected
bands from cells treated with proNGF (5 and 30 min) (Fig. 1A). Using
Panther classification software, we observed that most of the identified
proteins were implicated in maturation and vesicular trafficking
(binding and catalytic activities). Seven percent were related to mem-
brane receptor and signaling (Fig. 1B). As expected, sortilin, the known
receptor of proNGF was found to be co-immunoprecipitated with HA-
TrkA (Fig. 1C). Interestingly, we found that EphA2, a membrane re-
ceptor tyrosine kinase, is also co-immunoprecipitated with HA-TrkA.
EphA2 is of particular interest, as it is known to be expressed in breast
cancer in which it favors aggressive behavior and metastases formation
[18]. We also identified Src, cortactin and p130 Cas (BCAR1, Breast
cancer anti-estrogen resistance protein 1), which are reported to act as
early effectors in EphA2 downstream signaling pathways [19]. Other
proteins such as SHEP1 (SH2D3C, SH2 domain-containing protein 3C),
PTP-PEST (PTPN12, Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 12)
and RIL (PDLI4, PDZ and LIM domain protein 4) were also found to be
pulled-down with TrkA; these proteins are well known to regulate Src
and/or pl30 Cas-mediated signaling pathways [20-22]. The other
identified proteins including Laspl (LIM and SH3 domain protein 1),
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SNAP23 (Synaptosomal-associated protein 23), FHL2 (Four and a half LIM
domains protein 2), HAX1 (HCLS1-associated protein X-1), adducin,
MARCKS (Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate) gelsolin, and
integrins azf; are downstream targets of Src and p130 Cas, which are
associated with cytoskeleton remodeling and cell migration [23-28].

To confirm proNGF-induced TrkA association with sortilin and
EphA2 in breast cancer cells, we further performed immunoprecipita-
tion assays by using antibodies against HA (-TrkA), sortilin and EphA2,
followed by Western blot analysis (Fig. 2A). In the absence of proNGF,
none of the three receptors was found to be co-immunoprecipitated.
Upon proNGF treatment, sortilin and EphA2 were co-im-
munoprecipitated with TrkA. These results were confirmed by reverse
co-immunoprecipitation of sortilin and EphA2 (Fig. 2A). Of note, in the
presence of NGF, sortilin binding to TrkA was detected after 30 min of
treatment but EphA2 binding was not observed after neither 5 min nor
30 min of treatment (Fig. 2A). Thus, NGF seemed to induce a late TrkA/
sortilin association, suggesting that sortilin acts as an endocytic re-
ceptor, as previously reported in neuronal cell models [8]. Proximity
ligation assays (PLA) were then carried out to confirm any receptor
association (distance < 40 nm) at the plasma membrane. In the absence
of exogenous proNGF stimulation, a basal PLA signal (red dots) was
observed for sortilin/TrkA (Fig. 2B-C) and TrkA/EphA2 (Fig. 2D-E).
ProNGF stimulation (5 min) enhanced PLA signals of sortilin/TrkA and
EphA2/TrkA (Fig. 2C and E); this increase was transient as membrane
PLA signals decreased to basal levels after 30 min of proNGF treatment.

Together, these data indicated that proNGF specifically induces the
association of TrkA with sortilin and EphA2, even if we cannot exclude
the existence of other intermediary partners.

3.2. Sequential sortilin/TrkA/EphA2 association induces TrkA-dependent
Akt phosphorylation and EphA2-dependent Src phosphorylation

In order to put insight into the dynamics of the receptors associa-
tion, we first treated cells with neurotensin that inhibits, by competi-
tion, proNGF binding to sortilin [8]. As shown in Fig. 3A, in the pre-
sence of neurotensin, TrkA was not immunoprecipitated with either
sortilin or EphA2, indicating that proNGF binding to sortilin was ne-
cessary for sortilin/TrkA/EphA2 association. When TrkA expression
was silenced by siRNA (Fig. 3B, S1), sortilin did not pull-down EphA2,
indicating that sortilin could not associate with EphA2 in the absence of
TrkA; this was further confirmed by PLA, as no signal was detected for
sortilin/EphA2.

Interestingly, in cells stably expressing a kinase-dead TrkA that
prevents receptor phosphorylation (Fig. 3D), proNGF still induced TrkA
association with sortilin and EphA2, suggesting that TrkA phosphor-
ylation was not necessary for sortilin/TrkA/EphA2 association. Finally,
when EphA2 expression was silenced by siRNA (Fig. 3E), TrkA and
sortilin were co-immunoprecipitated in proNGF-treated cells, indicating
that EphA2 was not required for TrkA and sortilin association.

