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Small interfering RNA
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Signal transducer and activator of transcription
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Partie I. Le cancer du poumon

I.1. Anatomie du poumon

Le poumon droit et le poumon gauche contenus dans la cavité thoracique sont chacun
entourés d’'une séreuse : la plévre dont les deux feuillets forment la cavité pleurale. Les
poumons ont la forme d’'un demi-cébne dont la base inférieure épouse la convexité du
diaphragme. Cet organe ayant une couleur allant du rose au gris est élastique. Sa forme et
son volume sont dus a la présence d’air dans ses alvéoles. Une fois vidé de son air, celui-ci
se rétracte sur lui-méme, atteignant un volume environ 30% plus faible (Parson, 2009). Le
poumon est un organe segmenteé en plusieurs lobes par la présence de scissures. Le poumon
droit présente une scissure obliqgue et une scissure horizontale le divisant en trois lobes
(supérieur, moyen et inférieur). Le poumon gauche ne posséde qu’une seule scissure oblique
le divisant en deux lobes (supérieur et inferieur). Chaque poumon est ventilé par une bronche
principale qui se subdivise en bronches lobaires (une par lobe), se divisant a leur tour en
bronches segmentaires, sous-segmentaires, donnant finalement naissances aux bronchioles
ventilant les alvéoles. Les lobes sont constitués de lobules pulmonaires qui représentent 'unité
fonctionnelle du poumon. Le lobule pulmonaire est pénétré par son sommet par la bronchiole
qui, en se divisant successivement, donne les bronchioles terminales qui ventilent les alvéoles.
Les alvéoles dont la surface totale approche les 90m2 et les capillaires respiratoires constituent
la barriere alvéolo-capillaire qui permet les échanges gazeux. Les poumons sont irrigués
principalement par les artéres et veines bronchiques (Figure 1).

Nodule lymphatique — Trachée

. 2 Bronches
Poumon droit

. \ Poumon gauche
Lobe supérieur

Lobe supérieur

Lobe moyen

Lobe inférieur
Lobe inférieur

Diaphragme
Artere

me Bronchiole
Alvéoles

Figure 1: Anatomie du systéme respiratoire d’aprés « PDQ Cancer Information Summairies »

Schéma représentant le systéeme respiratoire, comprenant le diaphragme surmonté des deux poumons,
eux-mémes reliés aux voies aériennes par le biais des bronches et de la trachée. L’air inhalé passe par
la trachée, les bronches, les bronchioles et atteint le réseau sanguin au travers des alvéoles
pulmonaires
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I.2. Epidémiologie du cancer bronchique

Le cancer bronchique est depuis plusieurs dizaines d’années le cancer le plus répandu
a travers le monde selon I'International Agency for Research on Cancer (IARC) de 2017 avec
une mortalité annuelle supérieure a 1 million (Herbst et al., 2018). En France, en 2018, selon
l'institut national du cancer, ce type de cancer a causé la mort de 33 117 personnes. Il est la
premiere cause de mortalité par cancer. L’age médian au diagnostic est de 67 ans chez
'homme et de 65 ans chez la femme. Le cancer bronchique présente un pronostic sombre
avec une survie a 5 ans de 17%. La prévalence est de 46 363 nouveaux cas en 2018 : 31 231
chez 'homme et 15 132 chez la femme. L’incidence du cancer du poumon est plus importante
chez ’'homme (65%) que chez la femme (35%) et ce quel que soit 'dge du sujet. Malgré ces
chiffres, le cancer bronchique ne cesse de progresser chez la femme.

I.3. Facteurs de risques dans le cancer du poumon

Le principal type de cancer bronchique rencontré en France est 'adénocarcinome qui
représente 35 a 45% des cas, suivi du carcinome épidermoide et le cancer bronchique a
petites cellules (CBPC). L’'une des principales causes de cancer est le tabagisme qui cause
entre 80 et 90% des cas (American Cancer Society®, 2019). Les cas restants sont rencontrés
chez des patients non-fumeurs, chez qui ce type de cancer représente la 7¢™ cause de décés
par cancer a travers le monde (Sun et al., 2007 ; Thun et al., 2008). Chez les fumeurs, le risque
relatif de développer un cancer bronchique est 20 fois plus élevé que chez une personne non-
fumeuse. Chez les patients non-fumeurs atteints de cancer bronchique, les principaux facteurs
de risque démontrés sont : le tabagisme passif, I'exposition a des agents cancérigénes (radon,
amiante...), la prédisposition génétique ou encore la contraction de maladies pulmonaires
chroniques telles que la Broncho Pneumopathie Chronigue Obstructive (BPCO) (Durham et
Adcock, 2015). De nombreuses études ont pu mettre en évidence des différences
histologiques et moléculaires entre les cancers du fumeur et du non-fumeur ; les fumeurs
contractants plus couramment des cancers a petites cellules comme les carcinomes
squameux (53%) et les non-fumeurs ayant majoritairement des adénocarcinomes (ADC)
(62%) (McCarthy et al., 2012 ; Samet et al., 2009 ; Subramanian et Govindan, 2007 ; Sun et
al., 2007 ; Dela Cruz et al., 2011).

I.4. Les symptdémes et diagnostic

Les patients atteints de cancer bronchique présentent peu de symptdmes spécifiques
de cette pathologie. En effet, seuls des signes généraux peuvent étre observés comme un
amaigrissement ou une modification de I'état général, laissant alors la possibilité a la tumeur
de se développer et de se disséminer sans pouvoir suspecter sa présence. Toutefois, des
manifestations respiratoires apparaissent au fil du développement de la pathologie telles que
la toux, la dyspnée, 'hémoptysie ou encore des douleurs thoraciques. L’apparition tardive des
symptémes spécifiques du cancer bronchique provoque inévitablement un diagnostic a un
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stade avancé de la pathologie, stade auquel la tumeur est inopérable dans 80% des cas. La
difficulté de diagnostic et les stades de diagnostic tardifs sont en partie responsables de la
faible survie a 5 ans (environ 17%) (Spiro et al., 2007).

Malgré la connaissance des symptoémes du cancer bronchique, aucun ne permet de
déterminer le type et le stade de la tumeur. L’identification de celle-ci passe par des examens
radiologiques comme la radiographie du thorax et le scanner thoracique. Les derniéres
décennies ont permis I'évolution et I'apparition de nouveaux outils d'imagerie permettant le
diagnostic du cancer bronchique. Dans ces innovations nous retrouvons notamment la
tomographie par émission de positons (TEP), la bronchoscopie confocale et la micro-
endoscopie confocale (Sutedja, 2003). L’évolution des techniques d’'imagerie médicale
participent a 'amélioration de la médiane de survie des patients. En effet, la tomographie par
émission de positons constitue une réelle avancée dans le diagnostic en se basant sur I'activité
métabolique et pas uniqguement sur I'anatomie des structures observées. Le diagnostic de la
tumeur passe également par la réalisation d’une fibroscopie bronchique couplée a une biopsie
de la tumeur ou de lésions suspectes. Les prélévements réalisés permettent alors de dresser
un diagnostic moléculaire de la tumeur en recherchant la présence de mutations oncogénigues
telles que celles présentes au niveau du géne codant I'Epidermal Growth Factor Receptor
(EGFR), BRAF, KRAS, PI3K, HER2 ou encore la présence de réarrangements
chromosomiques (Anaplastic Lymphoma Kinase (ALK) ou ROS1). Le diagnostic moléculaire
s’ajoute a la classification TNM (Classification des tumeurs malignes) représentative du degré
d’envahissement tumoral dressé grace a I'imagerie médicale.

I.5. Classifications

Actuellement, deux systemes formels sont utilisés pour caractériser les cancers
bronchiques. Une premiére classification développée par 'Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) qui est basée sur le type histologique des tumeurs et une seconde proposée par I'Union
for International Cancer Control (UICC) reposant sur la taille de la tumeur primaire et sa
capacité d’extension. Ces différentes classifications permettent a la suite du diagnostic de
prévoir I'évolution de la maladie et de mettre en place la stratégie thérapeutique la plus
adéquate.

I.5.1. La classification histologique selon ’OMS

La classification histologique de 'OMS permet de distinguer deux types principaux de
cancer bronchique : le cancer bronchique non a petites cellules (CBNPC) représentant 85%
des cas et le cancer bronchique a petites cellules (CBPC) représentant 15% des cas (Herbst
et al., 2008).

Les CBPC sont des tumeurs malignes de I'épithélium bronchique caractérisées par
une croissance rapide et un haut potentiel métastatique précoce. Ces tumeurs, provenant de
cellules neuroendocrines, sont dans 60 & 70% des cas diagnostiquées a un stade étendu
(Veronesi et al., 2015) et presque exclusivement chez des fumeurs (98% des cas) (Brambilla
et al., 2009) (Figure 2). Etant données I'agressivité, la croissance rapide et I'étendue de la
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tumeur au diagnostic, le pronostic pour ce sous-type de cancer bronchique est tres sombre
avec une survie médiane sans traitement de 2 a 4 mois. En effet, le protocole thérapeutique
dépendant du stade de la tumeur, il est difficile de mettre en place un traitement. La survie
moyenne a 2 ans pour ce type de cancer est comprise entre 5 et 20% (Van Meerbeeck et al.,
2011).

Les CBNPC sont dus dans 85% des cas au tabagisme. lls sont sous-divisés en trois
sous-types ayant des caractéristiques histologiques différentes : les carcinomes a grandes
cellules et plus majoritairement les carcinomes épidermoides (CESs) et les adénocarcinomes
(ADCs) (Figure 2).

Les adénocarcinomes (ADCs) bronchiques sont les plus couramment observés, ils
représentent environ 50% des cas de CBNPC. lIs proviennent des voies respiratoires distales
et plus particulierement des pneumocytes de type Il, des cellules Clara ou des cellules souches
bronchio-alvéolaires (Figure 2). Les ADCs sont principalement retrouvés chez les hommes et
correspondent au sous-type de CBNPC le plus retrouvé chez les non-fumeurs (Brambilla et
al., 2010 ; Davidson et al., 2013). Les ADCs étant originaires de la partie distale du poumon,
ceux-ci expriment des marqueurs moléculaires spécifiques de cette partie du poumon, tels que
le facteur de transcription de la thyroide 1 (TTF-1) et la kératine 7 (KRT-7) (Brambilla et al.,
2010 ; Davidson et al., 2013). Ce sous-type de CBNPC se divise en sous catégories d’ADCs
(Travis et al., 2015).

Les carcinomes épidermoides (CEs) (ou squameux ou malphigiens), représentant
environ 40% des cas de CBNPC, concernent les voies respiratoires proximales (Figure 2).
Ceux-ci sont fortement associés au tabagisme et a l'inflammation chronique (Brambilla et al.,
2010 ; Davidson et al., 2013). Ces carcinomes sont caractérisés par une différenciation
squameuse proche de I'épithélium pseudostratifié retrouvée sur les parois de la trachée et a
la surface des voies respiratoires supérieures (Rock et al., 2010). Les CEs présentent des
marqueurs moléculaires tels que la cytokératine 5, la cytokératine 6, les facteurs de
transcription SRY-box 2 (SOX-2) et p63 a I'inverse des ADCs (Brambilla et al., 2010 ; Davidson
et al., 2013 ; Lu et al., 2010).

BN

Les carcinomes a grandes cellules, représentant 10% des cas de CBNPC, sont
diagnostiqués par exclusion. Ce sous-type, caractérisé par un aspect indifférencié€, ne posséde
pas les caractéristiques histologiques des ADCs ni des carcinomes épidermoides ou encore
des CBPC. Ces tumeurs sont généralement situées dans le parenchyme pulmonaire.
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Figure 2 : Localisation de la tumeur et origine des cellules tumorales des différents types de
cancer

Le systeme bronchique peut étre subdivisé en deux parties ; une partie proximale correspondant aux
bronches de large diameétre et une partie distale composée des bronchioles, des bronchioles terminales
et des alvéoles. La partie proximale est le lieu d’initiation des carcinomes épidermoides, des
adénocarcinomes, des carcinomes a grandes cellules et a petites cellules. La partie distale quant a elle,
constitue le foyer de développement des carcinomes broncho-alvéolaire et des adénocarcinomes
mixtes.

1.5.2. La classification TNM selon I’UICC

Une seconde classification établie par I'UICC prend en compte les critéeres
anatomiques et I'étendue du cancer au sein de I'organe malade et de I'organisme entier. Elle
se base sur la croissance et I'extension de la tumeur solide. Elle permet d’établir un pronostic
pour le malade et de mettre en place une stratégie thérapeutique. Ce systeme de classification
appelé TNM comprend trois caractéristiques anatomiques (Rami-Porta et al., 2015) :

- T pour « Tumor » qui indique la taille et la localisation de la tumeur primaire dans
I'organe atteint,

- N pour «Node » renseignant sur l'envahissement on non des ganglions
lymphatiques adjacents,

- M pour « Metastasis » indiquant la présence ou non de métastase(s) et leur(s)
localisation(s).
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Dans le cas du cancer bronchique, les sites métastatiques préférentiels sont le second
poumon, le cerveau, le tissu osseux, le foie, les reins et les glandes surrénales (Popper et al.,
2016). A ces lettres, sont associés des chiffres apportant des détails concernant 'avancée du
cancer.

A cette classification TNM, s’associent les stades de progression de la tumeur, allant
du stade 0 au stade IV.

- Stade 0 : cancer non invasif dit in situ

- Stade | : invasion localisée, sans métastase

- Stade Il : extension limitée localement et/ou atteinte ganglionnaire faible

- Stade lll : atteinte locale importante et/ou atteinte ganglionnaire importante
- Stade IV : présence de métastase(s).

L’association de la classification TNM et des stades anatomiques permet de conclure quant
au stade global du cancer. Dans le cas du cancer bronchigue non a petites cellules (CBNPC),
le diagnostic se fait souvent dans des stades avanceés.

I.6. Les cancers bronchiques non a petites cellules

L’apparition du cancer bronchique non a petites cellules fait suite a la mise en place de
mutations oncogéniques ou a l'altération de génes suppresseurs de tumeurs. Ces processus
sont retrouvés dans les différents types de cancers bronchiques non a petites cellules
(adénocarcinomes, carcinomes épidermoides, carcinome bronchigue a grandes cellules). Ces
étapes seront abordées dans cette partie.

[.6.1. La tumorigenése

La tumorigenése du cancer bronchique est similaire a celle des autres cancers et
reposent sur une multitude de processus altérant les caractéristiques génétiques et
épigénétiqgues de la cellule et permettant ainsi sa transformation oncogénique. La
tumorigenése du CBNPC est similaire a celle retrouvée dans les autres types de cancer. Les
principales caractéristiques et marques de la tumorigenése sont celles décrites dans le cercle
de Hanahan et Weinberg (Figure 3) (Hanahan et Weinberg., 2000).

Parmi ces caractéristiques on peut notamment citer la capacité des cellules a induire
des signaux prolifératifs tels que l'activation constitutive de 'lEGFR. Ces cellules peuvent
également contourner les mécanismes visant a limiter la croissance tumorale comme on peut
le voir dans le cas de mutations de génes suppresseurs de tumeurs. Afin d’irriguer et de
favoriser I'approvisionnement des cellules tumorales en nutriments, celles-ci parviennent par
le biais de facteurs pro-angiogéniques tel que le facteur de croissance endothélial vasculaire
(VEGF) a créer un nouveau réseau vasculaire entourant la tumeur. Les nouveaux vaisseaux
ainsi obtenus vont, en plus de participer a l'irrigation de la tumeur, a I'exportation de cellules
tumorales ayant résisté a la mort par anoikose au travers de phénomenes métastatiques.
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L’initiation du développement tumoral passe également par la résistance a la mort cellulaire
programmeée notamment en cas de dommages importants & ’ADN ou encore en devenant
immortelle en résistant a la sénescence grace a une forte activité de la télomérase (Mizukoshi
et Kaneko, 2019). Plus récemment, de nouvelles propriétés ont été ajoutées telles que la
capacité d’échappement au systéme immunitaire, les possibilités de reprogrammation du
métabolisme, linstabilité génomique ou l'induction de la réponse inflammatoire (Hanahan et
al., 2011 ; Zitvogel et al., 2008).

Induction de
signaux prolifératifs

Echappement aux
inhibiteurs de
croissance

Résistance a la mort
cellulaire

Activation de
'invasion/processus
métastatiques

Induction de
langiogenése

Possibilité d’immortalité
réplicative
Figure 3 : Schéma des propriétés des cellules cancéreuses (Hanahan et al., 2000)

1.6.2. Les altérations moléculaires dans le CBNPC

Les modifications des caractéristiques des cellules tumorales énoncées
précédemment sont dues a I'apparition de multiples anomalies génétiques ou épigénétiques.
Les modifications génétiques retrouvées vont alors toucher deux types de génes :

- Les génes suppresseurs de tumeurs dont le réle est de limiter la prolifération
cellulaire ou d’induire la mort programmée des cellules pour empécher une
expansion anarchigue de cellules tumorales,

- Les proto-oncogénes sont des régulateurs positifs du développement cellulaire
dont I'activation va induire la prolifération et la différenciation cellulaire.

La transformation des cellules « normales » en cellules tumorales passe par I'activation
d’un oncogéne et/ou l'inactivation d’'un géne suppresseur de tumeur. Les cellules transformées
sont alors dépendantes de I'oncogéne activé, ces génes sont donc de potentielles cibles
thérapeutiques (Weinstein et al., 2008). Les mécanismes responsables de ces modifications
génétiques peuvent étre, dans le cas des proto-oncogenes, I'apparition de mutations, leur
amplification, le réarrangement chromosomique les conduisant a une hyperactivation
constitutive. La modification d’'un seul alléle est suffisante pour activer 'oncogéne. A l'inverse
de cette hyperactivation, les genes suppresseurs de tumeurs perdent leur fonction par
l'altération des deux alléles du géne, par la délétion d’'une région chromosomique, par la
mutation du gene ou encore par I'hnyperméthylation du promoteur rendant le géne inactif (Kulis
et Esteller, 2012).
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1.6.2.1. Les proto-oncogénes

Les principaux proto-oncogénes retrouvés dans les CBNPC sont : FGFR1 ; KRAS,
EGFR, DDR2, PI3KCA ; BRAF ; ROS1 ; HER2 ; ALK ; AKT (Barlesi et al., 2016). L'incidence
de ces altérations est variable en fonction du type de CBNPC concerné (CEs ou ADCs) (Figure
4) (Pao et al., 2012 ; Sos et al., 2012).

1.6.2.1.1. Les principales mutations retrouvées dans le CBNPC

B-RAF est une sérine/thréonine kinase se trouvant en aval de la GTPase RAS
(RAS/RAF/MEK/ERK). Les mutations de ce géne sont observées dans 2 & 4% des cas (Figure
4). La mutation la plus connue est la V600E observée dans le mélanome. En ce qui concerne
le cancer bronchique non a petites cellules, les mutations récurrentes touchent la boucle G
(G465V et G468A) et le domaine kinase (D594G et L596R). Ces mutations conduisent a
I'activation constitutive de la protéine et ainsi de la voie des MAPKs (Johnson et al., 2012).

La protéine MET (hepatocyte growth factor receptor) est un récepteur a domaine
tyrosine kinase contrdlant de nombreux processus tels que l'invasion, I'angiogenése et la
transition épithélio-mésenchymateuse (EMT). Le géne codant MET, présent sur le
chromosome 7, peut subir différents types de modifications comme I'apparition de mutations,
'amplification, la surexpression ou I'épissage alternatif (Luo et al., 2013). Sa principale
altération correspond a la mutation N375S qui est observée dans 5% des cas de CBNPC. Ces
mutations sont mutuellement exclusives avec les mutations touchant lEGFR ou KRAS (Luo
et al.,, 2013). Il a été montré que l'amplification de MET était responsable de certains
phénomenes de résistance aux thérapies anti-EGFR (Turke et al., 2010).

Le récepteur 2 du facteur de croissance épidermique (HER2 ou ErbB2) est un
récepteur a domaine tyrosine kinase (RTK) de la famille HER (Oxnard et al., 2013). Celui-ci
est muté dans 2% des cas de cancer bronchique non a petites cellules mais est retrouvé
surexprimé dans 20% des cas (Shigematsu et al., 2005) (Figure 4). Les mutations touchant
HERZ2 sont également exclusives des altérations de 'lEGFR et de KRAS (Luo et al., 2013). Les
modifications de cette protéine sont dues a des insertions ou des duplications au niveau de
'exon 20, causant alors une activation constitutive (Stephens et al., 2004).

KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) fait partie de la famille des RAS
GTPases impliguées notamment dans la croissance et la division cellulaire (Gerber et al.,
2014). Les mutations KRAS sont retrouvées dans 8 a 24% des cas de cancer bronchique non
a petites cellules, majoritairement dans le cas d’ADCs chez les fumeurs ou anciens fumeurs
(Dearden et al.,, 2013) (Figure 4). Les mutations rencontrées sont principalement des
substitutions dans les exons 12, 13 et 61 (Cardarella et al., 2013). Ces mutations induisent
une diminution de l'activitt GTPase de la protéine qui conduit a une augmentation des
effecteurs en aval comme ERK ou mTOR (Cardarella et al., 2013). Les mutations de KRAS
sont mutuellement exclusives avec celles de TEGFR. Etant en aval de 'EGFR, les tumeurs
mutées pour KRAS ne sont pas sensibles aux inhibiteurs de tyrosine kinase (ITKs) (Luo et al.,
2013 ; Wangari-Talbot et al., 2013).
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L'EGFR ou erbl (Epidermal Growth Factor Receptor) est un membre de la
superfamille des récepteurs & domaine tyrosine kinase et plus précisément de la famille
ErbB/HER. Il joue un rdle dans la survie, la prolifération et I'invasion cellulaire (Cardarella et
al.,, 2013). L’'EGFR est fortement dérégulé dans 62% des cas de cancer bronchique non a
petites cellules et muté dans 80% des ADCs. L’incidence des mutations de 'lEGFR dans le
CBNPC est variable en fonction de la population étudiée, 10 a 15% des cas dans les
populations caucasiennes et jusqu’a 50% dans les populations asiatiques (Pao et al., 2004)
(Figure 4). L’apparition de mutations dans le domaine tyrosine kinase contribue a une
activation du récepteur indépendante du ligand (Johnson et al., 2012). Les mutations
activatrices touchent principalement les quatre premiers exons du domaine kinase (18 a 21).
Elles se situent au niveau du site de fixation de 'ATP qui est aussi le site de fixation des
inhibiteurs des récepteurs a Tyrosine kinase (ITK) ciblant 'TEGFR. Les mutations activatrices
sont organisées en trois classes :

- Classe 1 : représente 44% des mutations activatrices du domaine tyrosine kinase
incluant la délétion de I'exon 19.

- Classe 2 : représente 41% des mutations activatrices du domaine tyrosine kinase
dont la principale, la mutation ponctuelle L858R située dans I'exon 21 (Mitsudomi
et al., 2007).

- Classe 3: représente 5% des mutations activatrices du domaine tyrosine kinase,
correspondant a des mutations dites « constitutives » telle que la duplication de
I'exon 20.

Les classes 1 et 2 sont majoritairement observées chez la femme, les patients asiatiques et
dans le cas d’adénocarcinomes chez les non-fumeurs (Johnson et al., 2012). La surexpression
de 'EGFR ou l'apparition de mutations constitutives activent de maniére importante les voies
en aval, comme la voie des MAPKSs, la voie PI3K/Akt ou encore les facteurs de transcription
STAT3 et 5 (Sharma et al., 2007 ; Ono et al., 2006). Dans 70% des cas, le type de mutation
permet de prédire la réponse aux traitements par les inhibiteurs des récepteurs a tyrosine
kinase (ITKs) (Jackman et al., 2009 ; Lin et al., 2012). Les mutations dans les exons 19 (del19)
et 21 (L858R) conférent une sensibilité accrue des tumeurs aux traitements par les ITKs
spécifiques de 'EGFR. A linverse, chez les patients qui échappent aux traitements ITKs,
I'apparition de la mutation T790M sur I'exon 20 permet a la tumeur de résister aux traitements
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ITKs. Cette mutation T790M est donc une mutation de résistance aux traitements ITKs (Pao
et al., 2005 ; Kobayashi et al., 2005).

1%
MAP2K1 NRAS 1%
1%AKT1 | | ROS1 fusions 1%

Figure 4 : Les principales altérations génétiques observées dans les ADCs pulmonaires (Pao et
al., 2012)

Dans les ADCs pulmonaires, les deux mutations majoritaires sont KRAS et 'TEGFR dont ce dernier est
la cible de thérapies bloquant son action. Cependant, 40% des altérations géniques demeurent
inconnues.

1.6.2.1.2. Les réarrangements chromosomiques retrouvés dans le CBNPC

La fusion du géne ALK (Anaplastic Lymphoma Kinase) est 'un des réarrangements
chromosomiques observées dans le cancer bronchique et plus particulierement dans les
adénocarcinomes. On retrouve cette fusion dans 3 a 7% des ADCs (Lantuéjoul et al., 2011).
Ce réarrangement chromosomique survient par inversion du bras court du chromosome 2 et
sa fusion avec le géne EML4 (Echinoderm Microtubule Like protein 4) (Luo et al., 2013). La
fusion de ces deux génes conduit & une activation constitutive du récepteur a domaine tyrosine
kinase ALK (Luo et al., 2013 ; Chan BA et al., 2015), entrainant une activation accrue des
voies de signalisation en aval (MAPK ; PISK ; STAT3 ; JAK) responsables de la prolifération
cellulaire. Ce type d’altération génomique est observée de maniéere générale chez des sujets
ayant peu ou pas d’antécédant de tabagisme ou lors de diagnostics chez des personnes
jeunes (Johnson et al.,, 2012). La fusion ALK-EML4 et les mutations de 'EGFR sont
mutuellement exclusives (Luo et al., 2013 ; Cardarella et al., 2013).

ROS1 (Proto-oncogene tyrosine-protein kinase ROS) est le géne condant un proto-
oncogéne a domaine tyrosine kinase. Celui-ci posséde une structure trés similaire a la protéine
ALK. L’incidence des réarrangements touchant ROS1 est d’environ 1% a 2% (Giustini et al.,
2020).
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1.6.2.2. Les génes suppresseurs de tumeurs

A l'inverse des proto-oncogenes hyperactifs, les génes suppresseurs de tumeurs sont
inactivés dans le cancer bronchigue. Ces génes jouent un réle primordial dans la régulation
de la prolifération, la réponse cellulaire aux dommages liés a 'ADN ou encore dans la mort
cellulaire. Dans le cancer bronchique, la perte de fonction de ces génes conduit a la
transformation tumorale. L’inactivation des génes suppresseurs de tumeurs peut étre attribué
a des processus génétiques ou épigénétiques comme la perte d’'un allele chromosomique
(LOH) et l'apparition de mutations, ou une hyperméthylation du promoteur de l'autre alléle
(Figure 5). Les principaux géenes inactivés dans le CBNPC sont FHIT ; p53 ; TGFB ; P14ARF
/ P16INK4 ; PTEN ; LKB1.

Le géne FHIT (fragile histidine triad gene) est un géne suppresseur de tumeur retrouvé
inactif dans de nombreux cancers. Il code la protéine pFHIT et une perte de fonction de cette
protéine conduit a un défaut de réplication ainsi qu’a des cassures de ’ADN. Cette protéine
régule notamment les génes codant les récepteurs de mort. Il a été montré que l'infection de
cellules de cancer bronchique avec un géne FHIT sauvage permettait I'induction de la mort
par apoptose (Zabarovsky et al., 2002). La diminution d’expression de FHIT est observée dans
49% des cas de CBNPC (Sard et al., 1999) et également dans les stades précoces.

La protéine p53 est une protéine nucléaire ayant un réle dans la liaison a 'ADN et dans
I'activation de la transcription de génes associés au cycle cellulaire. Elle agit sur des génes
jouant sur I'arrét du cycle en phase G1 ou en induisant la mort cellulaire a la suite d’'un stress
geénotoxique. Le role de cette protéine est de prévenir tout dommage a ’'ADN en agissant en
« gardien » de l'intégrité génomique lors de stress. La protéine p53 prévient également I'entrée
en phase G2 des cellules ayant subi des dommages au niveau de leur génome en inhibant la
cycline dépendant des kinases CDC2 qui est nécessaire a I'entrée en phase de mitose. Les
fonctions de p53 peuvent étre inhibées par la protéine HDM2 qui régule I'expression du géne
TP53 et augmente le clivage de p53 par le protéasome (Virmani et al., 2000). L’augmentation
de I'expression de HDM2 a la suite d’altérations génétiques conduit alors a une forte inhibition
de p53. La mutation de TP53 est la plus fréquente dans le génome humain et l'un des
événements les plus significatifs dans I'apparition du cancer bronchique. La mutation de ce
géne est directement liée a I'exposition chronique & des carcinogénes, particulierement a la
fumée de cigarette (Brambilla et Gazdar, 2009 ; Mills et al.,1995). Les principales mutations
abolissant les fonctions de p53 sont des substitutions G / T au niveau des codons 157, 245,
248 et 273. p53 se trouve inactivée dans 50% des cas de cancer bronchique non a petites
cellules (Sibilia et al., 2007). La plupart de ces mutations étant non-sens, elles conduisent a
une diminution de I'efficacité de liaison de p53 a 'ADN (Brambilla et Gazdar, 2009).

PTEN (phosphatase and tensin homolog) code une phosphatase qui déphosphoryle le
phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate (PIP3), est retrouvée mutée ou fortement méthylée
dans un grand nombre de cancers bronchiques et notamment chez les fumeurs (Jin et al.,
2010).

Le TGFp (Transforming growth factor ) est une protéine multifonction inhibant la
prolifération cellulaire en se liant & un grand nombre de récepteurs cellulaires. Il s’agit d’'un
inhibiteur du cycle cellulaire visant a stopper la prolifération des cellules en phase G1.
L’expression du TGFB est fortement réduite dans les cas de CBNPC (Richardson and
Johnson, 1993).
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Les protéines p16INK4 et p14ARF, issues du géne P16INK4, forment un lien entre la
signalisation oncogénique et la protéine p53 afin de pouvoir induire I'apoptose des cellules
ayant subi des dommages (Richardson and Johnson, 1993 ; Virmani et al., 2000). La perte
d’expression de p14ARF fait partie des plus observées avec celles touchant p53. L’expression
du géne P16INK4 se trouve altérée par perte d’homozygotie, d’hyperméthylation du promoteur
ou par des mutations dans 40 a 50% des cas de CBNPC (Rom et al., 2000).

LKB1 (Liver Kinase B1) est une protéine kinase impliquée dans la différenciation
cellulaire au début de tumorigenese et dans les processus métastatiqgues. Les mutations
I'affectant sont principalement dues au tabagisme et sont retrouvées dans 34% des ADCs et
20% des carcinomes épidermoides (Herbst et al., 2008).
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Figure 5 : Schéma récapitulatif des différents processus conduisant a la perte d’efficacité des
genes suppresseurs de tumeurs (Li-Hui Wang et al., 2018)

Les génes suppresseurs de tumeurs sont, dans le cancer, les cibles de différents mécanismes inhibant
leur activité. Ces mécanismes peuvent conduire a une perte d’expression dans le cas de méthylation,
de mutation ou de fixation de facteurs de transcription. De maniere plus générale, 'ensemble de ces
mécanismes induisent une perte d’hétérozygotie induisant le disfonctionnement des génes
suppresseurs de tumeur.

I.7. Les approches thérapeutiques du CBNPC

Dans le cas du cancer CBNPC, on peut distinguer deux grands types d’approches
thérapeutiques mises en place : les thérapies dites conventionnelles basées sur I'utilisation
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d’agent cytotoxique peu spécifique et les thérapies dites ciblées visant directement les
processus oncogéniques responsables du développement tumoral. Les thérapies
conventionnelles n’étant pas suffisamment efficaces et conduisant rapidement a des
phénoménes de résistance, cela a conduit au développement de thérapies spécifiques des
altérations moléculaires retrouvées chez les patients a traiter. Ces deux types de thérapies
seront abordés dans cette partie.

I.7.1. Les thérapies conventionnelles

Dans le CBNPC, la premiére ligne de défense consiste en une résection chirurgicale
de la tumeur lorsque celle-ci est détectée de maniére précoce, dans le cas d'un stade | ou
stade Il. La tumeur est alors retirée dans son intégralité par lobectomie qui correspond a
I'ablation du lobe contenant la tumeur ou par pneumonectomie, c’est-a-dire le retrait du
poumon portant la tumeur. Ce retrait de la tumeur s’accompagne d’'un curage ganglionnaire
afin d’enlever les ganglions lymphatiques situés a proximité de la tumeur. Dans le cas d’'une
ablation incompléte de la tumeur, il est alors prescrit des traitements par radiothérapie et/ou
chimiothérapie. Si le résidu est macroscopique, il y a alors radiothérapie couplée a de la
chimiothérapie. Si le résidu est microscopique, il y a uniguement mise en place de
radiothérapie. Les chimiothérapies post-opératoires sont en général prescrites chez les
patients atteints d’'un cancer de stade Il et si leur état physique le permet. Les stades plus
avancés ne sont donc pas opérables étant donnée la dissémination de la tumeur dans
'organisme. Les traitements utilisés en chimiothérapie sont a base de sels de platines qui ont
pour effet dendommager de maniére préférentielle les cellules tumorales et d’en induire la
mort (Li et al., 2016). Malgré la mise en place de ces thérapies, le taux de survie a 5 ans reste
faible, notamment a cause de la forte toxicité de la chimiothérapie et I'apparition de résistances
acquises au cours du traitement (Vanneman and Dranoff, 2012).