Together, these results suggested that proNGF binding to sortilin
elicits sortilin association with TrkA, which in turn recruits EphA2 at
cell surface.

As we have previously shown that proNGF stimulates breast cancer
cell invasion through TrkA activation, we asked if EphA2 could be in-
volved in TrkA-mediated cell invasion. When EphA2 expression was
inhibited by siRNA approach, proNGF was no longer able to stimulate
cell invasion both in native and HA-TrkA over-expressing MDA-MB-
231 cells (Figure S2), implying that EphA2 was necessary for proNGF-
stimulated and TrkA-mediated cell invasion. ProNGF-stimulated inva-
sion implicates the activation of downstream signaling pathways in-
cluding Akt and Src [10]. On the other hand, Src is also a downstream
effector of EphA2 [19], we then determined the respective role of TrkA
and EphA2 in Akt and Src activation by using a kinase-dead mutant of
TrkA (Fig. 3F) or siEphA2 approach (Fig. 3G). Following proNGF
treatment, Akt was not phosphorylated in cells expressing a kinase-dead
mutant of TrkA while Src phosphorylation was maintained (Fig. 3F),
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Fig. 1. Proteomic analysis of HA-TrkA partners revealed EphA2 association and downstream signaling pathways proteins. (A) MDA-MB-231 HA-TrkA cells
were treated in absence or presence of non-cleavable proNGF (0.5 nM) for 5 and 30 min. Total cell lysates were subjected to HA immunoprecipitation and separated
in 10% SDS-PAGE. Proteins were revealed by colloidal blue Coomassie staining. Using transilluminator, intensity of bands was appreciated by CC and R-A T and
bands with stronger intensity than that of control were cut (red square). Protein peptide digests were then subjected to mass spectrometry analysis. (B) Identified
proteins were analyzed for Biological pathways using Panther software. (C) Mass spectrometry identification of selected putative interacting partners of TrkA under
proNGF stimulation (5 or 30 min). For each identified protein, the Uniprot ID, the number and sequence of the different peptides allowing protein identification and
the individual peptide Mascot score are summarized. Underlined amino-acids (C and M) are oxidized residues. MW: Molecular Weight. GO: Gene Ontology. (For
interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)
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Fig. 2. ProNGF induced association of sortilin, TrkA and EphA2. (A) Representative immunoblotting for sortilin, EphA2 and TrkA following IP anti-HA (TrkA),
sortilin or EphA2 in HA-TrkA MDA-MB-231 cells after non-cleavable proNGF treatment. (B-E) Representative pictures (B and D) and quantification (C and E) for
sortilin/TrkA (B and C) and TrkA/EphA2 (D and E) PLA signals in HA-TrkA MDA-MB-231 cells after non-cleavable proNGF treatment. PLA signals were quantified on
three independent experiments. In (C) and (E), data are expressed as scatter plots. ***p < 0.001; ns, not significant.

indicating that Akt phosphorylation depended upon TrkA phosphor-
ylation while Src phosphorylation did not. By contrary, in cells trans-
fected with siEphA2, proNGF still induced Akt phosphorylation but not
that of Src, indicating that Akt phosphorylation did not depend on
EphA2 while Src activation did (Fig. 3G).

Collectively, our data showed that, in MDA-MB-231 breast cancer
cells, proNGF binding to sortilin induced functional sortilin/TrkA/
EphA2 association, leading to TrkA-dependent Akt phosphorylation and

EphA2-dependent Src phosphorylation (Fig. 3H).