I.7.2. Les thérapies ciblées

1.7.2.1. Thérapies ciblées basées sur des inhibiteurs pharmacologiques du site de
fixation de I’'ATP

Au cours des vingt dernieres années, I'essor des thérapies ciblées a permis de passer
de thérapies basées sur des agents cytotoxiques non spécifiques a des traitements ciblant de
maniére sélective les voies de signalisation participant a la croissance et a la progression
tumorale. Ce développement fait suite a la découverte de nombreuses cibles thérapeutiques
au sein des voies de signalisations impliquées dans la croissance tumorale. Cette mise en
évidence a permis d’améliorer le suivi clinique et la prise en charge thérapeutique des patients
(Chen et al., 2014). Les thérapies ciblées ont, de plus, 'avantage d’étre moins toxiques que
les chimiothérapies a base de sels de platine dans le cas d’ADCs. Leur utilisation reste
néanmoins requise pour le traitement des carcinomes épidermoides (Liao et al., 2012 ; Drilon
et al., 2012).
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Figure 6 : Modélisation structurale de 'EGFR et de ses sites d’interaction aux ITKs (Kumar et
al., 2008)

La figure A représente la position de I'ATP dans la fente catalytique de 'EGFR obtenu par
cristallographie. Les panels B et C correspondent a la structure cristallisée de 'lEGFR respectivement
complexés avec l’erlotinib et le lapatinib. Les ITKs sont représentés sous forme de spheres occupant
I'espace entre la boucle P et la boucle d’activation. De cette maniére, les ITKs empéchant la fixation de
I’ATP et I'activation de 'EGFR.

L’application des thérapies ciblées nécessite la mise en place d'un diagnostic
moléculaire afin d’établir le profil moléculaire de la tumeur et ainsi d’adapter le traitement. Les
principales thérapies ciblées ont été développées pour inhiber les mutations ou amplifications
d'EGFR, les mutations KRAS, les mutations PIK3CA et les réarrangements ALK (Chan et al.,
2015 ; Wangari-Talbot et al., 2013). L’'EGFR fit 'une des premiéres cibles étudiées étant
donnée sa forte implication dans le CBNPC (Johnson et al., 2012). Le gefitinib et I'erlotinib
furent ainsi les premiers ITKs développés (premiére génération) pour bloguer de maniére
compétitive et réversible la phosphorylation de 'TEGFR. Le processus de blocage du domaine
kinase passe par la fixation de l'inhibiteur sur le site de liaison de I'ATP dans ce méme domaine
(Morgillo et al., 2016 ; Kumar et al., 2008) (Figure 6). Ces anti-EGFR de premiére génération
ont une activité démontrée principalement pour certaines mutations de type délétion de 'EGFR
touchant le domaine tyrosine kinase (délétion de 'exon 19 ou la substitution L858R) (Jotte et
al., 2015 ; Lynch et al., 2004). L’erlotinib a été montré comme étant un traitement de deuxiéme
ou de troisiéme ligne donnant une meilleure survie globale (Shepherd et al., 2005). Le gefitinib
guant a lui a démontré une bonne efficacité dans les populations asiatiques et chez les non-
fumeurs (Chang A et al., 2006).

L’utilisation de ces traitements de premiére génération a tout de méme conduit a
I'apparition de mutations (voir 1.7.4.3), induisant une résistance aux traitements. Cela a donc
demandé le développement de traitements de seconde génération (Wangari-Talbot et al.,
2013). Les nouvelles générations d’'ITKs ont une meilleure affinité pour les domaines kinases
permettant d’inhiber d’autres membres de la famille de 'EGFR. L’afatinib et le docomitinib,
deux inhibiteurs irréversibles de 'EGFR, sont utilisés pour traiter des stades avancés de
CBNPC portant des mutations au niveau de ’lEGFR, mais ne permet pas de contrer la mutation
T790M. Les ITKs de troisieme génération ont été développés pour contourner I'apparition de
la mutation résistante T790M. Ainsi, l'osimertinib, distinguent les récepteurs a I'EGF
(Epidermal Growth Factor) sauvage des récepteurs mutés. En effet, 'osimertinib peut
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reconnaitre et se lier aux récepteurs portant les mutations de résistance (Remon et al., 2018).
D’autres inhibiteurs de troisieme génération ciblant les mutations de résistance (Rociletinib,
HM61713, PF-06747775, EGF816, ASP8237) sont en cours d’essais cliniques. L'osimertinib
est pour l'instant le seul traitement anti-EGFR de 3°™ génération prescrit actuellement dans
les cas de CBNPC métastatiques présentant la mutation EGFR T790M (Wang et al., 2016).

1.7.2.2. Autres types de thérapies ciblées

D’autres thérapies ciblées spécifiques de 'TEGFR ont été développées, notamment des
anticorps monoclonaux bloquant 'EGFR (cetuximab). Il a été montré que le cetuximab
apportait une amélioration de la survie globale des patients atteints de CBNPC surexprimant
'EGFR (Pirker et al., 2012 ; Rosell et al., 2008). Malgré I'amélioration de la survie des patients
traités au cetuximab, cette molécule provoque I'apparition d’effets secondaires comme des
diarrhées ou des rashs cutanés (Sgambato et al., 2014).

D’autres voies de signalisations sont également ciblées de maniére spécifique pour
traiter le cancer bronchique non a petites cellules. Les voies pro-angiogéniques faisant
intervenir les couples VEGF-A / VEGFR-2 et FGF (Fibroblaste Growth Factor) / PDGF
(platelet-derived growth factor) font partie des cibles thérapeutiques (Raica et al., 2010 ; Amini
et al., 2014 ; Saylor et al., 2012). Seul un traitement anti-VEGF, le bevacizumab, est utilisé en
complément d’'une thérapie aux sels de platines (Corrales et al., 2017).

1.7.3. L'immunothérapie

Ces derniéres années, d’autres molécules ciblant les voies de signalisation impliquées
dans le contrdle de la réponse immunitaire ont été mises au point pour lutter contre le CBNPC.
En effet, deux points de contrble du systéme immunitaire ont été identifiés comme étant des
cibles thérapeutiques intéressantes pour favoriser la réponse immunitaire. Ces deux points de
contréle sont I'antigéne cytotoxique associé aux lymphocytes T4 (CTLA-4) (Callahan et al.,
2010) et la voie PD1/ PDL1 (Zitvogel and Kromer, 2012). Les premiéres études concernant la
mise au point d’'un inhibiteur du ligand PDL-1 ont permis de montrer une activité anti-tumorale
prometteuse (Duruisseaux et al., 2017). Depuis, deux inhibiteurs anti-PD1, le nivolumab et le
pembrolizumab ont obtenu une approbation quant a leur utilisation pour traiter le CBNPC
(Herzberg et al., 2017). Ces inhibiteurs de PD1 ont permis de voir des améliorations dans la
survie globale des patients. Les traitements anti-PD-1 sont maintenant mis en place en
combinaison avec des traitements a base de sels de platines (Lazzari et al.,, 2018). Des
inhibiteurs anti-PDL1 sont actuellement a I'étude tels que I'Atézolizumab ou le Durvalumab,
pour l'instant peu de données ont pu étre récoltées mais les premiers résultats montrent une
augmentation de la survie globale (Duruisseaux et al., 2017).

I.7.4. Les résistances thérapeutiques dans le CBNPC
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Les thérapies ciblées anti-EGFR constituent la meilleure option de traitement contre le
CBNPC présentant des altérations de 'EGFR. Néanmoins, de nombreux cas de patients
traités a l'aide des ITKs montrent une absence de réponse aux thérapies aprés 9 a 14 mois
de traitement (Morgillo et al., 2016).

I.7.4.1. La résistance primaire aux thérapies ciblées

La résistance primaire correspond a une inefficacité immédiate du traitement anti-
tyrosine kinase. Comme nous avons pu le voir précédemment certaines mutations de 'lEGFR
peuvent provoquer une inefficacité des traitements anti-EGFR. Ces phénoménes de
résistances aux traitements sont dus a I'apparition de mutations de novo rendant inopérantes
les thérapies. Ces mutations agissent sur I'état d’activation de 'TEGFR (Eck et al., 2010). Les
mutations les plus importantes et les plus fréquemment impliquées dans la résistance primaire
aux traitements concerne I'exon 20 qui subit notamment la mutation T790M (Morgillo et al.,
2016) (Figure 7). Ces insertions au niveau de I'exon 20 conduisent généralement a une
diminution de l'affinité de 'TEGFR pour son ITK, donc a une absence d’efficacité du traitement.
Dans certains cas, les mutations peuvent induire une sensibilité intermédiaire ne rendant pas
totalement inefficace le traitement. La mutation T790M, la plus connue pour son implication
dans la résistance secondaire, a été identifiée comme étant responsable de la non-réponse
aux traitements de fagon primaire (Su et al., 2012). En effet, des études ont montré I'existence
de clones exprimant la mutation T790M avant tout traitement ITK. Cette mutation accroit
I'affinité de 'TEGFR pour 'ATP et permet de lever I'inhibition induite par les ITKs dans les
cellules mutées EGFR L858R, initialement sensibles aux ITKs en empéchant la fixation des
ITKs de premiéere génération au domaine kinase.

D’autres mécanismes peuvent participer a I'échappement thérapeutique. En effet, la
diminution d’activation de 'TEGFR et par conséquent sa signalisation en aval, dans les cellules
traitées aux ITKs, conduit a une forte dépendance des cellules & la signalisation médiée par
HER2 / HERS3 et PI3K / AKT (Tabara et al., 2012). La résistance primaire est également due
a des altérations génétiques touchant d’autres acteurs moléculaires tels que MET qui est
généralement amplifié ou les membres de la famille des activateurs de 'apoptose comme Bcl-
2 qui sont inhibés.
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Figure 7 : Mutations de ’EGFR touchant le domaine tyrosine kinase induisant une sensibilité
ou une résistance au ITKs d’aprés Sharma et al., 2007

Le gene codant 'EGFR est composé de 30 exons donnant les différents domaines de 'EGFR (domaines
de liaison a I'EGF, domaine tyrosine kinase, domaine d’autophosphorylation). Le domaine tyrosine
kinase se trouve étre le plus exposé aux mutations, notamment au niveau des exons 18 a 21. Les
mutations présentent dans ces exons peuvent étre associés a une résistance thérapeutique telle que la
mutation T790M ou a une sensibilité aux thérapies comme la mutation L858R.

1.7.4.2. L’échappement a I'apoptose

Une part de la résistance thérapeutique passe par I'échappement des cellules a la mort
cellulaire programmeée. En effet, l'inhibition, les mutations ou les délétions de génes pro-
apoptotiques conduisent au contournement de I'apoptose. Des acteurs moléculaires de la
famille BCL-2, tel que BIM, agissant normalement dans l'induction de I'apoptose lors de
traitements anti-EGFR dans le CBNPC sont retrouvés inactivés. La tumeur peut alors
échapper a la mort cellulaire & cause de la délétion de BIM ou d’'un niveau faible d’expression
de cette protéine (Faber et al., 2011). Les patients atteints de CBNPC traités aux ITKs anti-
EGFR étant mutés pour BIM montrent notamment une réponse au traitement significativement
inférieure aux patients non mutés (Nakagawa et al., 2013).
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I.7.4.3. La résistance acquise aux inhibiteurs de tyrosine kinase ciblant "TEGFR

La résistance secondaire aux thérapies apparait généralement apres un traitement
prolongé. Ces mécanismes peuvent étre considérés comme des processus participant a
'évolution des cellules cancéreuses. Les cellules mises sous traitement anti-EGFR sont
soumises a une pression de seélection provoquant le maintien des cellules cancéreuses
résistantes. L'identification des mécanismes et des acteurs moléculaires de cette résistance
est primordiale pour I'adaptation des traitements et son contournement.

L’une des principales mutations secondaires de 'EGFR responsable de la résistance
aux ITKs est la substitution de la thréonine en position 790 par une méthionine (mutation
T790M) (Suda et al., 2009). Cette mutation au niveau de I'exon 20 de 'EGFR est présente
dans plus de 50% des récidives. La moitié des patients présentant la délétion de I'exon 19 ou
la mutation L858R portent également la mutation T790M. Celle-ci est présente dans le
domaine kinase de 'EGFR au niveau de la poche de fixation de 'ATP. Cela induit une
augmentation de l'affinité de 'EGFR pour 'ATP qui est alors son substrat préférentiel par
rapport aux ITKs de premiére et deuxiéme génération (Yun et al., 2008). D’autres mutations
ponctuelles de 'EGFR conférant une résistance aux traitements, telles que la D761Y, la
T854A, la L747S ont pu étre mises en évidence (Morgillo et al., 2016). Néanmoins, leurs
mécanismes demeurent inconnus. Récemment, la substitution C797S du site de liaison a
'ATP a été découverte, celle-ci confére une résistance a tous les inhibiteurs de tyrosines
kinases de troisieme génération (Morgillo et al., 2016).

D’autres mutations secondaires ne touchant pas 'EGFR ont été découvertes telle que
la mutation ALK-1196M, le réarrangement et les mutations du récepteur tyrosine kinase des
neurotrophines type 1 (NTRK1) (Choi et al., 2010 ; Vaishnavi et al., 2013).

Outre les mutations affectant 'TEGFR et les autres acteurs moléculaires, 'augmentation
du nombre de récepteurs a 'EGF a la membrane prend une grande part dans la résistance
acquise aux ITKs. En effet, 'amplification de 'EGFR est responsable de la résistance a
I'erlotinib ou au gefitinib (Sequist et al., 2011). Ces altérations génétiques ne constituent pas
les seuls mécanismes de résistance aux ITKs. En effet, 'activation de voies alternatives ou de
cross-talk entre récepteurs a tyrosine kinase peuvent également contribuer a altérer la réponse
aux thérapies ciblées.

1.7.4.4. L’activation des voies alternatives

Lors de linhibition d’'une voie majoritaire liée a un RTK par les ITKs, les cellules
cancéreuses parviennent a activer des voies de signalisation alternatives (par amplification ou
surexpression) afin de permettre leur survie. De cette maniére, les cellules peuvent activer des
effecteurs en aval de la cible thérapeutique, permettant la croissance et la survie cellulaire. A
titre d’exemple, 'amplification de l'oncogene MET représente 5 a 20% des résistances
acquises (Engelman et al., 2007). La surexpression de MET et de son ligand, I'HGF
(Hepatocyte growth factor), induisent, malgré le blocage de 'EGFR par le Gefitinib, la
phosphorylation de HER-3 (ERBB3) conduisant a 'activation de la voie PI3K/AKT. D’autres
voies de contournement telle que celles de I'IGF-1R (insulin-like growth factor receptor 1) ont
été mises en évidence. L’activation de IGF-1R induit 'hétérodimérisation de ce dernier avec
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'EGFR et conduit a I'activation des voies MAPK et AKT (Morgillo et al., 2016). La multitude de
mécanismes de résistance aux ITKs montre I'importance de s’interroger sur des stratégies
thérapeutiques permettant de contourner ces mécanismes de résistance.
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Partie Il. Les récepteurs a domaine tyrosine kinase

I.1. Généralités

Les récepteurs tyrosine kinase (RTK) jouent un réle primordial dans 'homéostasie
cellulaire, pour la croissance, la mobilité, la différenciation ou encore la survie cellulaire. Ces
récepteurs a un seul passage membranaire regroupés en une superfamille participent a la
physiologie mais sont fortement rencontrés dans des phénoménes physiopathologiques
comme le cancer. En effet, des récepteurs tels que les VEGFR, les Trk ou 'EGFR sont
couramment impliqués dans le développement tumoral lorsqu’ils sont dérégulés.

Cette partie concernera le récepteur a 'lEGF. Ce récepteur portant également les noms
ErbB1/ HER1, fait partie de la famille ErbB comportant également les protéines ErbB2/HER2,
ErbB3/HER3, ErbB4/HER4 (Pines et al., 2010). L'EGFR est un proto-oncogéne principalement
connu pour sa fonction sur les processus de prolifération cellulaire s’'opposant a la mort
cellulaire. Les connaissances actuelles, en constante évolution, permettent de placer 'TEGFR
comme l'une des principales cibles thérapeutiques dans le cas du cancer bronchique. Cette
partie concernera donc les effets de I'activation de TEGFR par son ligand (EGF), les différentes
voies de signalisation activées, sa régulation et son rble oncogénique.

[1.1.1. Historique et découverte de ’EGFR

L’EGFR est une protéine de 170 kDa découverte en 1986, par les docteurs Stanley
Cohen et Rita Levi-Montalcini. L’étude aboutissant a sa découverte leur a notamment permis
de remporter le prix Nobel de médecine. Leurs travaux initialement orientés sur le facteur de
croissance nerveux (NGF) sur des souris nouveau-nées ont permis de mettre en évidence un
facteur de croissance proche du NGF, 'EGF dont les effets avaient été démontrés comme
étant secondaires dans leurs expériences visant le NGF. L'EGF a alors été montré comme
étant responsable de 'augmentation de la croissance de I'épiderme de I'animal de maniére in
vivo et in vitro (Cohen and Elliott, 1963 ; Cohen et al., 1965). L'EGF humain fut ensuite
découvert dans des cultures de fibroblastes humains (Cohen et al., 2004). Le mécanisme
responsable de la réponse a I'EGF fut par la suite identifié. Il a alors été mis en évidence
l'existence d'un récepteur a 'EGF, 'lEGFR (Cohen et al., 1980 ; Carpenter et al., 1975).
L’équipe du Dr Cohen a également pu montrer que la fixation de 'lEGF a 'lEGFR induisait une
phosphorylation, mettant en évidence I'activité kinase de cette protéine. En 1984, l[EGFR a
été la premiére protéine a domaine tyrosine kinase identifiée (Ullrich et al., 1984). Cette méme
année, le premier lien entre 'lEGFR et le cancer a été démontré en observant 'oncogéne v-
ErbB responsable du virus érythroblastique aviaire, un homologue mutant de 'EGFR
(Downward et al., 1984). Les mutations et la surexpression de 'EGFR ont été observées
comme étant impliquées dans la promotion de carcinomes (Cowley et al., 1986), de sarcomes
(Gusterson et al., 1985), de CBNPC (Veale et al., 1987) puis dans le gliome (Wong et al.,
1987).
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Il est clairement établi que les membres de la famille des protéines ErbB participent a
une multitude de processus pro-oncogéniques comme la prolifération cellulaire, 'angiogenése,
l'inhibition de I'apoptose, la mobilité cellulaire, I'adhésion cellulaire, le métabolisme, le cycle
cellulaire ou les métastases. Ces protéines sont donc des cibles thérapeutiques de choix. De
nombreux agents thérapeutiques ciblant ces protéines sont déja utilisés. Malgré ceux-ci, les
cellules parviennent toujours a muter et a contourner les voies de signalisations inhibées afin

de survivre aux traitements.

11.1.2. Les membres de la famille ERBB

Actuellement, 58 RTKs différents sont connus chez ’'Homme, ceux-ci sont regroupés
en 20 sous-familles. La majorité des RTKs a une structure similaire comprenant un domaine
extracellulaire de liaison au ligand, un domaine transmembranaire, une région juxta
membranaire, un domaine tyrosine kinase cytosolique et une queue C-terminale (Lemmon and
Schlessinger et al., 2010). Les domaines extracellulaires des RTKs varient en fonction des
sous-familles pour fixer les différents ligands avec une forte spécificité (Figure 8).
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Figure 8 : La superfamille de RTKs d’aprés Lemmon and Schlessinger, 2010
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La superfamille des RTKs regroupe 20 sous-familles de récepteurs ayant un domaine
transmembranaire et un domaine tyrosine kinase intracellulaire représentés en rouge. La majorité de
ces récepteurs comportent des domaines extracellulaires.

La famille de ErbB comprend les protéines EGFR / HER1 / ErbB1, Neu / HER2 / ErbB2,
HER3/ ErbB3 et HER4 / ErbB4. Ces différents récepteurs ont la capacité de s’homo- et
s’hétérodimériser donnant ainsi de nombreuses combinaisons de dimeéres (Lemmon and
Schlessinger, 2010). Certains membres possedent des caractéristiques ou spécificités
structurales et/ou fonctionnels. Ainsi, ErbB2 est un récepteur ne portant pas de domaine de
liaison au ligand et aucun ligand ne lui a été décrit. Le domaine de dimérisation de ce récepteur
étant constitutivement exposé (Burgess et al., 2003), ErbB2 est le partenaire préférentiel des
autres membres de cette superfamille (Tzahar et al., 1996 ; Holbro et al., 2003). Une autre
spécificité concernant ErbB3 est I'absence de domaine kinase, de ce fait, les homodiméres
ErbB3 ne possedent qu’une faible activité d’autophosphorylation (Tomas et al., 2014). Malgré
cette particularité, ErbB3 peut étre phosphorylé par ses partenaires et induire une cascade de
signalisation puissante en aval (Holbro et al., 2003). Bien que 'ensemble des membres de la
famille ErbB puisse étre impliqué dans le développement tumoral, la principale protéine
observée dans le CBNPC demeure 'EGFR.

11.1.3. La structure de ’EGFR

L’'EGFR est synthétisé sous forme d’un précurseur de 1210 résidus qui est clivé au
niveau de sa partie N-terminale donnant une protéine mature de 1186 acides aminés. De la
partie N-terminale a la partie C-terminale, TEGFR est constitué d’une partie extracellulaire
comptant une zone de liaison au ligand et d’'un bras de dimérisation, d’'un domaine
transmembranaire hydrophobe et d’une queue intracellulaire portant le domaine tyrosine
kinase. Ces parties correspondent respectivement aux exons 1 4 16 ; 17 et 18 a 28 (Roskoski
et al., 2014).

La région extracellulaire, composée de 621 acides aminés, est divisée en différents
domaines (I a IV) (Figure 9). Les domaines | et lll sont des domaines portant des zones riches
en leucines participant a la liaison du ligand. Le domaine Il porte le bras de dimérisation
permettant de se lier aux domaines de dimérisation des autres membres de la famille ErbB.
Les domaines Il et IV sont riches en cystéines leur permettant de former des ponts disulfures
entre eux. Le domaine IV permet également de relier la région extracellulaire a la partie
transmembranaire.

Larégion transmembranaire est composée de 23 acides aminés hydrophobes (lle622
a Met644) permettant 'ancrage dans la membrane (Carpenter et al., 1991) (Figure 9). La
région transmembranaire n’est pas uniquement impliquée dans I'ancrage du récepteur. En
effet, ce domaine participe notamment a la dimérisation du récepteur (Tanner and Kyte, 1999)
et dans l'alignement des domaines intracellulaires (Bell et al., 2000).

Le domaine intracellulaire est composé de la partie juxta-membranaire d’environ 40
acides aminés, du domaine tyrosine kinase de 263 acides aminés et de la queue C-terminale
de 182 acides aminés. Le domaine tyrosine kinase comporte un site de liaison a 'ATP
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permettant I'activation du récepteur (Figure 9). Ce site de liaison est situé entre les deux lobes
composant le domaine kinase, un lobe N et un lobe C (Stamos et al., 2002). Les lobes N et C
ont respectivement une structure en feuillets B et en hélices a. La trans-autophosphorylation
correspond a l'interaction du lobe N d’un récepteur avec le lobe C du second récepteur (Zhang
et al., 2006). Ce domaine comporte également des résidus permettant son ubiquitinylation.
L’extrémité C-terminale comporte de nombreux résidus tyrosines qui, lorsqu’ils sont
phosphorylés, permettent 'ancrage de diverses protéines relayant la transduction du signal.
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Figure 9 : Structure de PEGFR d’apreés Siwak et al., 2009

L’EGFR est constitué de domaines extracellulaires, transmembranaire et intracellulaires. La partie
extracellulaire de 'TEGFR comporte deux domaines de fixation aux ligands (en violet) et deux domaines
de dimérisation (en bleu clair). La partie transmembranaire est constituée de résidus hydrophobes. La
portion intracellulaire fortement conservée dans la famille de 'EGFR contient le domaine tyrosine
kinase. L’autophosphorylation de 'EGFR conduit a I'activation de ce domaine qui est alors un site de
fixation pour les protéines ayant un domaine de fixation aux phosphotyrosines, ayant pour conséquence
l'activation de voies en aval du récepteur.
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I1.1.4. L’influence de I’épissage alternatif de 'EGFR sur sa signalisation

Le transcrit de 'EGFR comporte 30 exons pouvant étre épissés de différentes
manieres générant 8 variants (Abou-Faycal et al., 2017) (Figure 10). Les différents variants
codent des formes non-solubles (EGFRVA, EGFRvIIl, EGFRvIVa, EGFRvIVb, mLEEK) et des
isoformes solubles (SEGFRv2, sEGFRv3, sEGFRv4). Le variant le plus représenté est
'EGFRUvIII dont les exons 2 a 7 ont été excisés. Cette forme d’EGFR ne permet pas la fixation
de son ligand étant donné I'absence de sa partie extracellulaire (Nagane et al., 1996). Ce

BN

récepteur posséde malgré tout un fort potentiel oncogénique di a sa phosphorylation
constitutive (Nagane et al., 1996 ; Huang et al., 2009). Ce variant est retrouvé dans le cancer
bronchique, le cancer du sein et le glioblastome (GBM) (Moscatello et al., 1995 ; Ekstrand et
al., 1991 ; Abou-Faycal et al., 2017). Celui-ci est considéré comme un marqueur de mauvais
pronostic. Les variants EGFRvIVa et EGFRvIVb délétés d’une portion en aval du domaine
kinase induisent une stabilité et une dimérisation accrues activant les différentes voies de
signalisation de 'TEGFR (Ekstrand et al., 1992). Le variant EGFRVA est modifié au niveau de
sa partie C-terminale, permettant au récepteur d’échapper a l'ubiquitinylation causée par un
défaut d’interaction avec la protéine Cbl (Zhou et al., 2013 ; Song et al., 2016). Ce variant a
pour effet d’induire la migration et I'invasion par le biais de STAT3 (Zhou et al., 2013).
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Figure 10 : L’EGFR et ses différents variants d’aprés Abou-Faycal et al., 2017

L’EGFR constitué de 30 exons peut subir différents types d’épissage conduisant a I'apparition de
nombreux variants de taille différente, ayant des activités différentes. L’ensemble des variants sont
représentés dans la figure ci-dessus.

Des formes solubles d’'EGFR sont générées par épissage alternatif et par clivage
enzymatique de la forme sauvage (Perez-Torres et al., 2008 ; Sanderson et al., 2008). Ces
formes sont retrouvées dans les tissus sains et les tissus cancéreux. Dans le cas du cancer
bronchique, de I'ovaire ou du sein, les formes solubles sont observées dans la tumeur et dans
le sérum des patients (Abou-Faycal et al., 2017 ; Lemos-Gonzélez et al., 2007 ; Maramotti et
al.,, 2016). Ces récepteurs ne possédant pas de domaine tyrosine kinase ni d’ancrage
membranaire, peuvent capter les ligands, ayant pour effet de ralentir la croissance cellulaire
et la progression tumorale dans le méningiome (Guillaudeau et al., 2012). Au contraire, ces
formes solubles sont retrouvées inhibées dans le cancer bronchigue (Lemos-Gonzalez et al.,
2007).

I1.1.5. L’expression de 'EGFR

Le géne de 'EGFR de 110 kb, porté par le bras court du chromosome 7, est divisé en
28 exons. Ce géne exprimé de fagon relativement importante dans les cellules normales
(environ 40 000 & 100 000 récepteurs par cellule) est retrouvé trés fortement surexprimé dans
les cellules cancéreuses (Carpenter and Cohen, 1979 ; Gullick et al., 1986). L’expression de
'EGFR est régulée par plusieurs protéines et notamment par son ligand, 'EGF. Les autres
protéines régulatrices sont E1A (Haley et al., 1987), Sp1 (Johnson et al., 1988), AP2 (Johnson
et al.,, 1996), la topoisomérase | et c-JUN (Mialon et al., 2005). Ces protéines agissent au
niveau du promoteur du gene EGFR.

11.1.6. Les roles physiologiques de PEGFR

L’EGFR et les membres de la famille ErbB ont un réle physiologique dans I'ensemble
des organes. L’EGFR joue notamment un rble dans 'embryogenése des vertébrés. En effet,
un défaut d’expression ou des mutations de ErbB cause chez la souris une mort au stade
embryonnaire ou périnatale. Il a été montré que la mort des souris déficientes en EGFR
provenait de défauts dans différents organes, tels que le cerveau, la peau, le poumon et le
tractus gastro-intestinal (Threadgill et al., 1995). Des travaux réalisés chez le rat ont démontré
que 'EGFR jouait un rble au stade embryonnaire dans la maturation de la peau, le
développement des follicules pileux et le développement de la cornée (Zieske and Wasson,
1993). L'EGFR, et notamment son activité kinase, a également été montrée durant
'adolescence du rat comme participant au développement des glandes mammaires (Wiesen
et al., 1999). A I'dge adulte, I'activité de 'EGFR reste élevée au niveau du systéme nerveux
central (Yamada et al., 1997). L'EGFR est également impliqué de maniére physiologique dans
des phénoménes métaboliques comme l'activation de la glycolyse, I'inhibition de la synthése
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d’acide gastrique, la stimulation de la synthése de protéines, d’ADN et d’ARN (Carpenter et
al., 1979).

11.1.7. Les mutations de 'EGFR

L’EGFR est une protéine sujette a de nombreuses mutations. En effet, cette protéine
peut présenter des mutations au niveau de la partie extracellulaire du domaine kinase et dans
sa partie C-terminale. La localisation et le type de mutation sont variables en fonction du type
de cancer étudié. Dans le cas du cancer bronchique non a petites cellules, la plupart des
mutations touchent le domaine kinase (Pines et al., 2010). D’autres types de cancers sont
sujet a des amplifications de 'EGFR et non a des mutations d’'un domaine spécifique de la
protéine. La majorité des mutations touchant TEGFR conduisent a I'activation du récepteur de
maniere indépendante du ligand, a un défaut de recyclage et d’arrét de sa signalisation (Red
Brewer et al., 2013; Endres et al., 2014). Peu de mutations touchant la région
transmembranaire de 'EGFR ont été identifiées jusqu’alors. Les mutations présentes sur
'EGFR provoquent une perte des éléments régulateurs de la dimérisation des récepteurs. Les
variants de 'EGFR les plus connus sont v-ErbB (Downward et al., 1984) et EGFRVIII (Gan et
al., 2013), I'un étant 'hnomologue viral de 'TEGFR et 'autre un variant résultant de la délétion
des exons 2 a 7. Le variant EGFRVIII est notamment retrouvé dans 50% des glioblastomes,
ce type de variant est constitutivement actif (Felsberg et al., 2017). Néanmoins, cette activité
constitutive demeure faible, bien qu’elle soit soutenue par un défaut de régulation négative par
endocytose (Schmidt et al., 2003).

L’'une des mutations les plus fréquente dans le domaine kinase correspond a la
substitution de la leucine en position 858 par une arginine, qui induit une augmentation d’un
facteur 50 de l'activité de 'EGFR (Yun et al., 2007) (Figure 7). Néanmoins, cette mutation
confére a 'TEGFR une diminution d’affinité pour 'ATP par rapport a 'EGFR sauvage (Carey et
al., 2006). Cette augmentation d’activité kinase n’est donc pas due a une augmentation de la
fixation de 'ATP par son site de liaison. Des études cristallographigques ont démontré que
l'arginine provoquait le basculement de la boucle d’activation, conduisant a la déstabilisation
de la conformation d’auto-inhibition du domaine retrouvé normalement en absence de liaison
au ligand. Ce changement de conformation induit donc un état actif stable du récepteur (Zhang
et al., 2006 ; Kumar et al., 2008). D’autres mutations telles que la délétion de I'exon 19 ou la
substitution T790M conduisent a un état hyper-phosphorylé (Zhang et al., 2010). La mutation
T790M augmente l'affinité de 'TEGFR pour 'ATP et constitue une des mutations responsables
de résistance secondaire aux ITKs, comme nous avons pu le voir dans la partie précédente
(Yun et al.,, 2008). D’autres mutations présentes dans I'exon 20 (domaine kinase) ont été
décrites comme participant a la résistance aux ITKs (Yasuda et al., 2013) (Figure 7).

11.1.8. LEGFR et les miARN dans le cancer

Dans le développement de pathologies telles que le cancer, plusieurs miARNs ont pu
étre mis en évidence dans la régulation de I'expression de 'TEGFR. Les miARNs sont de courts
acides ribonucléiques non codant de 20 & 25 nucléotides. lls sont présents dans les régions
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intra- et intergéniques (Bartel et al., 2009). Ceux-ci sont transcrits par ’ARN polymérase I
avant d’étre maturés dans le noyau par la RNse Ill Drosha pour donner le brin final (Saj and
Lai, 2011). Les miARNs matures induisent une répression post-transcriptionnelle des génes
cibles tels que 'lEGFR.

Dans le cancer bronchique, une grande quantité de miRNAs ont déja pu étre identifiés
et testés par xénogreffe. Une étude a notamment permis de montrer que 'augmentation de
I'expression du miARN-7 induit une sensibilisation des cellules d’adénocarcinome bronchique
au paclitaxel en supprimant la prolifération cellulaire et favorisant I'apoptose (Liu et al., 2014).
Ce miARN était déja connu pour limiter la prolifération, la migration et augmenter 'apoptose
(Xiong et al., 2011). Ce miARN est également connu pour agir sur la régulation de 'lEGFR
(Webster et al., 2009). En effet, le miARN-7 induit une diminution de I'expression de 'TEGFR
et agit également dans la radiosensibilité médiée par la suppression de I'activation de la voie
EGFR-PI3K-AKT (Lee et al., 2011).

La dérégulation de I'expression des miARNs peut conduire a des processus
oncogéniques, notamment a cause d’une perte de répression des génes cibles (Mishra et al.,
2008). De maniére intéressante, il semblerait que I'expression de certains miARNs soit
corrélée avec une augmentation de lactivité oncogénique, alors que d’autres miARNs
agiraient comme suppresseurs de cette activité. A titre d’exemple, les miARN-26a et miARN-
29 seraient impliqués dans la régulation de la formation de métastases dans le cancer
bronchique (Gebeshuber et al., 2009 ; Liu et al., 2012). La compréhension de la régulation et
de la fonction des miARNSs pourrait permettre la mise en place de nouveaux outils moléculaires
dans le diagnostic et le traitement du cancer.

11.2. L’activation de ’EGFR

L’activation de 'EGFR par ses différents ligands induit de nombreuses modifications
cellulaires. En effet, la stimulation du récepteur, par exemple par 'EGF, provoque la
prolifération, la différenciation, la migration et inhibe également I'apoptose. Il a également été
démontré que I'ajout d’EGF induit la phosphorylation de plus de 2200 protéines dans des
cellules HelLa (Olsen et al.,, 2006). De plus, ce ligand préférentiel de 'EGFR agit sur
'expression de 3172 génes et 596 protéines dans des cellules épithéliales mammaires
(Waters et al., 2012). L’activation de 'TEGFR débute par la fixation d’'un de ses ligands a sa
surface ou par l'apparition de mutations activatrices, suivie par l'activation de différentes
cascades de signalisations.

[1.2.1. Les ligands de ’EGFR

L’EGFR et les membres de la famille ErbB possédent différents ligands ayant des
affinités variables en fonction du récepteur. La famille ErbB compte onze ligands différents :
'EGF, le TGFa (Transforming growth factor a), I'Areg (Amphiréguline), 'TEPGN (Epigéne), la
BTC (Bétacelluline), lEPR (Epiréguline), les neurégulines (NRG-1/ 2/ 3/ 4) et 'HB-EGF
(Heparin-binding EGF). Tous ces ligands ne sont pas reconnus par tous les membres de la
famille ErbB. L’EGFR reconnait spécifiquement lEGF, EPGN, TGFa et 'amphiréguline. La
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BTC, I'HB-EGF et 'EPR sont reconnus par 'TEGFR et HER4. Les neurégulines sont reconnues
par HER3 et HER4. HER2 ne reconnait pas de ligand étant donné I'absence de partie C-
terminale extracellulaire.

Les ligands de 'EGFR sont synthétisés sous forme de précurseurs transmembranaires
contenant une courte partie intracellulaire, un domaine transmembranaire et une partie
extracellulaire correspondant au ligand apres son clivage. Ce processus de maturation passe
par le clivage du précurseur par une métalloprotéase de type ADAM (disintegrin and
metalloproteinase domain-containing protein). Les ligands ainsi libérés a I'extérieur des
cellules permettront de stimuler les cellules avoisinantes et la cellule émettrice elle-méme en
fixant les récepteurs de la famille ErbB.

11.2.2. La dimérisation de PEGFR

L’activation de 'EGFR se fait par la fixation de son ligand sur chague monomere et la
dimérisation de ceux-ci, passant d’'un état inactif « fermé » a actif « ouvert ». La liaison du
ligand se fait sur les domaines | et lll du récepteur ce qui provoque un changement de
conformation du monomére, exposant son bras de dimérisation porté par le domaine Il. Le
récepteur est alors dans un état ouvert stable, de maniere a accueillir un second monomere
de la famille ErbB identique ou différent (Ferguson et al., 2003). Ce changement de
conformation au niveau extracellulaire est propagé dans la partie transmembranaire et juxta-
membranaire qui est en lien avec le domaine kinase (Jura et al., 2009). Le dimére de récepteur
est alors activé. Le mode de dimérisation de 'EGFR est dit « médié par le récepteur », cela
signifie que le ligand n’intervient pas directement dans la dimérisation de TEGFR. En effet, la
dimérisation se fait par le biais du domaine Il du récepteur et non par le site de liaison au
ligand, comme cela peut étre vu pour le NGF et TrkA. De cette maniere, le ligand permet un
changement de conformation du domaine Il de 'EGFR afin de favoriser I'activation du
récepteur sans que le site de liaison au ligand ne soit impliqué dans la phosphorylation. Ce
changement de conformation permet de stabiliser le dimére néoformé et d’induire en
intracellulaire la trans-autophosphorylation des deux monomeéres (Zhang et al.,, 2006). La
trans-autophosphorylation de 'EGFR est I'étape indispensable pour déclencher différentes
voies de signalisation (canoniques et secondaires).

11.2.3. La trans-autophosphorylation de 'EGFR

La liaison de 'EGF a 'EGFR conduit donc a la transphosphorylation de nombreux
résidus tyrosines (Y703, Y920, Y992, Y1045, Y1068, Y1086, Y1148, et Y1173) dans la partie
intracellulaire (Figure 11). En plus de ces résidus autophosphorylés, d’autres acides aminés
sont phosphorylés par d’autres kinases présentes en aval de 'EGFR telles que ¢c-SRC et PKC
(protein kinase C) qui agissent respectivement sur la tyrosine Y845 et la thréonine T644 (Sato
et al.,, 2013 ; Hunter et al., 1984). Ces sites de phosphorylation servent alors d’ancrage aux
protéines telles que Grb2 (growth factor binding protein 2), Sos (son of sevenless), PI3K, PLC
portant des domaines de liaison aux tyrosines et thréonines phosphorylées, les domaines SH2
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(Src homologue 2) et SH3. Une fois les protéines portant ces domaines recrutés, celles-ci
enclenchent I'activation des différentes cascades de signalisation.

Domain |

Domain Il

Domain IlI

Domain IV

™
iJM

Tyrosine
kinase
domain

Carboxy tail

Figure 11 : Représentation schématique de la structure et de I’activation de 'EGFR d’aprés
(Sigismund et al., 2018)

I1.3. Les voies de signalisation canoniques

L’activation de 'TEGFR par ses différents ligands conduit & une cascade de signalisation
intracellulaire (Figure 12). Celles-ci induisent une réponse médiée par différentes voies de
signalisation. On note alors deux grands types de voies de signalisation, les voies canoniques
dont l'activité passe par le biais de divers acteurs moléculaires et les voies non canoniques ou
'EGFR va agir directement au niveau de la chromatine pour réguler la transcription dans le
noyau (Tomas et al., 2014).

I1.3.1. La voie de signalisation RAS-RAF-MEK-ERK MAPK

La voie RAS-RAF-MEK-ERK MAPK est la voie la plus importante a la suite de
I'activation de TEGFR pour réguler la prolifération cellulaire, la différenciation, la migration et
linhibition de [l'apoptose (Figure 12). Aprés [lactivation de [I'EGFR par trans-
autophosphorylation, les protéines Grb2 et Sos se lient directement par le domaine SH2 aux
tyrosines phosphorylées (Lowenstein et al., 1992) ou indirectement via la protéine SHC
(Batzer et al., 1994). La protéine Sos ainsi fixée est alors activée provoquant son changement
de conformation, lui permettant le recrutement de Ras-GDP. Le recrutement de Ras-GDP
induit '’échange du GDP en GTP et I'activation de Ras. Ras-GTP se lie alors directement avec
RAF-1 qui est a son tour phosphorylée (Brtva et al., 1995). RAF-1 est une protéine cruciale
dans I'activation de cette voie de signalisation. Une fois activé, RAF-1 active MEK1/2 (mitogen-
activated protein kinase kinase-MAPKK) (Xiang et al., 2002) qui recrute et active ERK1/2
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(extracellular signal regulated kinase 1/2) (Dhanasekaran et al., 1998) qui fait partie des
MAPKSs. Une fois activées, ces MAPKs sont transloquées dans le noyau ou elles activent par
phosphorylation des facteurs de transcription associés a la prolifération cellulaire (Gaestel et
al., 2006 ; Hill and Treisman, 1995).

11.3.2. La voie de signalisation PIBK-AKT-mTOR

La voie de signalisation PI3K-AKT-mTOR contréle plusieurs mécanismes cellulaires :
le métabolisme, la prolifération, la taille des cellules, la survie et la mobilité (Shaw et al., 2006 ;
Vivanco and Sawyers, 2002). Dans le cancer, cette voie est couramment hyperactivée a cause
des mutations touchant TEGFR et la suppression de PTEN qui est un régulateur négatif de
PI3K. PI3K est composée d’une sous-unité régulatrice p85 qui assure la liaison entre 'TEGFR
et le domaine catalytique p110 responsable de la phosphorylation du phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate (PIP2) en phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate (PIP3). Le passage du PIP2
au PIP3 permet le recrutement de la PDK1 (3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1)
et de AKT (RAC-beta serine / thréonine kinase) au niveau de la membrane. A ce niveau, PDK1
phosphoryle et active AKT (Vivanco and Sawyers, 2002). La liaison de la sous-unité p85 de la
PI3K est dépendante de la protéine adaptatrice Gab-1 étant donné I'absence de site de liaison
sur lTEGFR (Mattoon et al., 2004). Du fait de la présence de nombreux sites de liaison a la
sous-unité p85 sur HER3, les hétérodimeres EGFR / HER3 sont préférentiellement impliqués
dans l'activation de cette voie (Yarden and Sliwkowski, 2001). L’activation de AKT conduit a
des phosphorylations inhibitrices et des phosphorylations activatrices selon les acteurs
moléculaires en aval. Ainsi, AKT peut inhiber par phosphorylation la GSK-3 bloguant ainsi la
dégradation de la cycline D1 induite par cette derniére. La cycline D1 étant toujours active elle
peut donc favoriser une stimulation mitogénique permettant aux cellules d’entrer dans le cycle
cellulaire. AKT inhibe également FOXO, un inhibiteur de la transcription de la cycline D1. De
plus, AKT permet d’inhiber diverses protéines pro-apoptotiques telles que BIM, BAD et la
Caspase-9. A l'inverse, elle participe a I'activation de mTOR jouant un rdéle dans 'activation du
cycle cellulaire.

11.3.3. La voie de signalisation de la phospholipase Cy

La phospholipase Cy (PLCy) se lie directement a 'EGFR activé par le biais de son
domaine SH2 ce qui conduit & son activation (Ji et al., 2001) (Figure 12). Aprés activation, la
PLCy peut catalyser I'hydrolyse du phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) en inositol
1,4,5-triphosphate (IP3) et en diacylglycérol (DAG). L’IP3 libre dans le cytosol se lie ensuite
aux récepteurs a I'lP3 au niveau du réticulum endoplasmique permettant la libération de
calcium (Patterson et al., 2005). Le calcium et le DAG présents dans la cellule activent la PKC
qui active alors la voie des MAPKs et c-Jun (McClellan et al., 1999 ; Schonwasser et al., 1998).
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11.3.4. La voie de la kinase SRC

La protéine kinase SRC a été la premiére protéine a activité tyrosine kinase découverte
(Levinson et al., 1980). A ce jour, 11 protéines kinases non réceptrices sont connues. Celles-
ci sont exprimées dans la plupart des tissus et ont un r6le majeur dans la régulation des
processus cancéreux (Sen et Johnson, 2011). SRC peut activer divers acteurs de la
signalisation cellulaire (Figure 12). Par exemple, elle peut activer la phosphorylation de 'lEGFR
et HER4. Bien que ces mécanismes soient méconnus, 'lEGFR et HER4 possédent des sites
de liaison pour SRC, il semblerait que cette activation passe par I'intermédiaire de RAS et RAL
(Goi et al., 2000). LEGFR et SRC sembleraient avoir une activité synergique conduisant a
I'apparition de cancers trés agressifs (Tice et al., 1999 ; Poole et al., 2011). SRC présente
également la capacité d’activer STAT (signal transducer and activator of transcription)
indépendamment de l'activation de JAK pour induire la transcription (Olayioye et al., 1999).
Dans le cancer bronchique, SRC induit la phosphorylation de la tyrosine Y845 de 'EGFR
conduisant a son activation indépendamment de la fixation d’un ligand (Sato et al., 1995). De
ce fait, cette phosphorylation a été suggérée comme margueur de diagnostic pour le traitement
de divers cancers dont le CBNPC (Endoh et al., 2009 ; Chung et al., 2009).
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Figure 12 : Les voies de signalisation activées par ’'EGFR d’apres Scaltriti et Baselga, 2006

Lors de l'activation de 'EGFR, celui-ci s’homodimérise ou s’hétérodimérise avec des membres de sa
famille. Son activation induit la phosphorylation de résidus tyrosine dans sa partie intracellulaire ce qui
promeut le recrutement de protéines intracellulaires. Les récepteurs activés peuvent induire I'activation
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des voies de signalisation Ras/Raf/MAPK et PI3K par le biais de protéines adaptatrices. A l'inverse, les
voies de la phospholipase Cy (PLCy) et des facteurs de transcription STAT sont activées directement
par interaction avec 'EGFR activé. En paralléle, I'activation de 'EGFR conduit a I'endocytose des
récepteurs qui peuvent étre dégradés par le lysosome ou transloqué au noyau par le biais de
IimportineB1. L’EGFR nucléaire peut alors agir en cofacteur de transcription. De maniére générale,
I'EGFR entraine I'activation de genes participant a la prolifération, a la survie cellulaire et I'apparition de
métastases.

11.3.5. La voie STAT (transducteurs du signal et activateurs transcriptionnels)

Les protéines STAT (signal transducers and activators of transcription) sont a la fois
des transmetteurs du signal et des activateurs transcriptionnels. L’activation de 'TEGFR permet
l'activation de la voie STAT et notamment de STAT-3 qui interagit avec 'lEGFR par son
domaine SH2. Les protéines STAT sont alors phosphorylées par TEGFR, les conduisant a se
dimériser. Une fois dimérisées, celles-ci sont transloquées au niveau nucléaire ou elles
agissent en tant que facteurs de transcription. Dans le cas de cancers, les RTKs sont fortement
activés, contribuant alors a une forte activation des STATSs et ainsi a I'activation accrue de
leurs génes cibles impliqués dans I'oncogenése et la progression tumorale (Bromberg et al.,
2002).

I1.4. Les voies de signalisation non-canoniques de ’'EGFR

De plus en plus de publications attribuent des fonctions a 'EGFR ne dépendant pas
des voies de signalisations canoniques habituelles, mais de fonctions nucléaires ou
exosomales permettant son action a distance du foyer tumoral. L’identification de ces modes
de signalisation alternatifs de 'TEGFR, et notamment de ceux nucléaires, ouvre de nombreuses
perspectives quant au fonctionnement des RTKs et au contournement des thérapies mises en
ceuvre.

11.4.1. Les fonctions nucléaires de ’EGFR

Au niveau nucléaire, 'TEGFR peut induire différentes actions en agissant sur la
chromatine de différentes maniéres. Il peut intervenir dans la régulation génique, la réparation
et la réplication de 'ADN et dans I'état de condensation de la chromatine.

11.4.1.1. La translocation nucléaire de ’EGFR

L’une des voies de signalisation non canonique de 'EGFR passe par l'internalisation
du récepteur par endocytose. Bien que peu connue, la signalisation nucléaire de 'EGFR
semble passer par le transport rétrograde des protéines membranaires, jalonné par I'appareil
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de Golgi et le réticulum endoplasmique pour finir au niveau nucléaire. Ce transport nécessite
divers complexes protéiques pour son endocytose ainsi que son transport jusqu’au noyau
(Figure 13).

A la suite de la stimulation des cellules par 'EGF, 'lEGFR peut étre observé au niveau
nucléaire. Pour cela, TEGFR activé et internalisé interagit avec I'importine B1 par le biais des
séquences NLS (Nuclear Localization Signal) portées par 'lEGFR dans sa partie juxta-
membranaire (Lo et al., 2006). Les endosomes contenant les complexes EGFR /importine 31
sont orientés vers I'appareil de Golgi grace au transport rétrograde médié par la dynéine et les
microtubules. A ce stade, les vésicules d’endocytose peuvent fusionner avec le Golgi grace a
la syntaxine 6 (Du et al., 2014). Le complexe protéique COPI (Coat Protein Complex I) prend
alors en charge le transport entre le Golgi et le réticulum endoplasmique (Wang et al., 2010a).
L’entrée dans le noyau se fait ensuite par I'interaction du complexe EGFR / importine 31 avec
la nucléoporine Sec61f qui induit le passage de 'EGFR de la membrane nucléaire externe a
la membrane interne. Ce mécanisme de transport entre la membrane externe et 'intérieur du
noyau est appelé « INTERNET » (Integral trafficking from the ER to the Nuclear Envelope
Transport) (Wang et al., 2010a ; Wang et al., 2010b ; Wang et al., 2010c). Celui-ci permet le
transfert de 'EGFR au travers des pores nucléaires et sa libération dans le nucléoplasme. De
nombreux travaux suggérent que le transport de 'lEGFR vers le noyau serait influencé par sa
phosphorylation par différentes protéines telles que AKT, Src et PKCe (Lida et al., 2013 ;
Wanner et al., 2008 ; Huang et al., 2011). Plus récemment, des études réalisées sur des
cellules de cancer bronchique ont montré I'implication de protéines a domaines Vps participant
au transport nucléaire de lEGFR. En effet, la protéine Vps34 (vacuolar protein sorting 34)
participerait & la formation des endosomes précoces nécessaires a I'endocytose de 'lEGFR
(Dayde et al., 2016). Une étude réalisée dans notre laboratoire a également montré I'impact
de la sortiline, une protéine a domaine Vps10, dans l'internalisation et la modulation de 'TEGFR
nucléaire (Al-Akhrass et al., 2017).
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Figure 13 : La translocation nucléaire de ’EGFR d’aprés Brand, 2011

Lors de I'activation de 'EGFR, le récepteur est endocyté puis subit un transport rétrograde passant par
I'appareil de Golgi avant d’étre acheminé dans le réticulum endoplasmique. Une fois dans le réticulum
endoplasmique, 'EGFR est pris en charge par 'importineB1 pour passer 'enveloppe nucléaire au
niveau des nucléoporines Sec61.

11.4.1.2. La régulation transcriptionnelle par ’EGFR

L’EGFR posséde une activité trans-activatrice intrinséque dans sa partie C-terminale
(Lin et al., 2001). Néanmoins, il ne possede pas de domaine de liaison a ’ADN ce qui nécessite
gu’il soit associé a d’autres protéines pour établir son activité de régulateur transcriptionnel.
La premiére cible transcriptionnelle identifiée a été la cycline D1 (Figure 14). Lors de la
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stimulation des cellules a 'EGF, 'EGFR se fixe par le biais de partenaires protéiques au niveau
du promoteur de cette cible dans des régions ATRS (riche en A/T), ce qui augmente la
transcription de la cycline D1 (Lin et al., 2001). En 2010, une étude a montré que 'EGFR ne
fixait pas le promoteur de la cycline D1 seul. En effet, la fixation se fait par I'intermédiaire de
la RHA (RNA Hélicase A) (Huo et al., 2010) (Figure 14). La régulation de la cycline D1 a
également été montrée comme étant influencée par d’autres partenaires protéiques de
'EGFR, tels que Muc1 (mucin-1), LMP1 (lysosome-associated membrane glycoprotein) et
TIF2 (Transcriptional Intermediary Factor 2) (Bitler et al., 2010 ; Shi et al., 2012). Par la suite,
d’autres génes cibles de 'EGFR ont été identifiés tels que iINOS (Lo et al., 2005a), B-Myb
(Hanada et al., 2006), COX-2 (Lo et al., 2010), Aurora-A (Hung et al., 2011), la thymidylate
synthase (Kim et al., 2009), BRCP (ABCGZ2) (Huang et al., 2011), c-myc (Jaganathan et al.,
2011). Ces promoteurs sont également porteurs de séquences ATRS qui permettent la fixation
de différents cofacteurs de transcription comme STAT3, STAT5 et E2F1 (Figure 14). Dans le
cas de c-myc, 'EGFR active la transcription via SRC et STAT3. L’EGFR en interagissant avec
les régions promotrices peut donc stimuler des genes impliqués dans la croissance tumorale,
l'instabilité chromosomique, la résistance thérapeutique.

Il semblerait que les cofacteurs transcriptionnels ne soient pas les seuls facteurs
influencant I'activité transcriptionnelle de 'EGFR nucléaire. En effets, des travaux ont mis en
évidence que la sumoylation de 'EGFR stimulerait sa capacité a activer la transcription de ses
genes cibles (Packham et al., 2009). De récents travaux ont permis de montrer que 'EGFR
n’a pas uniquement un rdle d’activateur transcriptionnel mais qu’il peut également réprimer
I'expression d’autres génes comme le suppresseur de tumeur ARF (ADP Ribosylation Factor)
(Dayde et al., 2016) et peut également agir sur la stabilité des ARN messagers (Dittmann et
al., 2017). Cependant, tous les partenaires et les rbles nucléaires de 'lEGFR ne sont pas
encore connus.
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Figure 14 : Les différentes fonctions nucléaires de ’EGFR d’aprés Gazzeri, 2018

L’EGFR nucléaire agit en tant que cofacteur transcriptionnel de génes cibles. Il peut agir comme
activateur ou inhibiteur de la transcription de ses cibles. L’lEGFR peut interagir avec des facteurs de
transcriptions tels que STAT3/5, E2F1, TIF2 ou avec des protéines telle que la RNA Hélicase A (RHA).
Au niveau nucléaire il peut favoriser la réplication et la réparation de '’ADN en stabilisant PCNA et DNA-
PK. Le niveau de compaction de la chromatine pourrait également étre régulé par 'lEGFR par le biais
de protéines nucléaires. L’EGFR nucléaire, au travers de ses différentes fonctions, permet de stimuler
la prolifération et la survie cellulaire ainsi que la résistance aux thérapies anti-EGFR.

11.4.1.3. Les interactions entre FEGFR et les autres protéines nucléaires (non-facteurs
de transcription ou co-activateurs transcriptionnels)

De la méme facon que pour son réle dans la régulation transcriptionnelle, lTEGFR
interagit avec de nombreuses protéines au niveau nucléaire. En effet, lors de traitements
antitumoraux comme les sels de platine ou a la suite d’'une irradiation des cellules, 'TEGFR se
trouve transloqué dans le noyau ou il agit en faveur de la réparation des dommages a ’ADN.
Il interagit avec la protéine kinase dépendante de 'ADN (DNA-PK), qui a un réle prépondérant
dans la réparation des cassures doubles brins de 'ADN (Dittmann et al., 2005a ; Hsu et al.,
2009 ; Liccardi et al., 2011). L’interaction EGFR / DNA-PK conduit & une surexpression de
cMYC induisant une survie cellulaire accrue. D’autres travaux ont permis de montrer que
'EGFR est également partenaire de la polynucléotide phosphorylase (PNPase). La PNPase
est une protéine a activité exoribonucléasique induisant la dégradation de 'ARN messager de
cMYC. L’EGFR interagissant avec la DNA-PK permet la phosphorylation inactivatrice de la
PNPase et ainsi la non-dégradation des ARN messagers de cMYC (Yu et al., 2012).

11.4.1.4. La fonction kinase de PEGFR

Lors de sa translocation nucléaire, 'TEGFR ne perd pas son activité tyrosine kinase. En
effet, 'TEGFR nucléaire lie 'antigéne nucléaire prolifératif (PCNA), lui-méme lié a la chromatine,
et provoque sa stabilisation par phosphorylation. L’augmentation de la stabilité de PCNA
assure le bon fonctionnement de celle-ci et conduit & une augmentation de la capacité de la
cellule a réparer les dommages a ’ADN (Wang et al., 2006).

Des études menées sur le glioblastome ont permis de montrer que le variant EGFR-
vlll était 'un des substrats de phosphorylation de 'EGFR nucléaire. Une fois dans le noyau,
'EGFR-vIII se lie et active par phosphorylation STAT3 qui participe a la progression du
glioblastome (Fan et al., 2013).

En 2014, des travaux ont mis en évidence I'action de 'EGFR sur les modifications post-
traductionnelles des histones. Ces dernieres sont des protéines dont le role dans la régulation
de la dynamique chromatinienne n’est plus & démontrer. Néanmoins, les stimuli responsables
des modifications post-traductionnelles des histones ne sont pas encore totalement €lucidés.
Les travaux antérieurs ont montré que 'EGFR nucléaire phosphoryle I'histone H4, induisant le
recrutement d’histone-méthyltransférases (HMTases). Ces HMTases induisent la méthylation
des histones au niveau du résidu Lysine K20. L’augmentation de la méthylation de ce résidu
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permet une augmentation de la synthése d’ADN et de la réparation des cassures doubles brins
(Chou et al., 2014).

11.4.1.5. LEGFR nucléaire en tant que facteur de mauvais pronostic dans le cancer

L’EGFR a été localisé pour la premiére fois au niveau nucléaire par immunohistochimie
(IHC) en 1994 dans le cancer de la vessie et le cancer du col de I'utérus. Il a été observé dans
le noyau dans 31% des cancers de la vessie (Lipponen & Eskelinen, 1994) et 37% des cancers
utérins (Tervahauta et al., 1994). L’EGFR nucléaire est associé a une forte prolifération
cellulaire et & un mauvais pronostic. Son expression nucléaire est corrélée positivement avec
des marqueurs d’agressivité comme le Ki-67 et la cycline D1 dans le cancer du sein (Lo et al.,
2005b ; Hadzisejdic et al., 2010). De plus, la forte présence d’'EGFR nucléaire a été associée
a une invasion vasculaire et un stade avancé (Li et al., 2012). Il a été montré dans le cancer
bronchique comme étant un marqueur de mauvais pronostic des les stades précoces (Traynor
et al.,, 2013). Ces travaux sont étayés par une étude récente qui démontre que 'EGFR
nucléaire pourrait contréler des processus pro-oncogéniques favorisant I'agressivité tumorale
(Bazzani et al., 2018).

11.4.1.6. L’EGFR nucléaire et résistances thérapeutiques

La principale cause d’échappement thérapeutique est I'apparition de résistances en
lien avec 'EGFR. Son expression nucléaire semble étre, en plus des mutations primaires et
secondaires, 'une des causes principales de résistances thérapeutiques. En effet, lTEGFR
nucléaire contribue a la résistance a la chimiothérapie, a la radiothérapie et aux thérapies
ciblées (Brand et al., 2011).

Lorsque les cellules tumorales sont soumises a des traitements du type sels de platine,
celles-ci induisent la translocation nucléaire de 'EGFR et I'interaction avec diverses protéines
conduisant a la survie cellulaire (Cf 11.4.1.1.).

L’utilisation de la radiothérapie conduit également a 'adressage de 'lEGFR au noyau
qui se lie ala DNA-PK participant a la réparation de 'ADN. L'EGFR interagit avec des protéines
impliquées dans la condensation et la réparation de TADN comme KAP1, ATM, PML et H3-
K9. De cette facon, il agit sur le niveau de condensation de la chromatine facilitant ainsi
'accessibilité de la machinerie transcriptionnelle a ’ADN (Dittmann et al., 2011). L’ATM est
une protéine régulant la réponse aux dommages a '’ADN, comme les cassures doubles brins.
Lors de ce type de cassure, ATM induit I'arrét du cycle cellulaire et I'activation des points de
contrdle ce qui conduit a I'apoptose des cellules l1ésées (Shiloh and Ziv, 2013). L’interaction
EGFR / ATM au niveau des cassures doubles brins de 'ADN a la suite d’'une irradiation
déclenche une phosphorylation d’ATM aboutissant a son inhibition (Lee et al., 2015). Ces
évenements en cascade ménent a la résistance des cellules aux irradiations.

L'utilisation de thérapies ciblées est également contrée par la présence de lEGFR
nucléaire. A titre d’exemple, le cetuximab (Anticorps anti-EGFR) induit la translocation
nucléaire de 'EGFR dans le cancer bronchique permettant aux tumeurs de résister au
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traitement (Li et al., 2009). L'utilisation du dasatinib (un inhibiteur des kinases Src) sur ces
cellules induit une diminution de 'TEGFR nucléaire et sa relocalisation membranaire qui permet
de restaurer la sensibilité des cellules au cetuximab (Wheeler et al., 2009). Cette observation
démontre que la résistance au cetuximab, due a la localisation nucléaire de 'EGFR dépend
des kinases Src. Le traitement des cellules tumorales bronchiques a I'aide de cetuximab a
permis de voir que 'EGFR active la transcription des génes B-Myb et iINOS patrticipant a la
tumorigénicité (Lida et al., 2013). L'EGFR a également été localisé aux niveaux nucléaire et
périnucléaire dans des cellules tumorales pulmonaires résistantes au gefitinib (Nishimura et
al., 2008 ; Kwak et al., 2005). Dans des cellules résistantes au gefitinib issues de cancers
mammaires, l'utilisation d’inhibiteurs d’AKT ont permis de resensibiliser les cellules et de
relocaliser TEGFR a la membrane plasmique. Dans ces méme tumeurs, 'EGFR nucléaire
induit une augmentation de la transcription du gene ABCG2, permettant le relargage du
gefitinib a I'extérieur de la cellule (Huang et al.,2011) et la résistance thérapeutique.

Une des isoformes connue de 'EGFR est mLEEK qui ne posséde pas de partie
extracellulaire, ni de domaine transmembranaire ou de site de liaison a 'ATP. Ce variant est
surexprimé dans le cancer des ovaires et le cancer du poumon. |l est principalement retrouvé
dans le noyau ou il module I'expression de génes impliqués dans la réponse aux stress
cellulaires (Piccione et al., 2012). L’ensemble de ces données laissent entrevoir les rbles
potentiels de 'EGFR au niveau nucléaire dans le cancer.

11.4.2. EGFR exosomal

Les exosomes sont des nano-vésicules dérivées des corps multivésiculaires ayant un
diameétre allant de 40 a 120 nm. Lors de la fusion des corps multivésiculaires avec la
membrane plasmique, les exosomes sont sécrétés a I'extérieur de la cellule (Mathivanan and
Simpson, 2010 ; Raposo and Stoorvogel, 2013). Les exosomes possédent diverses fonctions
biologiques. lls sont retrouvés en conditions normale et pathologique dans le sang, I'urine, le
Liguide céphalo-rachidien, les ascites, le lait et la salive (Van der Pol et al., 2012 ; Simons and
Raposo, 2009). lls permettent la communication intercellulaire en acheminant une grande
diversité de molécules tels que les ARN, les microARN, 'ADN et les protéines (Valadi et al.,
2007 ; Cha et al., 2015 ; Record et al., 2014 ; Hannafon and Ding, 2013). Les exosomes
empéchent la dégradation de leur contenu et transportent ce contenu vers des cellules
réceptrices a proximité ou a distance de la cellule émettrice. Dans des conditions
pathologiques comme le cancer, les exosomes induisent la progression tumorale, I'apparition
de métastases, l'angiogenése, la modification du microenvironnement tumoral et la
suppression immunitaire (Kahlert and Kalluri, 2013 ; EL Andaloussi et al., 2013 ; Thery et al.,
2009 ; Wilson et al., 2014). L'EGFR présent dans les exosomes peut étre sous forme de
fragments C-terminaux associés a la membrane ou sous sa forme totale. Sa sécrétion se
trouve augmentée a la suite de la stimulation des kératinocytes humains par de 'EGF
(Sanderson et al., 2008). L'EGFR sous sa forme totale est également retrouvé dans les
cellules de cancer pancréatique et sa forme tronquée a pu étre observée dans le surnageant
de culture cellulaire (Adamczyk et al., 2011 ; Perez-Torres et al., 2008 ; Sanderson et al.,
2008). La forme exosomale de 'EGFR apporte de nouvelles fonctions a ce récepteur en
dehors de ses voies de signalisations classiques.
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11.4.2.1. EGFR exosomal en tant que biomarqueur

L’EGFR présent dans les exosomes a pu étre étudié dans différents types de cancers
comme le cancer de la vessie (Welton et al., 2010), le cancer du pancréas (Adamczyk et al.,
2011 ; Arscott and Camphausen, 2011), le cancer colorectal (Choi et al., 2011 ; Demory
Beckler et al., 2013) et le cancer du poumon (Yamashita et al., 2013 ; Park et al., 2013). Des
analyses de sécrétome couplées a de la spectrométrie de masse ont permis de montrer la
présence d’EGFR exosomal couplé a la membrane dans cing lignées cellulaires de cancer
pancréatique (Adamczyk et al., 2011). De plus, le taux d’EGFR exosomal est plus élevé dans
le plasma des patients atteints de cancers bronchiques que chez les sujets contrdles
(Yamashita et al., 2013). Il a également été observé que 'EGFR était présent de maniére trés
importante dans les exosomes dérivés d’effusions pleurales du cancer bronchique (Park et al.,
2013). En plus de la présence dEGFR dans les exosomes, ses ligands comme le TGF-q,
'amphiréguline et 'HB-EGF sont retrouvés dans les exosomes tumoraux. Ceux-ci peuvent
alors étre transportés a distance de la cellule émettrice pour induire I'activation de lEGFR et
I'emballement de la machinerie proliférative d’autres cellules. Le contenu de ces exosomes
est également corrélé avec une invasion accrue des cellules tumorales (Higginbotham et al.,
2011). Cela suggeére la possibilité d'utiliser 'EGFR exosomal comme biomarqueur de cancer
bronchique.