3.3. ProNGF increases breast cell clonogenic growth through functional
association of TrkA with EphA2

In order to determine the relevance of TrkA/EphA2 functional as-

sociation in breast cancer cells, we further extended our study on a
panel of representative breast cancer cell lines including basal-like
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Fig. 3. ProNGF-induced association of TrkA with sortilin and EphA2 was sequential. (A-B) Representative immunoblotting for sortilin, EphA2 and TrkA after IP
anti-HA (TrkA) following treatment with 1 pM neurotensin (A) or after IP anti-sortilin in cells transfected with TrkA-targeting siRNA (B). (C) Representative pictures
of sortilin/EphA2 PLA. (D-E) Representative immunoblotting for sortilin, EphA2 and TrkA after IP anti-HA in HA-TrkA MDA-MB-231 cells expressing a kinase-dead
TrkA mutant (D) or transfected with EphA2-targeting siRNA (E). In (D), TrkA phosphorylation in the kinase domain (Y674/675 residues) was also evaluated by
immunoblotting. (F-G) Representative immunoblotting for the phosphorylated and total forms of Akt and Src in non-cleavable proNGF-stimulated HA-TrkA MDA-
MB-231 cells expressing a kinase-dead TrkA mutant (F) or cells transfected with EphA2-targeting siRNA (G). Inmunoprecipitations and immunoblots were carried
out at least 2 times with similar results. (H) Putative dynamic of proNGF-induced sortilin/TrkA/EphA2 signaling in breast cancer cells. After proNGF binding to
sortilin (1), TrkA is phosphorylated allowing Akt activation (2). Additionally, EphA2 is also recruited to the sortilin/TrkA complex in a TrkA kinase-independent

manner, leading to Src activation (3).
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Fig. 4. TrkA/EphA2 complex was involved in proNGF-stimulated clonogenic cell growth. (A) PLA of TrkA/EphA2 complex in wild-type MDA-MB-231,
SUM159-PT, MCF-7, T-47D and HCC-1954 breast cancer cells following proNGF treatment (5 and 30 min). (B) Clonogenic cell growth following proNGF treatment (5
and 30 min) and transfection of EphA2-targeting siRNA. (C) Clonogenic cell growth of MDA-MB-231 cells following treatment with 10 nM K252a and/or transfection
with EphA2-targeting siRNA. Data are expressed as scatter plots (A) or means + SEM (B-C). **p < 0.01; ***p < 0.001; ns, not significant.

(wild type MDA-MB-231, SUM159-PT), luminal-like (MCF-7, T-47D), all cell lines tested, except for MCF-7 (Fig. 4A and S3). Clonogenic as-
and HER2-overexpressing basal-like cell line HCC-1954. PLA signals of says were then carried out to evaluate the impact of EphA2 invalidation
TrkA/EphA2 were increased after 5 min of stimulation with proNGF in on proNGF-stimulated cell growth. As shown in Fig. 4B, proNGF
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Fig. 5. Combinatorial treatment with TrkA- and EphA2-targeting modalities delays primary tumor growth and metastasis formation. (A-B) Tumor growth
of MDA-MB-231 xenografts in SCID mice submitted to 3 injections (every 3 days; black arrows) of either in vivo JetPEI + control or EphA2-targeting siRNA (7.5 ug/
mouse), or CEP-701 (10 mg/kg) alone or in combination. Tumor volumes were measured at different intervals (A) and represented as scatter plots at the end of the
experiment (B). (C) Detection of metastatic human breast cancer cells (as determined by RT-PCR for the expression of the human microglobulin) in different organs
(lungs, liver and brain) of MDA-MB-231 xenograft-bearing mice submitted to 5 injections (every 3 days; black arrows) of either in vivo JetPEI + control or EphA2-
targeting siRNA (7.5 pg/mouse), or CEP-701 (10 mg/kg) alone or in combination. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ns: not significant. Data are expressed as

means *= SEM (A) or scatter plots (B).

stimulated clonogenic cell growth in all the cell lines tested; siEphA2
totally abolished proNGF-induced cell growth except in MCF-7, this was
consistent with the results of PLA assay revealing that proNGF did not
increase TrkA/EphA2 complex in these cells and with the fact that MCF-
7 cells express low levels of both TrkA and EphA2 compared to the
other cell lines (Figure S4). Use of another siEphA2 sequence [14]
confirmed also the implication of EphA2 in pro-NGF induced clono-
genic growth of MDA-MB-231 cells (Figure S5). These results indicated
that proNGF-induced cell growth involved TrkA/EphA2 association in
different cell lines whatever their molecular classification (i.e. basal,
luminal or HER2-like). We then examined the impact of TrkA and/or
EphA2 inhibition on colony formation in MDA-MB-231 cells. As shown
in Fig. 4C, the TrkA inhibitor K252a inhibited colony formation to
about 85% of control, siEphA2 to 60% of control, while combinatory
treatment with K252a and siEphA2 inhibited colony formation to less
than 30% of control.