En effet, 'étude des exosomes dans les gliomes a permis d’identifier la présence du
variant constitutivement actif EGFRVvIII (Al-Nedawi et al., 2008). Le relargage de ces exosomes
induit le transfert de ce variant de 'lEGFR aux cellules voisines elles-mémes dépourvues
d’EGFRUVIIIL. L’analyse des exosomes issus de sérum de patients atteints de glioblastome a
permis de détecter les ARN messagers de 'EGFRUVIII. Ainsi, la présence d’EGFRUVIIl ou de
son ARNm dans les exosomes dérivés du sérum de patients peut étre utilisée comme
biomarqueur sérique pour diagnostiquer le glioblastome de maniére non invasive (Skog et al.,
2008). L’étude du contenu exosomal dans le cancer bronchique pourrait ainsi étre une piste
intéressante dans le développement de diagnostics précoces non invasifs.

11.4.2.2. La signalisation exosomale dans la communication intercellulaire

Les exosomes portant TEGFR provenant des cellules tumorales sont sécrétés dans
'espace extracellulaire puis intégrés par les cellules endothéliales avoisinantes ayant pour
effet d’'induire I'angiogenese (Al-Nedawi et al., 2009). Le transfert de 'TEGFR médié par les
exosomes induit I'activation des voies de signalisation MAPKs et AKT provoquant une
augmentation de lI'expression du VEGF et sa signalisation autocrine dans les cellules
endothéliales (Al-Nedawi et al., 2009). Une étude réalisée sur des cellules A549 de cancer
bronchique a permis de montrer I'importance de la sortiline, une protéine de tri, dans la
libération des exosomes (Wilson et al., 2014). Ces travaux apportent la preuve que la formation
d’'un complexe TES associant TrkB, sortiline et EGFR transport par les exosomes agit sur les
cellules endothéliales afin d’activer 'angiogenése tumorale.
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II.5. La régulation de FEGFR

En absence de ligand, lTEGFR est trés peu internalisé. De ce fait, il est majoritairement
membranaire dans ce cas (Dunn et al., 1986 ; Carpenter and Cohen, 1976 ; Stoscheck and
Carpenter, 1984). La liaison du ligand et I'activation de 'TEGFR induit une augmentation de la
vitesse d’endocytose (Sorkin and Goh, 2008). L’endocytose peut passer par deux voies, une
médiée par la clathrine et une indépendante de la clathrine. Le type de voie emprunté dépend
de la nature du dimére, de la concentration en ligand, des signaux d’endocytose et du contexte
cellulaire.

11.5.1. Les signaux d’internalisation

L’EGFR posséde dans sa partie intracellulaire de nombreux signaux permettant son
internalisation. Lors de la liaison de 'EGF dans sa partie extracellulaire, ces signaux sont
découverts. Deux motifs responsables de la reconnaissance de la protéine AP2 (adaptor
protein 2) sont découverts par la liaison de 'lEGF. Ces deux motifs sont: le motif YRAL
responsable du recrutement de la sous unité AP2u et le motif dileucine (LL), importants pour
la phosphorylation de la sous unité AP2B2 (Goh et Sorkin 2013). La protéine AP2 relie les
protéines a endocyter a la clathrine et a la machinerie d’endocytose. Néanmoins, il a été
montré que des mutations ou une perte de fonction d’AP2 n’inhibe pas totalement
l'internalisation de 'TEGFR médiée par la clathrine. Cela sous-entend qu’un autre mécanisme
indépendant d’AP2 est responsable de cette endocytose clathrine dépendante (Hinrichsen et
al., 2003 ; Motley et al., 2003). La queue cytoplasmique de 'EGFR présente également des
motifs d’endocytose. En effet, la phosphorylation de résidus tyrosines Y1068 et Y1086
permettent le recrutement de I'adaptateur Grb2 (Roskoski et al., 2014). Grb2 établit un lien
entre 'lEGFR phosphorylé et Cbl et la machinerie d’endocytose, ainsi qu'avec la voie de
signalisation RAS / MAPK (Goh et Sorkin, 2013 ; Sorkin et Goh, 2008). Cbl peut également
interagir directement avec le résidu Y1045 phosphorylé de TEGFR (Waterman et al., 1999b).
La double interaction de Cbl avec 'EGFR (directe et indirecte) permet d’assurer un
recrutement stable de Cbl et une ubiquitinylation efficace du récepteur (Capuani et al., 2015 ;
Sigismund et al., 2013). La coopération entre les deux modes de liaison se fait en réponse a
l'ubiquitinylation @ mesure que la concentration en EGF augmente (Sigismund et al., 2013).
Lorsque la concentration en EGF augmente, la quantité d’'EGFR phosphorylé augmente
également. A celle-ci est couplée l'augmentation de la quantité d’'EGFR ubiquitinylé de
maniére a limiter la signalisation de 'EGFR. Ainsi, Cbl complexé avec Grb2 agit tel un
interrupteur de la signalisation de 'EGFR, le seuil d’ubiquitinylation est un signal important
induisant linternalisation de 'EGFR. Le réle de l'ubiquitinylation dans [linternalisation de
'EGFR demeure complexe du fait que 'EGFR peut étre ubiquitinylé de différentes maniéres.

[1.5.2. L’endocytose médiée par la clathrine

Lors de I'endocytose médiée par la clathrine, le récepteur actif ubiquitinylé par Cbl est
reconnu par la protéine AP2 (Figure 15). Celle-ci crée un lien entre la protéine cargo et la
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clathrine menant a son internalisation grace a la formation du manteau de clathrine (McMahon
and Boucrot, 2011). La derniére étape dans la formation des vésicules d’endocytose passe
par I'action d’'une dynamine GTPase (Antonny et al., 2016). La dynamine participe également
aux mécanismes d’endocytose indépendants de la clathrine. De nombreuses protéines
accessoires participent a la reconnaissance du cargo telles que espl5, epsin, Grb2, Cbl et les
intersectines (ITSNs) (McMahon and Boucrot, 2011).

Grb2 se lie a 'TEGFR activé par son domaine SH2 (Batzer et al., 1994). La liaison
EGFR / Grb2 conduit & deux effets opposés : I'un conduit a la régulation négative de lEGFR
par dégradation via le recrutement de l'ubiquitine ligase E3 (Cbl) qui induit une mono- ou poly-
ubiquitinylation des résidus lysine de 'lEGFR (Huang et al., 2006). L’autre effet de Grb2 conduit
a l'activation de la cascade de signalisation Ras et Sos via son domaine SH3 (Chardin et al.,
1993). L’activation de Ras provoque I'activation de la voie des MAPKs et PI3K.

L’'ubiquitinylation de 'TEGFR permet sa reconnaissance par les protéines de liaison aux
ubiquitines appartenant aux protéines du manteau de clathrine. Ces protéines incluent les
protéines interagissant avec AP2 telles que espin1 et Eps15. L'ubiquitinylation de 'TEGFR a
été montrée comme facilitant le recrutement de 'EGFR activé dans les puits recouverts de
clathrine et l'activation de I'endocytose médiée par la clathrine (Bertelsen et al., 2011 ;
Madshus and Stang, 2009). Malgré cela, un EGFR dépourvu de 15 résidus lysine au niveau
du domaine kinase (normalement ubiquitinyl€) peut étre normalement internalisé (Huang et
al., 2007). A la suite de la stimulation par 'EGF, il a pu étre observé qu’une extinction d’espin1
ou d’Eps15 n’affecte par l'internalisation de 'EGFR (Chen and Zhuang, 2008 ; Huang et al.,
2004). Il semblerait que le réle de I'ubiquitinylation et des effecteurs en dépendant soit encore
méconnus. De la méme fagon, les conditions physiologiques sembleraient étre importantes
dans l'induction de I'endocytose de 'EGFR.
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Figure 15 : Représentation schématique du mécanisme d’endocytose médiée par la clathrine
d’aprés Madshus and Stang, 2009
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L’activation de 'EGFR par son ligand permet a la protéine Cbl de se lier indirectement par le biais de
Grb-2 ou directement a 'TEGFR. La liaison avec la protéine Cbl induit I'ubiquitinylation de la partie C-
terminale de 'EGFR. Cette ubiquitinylation permet l'interaction avec les protéines Eps15 et Espine-1
qui sont alors liées a la membrane plasmique et au manteau de clathrine qui invagine la membrane
plasmique. L’invagination de la membrane conduit a la libération de la vésicule dans le milieu
intracellulaire.

11.5.3. L’endocytose indépendante de la clathrine

L’endocytose dépendante de la clathrine est une voie d’internalisation rapide, une voie
d’internalisation plus lente a été mise en évidence. Il s’agit de celle indépendante de la
clathrine. Dans cette voie, la concentration en ligand est trés importante pour induire
'endocytose. En effet, il a été démontré qu'une concentration élevée en EGF (20 ng/mL)
induisait 'endocytose indépendante de la clathrine (Sigismund et al., 2008). Celle-ci est tout
de méme dépendante d’espin1 et d’Eps15 (Sigismund et al.,, 2005). Etonnamment,
'endocytose clathrine dépendante induisait majoritairement pour un recyclage de 'EGFR
prolongeant son action. Bien que le mécanisme concernant I'endocytose de I'EGFR
indépendamment de la clathrine reste méconnu, une corrélation a pu étre établie entre le
niveau d'ubiquitinylation de 'EGFR par Grb2 et Cbl et le taux d’endocytose clathrine
indépendante (Sigismund et al., 2013). Il semblerait que la quantité de clathrine et le type de
ligand activant le récepteur influencent la voie endocytaire empruntée. Ainsi, I'activation de
'EGFR par 'EGF ou le TGFa conduisent seulement a I'endocytose clathrine dépendante alors
gque, HG-EGF ou la BTC conduisent a 'activation des deux types d’endocytose (Henriksen et
al., 2013). Plusieurs voies alternatives ont pu étre observées comme la macropinocytose a la
suite de la stimulation a 'EGF de cellules A431 (West et al., 1989) ou encore la capture du
récepteur par la cavéoline (Anderson et al., 1998). L’ensemble des facteurs entrant dans
l'induction d’'une voie ou d’'une autre tend a supposer que les voies d’internalisation alternatives
sont un moyen d’éviter la saturation de la voie clathrine dépendante. L’endocytose
indépendante de la clathrine permettrait de contrdler l'intensité du signal émis par 'lEGFR en
induisant sa dégradation (Mayor et al., 2014 ; West et al., 1989).

11.5.4. Le devenir de ’EGFR

A la suite de I'endocytose de 'EGFR, deux destinations principales existent pour les
endosomes précoces. lIs peuvent étre dirigés vers la surface cellulaire pour un recyclage des
récepteurs ou dirigés vers le lysosome pour induire la dégradation de leur contenu. L’existence
de ces deux voies permet un équilibre entre le maintien de la signalisation et I'atténuation de
celle-ci par la dégradation de 'EGFR. La voie endocytaire empruntée par lEGFR permet de
sous-compartimenter la signalisation. Une population d’endosomes précoces exprime la
protéine adaptatrice APPL1 participant au soutien de la voie de signalisation AKT en
interagissant avec ce dernier (Schenck et al., 2008). De plus, le complexe régulateur
comportant LAMTOR1 / 2 / 3 interagit avec MEK1 / ERK1 de maniére a préserver une
signalisation continue des MAPKs dépendantes de 'EGF a partir des endosomes tardifs. Cela
a pour effet d’'induire la prolifération cellulaire (De Araujo et al., 2013).

Eric Lapeyronnie | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2021 67
Licence CC BY-NC-ND 3.0



[1.5.4.1. L’ubiquitinylation et le tri vers les MVBs via le complexe ESCRT

Dans le phénoméne d’endocytose, I'ubiquitinylation est une marque importante pour la
reconnaissance des récepteurs a endocyter. Celle-ci est un phénoméne crucial dans le tri de
'EGFR activé (Clague et al., 2012). L'ubiquitinylation est primordiale pour la prise en charge
des récepteurs par le complexe ESCRT (complexe de tri endosomal requis pour le transport).
Ce complexe de tri permet d'orienter les protéines ubiquitinylées vers la dégradation
lysosomale. Les protéines ubiquitinylées sont reconnues par des protéines ayant un domaine
d’interaction avec l'ubiquitine et les protéines composant le complexe ESCRT. L’ubiquitine
présente sur lEGFR est décrochée de celui-ci par des enzymes déubiquitinylantes avant
d’étre intégrée aux vésicules intraluminales. L’ubiquitine retirée de 'lEGFR est recyclée pour
conserver un pool d’ubiquitine intracellulaire. Ces vésicules fusionnent alors avec le lysosome
ayant pour conséquence la dégradation des récepteurs contenus a l'intérieur (Vanlandingham
and Ceresa, 2009 ; Ganley et al., 2011). Les vésicules intraluminales peuvent aussi fusionner
avec la membrane plasmique, participant a la libération de vésicules extracellulaires (Colombo
et al.,, 2014). Le tri intracellulaire de 'EGFR activé via le complexe ESCRT conduit
majoritairement a la dégradation et a I'atténuation de la signalisation de 'EGFR.

11.5.4.2. Le recyclage de 'EGFR

Bien que I'importance de l'ubiquitinylation dans la dégradation de 'EGFR activé soit
avérée, dans certains cas, 'lEGFR ne peut pas étre ubiquitinylé ce qui conduit a un défaut de
dégradation et un recyclage vers la membrane plasmique (Eden et al.,2012) (Figure 16). Ce
recyclage pourrait étre assimilé a une voie par défaut, pourtant il s’agit en fait d’'un processus
actif et trés régulé par de nombreuses protéines telles que des Rab GTPases (Pylypenko and
Goud, 2012). Le recyclage de 'EGFR peut avoir deux origines, une provenant des endosomes
précoces et régulée par Rab-4 et Rab-35 et une a partir du compartiment de recyclage
endocytaire (ERC), régulée par Rab-11. Le compartiment de recyclage endocytaire
correspond a un réseau vésiculaire périnucléaire participant au recyclage vers la membrane
plasmique (Xie et al., 2016). La réintégration de 'lEGFR a la membrane peut étre influencée
par différents facteurs comme la nature du ligand ou le partenaire de dimérisation de 'EGFR.
En effet, les différents ligands de TEGFR apportent une stabilité différente au complexe EGFR /
ligand en fonction du pH. Cette stabilité influe fortement sur le devenir de 'TEGFR (French et
al., 1995). A titre d’exemple, le complexe EGFR / EGF est stable a un pH faible comme dans
les endosomes ce qui conduit a la dégradation du récepteur. A I'inverse, le complexe EGFR /
TGFa se dissocie a ce méme pH, la dissociation du ligand et du récepteur permet la
déubiquitinylation de 'TEGFR et I'échappement a la dégradation lysosomale permettant son
recyclage (Roepstorff et al., 2009). Les différents diméres d’EGFR peuvent induire différents
devenirs pour 'TEGFR endocyté. Les homodiméres d’EGFR induisent un tri dirigé vers la
dégradation alors que I'hétérodimérisation telle que HER1 / HER2 ne permet pas le
recrutement de Cbl et évite la dégradation. De cette maniére, I'association HER1 / HER2 dans
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les tumeurs malignes induit une internalisation ralentie et une augmentation du recyclage a la
membrane plasmique (Peschard and Park, 2003).

Plasma

membrane | 1 2 [
st
1

Cytosol H

‘ o0 .
o 8
{L_; - ﬁ - J ?’
Epsin-1, AP-2,

clathrin coat
~ I
ESCRT
machinery
Endosome/
MVB o Ubiquitin

Inactive
EGFR

€ Grb2

f cbi

I Ligand

Activated
EGFR

Figure 16 : Trafic intracellulaire de 'EGFR induisant sa dégradation ou son recyclage d’aprés
Madshus and Stang, 2009

Lorsque 'EGFR est activé et ubiquitinylé, il est pris en charge par des puits recouverts de clathrine.
Aprés son internalisation, 'EGFR lié a son ligand est partiellement déubiquitynilé jusqu’a son interaction
avec le complexe ESCRT au niveau de la membrane endosomale ou il y a ré-ubiquitinylation. Grace au
complexe ESCRT et a I'ubiquitinylation, le récepteur est dirigé vers les vésicules interne des endosomes
pour induire sa dégradation. Lorsque le récepteur lié & son ligand est internalisé, ceux-ci peuvent se
détacher en présence d’'un faible pH, ayant pour conséquence le recyclage du récepteur inactif a la
membrane plasmique.

11.5.4.3. Devenir alternatif de ’'EGFR au niveau mitochondrial

Outre la dégradation et le recyclage de 'EGFR internalisé, un fois activé celui-ci connait
des voies d’adressage intracellulaires alternatives. En effet, il peut étre acheminé vers le noyau
(Cf 11.4.1.1. La translocation nucléaire de 'TEGFR) ou vers la mitochondrie. Le transfert de
'EGFR au niveau mitochondrial est un événement constitutif et également induit par la
stimulation dépendante du ligand. Une fois dans la mitochondrie, 'lEGFR activé conduit a la
phosphorylation de la cytochrome ¢ oxydase contribuant normalement a I'apoptose. Sous sa
forme phosphorylée, cette enzyme mitochondriale présente une activité réduite, limitant
l'initiation de I'apoptose (Demory et al., 2009). Bien que restant a élucider, la piste de 'TEGFR
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mitochondrial semble intéressante pour la compréhension de I'échappement thérapeutique
(Cao et al., 2011).

11.5.5. Le trafic de ’EGFR dans le cancer

La régulation spatiale de 'EGFR par son trafic intracellulaire joue un réle crucial dans
la tumorigenése. Les défauts de localisation dus a une absence de dégradation ou & un
recyclage important du récepteur a la membrane conduisent a la progression tumorale.

11.5.5.1. L’impact des mutations oncogéniques sur le trafic de 'EGFR

Dans de nombreux cancers, lTEGFR est retrouvé muté ou surexprimé conduisant a une
signalisation exacerbée. Les différentes mutations observées induisent I'apparition de
protéines tronquées ou l'apparition d’'un domaine tyrosine kinase constitutivement actif. Ces
mutations peuvent, comme dans le cas du cancer bronchique non a petites cellules, conduire
a un défaut de dégradation de 'EGFR d{ une ubiquitinylation défectueuse par Cbl (Shtiegman
et al., 2007). D’autre part, l'activation constitutive de 'EGFR permet d’orienter son trafic
intracellulaire vers 'ERC en partenariat avec la kinase Src. Ces deux protéines peuvent
interagir grace a leur trafic intracellulaire commun et provoquer une signalisation pro-
oncogénique soutenue (Chung et al., 2009 ; Donepudi et Resh, 2008).

11.5.5.2. Influence des thérapies anti-cancéreuses sur le trafic de ’lEGFR

Dans le traitement du cancer, l'utilisation d’agents thérapeutiques induisant des
dommages a ’ADN comme des rayonnements ionisant ou des sels de platine est courante.
De nos jours, les molécules ciblant TEGFR tels que les anticorps monoclonaux et les
inhibiteurs des récepteurs a tyrosine kinase sont couramment employés pour limiter la
progression tumorale. Leur utilisation a des conséquences directes sur le trafic de 'lEGFR. Le
gefitinib se comporte notamment comme un suppresseur de I'endocytose de 'lEGFR activé.
Cependant, cette action n’a pu étre observée que dans certains types cellulaires (Nishimura
et al., 2007). Concernant le cetuximab dont le rble est de bloquer la fixation des ligands a la
surface de 'EGFR, celui-ci est internalisé lié a TEGFR. Il empéche I'activation du récepteur et
permet une diminution de I'expression de 'lEGFR (Harding et Burtness, 2005). Les effets et
les mécanismes mis en jeu vis-a-vis du trafic intracellulaire de 'lEGFR sont encore mal connus
et nécessitent d’étre élucidés.

L'utilisation des thérapies anti-cancéreuses induit également des effets secondaires
sur le trafic intracellulaire de 'EGFR (Figure 17). A titre d’exemple, la chimiothérapie couplée
aux rayons X peut causer la production d’espéces réactives oxygénées menant a l'inactivation
de cystéine-protéines tyrosine phosphatases (Salmeen et Barford, 2005). Cette inactivation
crée un déséquilibre entre kinase et phosphatase induisant une stimulation indépendante du
ligand. LEGFR peut également étre activé par la modification directe des résidus cystéine
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compris dans son site actif (Truong et Carroll, 2012). Son activation est suivie de
linternalisation du récepteur et de son trafic dépendant de p38 (Winograd-Katz et Levitzki,
2006 ; Zwang et Yarden, 2006) ou de la kinase Src (Benhar et al., 2002 ; Raju et al., 2012) et
de la clathrine et de AP-2 (Grandal et al., 2012). Des études contradictoires ont démontré les
effets de l'internalisation dépendante de p38 dans la sensibilité et la résistance aux thérapies.
En effet, certaines études montrent que l'inactivation de la voie d’internalisation par p38
conféere une sensibilité aux thérapies (Zwang et Yarden, 2006) alors que d’autres montrent
une augmentation de la résistance (Winograd-Katz et Levitzki, 2006). Les effets biologiques

de cette internalisation n’ont pas été clairement identifiés.

L'utilisation d’agents thérapeutiques peuvent aussi conduire a I'adressage de lEGFR
vers le noyau et la mitochondrie pour activer des génes de résistance ou inhiber I'apoptose.
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Figure 17 : Le trafic intracellulaire de ’EGFR activé et ses différents devenirs d’aprés Tomas et

al., 2013.

Les récepteurs activés au niveau de la membrane plasmique sont internalisés et triés dans les
endosomes précoces. Ce tri est un point crucial dans le devenir des cellules. La voie de recyclage (en
vert) favorise notamment la prolifération cellulaire. De maniére opposée, la voie de dégradation (en
bleu) passant par le systeme ESCRT, les corps multivésiculaires (MVB) et le lysosome est associée a
une homéostasie cellulaire normale. Les voies nucléaires et mitochondriales quant a elles sont
majoritairement associées a la survie cellulaire. De plus, le stress cellulaire conduirait a I'élimination des
récepteurs membranaires et a la mort cellulaire (en rouge). Inversement, les récepteurs activés par le
stress pourraient étre recyclés et promouvoir la survie et la prolifération cellulaire.
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11.5.5.3. L’impact des partenaires de ’EGFR sur sa régulation

Comme nous avons pu le voir au cours de cette partie, 'TEGFR est une protéine
fortement impliquée dans la prolifération cellulaire et la transformation des cellules saines en
cellules tumorales. Néanmoins, sa signalisation et son devenir sont particulierement
dépendants de ses partenaires protéiques. En effet, ceux-ci peuvent intervenir dans le
maintien de sa signalisation comme dans son atténuation. Les protéines de tri peuvent
notamment intervenir dans la signalisation et la localisation de 'TEGFR. De récents travaux
réalisés au sein de notre laboratoire ont permis de montrer I'implication d’une protéine de tri
cellulaire a domaine VPS10 dans le trafic de TEGFR. Cette protéine, la sortiline, a été montrée
comme étant indispensable dans linternalisation et la dégradation de 'EGFR (Al-Akhrass et
al.,, 2017). Nos premiers résultats indiquent que la sortiline pourrait moduler les fonctions
nucléaires de 'EGFR dans les cellules issues de tumeurs bronchiques. C’est la raison qui
nous a conduits a étudier la fonction de la sortiline en lien avec 'lEGFR au niveau nucléaire.
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Partie Ill. La sortiline

I11.1. La découverte de la sortiline

Les enzymes lysosomales synthétisées au niveau de I'appareil de Golgi nécessitent
un mécanisme permettant leur acheminement aux lysosomes. Le tri de ces enzymes est rendu
possible par un processus faisant intervenir les récepteurs au manose-6-phosphate (M6PRS)
(46 et 275 kDa). Ces récepteurs reconnaissent les mannoses phosphorylés des hydrolases
lysosomales et induisent leur adressage vers les endosomes tardifs qui fusionnent ensuite
avec le lysosome (Kornfeld et Mellman, 1989 ; Pearse et Robinson, 1990). Les enzymes
lysosomales acheminées par ce biais sont primordiales pour la conservation des conditions
homéostatiques. En effet, le défaut d’adressage de ces enzymes provoque une maladie rare,
la mucolipidose Il qui est une insuffisance enzymatique (Paik et al.,, 2005). Néanmoins,
certains patients atteints par ce défaut d’adressage présentent un taux normal d’enzymes
lysosomales dans certains tissus. Cela suppose la présence de mécanismes alternatifs
permettant leur adressage (Glickman et al., 1993 ; Owada et Neufeld, 1982 ; Waheed et al.,
1982). Chez la levure, une voie d’adressage alternative indépendante des M6PRs (Mannose-
6-Phosphate Receptor) a pu étre mise en évidence en identifiant la protéine VPS10, une
protéine ciblant la carboxypeptidase Y a proximité de la vacuole de la levure (Cooper et
Stevens, 1996 ; Marcusson et al.,, 1994). En 1994, I'étude de la maturation des LRP
(récepteurs aux lipoprotéines de basse densité) a permis de mettre en évidence une protéine
de 100 kDa environ se liant a la protéine RAP (receptor associated-protein) (Gliemann et al.,
1994). Par la suite, l'utilisation de la chromatographie d’affinité sur lysats de cerveaux humains
a permis d’identifier une protéine de 95 kDa se liant a la RAP, cette protéine est la gp95 /
sortiline (Petersen et al., 1997). Grace a cette méme technique, un récepteur a la neurotensine
(NTS) d’environ 100 kDa a pu étre découvert (Zsurger et al., 1994). Ce troisieme récepteur a
la NTS composé d’'un seul domaine transmembranaire n’appartient donc pas a la famille des
RCPG comme NTSR1 et NTSR2, il a été observé comme étant identique a la sortiline (Mazella
et al., 1998). La famille des récepteurs a domaine VPS10 compte a présent 5 membres : la
sortiline, SorLA, sorCS1, sorCS2 et sorCS3 (Hermey et al., 2009) (figure 18). Ces cinq
protéines partagent un domaine commun qui est le domaine VPS10. La sortiline est le
prototype de cette famille avec un seul domaine VPS10 constituant la totalité de son domaine
extracellulaire, suivi d’'un domaine transmembranaire et d’'une courte queue cytoplasmique.
Dans la famille de la sortiline, SorLA posséde les mémes domaines que la sortiline, mais
comporte entre le domaine Vps10 et le domaine transmembranaire, un domaine d’homologie
au précurseur d’'EGF, de répétitions de type complément et de répétitions de fibronectines de
type Il (figure 18). Ses homologues SorCS comprennent dans leur partie extracellulaire un
domaine riche en leucines juxtamembranaire relié au domaine Vps10 par un domaine PKD.
Ces différents domaines permettent les interactions protéine-protéine et la régulation de la
fixation du ligand (Mazella et Vincent, 2006 ; Willnow et al., 2008).

Eric Lapeyronnie | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2021 75
Licence CC BY-NC-ND 3.0



1 Propeptide

NH,
L.
Vps10p-domain
A
v
NH, NH, NH,
< 1 % EGF precursor )
= NH, homology domain
@ Complement-type repeat
- Fibronectin type lll
repeat
. @) PKD domain
D Leucine rich domain
Transmembrane
COOH COOH COOH COOH COOH ' region
SorLA  Sortilin  SorCS1 SorCS2  SorCS3 §  Cytoplasmic domain

Figure 18 : Les membres de la famille des récepteurs a domaine VPS10 d’aprés Glerup et al.,
2014

I11.2. Le domaine VPS10 de la sortiline

Le domaine extracellulaire de la sortiline permettant la fixation de son ligand est
constitué exclusivement d’'un domaine VPS10. Ce domaine a pu étre déterminé par
cristallographie. Il est composé de trois parties, la partie N-terminale (résidus 45 a 576) est
composée de 10 feuillets B formant une hélice 3. Cette hélice est prolongée par deux domaines
10CC-a (résidus 577 a 633) et 10CC-b (résidus 634 a 716) (figure 19). Ceux-ci ont peu de
structures secondaires mais interagissent fortement avec I'hélice de la partie N-terminale. La
fixation du ligand de la sortiline, la neurotensine (NTS), passe par une liaison autour de la
lumiére de I'hélice B (Quistgaard et al., 2009). De récentes études ont permis de montrer que
la conformation de la sortiline évolue en fonction du pH environnant. La diminution du pH induit
un changement de conformation de la sortiline permettant sa dimérisation. Or, la liaison de
ses ligands se fait préférentiellement sur le monomeére de sortiline. Cela indique que la
dimérisation et le changement de conformation de I'hélice 3 provoque la libération du ligand
et déclenche le recyclage du récepteur (Leloup et al., 2017).
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Figure 19 : Structure du domaine VPS10 de la sortiline obtenue par cristallographie d’aprés
Leloup et al., 2017

I11.3. Les ligands de la sortiline

La sortiline, sous sa forme mature, peut lier différents ligands comme la neurotensine,
son ligand préférentiel, (Mazella et al., 1998) ou son propre pro-peptide (Munck Petersen et
al., 1999). Elle fixe également certaines pro-formes de facteurs de croissance, tels que le pro-
NGFB (Nykjaer et al., 2004), le pro-BDNF (Teng et al., 2005), la pro-granuline (Tanimoto et
al., 2017) ou des protéines partenaires comme I'apo-lipoprotéine AV-14 (Nilsson et al., 2008),
la protéine RAP (Petersen et al., 1997), la lipoprotéine lipase (LpL) (Nielsen et al., 1999) et le
transporteur de glucose GLUT-4 (Shi et Kandror, 2005). La sortiline permet également la
fixation de protéines telle que p75N™® ayant pour action I'induction de la mort cellulaire (Nykjaer
et al., 2004). La sortiline a également été montrée comme interagissant avec les récepteurs
Trk A/B/C, ces interactions ayant pour conséquence d’induire leur transport antérograde au
niveau axonal, renforcant la signalisation des neurotrophines (Nykjaer et al., 2011). Ce
récepteur a la neurotensine peut également se lier a 'TEGFR pour favoriser son internalisation
et sa dégradation (Al-akhrass et al., 2017). Le rble de la sortiline en lien avec 'EGFR dans les
différents compartiments cellulaires reste tout de méme a élucider.

I11.4. Structure et trafic de la sortiline

La sortiline est exprimée dans de nombreux tissus, tels que le cerveau, la moelle
épiniere, les testicules et les muscles squelettiques (Hermans-Borgmeyer et al.,1999 ; Hermey
et al.,, 2009 ; Mazella et al., 1985 ; Petersen et al., 1997). La maturation de la sortiline se
déroule dans le réseau trans-golgien qui participe également au trafic des protéines (Petersen
et al., 1997). La sortiline est synthétisée sous forme de pro-sortiline de 831 acides aminés.
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Elle est ensuite maturée par une protéase de type furine dans I'appareil de Golgi par un clivage
de 44 acides aminés dans son domaine N-terminal (Petersen et al., 1997). La maturation par
la furine permet de dégager l'extrémité N-terminale de la sortiline de son peptide qui,
initialement, empéchait la fixation du ligand (Petersen et al., 1999). Ce peptide permet son
adressage a la membrane en empéchant le mauvais repliement du récepteur qui limiterait son
transport (Westergaard et al., 2004). La sortiline alors mature est acheminée vers la membrane
plasmique ou sécrétée par le biais de granules de sécrétion (Figure 20). Une fois a la
membrane, la sortiline interagit avec d’autres récepteurs membranaires et des ligands
(Nykjaer et Willnow, 2012). La sortiline, en lien avec ses partenaires protéiques, peut étre
internalisée par endocytose médiée par la clathrine permettant le transport des protéines entre
les endosomes et le Golgi de maniéres antérograde et rétrograde.

Le transport antérograde, c’est-a-dire entre le réseau trans-Golgien et les endosomes,
est rendu possible grace a certaines séquences d’homologie entre la sortiline et la protéine
M6PR de 275 kDa au niveau de sa partie intracellulaire. En effet, ces deux protéines partagent
au niveau de [lextrémité C-terminale un motif HDDSDEDLL contenant un site de
phosphorylation par la caséine Il, permettant le recrutement de AP-1 et la formation des
vésicules golgiennes. Cette séquence présente également un motif dileucine permettant les
mécanismes de tri ultérieurs (Petersen et al., 1997). Le transport rétrograde est également
médié par la protéine AP-1 couplée au complexe rétromer GGA (Kim et al., 2010 ; Nielsen et
al., 2001). La sortiline et ses partenaires, intégrés aux endosomes précoces, peuvent étre
orientés vers le lysosome pour étre dégradés (Tanimoto et al., 2017). La sortiline peut
également participer a la biogenése des exosomes en permettant leur sécrétion (Yang et al.,
2011 ; Wilson et al., 2014).

Au niveau de la membrane plasmique, la sortiline peut étre clivée par des protéases
libérant différents fragments. La partie N-terminale peut étre clivée par les métalloprotéases
ADAM-17 ou ADAM-10 (A desintegrin and metalloproteinase) (Evans et al., 2011 ; Hermey et
al., 2006). L’'action de y-sécrétases au niveau du segment transmembranaire provoque
également la libération de la partie intracellulaire de la sortiline (Nyborg et al., 2006). Le clivage
et la libération de la partie N-terminale conduit a une forme soluble de sortiline dépourvue de
domaines transmembranaire et intracellulaire, empéchant I'adressage de ses ligands a la
dégradation lysosomale (Evans et al., 2011). Concernant la partie C-terminale libérée dans la
cellule, son réle reste a déterminer, elle pourrait permettre la régulation de voies de
signalisation et de I'expression de certains génes.
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Figure 20 : Les voies impliquées dans le trafic intracellulaire de la sortiline d’apreés Talbot et al.,
2019

Lors de la maturation de la sortiline, le propeptide est clivé par des convertases dans le réseau trans
Golgien. Le sortiline associée a un partenaire protéique peut étre sécrétée sous forme de granule de
sécrétion a partir de I'appareil de Golgi ou étre adressée a la membrane plasmique par le biais de
vésicules sécrétoires constitutives. Les partenaires protéiques de la sortiline peuvent étre ancrés a la
membrane plasmique ou sécrétés de maniéere soluble. Une fois a la membrane plasmique, la sortiline
peut persister & ce niveau ou étre clivée par des métalloprotéases (ADAM) et des y-sécrétases pour
étre libérée sous forme soluble. La sortiline membranaire est également un médiateur permettant
linternalisation de protéine par endocytose clathrine dépendante. Une fois endocytées les protéines
peuvent connaitre différents devenirs ; étre dégradées par le lysosome, recyclé a la membrane ou
exportées sous forme d’exosomes.

I11.5. L’influence de la sortiline sur le métabolisme cellulaire

[11.5.1. La régulation de Glut-4 par la sortiline

La protéine Glut-4 est un transporteur de glucose présent a la membrane plasmique
des adipocytes et myocytes squelettiques a la suite de I'induction de sa translocation par
linsuline depuis le Golgi. En effet, Glut-4 est localisé initialement dans des vésicules de
stockages spécialisées (VSS) au niveau de I'appareil de Golgi (Kupriyanova et Kandror, 2000
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; Lin et al.,, 1997). L’action de linsuline conduit a la diminution du nombre de VSS et a
augmentation du nombre de transporteurs Glut-4 a la membrane (Bryant et al., 2002). La
sortiline est essentielle a la biogenése des VSS et augmente I'absorption du glucose stimulée
par l'insuline dans les adipocytes. En effet, la co-transfection de Glut-4 et de la sortiline dans
des adipocytes indifférenciés induit la formation de VSS (Shi et Kandror, 2005). De méme, la
surexpression de SORT1 induit donc une augmentation du nombre de VSS formés mais
également une meilleure absorption du glucose (Shi et Kandror, 2005). Bien qu’impliquée dans
le transport antérograde des VSS, la sortiline participe également au transport rétrograde de
Glut-4. Pour cela, la sortiline interagit grace a son domaine VSP10 avec le transporteur de
glucose au niveau du domaine luminal extracellulaire (Pan et al., 2017). Cette interaction a
pour effet de protéger Glut-4 de la dégradation lysosomale. En effet, les endosomes contenant
Glut-4 sont adressés vers I'appareil de Golgi et non vers la dégradation lysosomale.

[11.5.2. La sortiline module le trafic des lipoprotéines

Une étude datant de 2010 a permis de montrer l'influence d’un polymorphisme de type
SNP du gene SORT1 (rs12740374) (Musunuru et al., 2010). L’apparition de ce polymorphisme
induit la création d’'un site de liaison au facteur de transcription C / EBP conduisant a sa
surexpression hépatique (Musunuru et al., 2010). Cette surexpression est corrélée avec une
diminution du taux de LDL (low-density lipoprotein) et de VLDL (very low-density lipoprotein)
plasmigues. Bien gue cette étude ne présente pas la régulation du taux de LDL plasmatique
du point de vue mécanistique, elle propose que la sortiline régule négativement la sécrétion
hépatique de ceux-ci. Une autre étude, basée sur 'augmentation de I'absorption des LDL par
les HEK-293 surexprimant la sortiline, a proposé un role de la sortiline dans la diminution du
taux de LDL sanguin, limitant les maladies coronariennes (Linsel-Nitschke et al., 2010).
Néanmoins, une étude réalisée sur des souris KO sortiline a montré une corrélation entre
'absence de sortiline et la diminution du taux de LDL sanguin (Kjolby et al., 2010). De plus,
l'interaction directe entre la sortiline et I'apolipoprotéine B a pu étre démontrée dans des
cultures primaires d’hépatocytes. L’ensemble de ces résultats bien que contradictoires
suppose I'implication de la sortiline dans le métabolisme des lipoprotéines bien que sa fonction
ne soit pas clairement identifiée.

l11.6. Le réle de la sortiline sur la signalisation des neurotrophines et de la
neurotensine

111.6.1. La sortiline et le trafic de la neurotensine

La neurotensine, le ligand préférentiel de la sortiline (NTSR3) est un neuropeptide de
13 acides aminés fortement exprimé dans les systémes nerveux central et périphérique ainsi
gue dans le systeme digestif. Elle joue un réle au niveau du SN en agissant notamment sur
lanalgésie, la thermorégulation mais également au niveau cardiovasculaire, digestif et
endocrine (Rosténe et Alexander, 1997). La plupart des effets de la neurotensine sont médiés
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par NTSR1 (Neurotensin receptor 1) mais les effets médiés par la sortiline sont quant a eux
moins connus. La sortiline représente, en effet, le troisieme récepteur a la neurotensine. Cette
protéine est différente des 2 autres récepteurs. En effet, NTSR-1 et NTSR-2 sont des
récepteurs a la neurotensine appartenant a la famille des RCPG (Vincent et al., 1999). La
sortiline, quant a elle, ne fait pas partie de cette famille (Mazella et al., 1998). La fixation de la
neurotensine sur la sortiline limiterait I'accessibilité au domaine VPS10 de la sortiline et agirait
en inhibiteur compétitif (Quistgaard et al.,, 2009). En l'absence de stimulation par la
neurotensine dans la lignée de carcinome coliqgue HT29, la sortiline est majoritairement
localisée au niveau de 'appareil de Golgi (65%), seul 10% de la sortiline est membranaire et
25% nucléaire (Morinville et al., 2004). La stimulation des cellules par la neurotensine conduit
a la formation du complexe sortiline / neurotensine. Celui-ci est ensuite internalisé et adressé
au réseau trans-Golgien par le biais de la voie endosomale, changeant la localisation et la
répartition de la sortiline au sein de la cellule. Lors de ce trafic, la sortiline peut étre présente
sous deux formes ayant des poids moléculaires différents. Au niveau trans-Golgien, elle
posséde un poids moléculaire inférieur a celui observé dans les endosomes précoces et a la
membrane (Morinville et al., 2004). Ces deux formes de sortiline suggérent des fonctions
différentes. La forme totale ayant le plus haut poids moléculaire permet de réguler I'endocytose
de la neurotensine au niveau de la membrane plasmique, et la forme de plus faible poids
moléculaire participe au tri au niveau trans-Golgien. L’existence des différentes formes de
sortiline a ce niveau, comme au niveau membranaire, suggére la présence d’enzyme(s)
induisant ses différents clivages.

I11.6.2. La sortiline et les pro-neurotrophines

Les neurotrophines sont des facteurs de croissance ayant de multiples fonctions. Elles
sont impliquées dans la survie cellulaire, la plasticité neuronale et également dans des
phénomenes non physiologiques dans le cas du cancer. Ces facteurs de croissance sont
synthétisés sous forme de pré-pro-neurotrophines. Ces précurseurs sont clivés par des
protéases et des convertases donnant les formes immatures : les pro-neurotrophines puis les
formes matures : les neurotrophines. Ces pro-neurotrophines et neurotrophines ont différentes
fonctions selon la nature des récepteurs sur lesquels elles se fixent et selon le degré de
maturité du facteur de croissance (pré-pro, pro ou mature). Cette caractéristique permet
d’expliquer 'ambivalence des neurotrophines et de leurs récepteurs. En effet, la fixation du
pro-NGF sur p75 N™R induit la mort cellulaire tandis que la fixation du NGF mature peut
provoquer la mort cellulaire médiée par p75N™ ou la survie cellulaire via TrkA (Lee et al., 2001 ;
Soilu-Hanninen et al., 1999 ; Zhang et al., 2000). Toutes les cellules exprimant p75N™R ne
subissent pas forcément de réponse au pro-NGF ce qui suppose qu'un autre acteur
moléculaire est impliqué dans I'induction de I'apoptose via cette pro-neurotrophine. En 2004,
la sortiline a été montrée comme participant a la modulation de la réponse cellulaire au pro-
NGF (Nykjaer et al., 2004). En effet, le pro-NGF interagit avec la sortiline et le récepteur de
mort p75N™R favorisant la voie apoptotique des cellules neurales (Nykjaer et al., 2004). En
absence de sortiline, les pro-neurotrophines fixent le récepteur TrkA et induisent la survie
cellulaire. La sortiline joue donc un réle de commutateur moléculaire dans la signalisation
induite par les pro-neurotrophines et neurotrophines, modulant alors la réponse cellulaire.
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l11.7. L'implication de la sortiline dans le cancer

Etant donné les fonctions de la sortiline vis-a-vis de ses ligands, de ses partenaires
moléculaires et dans le trafic intracellulaire, celle-ci montre une forte implication dans différents
modeles de cancer (Wilson et al., 2016). En effet, la sortiline semble présenter un double réle
en fonction du type de cancer étudié, jouant le role d’'oncogéne dans certains modeles et de
suppresseur de tumeur dans d’autres tels que les cancers de la prostate (Tanimoto et al.,
2015, 2017) ou du poumon (Al-akhrass et al., 2017).

I11.7.1. Le sortiline dans le glioblastome

En 2013, une étude a montré, sur une cohorte de patients atteints de glioblastome, que
I'expression du pro-BDNF, de p75N'R et de la sortiline augmentent avec le grade pathologique
et est corrélée avec l'agressivité tumorale (Xiong et al., 2013). Plus récemment au sein de
notre équipe, l'extinction du marqueur mésenchymateux YKL-40 dans des lignées de
glioblastome a permis d’observer la diminution de I'expression de TrkB, de p75"™R et de la
sortiline provoquant une diminution de I'agressivité des cellules (Pinet et al., 2016). En 2019,
le réle de la sortiline dans la progression de cette tumeur cérébrale a pu étre mis en évidence.
En effet, il a pu étre démontré in vitro et ex vivo que la sortiline induisait la transition épithéliale
mésenchymateuse (EMT) favorisant ainsi I'invasion tumorale (Yang et al., 2019). Cette étude
a permis de montrer que l'inhibition ou I'extinction de la sortiline limitent la migration cellulaire
et le mécanisme d’EMT en empéchant I'activation de la voie GSK-3p/B-catenin/Twist (Yang et
al., 2019).

I11.7.2. La sortiline dans le cancer du sein

Dans le cancer du sein, le pro-NGF est fortement exprimé et sécrété par les lignées
cellulaires et les tumeurs. Ce précurseur du facteur de croissance stimule la migration des
cellules cancéreuses (Demont et al., 2012). La sécrétion du pro-NGF et sa fixation sur son
récepteur TrkA, associées a la sortiline, forme une boucle autocrine conduisant a I'activation
de AKT et Src (Lévéque et al.,, 2019). Des données in vitro ont permis d'observer que
l'inhibition de la sortiline induisait une diminution de la migration, de la prolifération cellulaire
et une inhibition de FAK (focal adhesion kinase) et de Src (Roselli et al., 2015). Au contraire,
dans les tissus tumoraux, la forte expression de la sortiline est corrélée avec la présence de
carcinomes canalaires et lobulaires invasifs. Une autre étude réalisée en 2018 a montré
I'implication de la sortiline dans la réponse des cellules tumorales mammaires a la progranuline
(PGRN) (Rhost et al., 2018). En effet, le traitement des cellules tumorales a la PGRN stimule
la différenciation cellulaire et la prolifération des cellules souches cancéreuses de maniéere
dépendante de la sortiline. Ces résultats identifient la sortiline comme étant un acteur dans la
progression du cancer du sein et sa dissémination par le biais des métastases. Elle semble
également étre impliquée dans la prolifération des cellules souches cancéreuses. Dans le
cancer du sein la sortiline semble agir en tant que promoteur du développement et de la
progression tumorale.

Eric Lapeyronnie | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2021 82
Licence CC BY-NC-ND 3.0



I11.7.3. Le sortiline dans |le cancer colorectal

Dans le cancer colorectal (CCR) et plus particulierement dans les lignées de CCR, il a
été montré que la sortiline pouvait étre clivée et perdre son domaine extracellulaire (Navarro
etal., 2002). Le domaine clivé reste tout de méme actif et peut alors étre intégré par les cellules
cancéreuses, provogquant une augmentation de la concentration en calcium intracellulaire.
Cette augmentation a pour conséquence [lactivation de la voie PI3K médiée par
phosphorylation de FAK et Src (Massa et al., 2013). L’activation de la voie PI3K conduit a la
survie des cellules cancéreuses. Il a également été montré que le fragment soluble de la
sortiline agissait sur l'expression de certaines intégrines, modifiait la structure des
desmosomes et réduisait la capacité des cellules a adhérer (Massa et al., 2014). L’ensemble
de ces résultats suggére un réle de cette forme soluble de sortiline dans les processus
métastatiques (van Zijl et al., 2011). Dans ce type de cancer, la sortiline interagit avec NTSR-
1 qui pourrait participer a son internalisation (Martin et al., 2002). De récents travaux réalisés
au sein de notre laboratoire ont permis de montrer, dans le CCR, I'implication de la sortiline
dans l'apparition de résistance au 5-fluorouracil et jouant un roéle de potentiel biomarqueur de
mauvais pronostic (Blondy et al., 2020).

I11.7.4. La sortiline dans la leucémie

En 2008, notre laboratoire a montré que les lymphocytes B placés en privation sérique
étaient soumis a l'effet autocrine du BDNF, ayant pour conséquence d’inhiber I'apoptose. Cet
effet a été montré comme dépendant de la sortiline (Fauchais et al., 2008). La sortiline permet
la régulation de I'expression des neurotrophines et de leurs récepteurs dans le lymphome
diffus & grande cellule B (DLBCL) (Bellanger et al., 2011). Par conséquent, I'absence de
sortiline a la surface cellulaire conduit a la survie en présence du complexe TrkB/p75NTR, A
linverse, le traitement des cellules avec du pro-BDNF entraine 'augmentation du complexe
p75NTR/sortiline et favorise la mort cellulaire (Dubanet et al., 2015). Il a également été montré
par analyse transcriptomique de I'expression de la sortiline, une corrélation positive entre le
niveau d’expression de SORTL et 'échappement thérapeutique chez des patients atteints de
leucémie aiglie (Garza-Veloz et al., 2015). Dans le lymphome, le réle de la sortiline reste trés
ambigué, alors qu’elle semble impliquée dans la résistance thérapeutique dans le cas de la
leucémie aigue.

111.7.5. La sortiline dans le cancer de ’ovaire

La comparaison du niveau d’expression de la sortiline entre des échantillons contréles
et des échantillons tumoraux a montré une surexpression de la sortiline dans les tissus
tumoraux (Hemmati et al, 2009). L’extinction de la sortiline in vitro par siARN favorise
induction d’apoptose et permet une diminution de la prolifération cellulaire (Ghaemimanesh
et al., 2014). Ces données suggérent un rble de la sortiline dans la survie des cellules
cancéreuses ovariennes.
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I11.7.6. La sortiline dans le cancer de la prostate

Dans le cancer de la prostate, la PGRN se trouve surexprimée, ayant pour effet de
stimuler la prolifération, la croissance, la migration et I'invasion des cellules tumorales. Ces
effets sur les cellules tumorales passent par I'activation de la voie AKT et la voie des MAPKs.
La PGRN semble donc fortement impliguée dans 'agressivité tumorale et les phénoménes
pro-tumoraux (Monami et al., 2009). Il a été montré que la surexpression in vitro de la sortiline
inhibe fortement I'expression de la PGRN et limite ses effets oncogéniques (Tanimoto et al.,
2015, 2017). La sortiline, fortement exprimée, stimule 'endocytose de la PGRN et conduit a
sa dégradation lysosomale. A l'inverse, la PGRN provoque I'endocytose de la sortiline et sa
dégradation lysosomale. Les deux protéines s’autorégulent donc. Ces données suggeérent un
réle suppresseur de tumeur de la sortiline. De maniéere contradictoire, le niveau d’expression
de la sortiline et d’autres génes impliqués dans la biogenése des endosomes ont pu étre
corrélés avec un mauvais pronostic et une forte agressivité de ce type de cancer (Johnson et
al., 2015).

l11.7.7. La sortiline dans le cancer bronchique

Les recherches menées au sein de notre laboratoire ont montré l'implication de la
sortiline dans le cancer bronchique non a petites cellules. En effet, un complexe nommé
« TES » pour TrkB, EGFR, sortiline (sortiline sous forme tronquée) a été identifié dans les
exosomes issus de lignées de cancer bronchique non a petites cellules. Ce complexe est
transféré au microenvironnement par le biais des exosomes pour moduler celui-ci et induire
'angiogenése tumorale (Wilson et al., 2014). La diminution d’expression de la sortiline par
shARN a permis de réduire la quantité de TrkB et ’'EGFR chargée dans les exosomes. Ces
données montrent le réle de la sortiline dans le trafic de 'TEGFR et de TrkB dans le cancer
bronchique non a petites cellules.

En 2017, notre équipe a mis en évidence les fonctions de la sortiline dans la prise en
charge du récepteur a 'TEGF au niveau membranaire et dans la régulation de sa signalisation
(Al Akhrass et al., 2017). En effet, la sortiline est impliquée dans l'internalisation de 'TEGFR
par endocytose ce qui permet de limiter la signalisation exacerbée de ce récepteur. Au
contraire, une perte de fonction de SORT1 conduit a une rétention membranaire de 'EGFR
hyper-phosphorylé empéchant I'arrét de sa signalisation et favorisant ainsi la prolifération
cellulaire et la croissance tumorale (Figure 21). Il a pu étre démontré que 'EGFR et la sortiline
interagissaient de maniére indépendante du statut mutationnel de 'TEGFR et de son ligand
bien que linteraction soit stimulée par I'ajout d’EGF. Des résultats d'immunohistochimie
obtenus a partir de prélevements de patients ont permis de déterminer une corrélation inverse
entre le niveau d’expression de SORT1 et le grade tumorale ainsi qu'avec I'augmentation
d’expression du marqueur de prolifération Ki67. Une corrélation entre le niveau d’expression
de SORT1 et la survie globale des patients atteints d’ADC bronchiques a également été mise
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en évidence. L’ensemble de ces résultats suggére que la sortiline est un régulateur négatif de
'EGFR et constitue un marqueur de bon pronostic.
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Figure 21 : Schéma de la régulation de ’EGFR par Ila sortiline (Al-Akhrass et al., 2017)

La sortiline est un régulateur du transport rétrograde de 'EGFR. Celle-ci est majoritairement présente
dans le réseau trans-Golgien (TGN) et un niveau de la membrane plasmique ou elle achemine des
protéines qui lui sont partenaires. De cette maniére, la sortiline circule en continu entre la membrane
plasmique et le TGN par le biais des endosomes. La sortiline a pour partenaire 'TEGFR qui peut étre
fixé sous forme activé ou non et induire son internalisation. Ainsi, TEGFR internalisé est retrouvé dans
les endosomes précoces, puis tardif afin d’étre dégradé par le lysosome, recyclé a la membrane ou
exporté dans les exosomes. De cette maniére la dégradation permet de la limiter la signalisation de
'EGFR. Dans le cas d’une faible concentration en sortiline cellulaire, il y a une absence d’internalisation
de 'EGFR, cela conduit a une rétention membranaire du récepteur et un maintien de sa signalisation
pro-oncogénique.

La suite de ces travaux a permis d'observer le réle de la stimulation a 'EGF et
limplication de la sortiline dans le transport nucléaire de 'EGFR. En effet, des résultats
préliminaires obtenus par microscopie confocale et par fractionnements subcellulaires ont
permis de mettre en évidence I'importance de I'EGF dans la translocation de 'EGFR et de la
sortiline. Nous avons pu observer dans des cellules A549wt une augmentation treés
significative de la quantité ’EGFR et de sortiline au niveau nucléaire suite a la stimulation des
cellules a 'EGF. Ces résultats préliminaires suggéraient l'implication de I'EGF dans
'adressage nucléaire de 'EGFR et de la sortiline. En comparant la quantité d’EGFR au niveau
nucléaire dans des cellules A549 pLKO et des cellules A549 shSORTL1 a la suite de la

stimulation par 'EGF, une diminution significative de la quantité d’EGFR a pu étre constaté
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dans les cellules dépourvues de sortiline suggérant ainsi que cette derniére pourrait étre
impliquée dans le transport de 'TEGFR nucléaire.

Finalement, une premiére étude visant a analyser le niveau d’expression de quelques
génes cibles de 'EGFR au niveau nucléaire (c-myc, CCND1 et ABCG2) a montré une
augmentation significative de leur expression en absence de sortiline. Ces résultats suggerent
un réle de la sortiline au niveau nucléaire, en tant que régulateur transcriptionnel.
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Partie IV. Objectifs

L’EGFR joue un role majeur dans la progression tumorale des CBNPC. Bien que la
signalisation dépendante de 'lEGFR occupe une place prépondérante dans cette progression.
Son mécanisme d’action ne se limite pas a sa fonction au niveau membranaire. Ainsi, dans de
nombreux cancers, la présence de 'EGFR dans le noyau est corrélée a une augmentation
significative de la récidive locale et a une diminution de la survie sans maladie aprés la
radiothérapie seule ou la radiothérapie adjuvante (Psyrri et al., 2005). Les travaux récents de
I'équipe sont en lien direct avec le transport de 'TEGFR au sein de la cellule. lls ont en effet mis
en évidence I'implication de la sortiline dans le trafic intracellulaire de TEGFR et démontrent
son implication dans linternalisation de I'EGFR membranaire et latténuation de sa
signalisation (Al-Akhrass et al., 2017). Plus récemment, une étude préliminaire concernant la
fonction de la sortiline en lien avec le transport de 'lEGFR a permis de mettre en évidence un
nouveau réle potentiel de cette derniére au niveau nucléaire. Ces résultats attirent I'attention
sur la signification de la sortiline et de la sortiline nucléaire chez les patients ainsi que sur
l'implication de cette derniére dans la sensibilité aux thérapies ciblées, dans le CBNPC. Les
objectifs de cette thése ont donc été les suivants :

- quantifier le niveau d’expression de la sortiline dans les tissus tumoraux (ADC) en
comparaison des tissus sains afin de confirmer la corrélation entre la quantité de sortiline et
I'agressivité tumorale et confronter ces résultats aux bases de données en ligne (TCGA).

- déterminer I'existence d’'une interaction physique entre 'TEGFR et la sortiline au niveau
nucléaire comparable a celle préalablement observée au niveau cytoplasmique.

- analyser 'impact des variations d’expression de la sortiline sur 'expression des génes
cibles de 'lEGFR (CCND1, c-myc...) sur des lignées cellulaires et sur les prélévements issus
de patients.

- déterminer par immunoprécipitation de la chromatine (ChlP) si, comme 'EGFR, la
sortiline peut se lier a la chromatine afin d’activer ou de réprimer I'expression de génes.

- mettre en évidence, par ChlP-seq, les cibles génomiques de la sortiline et les
comparer aux cibles de 'TEGFR existante.

- déterminer les motifs d’ADN récurrents ciblés par 'lEGFR et la sortiline.

- identifier 'impact des variations d’expression de la sortiline sur la fixation de la
chromatine par 'lEGFR et la sortiline et corréler ces profils de fixations avec le niveau
d’expression des génes cibles.

- mettre en évidence I'effet d’'un traitement aux ITKs (osimertinib) sur la fixation de la
chromatine et sur le niveau d’expression des cibles nucléaires.
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Partie V. Matériels et méthodes

Culture cellulaire et traitements

Les lignées cellulaires, A549, H1975 ont été obtenues auprés de I'American Type
Culture Collection (ATCC), et la lignée cellulaire PC9 a été obtenue aupres d'ECACC, tandis
gue la lignée cellulaire H3255 a été généreusement fournie par Sylvie Gazzeri de linstitut
Albert Bonniot (Grenoble, France). Les modéles cellulaires A549 sous exprimant la sortiline
ou 'EGFR par le biais de ShARN et les modéles surexprimant la sortiline déja présent au
laboratoire ont également été utilisés. Les cultures cellulaires ont été maintenues en culture
dans un milieu modifié de Dulbecco Eagle GlutaMAX (Gibco) supplémenté avec 10% de sérum
veaux feetal (IDbio), 1% d'antibiotiques (Pénicilline / Streptomycine) (Gibco) et 1% d'acides
aminés non essentiels (Gibco). Les lignées cellulaires ont été cultivées a 37°C sous
atmosphére humide en présence de 5% de CO,. Des stimulations EGF ont été réalisées avec
50 ng/mL pendant 30 min. Pour les traitements avec des inhibiteurs de la tyrosine kinase, les
cellules ont été traitées pendant 24 heures avec 1 uM d'Osimertinib (AZD9291, Tagrisso®).

Les transfections cellulaires

Pour les transfections transitoires et stables, les cellules ont été transfectées en
utilisant le réactif de transfection JetPei (transfection Polyplus, Ozyme). L’utilisation de
lentivirus a permis de générer des lignées cellulaires sur-exprimant la sortiline de maniere
inductible. Brievement, les cellules H1975 ont été infectées deux fois avec un lentivirus
contenant I'ADN codant le systéeme Tet-On, puis avec un lentivirus codant la surexpression de
la sortiline. Environ 5 x 10° cellules ont été infectées dans un milieu complet contenant 8 ug
de polybréne (Sigma) par millilitre de milieu en présence de lentivirus dilués a raison de 5
particules lentivirales par cellule pour une durée de 48 heures avant d'étre sélectionnées par
la blasticidine (1 pg/ml, Sigma). Ensuite, les cellules ont été réinfectées avec le second type
de lentivirus permettant la surexpression de la sortiline avant d'étre sélectionnées par la
puromycine (1 pg/mL, Sigma).

ARN interférents

L’extinction transitoire de 'EGFR a été réalisée par ['utilisation de siARN (100 nM)
(SignalSilencer® EGF Receptor siRNA |, Ozyme) en présence d'INTERFERIin (Polyplus
transfection, lllkrich, France).
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Fractionnement subcellulaire

Les fractions nucléaires et cytoplasmiques ont été extraites des cellules en utilisant le
kit « NE-PER ™ Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents » (Thermo ScientificTM).
Environ 1.108 cellules ont été décollées et centrifugées a 500 x g pendant 5 minutes. Les culots
cellulaires ont ensuite été rincés avec du PBS 1X glacé (PBS, Gibco) et centrifugés a nouveau
a 500 x g pendant 5 minutes. Les cellules ont été remises en suspension avec le réactif
d'extraction cytoplasmique | (CER |) et agitées avant incubation sur glace pendant 10 minutes.
Le réactif d'extraction cytoplasmique Il (CER 1) a été ajouté a la suspension cellulaire et incubé
pendant 1 minute sur glace. Le mélange a été centrifugé a 16 000 x g / 4°C pendant 5 minutes
puis la fraction cytoplasmique a été récoltée. Le culot nucléaire a été lavé au PBS et
recentrifugé. Le culot nucléaire a ensuite été remis en suspension dans le réactif d'extraction
nucléaire (NER) et incubé sur glace pendant 40 minutes et vortexé toutes les 10 minutes
pendant 15 secondes. Les lysats nucléaires ont été centrifugés a 16 000 x g / 4°C pendant 10
minutes. La fraction nucléaire a été récoltée immédiatement. Les fractionnements
subcellulaires ont été analysés par western blot. Pour ces extractions, le rapport volumique
des réactifs CER I: CER II: NER de 200: 11: 100 pL a été respecté.

Western Blot

Pour 'analyse par western blot, les cellules ont été lavées avec du PBS (PBS, Gibco)
puis lysées avec un tampon de lyse cellulaire (4% SDS 10%, 20% glycérol, 0,125 M Tris-HCI
pH 6,8) contenant 1% de cocktail d'inhibiteurs de protéases (# 7012, Cell Signaling). Les lysats
cellulaires ont ensuite été soniqués (Vibra-Cell Sonifier, avec une amplitude de 60%) trois fois
(5 secondes chacun, avec au moins 1 minute de repos sur glace entre les impulsions). Ensuite,
les lysats ont été centrifugés a 16 000 x g / 4°C pendant 20 minutes. La concentration en
protéine des lysats a été évaluée par dosage de Bradford. Le western blot a été réalisé sur 40
Hg de protéines totales. Les protéines ont été soumises a une migration sur gel d’acrylamide
SDS-PAGE avant d’étre transférées sur membrane PVDF et incubées en présence d’anticorps
spécifiques pour la sortiline (# Ab16640, Abcam®), P-EGFR (Tyr 1068, # 3777, 1/1000; Cell
Signaling), EGFR (# 4267, 1/1000, Cell Singaliling, ou clone H11 # MA5-13070, 1/500, Fischer
Scientific), pERK1 / 2 (Thr202 / Thr204, # 4370, 1/1000, Cell Singaliling), ERK1 / 2 (, # 9102,
Cell Singaliling 1/1000), pAKT (Ser 473, # 4060 1/1000, Cell Singaliling) AKT (# 4691, 1/1000,
Cell Singaliling), lamin bl (# HPA050524, 1/1000, Anticorps Atlas®), tubuline (# sc-53646,
Santa Cruz) et l'actine (# A2066, 1/10000, Sigma). L'immunoblot a été révélé avec des
anticorps secondaires conjugués a la peroxydase de raifort (HRP) (Dako, 1/1000, Agilent,
France) en présence d'un substrat d’ECL, un substrat de chimioluminescence. Les
membranes ainsi incubées ont été révélées a I'aide d’'une G-Box (Ozyme, France).

Immunoprécipitation nucléaire

Les immunoprécipitations nucléaires ont été réalisées apres l'extraction de la fraction
nucléaire en utilisant le kit « NE-PER™ Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents »
(Thermo Scientific™). Seuls les extraits nucléaires ont été conservés et dilués avec du tampon

Eric Lapeyronnie | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2021 90
Licence CC BY-NC-ND 3.0



de radio-immunoprécipitation (tampon RIPA) (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 150 mM NacCl, 1%
Nonidet P-40 (NP-40), 5% sodium désoxycholate, 0,1% sodium dodecyl sulfate (SDS), 1 mM
d'orthovanadate de sodium, 1 mM NaF, 1% d'inhibiteurs de protéases). Les
immunoprécipitations ont été réalisées avec les billes magnétiques Dynabeads™ Protein G (#
10003D, Invitrogen™). Les anticorps d'immunoprécipitation ont été incubés avec les billes
Dynabeads™ pendant 10 minutes a température ambiante (RT) afin de les conjuguer avant
d'ajouter les lysats nucléaires. Les anticorps couplés aux Dynabeads™ ont été incubés
pendant 2 heures sous agitation a température ambiante avec les lysats nucléaires. Les billes
ont ensuite été lavées 3 fois avec du PBS (PBS, Gibco) et éluées avec du tampon de charge
SDS-PAGE 2X Laemmli (4% SDS, 10% 2-mercaptoéthanol, 20% glycérol, 0,004% bleu de
bromophénol, 0,125 M Tris-HCI) & 95°C pendant 10 minutes. La co-immunoprécipitation a
ensuite été révélée par western blot.