3.4. Simultaneous targeting of TrkA and EphA2 reduces tumor growth and
brain metastasis in vivo

Given the above results indicating the importance of proNGF-in-
duced TrkA/EphA2 association in breast cancer cells, we determined
the potential benefit of a combinatorial targeting of TrkA and EphA2 in
xenograft mouse model. As shown in Fig. 5A and B, CEP-701 (clinical
derivative of K252a) alone did not significantly reduce tumor growth,
while siEphA2 alone delayed tumor growth when compared to the
control group (scrambled siRNA). Combined treatment of CEP-701 and
siEphA2 resulted in a dramatic reduction of tumor burden when com-
pared to CEP-701 or siEphA2 treatment alone. We then evaluated the
impact of TrkA and/or EphA2 invalidation on breast cancer cell dis-
semination in different organs including lungs, liver and brain (Fig. 5C).
In these conditions, we first confirmed that combined inhibition of TrkA
and EphA2 inhibited tumor growth as the median survival of the mice
was increased: Median of survival were 40 days in control group, 53
days in siTrkA group, 49 days in siEphA2 group and 57.5 days in siTrkA
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Fig. 6. TrkA/EphA2 complex expression is associated with overall survival (OS) decrease for breast cancer patients. (A-C) Representative pictures for TrkA
immunostaining in breast tumors, defined as low (A), medium (B) or high (C). (D) Kaplan-Meier OS curves in breast cancer patients according to TrkA staining. (E-G)
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Table 1

Correlation between expression levels of TrkA and EphA2, TrkA/EphA2 association (PLA signal) and clinical parameters of patient samples.

TrkA EphA2 TrkA/EphA2 PLA

Estrogen receptor Positive (n = 109) 1.725 = 0.09478 p = 0.1408 1.817 = 0.1011 p = 0.2155 2.193 + 0.1169 p = 0.1608
Negative (n = 71) 1.944 + 0.1115 2.014 + 0.1212 1.915 = 0.1615

Progesterone receptor Positive (n = 95) 1.663 + 0.09996 p=0.0318 1.758 *= 0.1097 p = 0.0536 2.053 + 0.1201 p = 0.5557
Negative (n = 84) 1.976 + 0.1044 2.060 + 0.1089 2.141 + 0.1541

HER-2 Positive (n = 69) 1.783 + 0.1254 p = 0.8799 1.884 *+ 0.1248 p = 0.9606 2.217 * 0.1650 p = 0.2717
Negative (n = 113) 1.805 + 0.08876 1.876 = 0.09988 2.000 + 0.1166

Triple negative Positive (n = 34) 2.088 + 0.1544 p = 0.0578 2.176 + 0.1661 p = 0.0715 1.765 + 0.2315 p = 0.1053
Negative (n = 147) 1.735 = 0.08153 1.816 = 0.08743 2.163 + 0.1049

Lymph node invasion Positive (n = 116) 1.724 *+ 0.09372 p = 0.1166 1.897 * 0.09976 p = 0.9171 2.138 + 0.1193 p = 0.2127
Negative (n = 69) 1.957 + 0.1081 1.913 + 0.1181 1.899 + 0.1193

and siEphA2 mice (Figure S6). We found that tumor cells disseminated
readily in these three distant organs. Lung metastasis was not modified
under any invalidation condition. Interestingly, TrkA invalidation alone
was sufficient to reduce liver metastasis while combined inhibition of
TrkA and EphA2 was required to decrease brain metastasis. These re-
sults indicated that simultaneous inhibition of TrkA and EphA2 was not
only efficient in inhibiting primary tumor growth, but also in reducing
brain metastasis formation.

3.5. ProNGF-induced TrkA/EphA2 association is correlated with poor
prognosis in breast cancer

To go further on the significance of TrkA/EphA2 functional complex
in breast cancer, we performed immunostainings of TrkA, EphA2, and

PLA labeling to colocalize TrkA/EphA2 in breast tumor samples in a
tissue microarray (TMA) cohort of 189 patients (Fig. 6, Table 1 and S1).
We found that TrkA expression was associated with PR-negative status
(Table 1). However, neither TrkA nor EphA2 alone correlated with
overall survival of patients (Fig. 6A-H and Table 1). By PLA, we dis-
tinguished the differential PLA signals of TrkA/EphA2 in the samples,
and found that high level of TrkA/EphA2 PLA signals in tumors was
correlated with a significant decrease of overall survival of patients
(Fig. 6I-L).

4. Discussion

Compelling evidences showed that proNGF is more than just a
metabolic precursor of NGF, as it exhibits biological activities in a wide
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range of normal and neoplastic tissues, including breast cancer
[6,8-13,17]. Nevertheless, proNGF functions in cells are still in debate
due to its pro-survival and pro-apoptotic activities, according to cell
types. A recent study reconciled these findings by showing that these
opposite biological effects depend on TrkA levels [29]. Indeed, the
authors showed that proNGF elicits apoptotic signaling in PC-12 cells
expressing low levels of TrkA while it favors survival of cells expressing
high levels of TrkA. In agreement with these findings, increased levels
of TrkA are associated with tumor growth and metastasis in breast
cancer [30] and melanoma [31].