Immunoprécipitation de la chromatine

L’'immunoprécipitation de la chromatine a été réalisée en utilisant le kit « SimpleChIP®
Enzymatic Chromatin IP Kit (Magnetic Beads) (#9003, Cell Signaling) ». Environ 2.107 cellules
ont été fixées avec 1% de formaldéhyde pendant 10 minutes a température ambiante. La
fixation au formaldéhyde a été stoppée en ajoutant une solution de glycine (#7005, Cell
Signaling) pendant 5 minutes a température ambiante. Les cellules fixées ont été centrifugées
a 2000 x g pendant 5 minutes puis lavées deux fois avec 20 mL de PBS glacé (PBS, Gibco)
et centrifugées a nouveau. Les culots cellulaires ont été remis en suspension et incubés
pendant 10 minutes sur glace dans 4 mL de tampon d'isolement de noyau A (#7006, Cell
Signaling) contenant 1 M de dithiothréitol (DTT) (#7016, Cell Signaling) et un cocktail
d'inhibiteurs de protéases (PIC) (# 7012, Cell Signaling). Les suspensions cellulaires ont été
centrifugées a 2000 x g / 4°C pendant 5 minutes. Les culots ont ensuite été remis en
suspension dans 4 mL de tampon disolement de noyaux B (#7007, Cell Signaling)
supplémenté avec du DTT 1 M, re-centrifugés a 2000 x g/ 4 ° C pendant 5 minutes. Les culots
nucléaires ont été remis en suspension dans 400 pL de tampon B contenant 2 yL de nucléase
microccocale (#10011, Cell Signaling) et incubés pendant 20 minutes a 37°C sous agitation
réguliere pour fragmenter I'ADN. La digestion a été arrétée en ajoutant 0,5 M d'EDTA (#7011,
Cell Signaling) et en incubant sur glace pendant 2 minutes. Les noyaux ont été centrifugés a
16 000 x g / 4°C pendant 1 minute puis lysés par sonication dans un tampon ChIP 1X (#7008,
Cell Signaling) contenant du PIC. Les noyaux lysés ont été centrifugés a 9 400 x g / 4°C
pendant 10 minutes. La taille et la concentration des fragments d'ADN ont été vérifiées par
électrophorése a 2% d'agarose et quantification au Nanodrop™ (NanoDrop™ ND2000C,
Thermo Scientific™) aprés purification a partir du surnageant. Les immunoprécipitations ont
été réalisées a partir de 50 pug d'ADN avec 500 uL de tampon ChIP 1X contenant du PIC et 2
Hg d'anticorps (anti-EGFR H11, #MA5-13070, ThermoFisher Scientific ; anti-sortilin, #ANT-
009, Alomone; IgG de lapin) , #2729, Cell Signaling ; Mouse (G3A1) mAb IgG1 Isotype Control,
#5415S, Cell Signaling) et incubées pendant une nuit a 4°C sous agitation. Aprés une nuit
d'incubation, 30 uL de billes magnétiques couplées a des protéines G (# 9006, signalisation
cellulaire) ont été ajoutées au mélange d'immunoprécipitation et ont été incubées pendant 3
heures a 4°C sous agitation. Les billes ont ensuite été lavées 3 fois avec un tampon de lavage
a faible teneur en sel (tampon ChIP 1X), puis une fois avec un tampon a haute teneur en sel
(tampon ChIP 1X ; NaCl 1 M). L'ADN et les protéines ont été élués des billes en ajoutant 150
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ML de tampon d'élution 1X (# 7009, Cell Signaling) et chauffés a 65°C pendant 30 minutes. Le
surnageant a ensuite été récolté et digéré par ajout de 2 pL de protéinase K (#10012, Cell
Signaling) et incubé pendant une nuit a 65°C. L'ADN a ensuite été purifié en utilisant des
colonnes de purification (#10010, Cell Signaling) et élué dans 40 uL de tampon d'élution d'ADN
(#10009, Cell Signaling). Les tests ChIP ont ensuite été révélés par PCR guantitative.

Extraction D’ARN et PCR quantitative

Les ARNs totaux ont été extrait a partir de 50 mg de tissu ou d'environ 1.10° cellules
par la méthode du trizol (#79306, QIAzol, QIAGEN). Les tissus ou les cellules ont été lysés
dans le réactif QlAzol avant d'ajouter du chloroforme et de centrifuger 12 000 x g / 4°C pendant
10 minutes. La phase aqueuse a été transférée dans un nouveau tube avant d’ajouter de
l'isopropanol et d’'incuber a -80°C pendant 1 heure pour précipiter les ARNs. Le mélange a
ensuite été centrifugé a 16 000 x g / 4°C pendant 10 minutes. Les culots d'ARN précipité ont
été lavés a I'éthanol 75% avant d'étre centrifugés de nouveau a 16 000 x g / 4°C pendant 10
minutes. Les ARNSs totaux ont ensuite été remis en suspension dans de I'eau qualité biologie
moléculaire. La réaction de rétrotranscription a été effectuée en utilisant la Superscript IlI
(Invitrogen™) a partir de 2 pg d'ARN totaux selon le protocole du fournisseur. Les PCR
quantitatives ont été réalisées sur 50 ng d'/ADNc avec le Premix Ex TaqgTM (#RR39WR,
TaKaRa®) sur un thermocycleur QuantStudio 3 (Applied BiosystemsTM) avec les sondes
TagMan™ adaptées aux cibles. Les résultats de RT-gPCR ont été normalisés par rapport au
géne de ménage ACTB en utilisant la méthode des AACt. Les sondes utilisées sont fournies
dans le tableau suivant. Les sondes employées pour les réactions de ChIP qPCR ont été
congues a partir des séquences de promoteurs d'ADN génomique de chaque géne ciblé. Pour
cela, le service « custom » TagMan™ ThermoFisher Scientific™ a permis de déterminer les
sondes nécessaires.

Targeted Gene TagMan™ probes references
ACTB Hs01060665 g1
CCND1 Hs00765553 m1l
DHODH Hs00361406 m1l
DUSP12 Hs00170898 m1l
EGFR Hs01076090 m1
MYC Hs00153408 m1
SNAPC1 Hs00608182 m1l
SORT1 Hs00361760 m1l
STX6 Hs01057343 m1

Tableau 1 : Liste des genes ciblés par gPCR et les amorces correspondantes

Immunofluorescence

Les cellules ont été cultivées a la surface de lamelles de verre et lavées deux fois dans
du PBS glacé avant la fixation par du méthanol pendant 10 minutes sur glace. Aprés fixation,
les cellules ont été lavées avec du PBS puis incubées dans du PBS contenant 1% (p / v) de
BSA (IDbio). Les cellules ont été immunomarquées a 4°C pendant la nuit avec l'anticorps
primaire indiqué, anti-EGFR (Cell Signaling, Ozyme, #4267, 1/100), anti-sortiline (Abcam,
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#ab16640, 1/100, France) dans une solution de saturation. Les cellules ont ensuite été lavées
trois fois (PBS) et les anticorps primaires ont été marqués soit avec des anticorps anti-lapin
conjugué Alexa Fluor 594, soit avec des anticorps anti-souris-IgG conjugués Alexa Fluor 488
(1:1000; Life Technologies) pendant 2h a température ambiante. Les cellules ont été lavées
trois fois (PBS). Les cellules ont été montées sur lame de verre en utilisant un milieu de
montage Fluoroshield (Sigma) contenant du 4', 6-diamidino-2-phénylindole (DAPI) pour
colorer les noyaux. Les images de fluorescence ont été obtenues en utilisant des microscopes
a fluorescence (Zeiss Axiovert) équipés d'un systéme d'imagerie confocale a balayage laser
(Zeiss LSM 510 META ou LSM800). Les coefficients de Mander ont été calculés en utilisant
le logiciel Zeiss LSM 510 META ou ZEN (Zeiss) sur des images non saturées avec une tranche
optique de 0,8 um. Au moins 30 cellules ont été acquises pour chaque condition. L'expression
de I'EGFR ou de la sortiline a la surface des cellules a été analysée a I'aide du logiciel ImageJ
(ImageJd).

« Proximity ligation assay »

Pour la réaction de « proximity ligation assay », les cellules ont été fixées avec du
paraformaldéhyde (PFA) a 4% pendant 10 minutes, puis perméabilisées pendant 30 minutes
sur glace dans 0,1% de Triton X-100 (Sigma) dans du PBS. Les cellules ont ensuite été lavées
avec du PBS puis saturées avec une solution de PBS 2% de BSA pendant 30 minutes a 37°C
dans une chambre humide. Les anticorps primaires contre 'lEGFR (monoclonal de souris, 1:
100, Life Technologies) et la sortiline (polyclonal de lapin, 1: 100, Abcam) ont été dilués dans
une solution de saturation avant d’'incuber les échantillons pendant 30 minutes a 37°C. Les
cellules ont ensuite été lavées avec le tampon A du kit de test de ligature de proximité Duolink
Il (Olink Bioscience, Sigma). La sonde Duolink 1l PLA anti-souris Minus et la sonde Duolink Il
PLA anti-lapin Plus ont ensuite été ajoutées aux cellules. Les cellules ont ensuite été incubées
pendant 60 minutes a 37°C. Pour lier les deux sondes, les cellules ont été incubées pendant
30 minutes a 37°C dans du tampon de ligature Duolink Il en présence de ligase. Aprés la
ligature, les cellules ont été lavées dans le tampon A. L'amplification a été réalisée pendant
100 minutes & 37°C avec le tampon d'amplification Duolink Il contenant la polymérase. Les
cellules ont ensuite été lavées trois fois dans du tampon B et montées sur lame de verre avec
un milieu de montage contenant du DAPI. Des analyses ont été effectuées en utilisant le
logiciel ImageJ (NIH, Bethesda) en mesurant les valeurs moyennes de fluorescence. Au moins
30 cellules ont été acquises pour chaque condition.

Greffe de cellules tumorales in vivo

Les souris femelles NOD-SCID ont été obtenues aupreés de Janvier Labs (France). Les
souris ont été hébergées dans une atmosphére non pathogéne. Les expériences ont été
réalisées en accord avec le Département vétérinaire frangais. Environ 1.10° cellules H1975
sur-exprimant la sortiline en présence de doxycycline ont été greffées sur la cuisse gauche de
souris. Le volume tumoral (= Longueur x Largeur x ((Longueur + Largeur) / 2)) a été mesuré
deux fois par semaine. Les souris ont été traitées ou non avec de la doxycycline dans I'eau de
boisson (2 mg/mL). Apres le développement de la tumeur, les souris ont été sacrifiées 34 jours
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apres l'injection des cellules et les tumeurs ont été collectées. Une partie de la tumeur a été
fixée au formaldéhyde, incorporée dans des blocs de paraffine pour réaliser des analyses par
IHC et la deuxiéme partie a été utilisée pour vérifier la surexpression par gPCR et western
blot.

Analyses statistiques

Les analyses statistiques concernant les intensités relatives de fluorescence, les
résultats de western blot et les expériences de ChIP ont été réalisées avec le logiciel PAST
(version 2.17). Les données présentées ont été réalisées au minimum trois fois de maniere
indépendante. Les barres d’erreurs représentent les erreurs standard a la moyenne. Les
résultats ont été analysés par un test ANOVA et les p<0.05 ont été considérés comme
statistiquement significatifs. Les corrélations entre les niveaux d’expression en ARNm de
cMYC et de SORTL1 ont été faites a partir des bases de données du TCGA et du CCLE et
évaluées par régression linéaires en utilisant le logiciel R (version 3.6.1).
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Partie VI. Résultats

Le cancer du poumon non a petites cellules (CBNPC) est le principal type de cancer
bronchique. Parmi ceux-ci le sous type dominant est 'adénocarcinome (ADC) qui représente
environ 80% des CBNPC. Ce type de cancer demeure la principale cause de décés par cancer
dans le monde (Herbst et al., 2008). Environ 15% des CBNPC de type ADC comportent des
mutations somatiques dans le domaine tyrosine kinase (TK) du récepteur du facteur de
croissance épidermique (EGFR). Ces mutations conduisent a des formes actives de ce
récepteur indépendamment de sa stimulation par ses ligands. En conséquence, la
signalisation proliférative soutenue par cette activation constitutive fait de ces mutants les
principaux moteurs oncogenes (Sharma et al.,, 2007 ; Di Fiore et al.,, 1987). Etant donné
limportance de 'lEGFR et son état d’activation dans le cancer bronchique, les inhibiteurs de
tyrosine kinase (ITK) sont couramment utilisés en clinigue (McDermott et al., 2007). Leur
utilisation limite I'intensité et la durée de la signalisation proliférative de 'EGFR, diminuant ainsi
I'agressivité de la tumeur et le risque évolutif (Rosell et al., 2012). Bien qu'aucune différence
dans la fréquence ou dans le type de mutations de 'EGFR n'ait été observée entre le stade
précoce et le stade avancé des cancers bronchiques (Pi et al., 2018), les avantages cliniques
déclinent au fil des traitements suite a I'apparition de mutations conférant des résistances
(Rosell et al., 2012 ; Chong et Janne, 2013).

De maniére indépendante des stades de la maladie, I'expression de facteurs co-
oncogéniqgues comme cMYC coopére avec les principales mutations de I'EGFR dans le
maintien de la malignité des cellules et participent a la mise en place des résistances
thérapeutiques. L'EGFR par le biais de sa voie canonique et de sa voie non-canonique
participent a I'établissement des tumeurs et a leur résistance thérapeutique. En effet, plusieurs
publications ont permis de montrer I'action de 'EGFR en tant que facteur de transcription
(Liccardi et al., 2011 ; Li et al., 2009 ; Hsu et Hung, 2007) induisant directement I'expression
de plusieurs co-oncogénes (ABCG2, B-MYB, iINOS, COX-2, Aurora A, STAT1), parmi lesquels
cMYC et CCND1 sont respectivement impliqués dans la reprogrammation épigénique (Poli, V.
et al., 2018) et la prolifération cellulaire. L’'une des hypothéses serait que les traitements via
des ITKs limitent les différentes signalisations canoniques de 'lEGFR dépendante de sa forme
phosphorylée exacerbant sa voie non canonique. Les fonctions de 'EGFR pourraient ainsi
étre réorientées vers sa signalisation nucléaire et sa fonction en tant que facteur de
transcription. Par conséquent, le contrdle de la distribution et du trafic intracellulaire de I'EGFR
reste une étape cruciale pour limiter l'intensité de sa signalisation. Dans ce contexte, nos
travaux antérieurs nous ont permis de montrer que la sortiline, un récepteur de tri appartenant
a la famille VPS10 (Vacuolar Protein Sorting 10), agit comme un régulateur crucial de
I'endocytose de 'EGFR pour limiter sa signalisation proliférative. En effet, la sortiline permet
linternalisation de 'EGFR ayant pour conséquence de limiter sa signalisation membranaire.
Alinverse, 'absence de sortiline conduit a une rétention membranaire de celui-ci. Etant donné
limplication de la sortiline dans le trafic de 'EGFR, il était Iégitime de s’interroger sur sa
fonction en lien direct avec 'action non canonique de 'TEGFR et avec son mécanisme d’action
au niveau nucléaire.

Nos travaux récents ont mis en évidence la présence d’'un complexe EGFR-sortiline
dans les noyaux de cellules de cancer bronchique stimulées par de 'EGF. Par la suite, nous
avons pu découvrir une fonction nucléaire inédite de la sortiline visant a lier la chromatine. Les
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résultats concernant ce r6le ont permis de dévoiler, a I'échelle du génome, une distribution de
'EGFR et de la sortiline sur des cibles génomiques correspondants aux promoteurs et a des
éléments régulateurs de la transcription de génes impliqués dans I'agressivité et la progression
tumorale (Strippoli et al., 2020 ; Blakely et al., 2017 ; Santoni-Rugiu et al., 2019). La sortiline
se lie de maniére préférentielle au site de début de transcription (TSS) de cMYC, ce qui a pour
effet de diminuer la fixation de 'ARN Pol Il limitant, par conséquent, I'expression génique. Les
tests effectués en présence d'ITK de derniére génération comme 'osimertinib ont déclenché
une internalisation de 'EGFR et de la sortiline. La translocation nucléaire de ce complexe et
son action sur différentes cibles génomiques permettent notamment a la sortiline d’exercer
une fonction répressive sur I'expression de cMYC et de CCND1. Sachant que I'expression de
la sortiline reste significativement réduite par rapport a celle de I'EGFR dans les lignées
cellulaires de cancer bronchique, la sortiline représenterait un facteur restrictif afin de limiter
les fonctions transcriptionnelles de I'EGFR. N’étant que peu présente dans le cancer
bronchique, la sortiline ne permet pas d’inhiber totalement I'action de 'TEGFR.

Nos travaux nous permettent de conclure en proposant un modéle hypothétiqgue dans
lequel la sortiline se lie simultanément aux éléments régulateurs de transcription des génes
ciblés habituellement par 'EGFR et présente une activité potentielle de suppresseur de
tumeurs en limitant l'activité de transduction de 'EGFR. De cette maniére, la sortiline tend a
endiguer le r6le membranaire de 'lEGFR en induisant son internalisation et le réle nucléaire
de celui-ci, en inhibant I'expression des cibles nucléaire de 'lEGFR. En effet, la sortiline,
lorsqu’elle est sur-exprimée limite le recrutement de 'ARN polymérase Il, indispensable a la
transcription des genes, tels que cMYC. Cette étude permet de mieux comprendre la
signification et la valeur pronostique de I'expression de la sortiline dans le cancer bronchique
non a petites cellules ainsi que son intérét potentiel au niveau thérapeutique, plus
spécifiguement dans les tumeurs possédant comme principal driver oncogénique 'EGFR. La
sortiline pourrait représenter a la fois un marqueur prédictif de l'efficacité des ITK et un
nouveau candidat thérapeutique dans la resensibilisation des cellules tumorales aux
traitements.
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SUMMARY (148 / 150 words)

Lung cancer is the leading cause of cancer deaths worldwide and remains one of the most
incurable. Tyrosine kinase receptors, such as the epidermal growth factor receptor (EGFR),
are often aberrantly activated and drive tumor growth. Monotherapy with tyrosine kinase
inhibitors to deactivate EGFR has shown initial efficacy, but their benefits tend to decline over
time. EGFR acts as a transcriptional factor promoting the expression of co-oncogenic drivers,
which, in turn, interact with canonical EGFR mutations to induce therapeutic relapse. This
study reports that sortilin, a crucial regulator of cytoplasmic EGFR, attenuates its transducing
function. Genome-wide chromatin binding revealed that sortilin interacts with gene regulatory
elements occupied by EGFR. These results suggest a model, in which sortilin exhibits potential
tumor suppressor-like activity by concurrently binding to regulatory elements of cMYC. Sortilin
expression in lung adenocarcinoma may be predictive of the efficacy of anti-EGFR strategies.

KEYWORDS (up to 10)

EGFR, sortilin, MYC, TKI, lung adenocarcinoma
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INTRODUCTION

Lung adenocarcinoma (LUAD), which is present in about ~80% of patients with hon-small
cell lung cancer (NSCLC), remains the leading cause of cancer deaths worldwide!. About 15%
of these tumors contain somatic mutations in the gene encoding epidermal growth factor
receptor (EGFR), constitutively activating the tyrosine kinase (TK) domain of EGFR, even in
the absence of ligand stimulation. This sustained proliferative signaling? creates cells in which
EGFR mutants act as principal oncogenic drivers?. Clinically, tyrosine kinase inhibitors (TKI)*
limit the intensity and duration of EGFR proliferative signaling, thereby decreasing tumor
aggressiveness and the course of disease®. However, although early and advanced LUAD do
not differ in EGFR mutation frequency or type®, the clinical benefits of TKIs decline over time®’.

Irrespective of disease stage, co-oncogenic drivers cooperate with canonical EGFR
mutations in maintaining tumor malignancy and enhancing relapse. EGFR can act as a
transcriptional factor®-1°, directly promoting the expression of these co-drivers, such as MYC
and CCND1, which have been implicated in epigenic reprogramming!! and cell proliferation,
respectively. These findings suggest that exclusive of its TK activity, EGFR function may be
reoriented to its nuclear signaling network. Thus, controlling the spatiotemporal distribution of
EGFR remains crucial in limiting its oncogenic driving force. We have reported that sortilin, a
sorting receptor belonging to the vacuolar protein sorting 10 (VSP10) family, acts as a crucial
regulator of EGFR endocytosis, limiting its proliferative signaling. To better determine the
possible clinical role of sortilin in the treatment of tumors with constitutively activated EGFR,
this study investigated whether sortilin could also act on the nuclear EGFR signaling network.

We recently observed that EGFR—sortilin complexes were present in the nuclei of EGF-
stimulated cells concomitant with genome-wide chromatin binding, with these complexes
binding to transcription regulatory elements of genes associated with relapse from TKI
treatment and progressive disease'? 1. Interestingly, sortilin was found to preferentially bind
to the transcription-starting site (TSS) of cMYC, reducing the activity of this gene. The TKI
osimertinib was shown to trigger massive EGFR internalization and importation into cell nuclei
of EGFR-sortilin complexes, with sortilin expression in the nuclei repressing cMYC expression.
Because sortilin expression is significantly lower than EGFR expression in LUAD cell lines,
sortilin may act as a restrictive factor, limiting EGFR transcriptional functions.

We have therefore proposed a model, in which sortilin exhibits a potential tumor-
suppressor-like activity by concurrently binding to the transcription regulatory elements of
EGFR-targeted genes, thereby limiting the EGFR transducing activity. The present study
provides insight into the therapeutic importance of sortilin expression in LUAD, especially in
EGFR-positive tumors. Sortilin may both predict the efficacy of TKIs and be a new candidate
for the treatment of LUADs.
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RESULTS
Sortilin interacts with EGFR in the nucleus

Based on findings showing that sortilin limits EGFR proliferative signaling®>¢, we tested
whether sortilin exhibits a tumor suppressor-like activity by acting on its nuclear signaling
network. Although sortilin interacts physically with EGFR in A549 cells at or near the plasma
membrane, as shown by red spots indicating sites of proximity ligation amplification (PLA),
their interaction within the nuclei of cancer cells following EGF stimulation was not evaluated
1516 (Figure 1a, insets 1-1 to 2-2). Z-stack confocal images and three-dimensional projections
at 90° and 155° showed that EGFR-sortilin complexes were present in the nuclei of both EGF-
stimulated and non-stimulated cells (Figure 1b, insets showing z axis #2 to #26). After
incubation for 5 min, both the numbers of EGFR—sortilin clusters and their total volume in the
nuclei of EGF-stimulated cells increased significantly (p<0.05, Figure 1c—e), suggesting that
the translocation of EGFR—sortilin complexes started at early stages of EGFR endocytosis.
Indeed, both immunoprecipitation (Figure 1f) and western blotting of isolated nuclei showed
significant increases in EGFR—sortilin complexes (p<0.001, 30 min), with EGF kinetics
suggesting specific sub-nuclear localizations!’ (Figure 1g-h). Because EGFR silencing
significantly reduced (p<0.05) the amount of sortilin in nuclear extracts despite EGF
stimulation, sortilin translocation was likely not mediated by another member of the EGF family
(Figure 1h and 1j).

These results suggest that sortilin is imported into the nuclei of cancer cells only in the
presence of EGFR, and that nuclear EGFR importation requires EGFR endocytosis. Likewise,
agglomeration of EGFR—sortilin complexes in the nuclei of EGF-stimulated cells suggests a
specific sub-nuclear localization that might address transcriptional functions.
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Figure 1: Sortilin and EGFR interact together in the nuclei of cancer cells. (a) Proximity
ligation assay (PLA) showing the interaction between sortilin and EGFR in the lung
adenocarcinoma cell line A549 in the absence or presence of EGF (50 ng/mL) for 30 min. Red
spots indicate sites of PLA amplification, reflecting interactions between sortilin and EGFR.
Scale bar, 10 um; white arrows show EGFR—sortilin clusters. (b) Z-stack sections of confocal
microscopy images showing sortilin and EGFR interactions in z axis (insets #2-26). White
arrows show EGFR-sortilin clusters. (c) 3D confocal microscopy images showing EGFR-
sortilin interactions at angles of 90° and 155°. (d) Quantification of EGFR—sortilin spots per
nucleus, in the absence or presence of EGF for 5 or 30 min. (e) Estimated volumes of EGFR—
sortilin clusters per nucleus (um®nucleus) in the absence or presence of EGF for 5 or 30 min.
(f) Confirmation of EGFR—-sortilin interactions by nuclear co-immunoprecipitation of A549 cell
lysates in the absence or presence of EGF (50 ng/mL) for 30 min and immunoblotted (I1B) with
anti-EGFR antibodies. (g) Immunoblots showing kinetics of EGFR and sortilin nuclear
importation following EGF stimulation of A549 cells. Nuclear fractions were obtained 0, 5, 15,
and 30 min after stimulation with 50 ng/mL EGF. (h) EGFR silencing by specific sSiRNA
transfection for 72 h before assessment of sortilin importation into the nucleus by western
blotting. (i) Quantification of nuclear importation of EGFR and sortilin following EGF
stimulation. Molecular weights (MW) are shown in kilo Daltons (kDa). (j) Relative optical
density (ROD) of sortilin expression in isolated nuclei following EGFR depletion by siRNA. All
values represent means + SD. *p<0.05, **p<0.01, and ***p<0.001 by Student’s t-test. Each
experiment was repeated at least three times.
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EGFR-sortilin complexes co-immunoprecipitate with chromatin

To gain insight into the role of EGFR-sortilin complexes in the nuclei of EGF-stimulated
cells, we investigated whether these complexes exhibited chromatin binding properties.
Chromatin immunoprecipitation assays (ChIP) were performed using micrococcal nucleases
(Mnase), with the quality of enzymatic digestion validated by assessing the ability to release
mono-nucleosomes (Supplementary Materials 1a-d). Because sortilin was never shown to act
as a transcriptional co-factor with genomic binding sequences, and because its nuclear
importation would depend on EGFR (Figure 1h and 1j), we analyzed specific DNA sequences
located within the promoter regions of genes belonging to the EGF transcriptional response
pathway!8. Thus, we selected the epigenetic reprogramming gene cMYC!! and the cell cycling
gene Cyclin D1 (CCDN1)*. ChIP with anti-EGFR or anti-sortilin antibodies showed that EGF
stimulation resulted in the amplification of cMYC and CCND1 chromatin sequences (Figure
2a). Because amplification was not observed following immunoprecipitation with their
respective isotype controls (IgG1 ChIP EGFR and IgG ChlIP sortilin), these results suggest that
both EGFR and sortilin interact specifically with chromatin and could participate in the activity
of EGF-regulated genes (Figure 2a, 1gG).

To identify the DNA regions immunoprecipitated by anti-EGFR and anti-sortilin antibodies,
the ChIP products were sequenced (ChIP-Seq). All libraries bound by these antibodies met all
ChIP-Seq quality control criteria (Supplementary Materials 1b and c). ChIP-Seq experiments
were performed on biological replicates following stimulation with 50ng/mL EGF for 30 min,
with reads averaging 50 million. The percentage frequencies of peaks enriched in stimulated
A549 cells were predominantly distributed within intergenic and intronic regions, as well as
toward transcriptional regulating elements, including the TSS and the transcription termination
site (TTS) (Figure 2b). Analysis of the segmentation of TSS sequences revealed a preferential
distribution for EGFR and sortilin. ChlP-Seq peak distributions within 5 kb of TSS with
aggregation plots showed that the TSS/TTS ratios for EGFR and sortilin were 2.44 and 1.78,
respectively (Supplementary Figure 1). Not surprisingly, we observed an abundance of TSS
peaks co-occurring with the highest expression of EGFR (Figure 2c and Supplementary Figure
1). Likewise, their overlap positions in close proximity to the TSS region suggested that EGFR—
sortilin complexes affected gene activity (Supplementary Figure 1). The PLA and co-
immunoprecipitation assays showing the physical interactions between EGFR and sortilin in
the nuclei of A549 cells (Figure 1a—e) suggested that EGFR and sortilin have common binding
sites on target loci. Significant correlations between EGFR and sortilin profiles were shown on
ChiP-Seq overview using the IGV genome browser, which found EGFR and sortilin binding
sites on the CCND1 and cMYC TSS, as well as by Pearson’s correlation coefficients among
samples (Figure 2d and 2e). Similarly, in silico analysis suggested that both EGFR and sortilin
bound to an AT-rich minimal consensus sequence (ATRS), consisting of TNTTT or TTTNT,
with N being any nucleotide (Figure 2f). These genomic sequences were previously associated
with the EGFR chromatin binding site!®9, suggesting that EGFR—sortilin complexes potentially
bind chromatin through EGFR.

Taken together with our previous results, the binding patterns of EGFR and sortilin were
close to gene-proximal regulatory elements, suggesting that EGFR—sortilin complexes are
involved in EGF-induced molecular processes.
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Figure 2: EGFR and sortilin interact with chromatin. (a) PCR amplification of CCND1 and
cMYC promoter sequences in A549 cells stimulated with EGF (50 ng/mL) for 30 min following
chromatin immunoprecipitation (ChIP) with either anti-EGFR or anti-sortilin antibodies.
Respective isotype IgGs, IgG1l ChIP (EGFR) and IgG ChIP (sortilin), were used as controls
and compared with input samples (input chromatin) corresponding to non-ChiP DNA as
internal control. (b) Peaks enriched for EGFR and sortilin in A549 cells stimulated with EGF
(50 ng/mL) for 30 min. (c) Distribution of EGFR and sortilin ChIP-Seq reads near 5 kb upstream
/downstream of TSS. (d) ChiP-Seq overview shown with the IGV genome browser
representing EGFR and sortilin binding sites on CCND1 and cMYC TSS. (e) Table showing
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Pearson correlation coefficients between each pair of ChIP conditions. Color intensity was
representative of the magnitude of the correlation coefficient. (f) Common consensus
sequences of EGFR and sortilin binding sites on chromatin.

EGF stimulation enhances DNA occupancy by sortilin

To further assess whether EGF promotes EGFR and sortilin DNA binding to transcriptional
regulatory elements, we designed primers corresponding to the TSS regions of genes derived
from gene ontology (GO) analysis (Supplementary Table 1), followed by the use of
immunoprecipitated chromatin as a qPCR template. Each immunoprecipitation met ChIP
guality control (data not shown), with non-specific DNA binding ruled out by using non-relevant
immunoglobulins of the same class as the respective antibodies (data not shown). A549 cells
were depleted of EGFR and SORT1 mRNAs 16 ysing specific ShRNAs and incubated with
antibodies to specifically immunoprecipitate chromatin. No significant differences were
observed between A549 cells transfected with empty vector (pLKO cells) and wild-type A549
cells (data not shown). EGF stimulation triggered significant (p<0.001) chromatin binding of
EGFR onto the TSS regions derived from CCND1, cMYC, and several genes selected by GO
analysis (Figure 3a and Supplementary Figure 2a). Although EGF stimulation significantly
enhanced (p<0.001 and p<0.001) sortilin binding to the TSS of selected genes (Figure 3b and
Supplementary Figure 2b), amplification of the cMYC TSS was of especial interest. Indeed,
EGF stimulation triggered a significant (p<0.001) reduction of sortilin chromatin binding to
cMYC transcriptional regulatory elements when compared with control cells (Figure 3b).
Because chromatin was not amplified in these mRNA-depleted cell lines (ShRNA, p<0.0001)
(Figure 3a and 3b), the differences between EGFR and sortilin binding profiles for cMYC TSS
in basal condition may have specifically involved in cMYC gene activity. Likewise, because
EGFR expression remains higher than that of sortilin, aggregation of free uncomplexed EGFR
to sortilin could unbalance sortilin action toward gene activity. Indeed, EGFR depletion
significantly (p<0.001) reduced the expression of cMYC mRNA but had no effect on CCND1
MRNA expression (Figure 3c). By contrast, the levels of CCND1 and cMYC mRNAs were
significantly higher (p<0.001) in A549 SORT1 mRNA-depleted than in control A549 cells
(Figure 3d).

Taken together, these results suggest that sortilin impairs expression of EGF response
genes and could compete with EGFR at cMYC regulatory elements, thus limiting the
expression of EGFR oncogenic co-drivers.
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Figure 3: EGF stimulation increases EGFR and sortilin binding to chromatin. (a-b)
Quantitative PCR (qPCR) of chromatin immunoprecipitated (ChIP) by anti-EGFR (blue bars)
and anti-sortilin (orange bars) antibodies in control cells (pLKO) and cells depleted of EGFR
or SORT1 mRNA by incubation with shRNAs, and incubated in the absence or presence of
EGF (50 ng/mL) for 30 min. Histograms represented the percentages of input following
normalization. CCND1 and cMYC promoters were amplified by gPCR. (c-d) RT-gPCR
measurements of CCND1 and cMYC mRNAs in A549 cells depleted of EGFR or SORT1
MRNA with shRNAs and in control cells (pLKO). All values represent means * SD, ***p<0.001
by Student’s t-test. Each experiment was repeated at least three times.
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Sortilin overexpression limits polymerase Il recruitment to TSS

Because EGFR protein levels are decreased in H1975 cells overexpressing SORT1 (OE-
SORT1)*®, we performed ChIP experiments using these cells and H1975 cells or transfected
with empty vector (EV). As expected, EGF stimulation of control (EV) cells triggered significant
(p<0.001) chromatin binding by both EGFR and endogenous sortilin (Figure 4a and
Supplementary Figure 3a). By contrast, because sortilin overexpression reduced EGFR
stability, EGFR chromatin binding decreased significantly despite EGF stimulation (Figure 4a
and Supplementary Figure 3b). Under such experimental conditions, sortilin binding to
chromatin was reduced when compared with control cells, whereas sortilin binding to the cMYC
TSS was not altered by EGF stimulation (Figure 4b). Thus, sortilin continued to occupy the
cMYC TSS when compared with non-stimulated OE-SORT1 cells (Figure 4b and
Supplementary Figure 3b). Using this model, we assessed the recruitment of polymerase Il
(Pol 1), belonging to the initiating transcription complex, toward the TSS surface occupied by
EGFR and sortilin (Figure 4c). Interestingly, the chromatin binding of Pol Il to cMYC and
CCND1 TSS was significantly lower in cells overexpressing sortilin than in control cells, as was
the binding of Pol Il to selected genes from GO analysis (Figure 4c and Supplementary Figure
3c). Sortilin binding was higher in cells overexpressing SORT1 than in EV cells, suggesting
that sortilin impairs recruitment of Pol Il and the gene activity of CCND1 and cMYC. To further
evaluate the consequences of increased sortilin chromatin binding, we assessed the levels in
these cells of CCND1 and cMYC mRNAs. Surprisingly, sortilin overexpression significantly
reduced (p<0.001) the mRNA levels of the EGFR co-drivers CCND1 and cMYC (Figure 4d).

Taken together, these results suggest that the amount of sortilin would represent a limiting
factor to impair EGFR binding and Pol Il recruitment at the TSS of EGF response genes.
Moreover, in the presence of TKIs, the inhibition of EGFR kinase activity may result in an
imbalance in sortilin chromatin binding.
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Figure 4: Sortilin overexpression increases sortilin chromatin binding on cMYC and
limits polymerase Il recruitment. (a-b) EGFR and sortilin ChIP-gPCR were performed on
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Osimertinib triggers nuclear importation of EGFR

The spatiotemporal distribution of EGFR remains critical in the treatment of patients with
lung cancer, with patients relapsing due to sustained proliferative signaling in the endosome
platform or enhanced nuclear importation?°. The subcellular distribution of EGFR, however, is
dependent on EGFR mutational status 2. For example, EGFR with a T790M mutation in H1975
cells is constitutively active, being internalized %!, whereas wild-type EGFR in A549 cells
remains at the plasma membrane in the absence of ligand stimulation>?!, Because EGFR-
targeted agents have been found to trigger EGFR endocytosis®??, we investigated EGFR
distribution following TKI exposure; whether inhibition of its kinase activity by osimertinib, a TKI
designed to inhibit the activity of EGFR containing the T790M mutation?®, impairs EGFR
chromatin binding; and whether competition with sortilin for chromatin binding would limit the
activity of this TKI. Strikingly, we found that treatment of A549 cells with 1 uM osimertinib for
24 h triggered massive EGFR endocytosis, similar to that observed by ligand stimulation with
50 ng/mL for 30 min (Figure 5a, insets 1-1 to 6-2). Cell fractionation and isolation of nuclei
resulted in massive importation of EGFR in the nuclei of both cell lines, irrespective of its initial
subcellular distribution (Figure 5b). Treatment with osimertinib did not inhibit EGFR importation
into the nucleus, although it reduced EGFR phosphorylation. Similar to EGF stimulation (Figure
la-f), treatment with osimertinib also resulted in the nuclear importation of sortilin, suggesting
that irrespective of stimuli, sortilin could be co-imported with EGFR in a manner independent
of the phosphorylation status of the latter.

Figure_5_Lapeyronnie_Granet_et_al.
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Figure 5: Osimertinib enhances nuclear importation of EGFR. (a) EGFR localization was
analyzed by confocal microscopy in A549 and H1975 cells, in the absence or presence of EGF
stimulation (50 ng/mL for 30 min) or osimertinib treatment (1 uM for 24 h). Scale bar, 10 ym,
yellow arrows show EGFR location. (b) Western blotting showing that treatment of A549 and
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H1975 cells with osimertinib (1 uM for 24 h) controlled EGFR and sortilin importation into
isolated cell nuclei following cell fractionation. Molecular weight (MW) in kilo Daltons (kDa).

Osimertinib increases sortilin chromatin binding to cMYC TSS

We subsequently assessed whether EGFR and sortilin binding to chromatin increases
following the enrichment of these proteins in the nuclear compartment. Osimertinib treatment
of A549 cells carrying wild-type EGFR significantly increased EGFR binding to chromatin for
each selected TSS sequence (Figure 6a and Supplementary Figure 4a). Similarly, osimertinib
significantly increased sortilin binding to all chromatin sequences, except for cMYC TSS,
where its binding remained unchanged when compared with control of A549 cells (Figure 6b
and Supplementary Figure 4b). Strikingly, only cMYC TSS binding was significantly increased
following osimertinib treatment of the EGFR-mutated H1975 cell line, whereas sortilin binding
to both CCND1 and cMYC, as well as to selected genes from GO analysis, increased
significantly (Figure 6¢ and 6d, and Supplementary Figure 5a and 5b). To further analyze gene
activity following chromatin binding by EGFR and sortilin, we assessed the levels of CCND1
and cMYC mRNAs in these cells (Figure 6e—g). Osimertinib treatment of H1975 cells did not
significantly reduce the level of cMYC mRNA relative to that of CCND1 mRNA and to the level
of cMYC mRNA in A549 cells, suggesting that EGFR and sortilin compete in binding to the
cMYC TSS (Figure 6f). Indeed, unbalancing the proportion of sortilin in the SORT-OE model
significantly reduced the level of cMYC mRNA relative to that in EV cells (Figure 69).

Taken together, these results suggest that sortilin competes for binding to the regulatory
elements of the cMYC gene, and that its expression would remain a limiting factor in the EGFR
transcriptional program, irrespective of stimuli triggering its nuclear importation.
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Figure 6: Osimertinib increases EGFR and sortilin binding to chromatin. (a-d) Results of
EGFR and sortilin ChIP-gPCR of A549 and H1975 cells incubated in the absence or presence
of EGF (50 ng/mL for 30 min) or osimertinib (1 uM for 24 h). CCND1 and cMYC promoter
sequences were amplified by qPCR. (e-f) Levels of CCND1 and cMYC mRNAs determined by
RT-gPCR in A549 and H1975 cells in the absence or presence of osimertinib. (g) CCND1 and
cMYC mRNAs were quantified by RT-gPCR in control H1975 cells carrying empty vector (EV)
and H1975 cells overexpressing (OE-SORT1) in the presence of osimertinib. All values
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represent means * SD, ***p<0.001 and *#p<0.001 by Student’s t-tests, n.s.: not significant.
Each experiment was repeated at least three times.

Inverse correlation between cMYC and sortilin expression

Because uncontrolled EGFR proliferative signaling leads to cell transformation®2* and ADC
initiation?>?’, and because malignant behavior is enhanced by mutation of the EGFR TK
domain, we generated an inducible model (Tet-ON), in which sortilin expression was triggered
in H1975 cells. Using this model, we found that treatment with doxycycline triggered sortilin
expression, thereby unbalancing EGFR stability (Figure 7a). Although EGFR-sortilin
complexes were increased in the nuclei of H1975T¢*ON-SORTLjndyced cells, as evidenced by
immunoprecipitation in the presence or absence of EGF stimulation (Figure 7b), levels of
CCND1 and cMYC mRNAs decreased significantly (p<0.001, orange histograms, Figure 7c).
In vivo, sortilin expression triggered a significant global slowdown of tumor progression
(p<0.001, orange curve, Figure 7d) when compared with non-induced cells (blue curve, Figure
7d). Strikingly, we also observed significant reductions in the levels of CCND1 (p<0.01) and
cMYC (p<0.05) mRNAs (orange histograms, Figure 7e), further suggesting that sortilin has a
tumor suppressor-like activity on the expression of EGFR co-drivers associated with EGF
transcriptional responses. Because these results suggested that sortilin expression would
unbalance EGF transcriptional response, we assessed their clinical relevance by analyzing
SORT1 mRNA expression in 54 patients with LUAD. We found that SORT1 mRNA levels were
significantly lower (p<0.001) in tumor than in adjacent normal tissue samples (blue boxes,
Figure 7f), findings confirmed in data sets from two other studies?® 2° (blue boxes, Figure 79
and 7h), irrespective of disease stages (p<0.001) (Figure 7i).

We therefore categorized these patients by quartiles of SORT1 mRNA expression and
compared their levels of expression of other mRNASs. Interestingly, we found that only cMYC
MRNA expression was affected by the level of SORT1 mRNA expression, with cMYC mRNA
expression being significantly lower (p<0.001, blue box, Figure 7k) in patients with high sortilin
expression (Upper). We also evaluated the effects of sortilin expression on cMYC expression
in several publicly available data sets from the MSKCC cBioPortal*®3!, including 240 patients
in The Cancer Genome Atlas (TCGA)*? and 665 solid cancer cell lines in the Cancer Cell Line
Encyclopedia (CCLE)®3. Strikingly, cMYC expression was inversely correlated with SORT1
expression in both patient tissue samples (r=-0.24, p=8.7.10®) and cancer cell lines (r=-0.2,
p=1.6.10%).

Taken together, these findings suggest that sortilin alters the activity of the epigenetic
reprogramming gene, cMYC. Because sortilin remains dysregulated in malignant tissues,
enabling an imbalance in the EGF transcriptional response, the malignant behavior of tumors
with mutant EGFR would be increased by the expression of co-oncogenic drivers despite the
presence of a TKI.
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Figure 7: cMYC expression correlates inversely with SORT1 expression in vitro and in
tumor samples. (a) Western blotting showing EGFR and sortilin expression in lysates of
H1975TeON-SORTL ¢a|s following incubation in the absence or presence of 100 nM doxycyclin
(dox) for 24 h. (b) Anti-EGFR immunoprecipitation (IP) of isolated nuclei from H1975TetON-SORTL
cells following incubation in the absence or presence of 100 nM doxycyclin for 24 h and
stimulation with 50 ng/mL EGF for 30 min and immunoblotting (IB) with anti-sortilin. (c)
Comparison of CCND1 and cMYC mRNA levels in H1975TetON-SORTL ce||s following incubation
in the absence or presence of 100 nM doxycycline for 24 h. (d) Effects of doxycyclin on tumor
induction by H1975TetON-SORTL cglls in NOD-SCID mice. H1975TetON-SORTL cells  were
subcutaneously engrafted (3x10° cells/mouse) onto NOD-SCID mice. Fifteen days later,
corresponding to the beginning of tumor development, mice were treated with 2 mg/mL
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doxycyclin in drinking water or drinking water alone, and tumor volumes were measured.
Tumor growth curves are shown for mice treated with dox (orange curve) and for control mice
(blue curve). (e) gPCR measurements of expression of CCND1 and cMYC mRNAs in tumors
of mice treated with (blue bar) and without (orange bar) dox. (f-h) Measurements of SORT1
MRNA levels (Z-score) in normal and lung adenocarcinoma (ADC) tissue samples obtained
from the (f) Limoges University Hospital cohort and data sets from references (g) 28 and (h)
29. (i) gPCR measurements of SORT1 mRNA levels in tumor samples from the Limoges
University Hospital cohort at different stages. (j, k) Quantification of (j) CCND1 and (k) cMYC
MRNA levels in tumor samples from the Limoges University Hospital cohort expressing the
lowest and highest quartiles of sortilin expression. (1) Correlation between levels of cMYC and
SORT1 mRNA levels in NSCLC patients in the TCGA database (r=-0.24; p=8.7.10%) and (m)
in solid cancer cell lines from the Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE) database (r=-0.2;
p=1.6.10%). Diagrams represent the correlation between SORT1 expression and cMYC
expression. All values are expressed as means * SD, **p<0.01 and ***p<0.001 by Student’s t-
test, n.s.: not significant. Each experiment was repeated at least three times.
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Figure 8: Model of sortilin regulation of transcription. Schematic diagram showing that
sortilin has tumor suppressor-like activity, reducing co-oncogene transcription. EGF activates
EGFR and induces its internalization as a homodimer or as a hetero dimer with sortilin.
Osimertinib treatment promotes EGFR internalization and nuclear translocation. (1)
Endocytosis of EGFR with sortilin can result in translocation of the complex into the nucleus,
where it binds to chromatin at the TSS, thereby repressing RNA Pol Il binding and cMyc co-
oncogene transcription. (2) Excess EGFR homodimers imported into the nucleus bind to a
specific chromatin area and trigger the recruitment of RNA Pol Il, activating transcription.
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DISCUSSION

The present study showed that sortilin is a key regulator of nuclear EGFR and that it limits
EGFR transducing activity. These findings suggest a mechanism for the biological activity of
sortilin. In this model, sortilin interacts with EGFR at the chromatin regulatory elements of EGF
response genes, such as those involved in cell reprogramming (cMYC) and proliferation
(CCND1), both of which are hallmarks of cancer, with sortilin limiting their expression 34. Figure
8 summarizes the role of sortilin in nuclear EGFR networking and its putative underlying
mechanism. We had previously shown that sortilin plays an important striking role in directing
EGFR toward rapid internalization and degradation following EGF stimulation®. PLA and
nuclear IP immunoprecipitation experiments in the present study showed the spatiotemporal
distribution of EGFR-sortilin complexes in the nuclei of EGF-stimulated cells. Chromatin
immunoprecipitation and genome-wide analysis revealed that EGFR and sortilin were
coordinately organized in complexes directed toward the regulatory elements of EGF response
genes®3%, Indeed, the loci co-occupied by EGFR—sortilin were similar to those revealed by
transcriptomic gene expression and genome-wide analysis®*3¢. The preferential accumulation
of these complexes at TSS containing the EGFR binding chromatin sequence ATRS!?&%7
suggest that they bind to chromatin through EGFR.

Because the expression of sortilin in NSCLC cell lines is low?*®, the role of sortilin in the
EGFR transcriptional program was delineated using both constitutive and inducible models of
SORT1 expression in the highly aggressive cell line H1975, which expresses EGFR carrying
the mutation T790M. Although sortilin affected EGFR stability, their interaction in the nucleus
increased, as did sortilin chromatin binding. In this model, both EGFR and Pol Il binding to the
TSS surface of cMYC and CCND1 decreased significantly, as did the levels of their respective
MRNAs. Likewise, SORT1 expression in vivo triggered a global slowdown of tumor
progression, along with significant reductions in the levels of cMYC and CCND1 mRNAs.
These results suggest that sortilin was able to bind TSS sequences irrespective of stimuli, and
that sortilin expression remains also crucial to limit EGFR nuclear networking.

These observations raised questions concerning whether neo-endocytosed EGFR could
result in imbalances in nuclear EGFR—sortilin complexes. We therefore treated cells with the
TKI osimertinib, which inhibits the kinase activity of EGFR, thereby limiting its phosphorylation
and endocytosis, the first step in its nuclear importation. Although EGFR phosphorylation
decreased, both EGFR and sortilin were imported into cell nuclei, increasing their binding to
chromatin in A549 cells bearing wild-type EGFR, and markedly increasing cMYC mRNA in
H1975 cells. Because, cMYC expression in osimertinib-treated H1975 cells decreased
significantly only when sortilin was overexpressed, the amount of sortilin may be insufficient to
alleviate the EGFR transcriptional program, particularly regarding cMYC gene activity. Sortilin
expression was found to decrease with the pathologic grade of tumors®®, consistent with
findings in this study showing that sortilin is downregulated in most malignant tissues. An assay
of tissue samples from 54 patients with LUAD showed that only cMYC mRNA level was
significantly decreased in malignant tissues with high levels of SORT1 mRNA. A similar inverse
correlation in cMYC and SORT1 expression was observed in tumor tissues and solid cancer
cell lines in publicly available datasets. Taken together, these results provide new insights into
the tumor suppressor-like activity of sortilin, showing that it alters cMYC gene activity.
Interestingly, cMYC belongs to the panel of genes co-occurring with the EGFR T790M
mutation®®. Because cMYC expression reprograms cells, resulting in the formation and
maintenance of tumor-initiating cells endowed with metastatic capacities'?, these cells become
resistant to both anti-EGFR therapy*? and radiotherapy?®.
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In summary, our findings provide insight into the role of sortilin in LUAD. Sortilin binds to the
chromatin elements of EGF response genes, thereby repressing cMYC transcription. This
potential mechanism of regulation suggests that sortilin expression may be predictive of tumor
responses to anti-EGFR treatment and patient outcomes.

MATERIALS & METHODS
Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assay:

Chromatin immunoprecipitation assays were performed using SimpleChIP® Enzymatic
Chromatin IP Kits (Magnetic Beads) (#9003, Cell Signaling, Ozyme, France ). Briefly, about
2.107 cells were crosslinked with 1% formaldehyde for 10 min at room temperature. The
formaldehyde reaction was quenched by adding glycine solution (#7005, Cell Signaling),
followed by incubation for 5 min at room temperature. Crosslinked cells were harvested by
centrifugation at 2000 x g for 5 min, washed twice with 20 mL ice-cold phosphate buffered
saline (PBS, Gibco, France), and again centrifuged. Each cell pellet was resuspended in 4 mL
of 1X Nuclei isolation buffer A (#7006, Cell Signaling) containing 1 M dithiothreitol (DTT)
(#7016, Cell Signaling) and protease inhibitor cocktail (PIC) (#7012, Cell Signaling), followed
by incubation for 10 min on ice and centrifugation at 2000 x g for 6 min at 4°C. Each pellet was
resuspended in 4 mL of 1X Nuclei isolation buffer B (#7007, Cell Signaling) supplemented with
1 M DTT, centrifuged at 2000 x g for 5 min at 4°C, resuspended in 400 uL buffer B containing
2 pL Micrococcal Nuclease (#10011, Cell Signaling), and incubated for 20 min at 37°C with
frequent mixing. DNA digestion was stopped by adding 0,5 M EDTA (#7011, Cell Signaling)
and incubating on ice for 2 min. Nuclei were harvested by centrifugation at 16,000 x g for 1
min at 4°C, resuspended in 1X ChIP buffer (#7008, Cell Signaling) containing PIC, and lysed
by sonification, and the lysates were centrifuged at 9 400 x g for 10 min at 4°C. Following
purification from the supernatant, the sizes and concentrations of DNA fragments were
evaluated by 2% agarose electrophoresis and NanoDrop™ quantification (NanoDrop™
ND2000C, Thermo Scientific™, France). Immunoprecipitation assays were performed by
mixing 50 pg DNA, 500 pL of 1X ChIP buffer with PIC, and 2 pg antibody to EGFR H11 (anti-
EGFR H11, #MA5-13070, ThermoFisher Scientific™, France), sortilin (#ANT-009, Alomone,
Israél), normal Rabbit IgG (#2729, Cell Signaling), or mouse (G3A1) mAb IgG1 isotype control
(#5415S, Cell Signaling). The mixtures were incubated overnight at 4°C with rotation, and 30
pL ChiIP-Grade Protein G Magnetic Beads (#9006, Cell Signaling) were added, followed by
incubation for 3 h at 4°C with rotation. The beads were washed three times with low salt wash
buffer (1X ChIP buffer) and once with high salt buffer (1X ChIP buffer; 1M NaCl). DNA and
proteins were eluted from beads by adding 150 pL of 1X elution buffer (#7009, Cell Signaling)
and heating at 65°C for 30 min. Supernatants were harvested and digested by adding 2 pL
proteinase K (#10012, Cell Signaling) and incubating overnight at 65°C. DNA was purified by
loading onto Purification Columns (#10010, Cell Signaling) and eluting in 40 puL DNA elution
buffer (#10009, Cell Signaling). ChIP assays were performed by gPCR using the fold
enrichment method, which was based on differences in DNA quantity between specific
antibody conditions and isotypic conditions of immunoprecipitation.

Subcellular fractionation:

Nuclear and cytoplasmic fractions were extracted from cells using NE-PER™ Nuclear and
Cytoplasmic Extraction Reagent kits (Thermo Scientific™). Briefly, about 1.10° cells were
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harvested with trypsin-EDTA and centrifuged at 500 x g for 5 min. The cell pellets were washed
with ice-cold PBS (Gibco) and harvested by centrifugation at 500 x g for 5 min. The cells were
resuspended in Cytoplasmic Extraction Reagent | (CER 1), mixed, and incubated on ice for 10
min. Cytoplasmic Extraction Reagent Il (CER Il) was added to the cell suspensions, which
were incubated for 1 min on ice and centrifuged at 16 000 x g for 5 min at 4°C. The cytoplasmic
fractions were harvested, and the pellets were washed with PBS and re-centrifuged. These
nuclear pellets were resuspended in Nuclear Extraction Reagent (NER) and incubated on ice
for 40 min, with mixing every 10 min. These nuclear lysates were centrifuged at 16 000 x g for
10 min at 4°C, and the nuclear fractions were harvested immediately. Subcellular fractionation
was evaluated by western blotting. During these extractions, the CER I: CER II: NER volume
ratios were maintained at 200: 11: 100 pL.

Nuclear immunoprecipitation:

Following the extraction of nuclear fractions, nuclear immunoprecipitations were performed
using NE-PER™ Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagent kits (Thermo Scientific™).
Briefly, nuclear extracts were diluted with radioimmunoprecipitation assay (RIPA) buffer (50
mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NacCl, 1% Nonidet P-40 (NP-40), 5% sodium deoxycholate, 0.1%
sodium dodecyl sulphate (SDS), 1 mM sodium orthovanadate, 1 mM NaF, 1% protease
inhibitors). Antibodies for immunoprecipitation were incubated with Dynabeads™ linked to
Protein G (#10003D, Invitrogen™) for 10 min at room temperature. Nuclear lysates were
added, followed by incubation for 2 h at room temperature with agitation. The beads were
washed three times with PBS (Gibco), and bound proteins were eluted by incubation with 2X
Laemmli loading buffer (4% SDS, 10% 2-mercaptoethanol, 20% glycerol, 0.004%
bromophenol blue, 0.125 M Tris-HCI) at 95°C for 10 min. SDS-PAGE and western blotting
analysis were subsequently performed.

Immunoblotting:

Cells were washed with ice-cold PBS (Gibco) and lysed with cell lysis buffer (4% SDS, 10% 2-
mercaptoethanol, 20% glycerol, 0.125 M Tris-HCI pH 6.8) containing 1% PIC (#7012, Cell
Signaling). The cell lysates were sonicated on a Vibra-Cell Sonifier, set at 60% amplitude,
three times for 5 sec each, with at least 1 min on ice between pulses. The lysates were
centrifuged at 16 000 x g for 20 min at 4°C, and their protein concentrations were measured
by Bradford protein assays. Aliquots containing 40 ug protein were loaded onto SDS-PAGE
gels, with western blot analysis performed using specific antibodies against sortilin (#Ab16640,
Abcam, France), P-EGFR (Tyr 1068, #3777, 1:1000 dilution; Cell Signaling), EGFR (#4267,
1:1000 dilution, Cell Signaling; clone H11 #MA5-13070, 1:500 dilution, Fisher Scientific,
France), pERK1/2 (Thr202/Thr204, #4370, 1:1000 dilution, Cell Signaling), ERK1/2 (#9102,
1:1000 dilution, Cell Signaling), pAKT (Ser 473, #4060, 1:1000 dilution, Cell Signaling), AKT
(#4691, 1:1000 dilution, Cell Signaling), lamin bl (#HPA050524, 1:1000 dilution, Atlas
Antibodies), tubulin (#sc-53646, Santa Cruz Biotechnology, Tebu, France), and actin (#¥A2066,
1:10000 dilution, Sigma, France), with the latter used as a loading control. The blots were
subsequently incubated with horseradish peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibodies
(Dako, 1:1000 dilution, Agilent, France) and enhanced chemiluminescence substrate.

Cell culture:
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The A549 and H1975 cell lines were obtained from the American Type Culture Collection
(ATCC) and cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium GlutaMAX (Gibco) supplemented
with 10% fetal bovine serum (IDbio, France), 1% antibiotics (Gibco), and 1% non-essential
amino acids (Gibco) at 37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO.. Where indicated,
cells were stimulated with 50 ng/mL EGF for 30 min or treated with 1 uM of the TKI Osimertinib
(AZD9291, Tagrisso, Cliniscience, France) for 24 h.

Mice and in vivo tumor growth:

Female NOD-SCID mice obtained from Janvier Labs (France) were housed in a control non-
pathogen atmosphere. All experiments were performed in accordance with the French
Veterinary Department. About 1.10° H1975 cells overexpressing sortilin in the presence of
doxycycline were engrafted onto the left thigh of each mouse. Tumor volume, calculated as
lengthxwidthx(length+width)/2, was measured twice weekly. Following tumor development,
mice were or were not administered 2 mg/mL doxycycline in drinking water. The mice were
sacrificed 34 days after cell engraftment, and their tumors were collected. One part of each
tumor was fixed in formaldehyde and embedded in paraffin for immunohistochemistry,
whereas a second part was used to assess mMRNA and protein overexpression by qPCR and
western blotting, respectively.

Immunofluorescence and confocal microscopy:

Cells grown on glass coverslips were washed twice in ice-cold PBS before fixation in methanol
or 4% paraformaldehyde for 10 min on ice. The cells were washed with PBS containing 1%
(w/v) BSA (IDbio) and incubated for 30 min with PBS containing 3% BSA. The cells were
immunolabeled at 4°C overnight with primary antibody to EGFR (Cell Signaling, Ozyme,
#4267) or sortilin (Abcam, #ab16640, France), each diluted 1:100 in blocking solution. The
cells were subsequently washed three times with PBS containing 1% BSA, incubated with
Alexa Fluor 594-conjugated anti-rabbit IgG or Alexa Fluor 488-conjugated anti-mouse IgG
antibodies (1:1000; Life Technologies, France) for 2 h at room temperature, and again washed
three times with PBS containing 1% BSA. The cells were mounted using Fluoroshield mounting
medium (Sigma), containing 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) to stain the nuclei.
Endocytic assays were performed using biotinylated EGF complexed to Alexa Fluor 647,
according to the manufacturer’s instructions (Life Technologies, #E35351). Fluorescent
images were obtained using epifluorescence microscopes (Zeiss Axiovert), equipped with a
laser-scanning confocal imaging system (Zeiss LSM 510 META or LSM800). Mander’s
coefficients were calculated using the Zeiss LSM 510 META or ZEN software (Zeiss) on non-
saturated pictures with optical slices of 0.8 um. At least 30 cells were acquired for each
condition. Cell surface expression of EGFR and sortilin, each calculated from the difference
between the whole-cell and intracellular means of fluorescence, were analyzed using ImageJ
software (NIH). For PLA, the cells were fixed with 4% paraformaldehyde for 10 min,
permeabilized in PBS containing 0.1% Triton X-100 (Sigma) for 30 min on ice and washed with
PBS. The cells were subsequently incubated in blocking solution (2% BSA in PBS) for 30 min
at 37°C in a humidified chamber, followed by incubation with primary antibodies against EGFR
(mouse monoclonal, Life Technologies) and sortilin (rabbit polyclonal, Abcam), each diluted
1:100 in blocking solution, for 30 min at 37°C. The cells were washed with buffer A from the
Duolink II proximity ligation assay kit (Olink Bioscience, Sigma), followed by the addition of
Duolink Il PLA probe anti-mouse Minus and Duolink Il PLA probe anti-rabbit Plus, and
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incubation for 60 min at 37°C. To link the two probes, the cells were washed in buffer A and
incubated for 30 min at 37°C in Duolink Il ligation buffer diluted in filtered distilled water
containing ligase. Following ligation, the cells were washed in buffer A and incubated for 100
min at 37°C with the Duolink Il orange amplification buffer containing polymerase. The cells
were then washed three times in buffer B and mounted with in-situ mounting medium
containing DAPI. Quantitative analyses of each independent sample were performed using
ImageJ software (NIH, Bethesda, Maryland, USA), based on the mean fluorescence values.
At least 50 cells were acquired for each condition, with the results presented as ratios relative
to control cells.

Plasmids and lentivirus-mediated RNA interference:

The JetPei transfection reagent (Polyplus Transfection, Ozyme, France) was utilized for both
transient and stable transfection of cells. Inducible sortilin overexpressing cell lines were
generated by lentivirus-mediated RNA interference. Briefly, H1975 cells were infected twice,
once with lentivirus containing DNA encoding a Tet-On system and then with lentivirus
encoding sortilin overexpression. About 5x10° cells were infected in complete medium
containing 8 pug/mL polybrene (Sigma) and concentrated lentivirus (five lentiviral particles/cell)
for 48 h, followed by selection with blasticidine (1 pg/mL, Sigma). The cells were subsequently
re-infected with the second type of lentivirus before selection with puromycin (1 pg/mL, Sigma).

Total RNA extraction and quantitative (q-)PCR analysis :

Total RNA was extracted from 50 mg tissue or about 1.10° cells using QIAzol Lysis Reagent
(#79306, QIAGEN, France). Briefly, tissues or cells were lysed in QlAzol reagent before the
addition of chloroform and centrifugation. The aqueous phase of each sample was decanted,
followed by precipitation with isopropanol at -80°C for 1 h and centrifugation at 16 000 x g for
10 min at 4°C. The RNA pellets were washed with 75% ethanol, again centrifuged at 16 000 x
g for 10 min at 4°C and resuspended in water. Aliquots containing 2 ug total RNA were reverse
transcribed to cDNA using Superscript 1l (Invitrogen), according to the manufacturer's
protocol. Each gPCR reaction contained 50 ng cDNA, TagMan probes specific to each mRNA
(Table), and Premix Ex Tag (#RR39WR, TaKaRa, France), with amplifications performed on
a QuantStudio 3 real-time thermal cycler (Applied Biosystems, France). The results of RT-
gPCR for each gene were normalized to those of ACTB mRNA expression in the same
samples using the AACt method. ChIP-qPCR probes were designed to be complementary to
the genomic DNA promoter sequence of each targeted gene and were synthesized by the
custom TagMan service from ThermoFisher Scientific.
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Table: Probes synthesized for RT-gPCR

Targeted gene TagMan™ probes references
ACTB Hs01060665_ g1
CCND1 Hs00765553_m1
DHODH Hs00361406_m1
DUSP12 Hs00170898_m1
EGFR Hs01076090_m1
MYC Hs00153408_m1
SNAPC1 Hs00608182_m1
SORT1 Hs00361760_m1
STX6 Hs01057343_m1

Statistical analysis

Relative fluorescence intensities and the results of western blotting and ChlIP experiments
were compared with controls using PAST software (version 2.17). Data shown are
representative of at least three independent experiments. Error bars represent the standard
error of the mean. Results were analyzed for statistical significance by ANOVA, with p<0.05
considered statistically significant. Correlations between levels of cMYC and SORT1 mRNAs
in the TCGA and CCLE databases were evaluated by linear regression analysis using R
software (version 3.6.1).
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Sortilin exhibits tumor suppressor-like activity by limiting EGFR
transducing function
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Supplementary material 1: ChIP workflow and bioinformatic pipeline analysis. (a) Schematic

showing the ChIP protocol from cells to DNA before seq

uencing. (b) Pipeline of bioinformatic

analysis.Chromatin immunoprecipitation sequencing (IP-seq) allows identification of the
genome regions that interact efficiently with transcription factors and chromatin-associated
proteins. Mapping the sequencing results onto the genome can provide genome-wide
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information about the DNA regions interacting with histones and transcription factors. (c)
Determination of unique or multiple DNA binding sites on targeted promoter genes. (d)
Chromatin digestion by microccocal nuclease after ChlP with an Agilent bioanalyzer to verify
the presence of mono-nucleosomes in different sample (Input, ChIP EGFR, and ChlIP sortilin).
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Supplementary Figure_1 Lapeyronnie et al.
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Supplementary Figure 1. Pathways and genome regions targeted by EGFR and sortilin.
(a-b) Representations of genome regions targeted by (a) EGFR and (b) sortilin. Distribution of
peaks in different functional areas. The horizontal axis represents different functional areas,
and the vertical axis represents the ratio of the peak in the functional region to the total peaks.
The number at the top of each functional region represents the peak number. U2000 and
D2000 indicate 2000 bp in the upstream and downstream regions, respectively; CDSu2K and
CDSd2K indicate 2 kb upstream and downstream of the CDS, respectively; and TSS100,

TTS100, Start100, and Stopl00 indicate the 100 bp regions centered on the TSS, TTS, Start-
codon, and Stop-codon, respectively.
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Supplementary Figure_ 2 Lapeyronnie et al.
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Supplementary Figure 2: EGF-associated increases in sortilin binding to DNA in A549
cells. EGFR or sortilin was immunoprecipitated, and qPCR targeting CCND1, cMYC, DHODH,
DUSP12, SNPAC1, and STX6 sequences was performed. (a) ChlIP-gPCR assays of A549
cells in the absence of EGF (control) or in the presence of 50 ng/mL EGF (EGF) and of
ShEGFR cells (ShEGFR) in the presence of 50 ng/mL EGF. qPCR results were normalized
relative to non-relevant antibodies and input. (b) ChlIP-gPCR assays after sortilin ChlP of A549
cells without EGF (control) or in the presence of 50 ng/mL EGF (EGF), and of ShSORT1 cells
(ShSORT1) in the presence of 50 ng/mL EGF. All values represent means + SD; *p<0.05,
**p<0.01, and ***p<0.001.
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Supplementary Figure 3 Lapeyronnie et al.
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Supplementary Figure 3: Increase of sortilin binding to DNA in the presence of EGF in
H1975 cells and sortilin limits Pol 1l binding. gPCR targeting CCND1, cMYC, DHODH,
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DUSP12, SNPAC1, and STX6 sequences was performed after (a) EGFR or (b) sortilin ChiP.
(a-b) ChIP-gPCR assays of H1975 cells in the absence (control) or presence of 50 ng/mL EGF
(EGF) or SORT1 overexpressing cells (OE SORT1) in the presence of 50 ng/mL EGF. gPCR
results were normalized relative to non-relevant antibodies and input. (c) RNA POLII ChIP
assays of H1975 cells expressing empty vector (EV) and overexpressing SORT1 (OE). All
values represent means + SD; *p<0.05, **p<0.01, and ***p<0.001.
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Supplementary Figure_4 Lapeyronnie et al.
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Supplementary Figure 4: Osimertinib increases EGFR and sortilin binding to DNA in
A549 cells. gPCR amplifications targeting CCND1, cMYC, DHODH, DUSP12, SNPAC1, and
STX6 sequences performed after (a) EGFR or (b) sortilin ChIP. (a-b) ChIP-gPCR assays of
A549 cells in the absence (control) or presence (EGF) of 50 ng/mL EGF or in the presence of
1 yM Osimertinib (osi). gPCR results were normalized relative to non-relevant antibodies and
input. All values represent means * SD; *p<0.05, **p<0.01, and ***p<0.001.
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Supplementary Figure 5 Lapeyronnie et al.
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Supplementary Figure 5: Osimertinib increases EGFR and sortilin binding to DNA in
H1975 cells. gPCRs amplifications targeting CCND1, cMYC, DHODH, DUSP12, SNPAC1,
and STX6 sequences after (a) EGFR or (b) sortilin ChIP. (a-b) ChIP-gPCR assays of H1975
cells in the absence (control) or presence (EGF) of 50 ng/mL EGF, or in the presence of 1 yM
osimertinib (osi). gPCR results were normalized relative to non-relevant antibodies and input.