In breast cancer cells, we previously observed that uncleavable
proNGF induces sortilin recruitment at plasma membrane and TrkA
activation, leading to increased cell invasion, independently of p75"'®
[10]. Herein, by studying TrkA-interacting proteins upon proNGF sti-
mulation, we identified EphA2, a membrane receptor tyrosine kinase,
as a key element of proNGF signaling in breast cancer cells. ProNGF
signaling through sortilin and TrkA allowed for EphA2 recruitment,
which in turn activated Src in a TrkA phosphorylation-independent
manner.

Implications of EphA2 in proNGF-induced signaling is of particular
interest. Indeed, EphA2 binds to its ligand ephrin-Al to maintain cell
adhesion and tissue homeostasis in normal breast epithelial cells [32],
ephrin-Al downregulation favors ligand-independent activation of
EphA2 and associated downstream signaling pathways (e.g MAP-ki-
nase, RhoGTPase and Src) in several types of cancer cells, leading to cell
invasion and metastasis [33-35]. Although the mechanisms of ligand-
independent activation of EphA2 remain fragmentary, it has been
shown that EphA2 phosphorylation by Akt or Rsk can lead to its acti-
vation [35,36]. Here, we observed that in the context of proNGF sti-
mulation, EphA2 activated Src via an Akt-phosphorylation independent
mechanism. Moreover, our proteomic analysis revealed that several
Src-associated signaling proteins like cortactin and p130 Cas were
pulled-down with TrkA upon proNGF treatment, suggesting that
proNGF could activate a signaling cascade involving Src/p130 Cas/
cortactin complex. Although further study should be done to confirm
this hypothesis, the Src/p130 Cas/cortactin complex is already reported
to induce cell invasion [37].

Song et al. [14] have recently reported that EphA2 is overexpressed
in the basal-like breast cancer molecular subtype and this over-
expression is correlated with poor recurrence-free survival in triple-
negative breast cancers. Loss of EphA2 function in both human and
genetically engineered mouse models of triple negative breast cancers
reduced tumor growth. Herein, we observed that EphA2 silencing in-
hibited proNGF-stimulated clonogenic cell growth of not only triple
negative, but also luminal ER-positive and HER2-positive breast cancer
cell lines. This implies that EphA2 is involved in proNGF-stimulated
clonogenic cell growth, independently of molecular subtypes. Con-
sistently, we could not find any significant correlation between TrkA/
EphA2 complex or co-localization and different subtypes of breast
cancer. Of importance, the level of TrkA/EphA2 co-localization is sig-
nificantly correlated with poor overall survival of patients suffering
from breast cancer regardless the cancer subtype, suggesting the po-
tential involvement of proNGF/TrkA/EphA2 axis in breast cancer pro-
gression whatever the cancer subtype. These findings reinforced our
previous results showing a significant correlation between the expres-
sion of proNGF and lymph node invasion [10].

Cross-talk in growth factor-induced signaling pathway is a leading
cause of resistance to targeted therapies [38,39]. EphA2 was identified
to mediate resistance to multiple targeted therapies including trastu-
zumab (HER-2 inhibitor) via Src activation in breast cancer cells [40],
as well as erlotinib (EGFR inhibitor) in lung cancer models [41]. We
postulate that the existence of a proNGF-induced EphA2-Src pathway,
independently of TrkA phosphorylation and Akt activation, may con-
tribute to tumor resistance to therapies targeting TrkA kinase domain
(lestaurtinib, larotrectinib, entrectinib ...). Here, we showed that si-
multaneous targeting of TrkA and EphA2 receptors, dramatically
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reduced colony formation in vitro and tumor development in vivo,
suggesting that inhibiting both TrkA- and EphA2-dependent signaling
pathways may improve the therapeutic benefit in patients (over)ex-
pressing TrkA, EphA2 and proNGF.

In conclusion, our data demonstrated that functional interactions
between sortilin, TrkA and EphA2 are essential for the tumor-pro-
moting effect of proNGF in breast cancer. Although further translational
work is required, our results suggest that proNGF/TrkA/EphA2 axis
could be used as both a prognostic marker and a potential therapeutic
target in breast cancer.
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