All values represent means + SD; *p<0.05, **p<0.01, and ***p<0.001.
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Supplementary Table 1. Gene ontology (GO) analysis of loci shared by EGFR and sortilin pathway

components
GO Description Term Type EGFR p-value sortilin p-value
G0:0007156 Homophilic cell adhesion via plasma Biological process 2.21101 0.03
membrane adhesion molecule
G0:0098742 Cell-cell adhesion via plasma Biological process 3.67 1011 0.04
membrane adhesion molecules
GO0:0098609 Cell-cell adhesion Biological process 6.70 101 0.04
G0:0043169 Cation binding Molecular function 2.36 108 0.03
G0:0046872 Metal ion binding Molecular function 2.87 10 0.04
G0:0016020 Membrane Cellular component 110* 0.04
G0:0038023  Signaling receptor activity Molecular function 4103 0.04
G0:0004888 Transmembrane signaling Molecular function 5103 0.02
G0:0016021 Integral component of membrane Cellular component 9103 0.04
receptor activity
G0:0043565 Sequence-specific DNA binding Molecular function 0.017 0.01
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Partie VII. Discussion

Le cancer bronchique demeure le cancer ayant la plus forte mortalité en raison
notamment de difficultés de détection et de traitement. En effet, le cancer bronchique a pour
caractéristique d’étre une pathologie dont le diagnostic initial reste toujours trés complexe a
établir, sa découverte chez le patient se fait souvent de maniére fortuite. La plupart du temps,
le diagnostic est tardif, diminuant les chances de survie du patient. De plus, la principale
thérapie menant a la guérison réside dans la résection chirurgicale couplé ou non a de la
chimiothérapie chez les patients diagnostiqués a des stades précoces. Dans le cas de
diagnostiques tardifs et non opérables les patients entrent dans des protocoles cliniques basés
sur des traitements systémiques. Ces traitements sont, maintenant, adaptés aux altérations
génétiques rencontrées chez les patients. Parmi les génes retrouvés mutés, 'EGFR, de la
méme maniére que d’autres membres de la superfamille des RTKs, sont fortement impliqués
dans linitiation et la progression de nombreux cancers dont le cancer bronchique. Ce
récepteur transmembranaire est, en effet, observé dans plus de 15% des cas de CBNPC. Bien
que les thérapies ciblées évoluent au fil des années, les cellules cancéreuses et les
mécanismes de résistances secondaires parviennent a contourner les stratégies
thérapeutiques mises en jeu. |l semble donc primordial de s’intéresser a des mécanismes
régulant son expression et/ou les actions en aval de 'EGFR. Les précédents travaux réalisés
au sein de notre équipe avait permis de montrer I'implication d’une protéine de tri, la sortiline,
dans la régulation spatio-temporelle de TEGFR (Al-Akhrass et al., 2017). Ces travaux ont
permis de mettre en évidence le rble de régulateur négatif de la sortiline sur le potentiel
oncogénique de 'EGFR en limitant sa localisation membranaire. Ces résultats ont également
ouvert la voie a une nouvelle fonction de la sortiline et de 'TEGFR dans la cellule et plus
précisément dans le noyau.

La sortiline : un régulateur de ’'EGFR nucléaire

Les résultats de notre étude sont les premiers a démontrer une localisation commune
de 'EGFR et de la sortiline sous la forme de complexe dans les noyaux des cellules. Ces
résultats ont été le point de départ de nos investigations concernant le réle et les fonctions
nucléaires de ces derniers. Bien que 'EGFR ait déja été observé dans ce compartiment,
aucune donnée ne permettait de relier le réle des complexes préalablement observé au niveau
cytoplasmique a des fonctions nucléaires. De maniére surprenante, nous observions que
l'activation de 'EGFR par son ligand EGF jouait sur la quantité de complexes formés ainsi que
sur leur localisation. En effet, I'ajout d’EGF permet de stimuler la formation des complexes et
stimule 'adressage nucléaire de ces derniers.

Le transfert de 'TEGFR au niveau nucléaire est un phénoméne déja connu, néanmoins,
aucun élément incluant la sortiline n’a pour l'instant était identifi€ dans ce mécanisme. Le
transport de ’EGFR a la suite de son activation par 'EGF se fait par interaction de 'EGFR par
le biais de sa séquence de localisation nucléaire (NLS) avec I'importine 31 qui conduit alors la
protéine jusqu’a I'appareil de Golgi ou il est pris en charge par la syntaxine 6. Les vésicules
Golgiennes peuvent ensuite parvenir au niveau du noyau ou le complexe EGFR / importine
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peut étre transloqué au travers des pores nucléaires (Lo et al., 2006 ; Du et al., 2014 ; Wang
et al., 2010a ; Wang et al., 2010b ; Wang et al., 2010c). La sortiline est une protéine de tri
majoritairement présente dans l'appareil de Golgi, cette localisation pourrait participer au
transport rétrograde de 'lEGFR. Etant donné que la quantité de sortiline nucléaire se trouve
diminuée en présence de SiEGFR, nous pouvons également supposer que le NLS présent sur
'EGFR permettrait I'entrée de la sortiline, qui est dépourvue de NLS, dans le noyau. La
fonction exacte de la sortiline et son réle au sein du complexe lors de la translocation nucléaire
de 'EGFR reste encore incertains étant donné que dans les lignées possédant un EGFR muté
ou la sortiline n’est quasiment pas exprimée, 'lEGFR rentre dans le noyau. Ce mécanisme
étant complexe, il serait nécessaire de déterminer 'ensemble des acteurs participant a
linternalisation de 'EGFR et de la sortiline, et leurs fonctions respectives dans de futurs
expériences.

Sortiline / EGFR : un complexe nucléaire multifonction ?

L’EGFR, dans sa fonction nucléaire, est connu comme participant a la réparation, a la
décondensation de la chromatine et a la régulation de I'expression génique par le biais de
différentes protéines. En effet, 'TEGFR peut agir sur la réparation de la chromatine par le biais
de PCNA ou encore de la DNA-PK, il agit aussi sur la décondensation de celle-ci notamment
au niveau des histones H3 qui permettent de relacher ou de condenser la chromatine afin de
permettre ou non l'accés de la machinerie de transcription a cette derniére. La fonction
nucléaire de 'lEGFR qui nous a le plus intéressé au cours de cette thése est le role de
régulateur de I'expression génique passant principalement par le recrutement de facteurs de
transcription tels que STAT3/STAT5 ou encore RHA. De cette maniére, ce RTK peut
promouvoir I'expression de certains génes comme CCND1, cMYC, ABCG2, b-MYB, iNOS
(brand et al., 2011). L’étude que nous avons réalisée par ChlP-seq nous a permis de confirmer
la fixation de 'TEGFR sur la chromatine au niveau de séquence ATRS comme précédemment
décrit dans la littérature (Brand et al., 2011). De la méme fagon, 'immunoprécipitation de la
chromatine en lien avec la sortiline a permis d’obtenir des séquences similaires a celles
obtenues pour 'EGFR, c’est a dire des séquences de type ATRS. L'EGFR et la sortiline ne
présentant pas de domaine de liaison a 'ADN, ces deux protéines ont pour obligation de se
lier a la chromatine par le biais de partenaires protéiques. Les résultats obtenus par
immunoprécipitation de la chromatine ont permis de nous indiquer la localisation de 'EGFR et
de la sortiline sur la chromatine, nous avons alors pu observer une fixation préférentielle de
ces deux protéines sur des séquences positionnées a proximité immédiate du site de début
de transcription (TSS). Plusieurs hypothéses découlent de ces observations : (i) 'TEGFR et la
sortiline se fixent sur des sites trés proches voire identiques, ces deux protéines se fixent
ensemble sur la chromatine. Néanmoins, 'immunoprécipitation de la chromatine liée a 'EGFR
a mis en évidence des cibles lui étant uniques suggérant une fonction de 'lEGFR indépendante
de la sortiline. La zone d’interaction préférentielle de 'TEGFR et de la sortiline, a proximité des
sites d’initiation de la transcription (TSS), suggere que ces 2 protéines ont un impact important
sur la régulation de la transcription, de maniére a I'activer ou a la réprimer. Les résultats
obtenus par ChlP-seq ouvrent des perspectives trés larges. En effet, I'utilisation de cette
technique a révélé de nombreuses cibles initialement inconnues pour TEGFR. Concernant la
sortiline, nous avons pu déterminer que cette protéine se fixait sur la chromatine, sur des cibles
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communes a 'EGFR mais aussi sur des cibles lui étant exclusives. Il serait a présent
intéressant de déterminer si la sortiline fixe la chromatine en partenariat avec 'lEGFR ou avec
d’autres protéines nucléaires. En effet, nous pourrions vérifier si la sortiline peut interagir avec
les partenaires de 'EGFR comme les facteurs de transcription STAT3 et STATS. La
compréhension des mécanismes d’action nucléaires de ces 2 protéines passerait également
par I'étude de limpact de 'lEGFR et de la sortiline sur les cibles identifiées. Cela nous
permettrait de préciser le caractére répresseur ou activateur de la transcription de chacune de
ces protéines. Enfin, il serait également judicieux de déterminer le role et I'implication des
nouvelles cibles de 'EGFR et de la sortiline dans le cancer.

Nouvelles cibles transcriptomiques : un choix difficile

Les analyses réalisées par ChIP ont permis d’identifier de nombreuses cibles
chromatiniennes, 923 pour 'TEGFR et 27 pour la sortiline. Comme cela a déja été mentionné,
nous avons pu retrouver 3 types de cibles distinctes : (i) des cibles déja publiées pour 'TEGFR,
des cibles uniques a la sortiline et communes aux deux protéines. Pour pouvoir déterminer le
role de la sortiline au niveau de la chromatine, nous avons fait le choix d’étudier des cibles
communes a 'EGFR dont le rOle dans le cancer été déja connu comme CCND1 ou cMYC (Poli
et al., 2018 ; Strippoli et al., 2020). En effet, la CCND1 constitue un initiateur oncogénique
puissant dans le cancer bronchique (Gautschi et al., 2007). Sa dérégulation conduit a une
progression anarchique des dans le cycle cellulaire provoquant la prolifération, la migration et
'angiogenése. De plus, cette cycline a été démontrée comme contribuant au phénoméne
d'immunosuppression et associée a un mauvais pronostique dans les tumeurs solides (Chen
et al., 2020). cMYC est reconnu comme étant un puissant oncogéne conduisant a la
reprogrammation épigénétique des cellules tumorales, ayant pour conséquence d’induire la
formation de métastases et le développement tumoral (Poli et al., 2018). |l est directement
impliqué dans la résistance aux inhibiteurs de 'EGFR dans le cancer colorectal (Strippoli et
al., 2020). Au niveau du cancer bronchique, cMYC agit sur la formation de métastases et sur
I'établissement du caractére malin des tissus tumoraux (Rapp et al., 2009 ; Chanvorachote et
al., 2020). Dans ce cancer, il a été mis en évidence qu’une forte corrélation entre le niveau
d’expression de cMYC et de PD-L1 était prédictive de la réponse aux thérapies (Kim et al.,
2017). L’ensemble de ces données nous a conduits a sélectionner cMYC et CCND1 afin de
déterminer l'impact de la sortiline sur ces génes. Par la suite il semblerait important de
s’intéresser aux autres cibles, a leurs fonctions et a leur régulation par la sortiline et 'TEGFR.
Parmi ces nouvelles cibles, le géne codant la syntaxine 6 serait une piste de recherche
importante dans 'étude de la régulation du transport nucléaire de 'TEGFR. En effet, la syntaxine
6 participe activement au transport de 'TEGFR dans le noyau. L'EGFR et la sortiline pourraient
jouer un réle important dans sa régulation de fagcon a favoriser ou a limiter son expression et
son action dans le trafic de ce dernier. Certaines des cibles découvertes en ChlP-seq ne sont
pas affiliées au cancer mais a des maladies métaboliques ou neurodégénératives. De ce fait,
I'étude de celles-ci parait tres importante dans différents axes de recherche. La sortiline est,
en effet, fortement impliquée dans certaines maladies cardiovasculaires et métaboliques
comme le diabéte de type I, 'hypercholestérolémie, I'athérosclérose, la calcification vasculaire
ou encore dans des maladies neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer (Goettsch
et al., 2017 ; Xu et al., 2018). Les publications portant sur le role de la sortiline dans ces
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pathologies montrent les effets de la sortiline au niveau cytoplasmique et au travers de sa
fonction de protéine de tri intracellulaire. Aucune donnée ne fait part du potentiel rdle nucléaire
de la sortiline ni des facteurs influengant son transport a ce niveau

L’Osimertinib : promoteur du transport nucléaire

Les thérapies ciblées font partie intégrante de I'arsenal thérapeutique mis en jeu dans
la lutte contre le cancer bronchique. De précédentes études menées sur les résistances aux
thérapies ciblées ont permis de mettre en évidence la relocalisation cytoplasmique,
périnucléaire et nucléaire de 'lEGFR, limitant I'effet des agents thérapeutiques (Li et al., 2009).
Notre étude nous a mené a analyser 'effet de la derniére génération d’ITK (osimertinib) sur la
localisation de 'TEGFR. Nous avons pu mettre en évidence I'impact du traitement a I'osimertinib
sur la relocalisation cellulaire de 'EGFR et les conséquences indirectes au niveau
transcriptionnel. En effet, lors du traitement des cellules a l'osimertinib, nous avons pu
constater une augmentation de la quantité d’EGFR au niveau cytoplasmique, périnucléaire et
nucléaire. Des études portant sur la résistance au cetuximab ont déja démontré que cette
thérapie induisait une localisation nucléaire de 'EGFR le rendant inaccessible a I'anticorps.
Cette translocation nucléaire a la suite du traitement par le cetuximab s’accompagne d’une
tumorigénicité accrue en raison de I'activation de la transcription de génes tels que B-Myb ou
iINOS par 'EGFR (Lida et al., 2013). Des effets similaires sur la localisation nucléaire de
'EGFR ont également été constatés lors de I'apparition de résistance au gefitinib (Nishimura
et al., 2008 ; Kwak et al., 2005). L'utilisation de la ChIP-gPCR nous a également permis de
tester I'effet du traitement sur deux des cibles communes a 'lEGFR et a la sortiline, CCND1 et
cMYC. Nous avons alors pu observer une augmentation significative de la fixation de la
sortiline et de 'EGFR sur la chromatine. Ce traitement a également permis de voir une
tendance a la baisse de I'expression de ces cibles, tendance accentuée par 'augmentation du
niveau d’expression de SORT1 dans un modéle cellulaire de surexpression de sortiline. La
sortiline et I'osimertinib semble avoir une action synergique conduisant a une diminution de
I'expression des génes cibles sélectionnés. Dans la méme dynamique, il serait important de
compléter ces données par des analyses en RNA-seq pour déterminer, de maniére plus
exhaustive, les niveaux d’expression de nombreux génes.

La sortiline nucléaire : répresseur transcriptomique in vitro / in vivo

Dans le cadre de notre étude, nous nous somme basés sur le programme
transcriptomique de 'EGFR étant connu pour se lier sur certains promoteurs comme ceux de
cMYC ou CCND1 (Brand et al., 2011). La réalisation de 'immunoprécipitation de la chromatine
liée a la sortiline a également permis déterminer des cibles génomiques. L’étude de cibles
communes a la sortiline et 'TEGFR (cMYC et CCND1) nous a permis d’explorer le potentiel
antagoniste de la sortiline vis-a-vis de 'EGFR. De ce fait, I'utilisation de la ChIP-gPCR a
démontré I'aspect limitant et répresseur de la sortiline sur I'expression des génes cibles. En
effet, la surexpression de SORTL1 dans la lignée H1975 a mis en évidence une répression des
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génes cibles (cMYC et CCND1), ayant un effet antagoniste a 'TEGFR seul. Ces résultats ont
été confirmés en quantifiant la fixation de '’ARN Pol Il sur ces mémes promoteurs en faisant
varier I'expression de la sortiline ou nous constations un effet inhibiteur de la sortiline sur la
fixation de 'ARN Pol II. Les résultats obtenus en PCR quantitative sur la lignée H1975
surexprimant la sortiline ont permis d’observer une diminution de I'expression des génes fixés
par la sortiline. Ces résultats ont été complétés par I'étude de ces mémes génes sur plusieurs
cohortes de patients, dont les prélevements obtenus grace a notre collaboration avec le
service de Chirurgie Thoracique et Vasculaire du CHU de Limoges. L’étude de ces cohortes a
permis de mettre en évidence une expression mutuellement exclusive de SORT1 et de cMYC.
Ces données nous laissent supposer le caractere suppresseur de tumeur de la sortiline. Ces
résultats encourageants demandent de plus amples investigations notamment concernant le
role de la sortiline sur le remaniement et le réarrangement de la chromatine. Elle pourrait, par
exemple, agir sur la formation et I'organisation des nucléosomes afin de permettre ou non
I'acces de la chromatine a la machinerie transcriptionnelle ou encore moduler les modifications
post-traductionnelles des histones présentes.

Sortiline et réarrangement de la chromatine

L’étude de la sortiline nucléaire ouvre de nombreuses perspectives quant aux réles de
cette protéine vis-a-vis de la chromatine. En effet, celle-ci pourrait jouer un réle de facteur de
transcription ou de répresseur transcriptionnel de différentes maniéres. Une facon d’étudier
l'implication de la sortiline dans cette fonction de régulateur transcriptionnel serait I'étude de
la dynamique chromatinienne. L’étude de la sortiline dans ce contexte tend a s’intéresser aux
modifications d’histone et plus précisément au code épigénétique des histones. En effet, les
modifications d’histones sont associées a des profils induisant I'expression ou la répression
des génes en fonction de la compaction produite par ces modifications de type méthylation ou
acétylation. La réalisation de ChlIP ciblant des histones acétylées ou méthylées permettrait de
comparer les profils de fixation de la sortiline et de ces histones sur la chromatine et de son
niveau de compaction. Le nombre grandissant d’études s’intéressant a la cartographie de
nucléosome et aux modifications épigénétiques nous permettrait de déterminer le réle de la
sortiline dans le réarrangement de la chromatine en lien avec la dynamique et la localisation
des nucléosomes (Brzezianska et al., 2013 ; Druliner et al., 2013). La position des
nucléosomes participant a I'établissement de la structure de la chromatine est un indicateur
important de I'expression des genes. En effet, nous pourrons utiliser comme référence des
lignées dont la cartographie des nucléosomes est déja établie, telles que les lignées HelLa ou
HEK. Ainsi, nous comparerons ces cartographies avec celles que nous obtiendrons dans ces
mémes lignées surexprimant la sortiline. Cela, nous permettrait de savoir si la sortiline joue
bien un réle dans le réarrangement de la chromatine par modulation de I'agencement des
nucléosomes. L'étude de la fonction nucléaire de la sortiline sur les réarrangements
chromatiniens devrait apporter un nouvel éclairage sur le mode d’action de la sortiline.
Néanmoins, la caractérisation de sa présence au niveau nucléaire ne pourra se faire que par
des approches immunohistochimiques menées sur la tumeur qui resteront difficiles a mettre
en ceuvre dans les services de pathologie et ne permettront pas un suivi des patients. Il sera
donc nécessaire a I'avenir d’élaborer de nouvelles stratégies afin de monitorer les taux de
sortiline chez ces patients. Le devenir de 'EGFR et de la sortiline, nucléaire ou exosomal,
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s’établit au niveau des endosomes précoces, il sera donc nécessaire d’établir un paralléle
entre nucléaire et exosomal. Nos travaux antérieurs nous ont permis de montrer la présence
de sortiline dans les vésicules extracellulaires (exosomes) (Wilson et al., 2014) ouvrant ainsi
la voie vers un nouveau mode de détection de la sortiline au niveau de la circulation
systémique.

L’absence de sortiline dans le sang périphérique peut-elle permettre de prédire la
présence de CBNPC ?

Les résultats que nous avons obtenus dans cette étude, associés a ceux obtenus
préecédemment (Al-Akhrass et al., 2017) nous confortent dans I'hypothése d’un rdle
suppresseur de tumeur de la sortiline. Nous avons pu voir une diminution de I'expression de
SORT1 dans les tumeurs bronchiques. Il serait, a présent, intéressant de déterminer si
'expression de la sortiline dans les vésicules extracellulaires dans le systéme sanguin
périphériqgue ou dans les vaisseaux drainant la tumeur est corrélée avec le diagnostic du
CBNPC ou avec les risques de non-réponse aux traitements, mais également d’autres
pathologies comme les maladies cardiovasculaires (Goettsch et al., 2018). L'analyse de la
présence de la sortiline dans les exosomes circulants dans le sang périphérique des patients
pourrait permettre d’améliorer la prise en charge des cancers bronchiques. Des travaux
récents suggerent la valeur pronostique des exosomes dans le cancer bronchique en
démontrant que la taille des vésicules (petites ou grandes) permettrait de prédire le risque de
récidive (Navarro et al., 2019). Ceci permettrait, a terme, un diagnostic précoce du CBNPC et
améliorerait ainsi la prise en charge des patients tout en permettant de prédire d’éventuels
risques de résistance thérapeutique. Les tumeurs que nous avons collectées sont
accompagnées d’échantillons sanguins qui nous permettront par la suite d’étudier la
correspondance entre le sang périphérique et le contenu tumoral. Un PHRC portant sur la
sortiline nucléaire et ces profils moléculaires associés dans des échantillons de sang
périphérique est en cours afin de mettre en évidence des marqueurs du CBNPC dans les
vésicules extracellulaires sécrétés par la tumeur. Les exosomes constituent une véritable
source de biomarqueurs circulants ADN, ARN ou protéines qui pourrait étre déterminante dans
la découverte de marqueurs pronostiques ou de récidive face aux thérapies appliquées
(exérése, radiothérapie, chimiothérapie). Bien qu’elle soit considérée comme un facteur de
bon pronostic dans le cancer bronchique la sortiline demeure une protéine controversée dans
différents modeles de cancer.

La sortiline au travers des différents modeéles de cancer : des roles ambigus

Nos résultats obtenus dans le cancer bronchique montrent un effet suppresseur de
tumeur de la sortiline. Des résultats sensiblement similaires ont également pu étre observes
dans le cancer de la prostate (Tanimoto et al., 2015). Ce rdle concernant la sortiline ne semble
tout de méme pas identique dans tous les types de cancer. En effet, dans certains modéles
cancéreux comme le CCR, le cancer du sein ou de l'ovaire, la sortiline présenterait un réle
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pro-oncogénique favorisant la migration et la formation de métastases (Ghaemimanesh et al.,
2014 ; Massa et al., 2013, 2014 ; Roselli et al., 2015). Les différents effets de la sortiline
reposent sur ses différentes formes et sur ses niveaux d’expressions variables en fonction des
types de cancer étudiés et leurs stades. Néanmoins, les modes de régulation de la sortiline
demeurent toujours non élucidés dans ces cancers. Les études menées sur le cancer de
I'ovaire, ont permis de montrer une surexpression de SORT1 dans les tumeurs par rapport
aux tissus non tumoraux (Ghaemimanesh et al., 2014). Cette étude bénéficiait d’'une la cohorte
restreinte a 7 patientes. L’étude nécessiterait d’étre étendue a un nombre de patients plus
importants. Dans le cancer du sein, la sortiline participerait a la migration cellulaire, notamment
en lien avec le pro-NGF et le récepteur TrkA (Demont et al., 2012). Mais ces résultats semblent
montrer une corrélation positive entre le niveau d’expression du pro-NGF et le grade de la
pathologie, mais ne montrent pas I'effet de I'expression de la sortiline. En effet, des analyses
de type Kaplan-Meier dans le cancer du sein ont permis de prédire une meilleure survie en
cas de forte expression de SORTL1. De récentes études tendent a montrer I'effet délétére de
la sortiline dans le cancer du sein en lien avec la progranuline (Berger et al., 2021). Dans le
cancer colorectal, il a été démontré que la forme soluble de la sortiline, due au clivage de la
partie extracellulaire du récepteur, mimait un ligand extracellulaire (Massa et al., 2014). Ce
ligand induit un effet pro-métastatique par le biais de I'activation de la voie PI3K dépendante
de FAK et Src a partir d’'un récepteur pour le moment inconnu (Massa et al., 2013). De cette
maniere, nous pouvons voir que les différentes formes de la sortiline conduisent a des effets
différents. Il semble trés important de déterminer quelles sont les formes de la sortiline et les
fonctions qui leurs sont associées. Il sera ensuite nécessaire d’identifier les mécanismes
régulant la sortiline et ses différentes formes.

La régulation de la sortiline dans le CBNPC

De maniére générale, la sortiline est régulée par différents mécanismes, a plusieurs
niveaux. En effet, sa régulation peut se faire selon trois niveaux. Au niveau génomique, cette
régulation peut se faire, par le biais de la méthylation (Yu et al., 2016) mais également de
nombreux SNPs (Kathiresan et al.,, 2008 ; Musunuru et al.,, 2010). Ces mécanismes de
régulations permettent de moduler I'expression de la sortiline de fagon réversible. De plus, la
présence de mutations sur le géene SORT1 peut conduire, non pas a une modification de
I'expression de la sortiline, mais a une altération des fonctions de la protéine (Sanchez et al.,
2015). Au niveau transcriptionnel, la régulation de ’TARNm de la sortiline permet de moduler
I'expression de SORTL1. En effet, de nombreux facteurs de transcriptions peuvent s’associer
au promoteur du géne codant la protéine affectant ainsi son niveau d’expression. Sa régulation
peut alors se faire au moment de la transcription ou de maniére post-transcriptionnelle.
Plusieurs facteurs de transcriptions tels que c-Jun, STATs, ATF3 sont susceptibles d’activer
ou réprimer la transcription de la sortiline (Lv et al., 2019 ; Pirault et al., 2017 ; Ai et al., 2012 ;
Jadhav & Zhang, 2017). Au niveau post-transcriptionnel, sa régulation dépendrait de la
protéine TDP-43 permettant notamment d’agir sur I'épissage de ’TARNm et d’introduire un
codon stop prématuré menant a la synthése d’'une sortiline amputée de ses domaines
transmembranaires et intracellulaires, soit une forme soluble de cette derniere. Une étude a
permis de monter une diminution de la stabilité de TARNm de SORT1 (Arnold et al., 2013) et
une augmentation de I'exclusion de I'exon 17b en présence d’'une surexpression de TDP-43
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(Tann et al., 2019). La présence d’'un grand nombre de miRNA est également un facteur
important dans la régulation de I'expression de la sortiline et de 'TEGFR (Zhang et al., 2018 ;
Alanazi et al., 2015). Des résultats préliminaires réalisés au laboratoire sur des prélevements
issus de patients ont permis d’explorer I'’hypothése d’'une régulation de la sortiline par le biais
des SNPs dans le cancer bronchique. Ces premiers résultats semblent écarter I'implication
des SNPs dans la régulation de la sortiline dans le cadre du cancer bronchique. Le géne
codant la sortiline étant sur le chromosome 1, le plus long, les risques de perte d’hétérozygotie
(LOH) se trouvent accrus, inhibant son expression chez les sujets atteints de cancer
bronchique.

Enfin, 'expression de la sortiline peut étre altérée par l'effet de protéines régulant
directement la quantité de sortiline dans la cellule. En effet, 'association de la sortiline avec
diverses protéines peut conduire a une dégradation de celle-ci, une modification de sa fonction
ou a une altération de sa structure. La protéase ADAM10, par exemple, permet d’assurer un
clivage de la partie extracellulaire de la sortiline, libérant une forme soluble de la sortiline
(Evans et al., 2011). Un autre clivage réalisé par des y-sécrétases en position intracellulaire,
juxta-membranaire permet de produire un fragment intracellulaire dont la fonction demeure
inconnue. Des résultats préliminaires semblent montrer une interaction de cette sortiline
tronquée dans sa partie intracellulaire avec 'EGFR dans le noyau. Cela nous permet de nous
guestionner sur le réle de ce fragment généré par clivage. La compréhension de la régulation
de la sortiline dans le cancer bronchique reste totalement a établir.

La sortiline précurseur de molécules thérapeutiques ?

L’étude de la sortiline et de sa fonction de répresseur de tumeur, souléve la question
de l'utilisation de dérivés de la sortiline afin de limiter les fonctions nucléaires de 'lEGFR ainsi
gue sa signalisation membranaire et cytoplasmique. Actuellement, méme si les propriétés anti-
tumorales de la sortiline sont avérées, nous ne savons pas si la totalité ou seule une partie de
la protéine sont impliqués dans ce processus et participent a cet effet. Il est établi que la
sortiline peut étre retrouvée sous différentes formes, la forme totale de 95 kDa ainsi que des
formes tronquées suite a I'action de métalloprotéases et de y-sécrétases (Evans et al., 2011 ;
Hermey et al., 2006 ; Nyborg et al., 2006). Ces différents clivages conduisent, respectivement,
a la libération de sortiline soluble ou a la libération d’'un fragment intracellulaire. Lors des
expériences de co-immunoprécipitations nucléaires de la sortiline et de 'TEGFR, nous avons
utilisé un anticorps reconnaissant la sortiline dans sa partie C-terminale pour I'étape
d’immunorévélation en western-blot conduisant a observer la présence de sortiline dans sa
forme totale et dans une forme tronquée. Cela nous permet de prétendre que différentes
formes de sortiline pourraient potentiellement se lier a TEGFR. La sortiline pourrait donc se
fixer par sa partie C-terminale a 'TEGFR ce qui correspond a son domaine tyrosine kinase. Ces
résultats ne sont que préliminaires et devront étre confirmés. Il serait néanmoins intéressant
de déterminer l'effet de la sortiline sous sa forme totale et sous sa forme tronquée en C-
terminale. De la méme maniére, nous pourrions définir si ces effets sont identiques.
L’utilisation de cellules exprimant la forme tronquée dans une lignée cellulaire exprimant de
maniere trés faible la sortiline comme la lignée H1975 nous permettrait de déterminer le réle
de ce fragment. Si ce fragment posséde un réel intérét thérapeutique en ayant des effets
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suppresseurs de tumeurs, il pourrait faire I'objet d’études plus approfondies. La sortiline dans
sa forme totale ou dans sa forme clivée intracellulaire pourrait en se complexant a 'lEGFR agir
au niveau nucléaire afin de limiter I'effet de TEGFR dans le cadre des thérapies ciblées. De
cette maniére un traitement & base de sortiline associé aux thérapies ciblées permettrait de
limiter 'échappement thérapeutique lié a I'activation nucléaire de TEGFR seul.

Eric Lapeyronnie | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2021 143
Licence CC BY-NC-ND 3.0



Eric Lapeyronnie | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2021 144
Licence CC BY-NC-ND 3.0



Partie VIII. Conclusion / Perspectives

Pour conclure, nous avons pu montrer que la fonction de la sortiline ne se limitait pas
a son action sur 'TEGFR membranaire dans le cancer bronchique non a petites cellules. En
effet, Nos travaux ont permis de mettre en évidence pour la premiére fois l'interaction de la
sortiline et de 'EGFR au niveau nucléaire. La sortiline joue un role clé a ce niveau en contrbélant
I'expression de plusieurs oncogéenes habituellement activés par TEGFR nucléaire lui-méme ce
qui a pour effet d’'inhiber son activité dans ce compartiment. Grace a notre modéle d’étude
nous avons mis en lumiére l'interaction de 'lEGFR et de la sortiline avec la chromatine en
réponse a la stimulation a 'EGF. Lors de cette interaction, la sortiline contréle I'expression de
2 génes cibles de 'TEGFR, cMYC et CCND1 impliqué respectivement dans la reprogrammation
et la progression tumorale. En effet, la sortiline, par sa fixation a la chromatine, permettrait de
limiter le recrutement de 'ARN Pol || empéchant I'activation de la transcription de ces 2 génes
et réprimant ainsi leur expression. Ces résultats permettent un nouvel éclairage sur la fonction
de la sortiline dans le cancer bronchique et le trafic de TEGFR en complétant les travaux
antérieurs de notre équipe. Le recrutement de 'EGFR et de la sortiline sur la chromatine
semblent indiquer une organisation coordonnée sous forme de complexe au niveau de
séquence ATRS, ce qui sous entendrait une liaison par le biais de 'TEGFR et/ou de partenaire
protéiques reconnaissant ces mémes séquences. Nos travaux ont également pu mettre en
évidence l'induction de la relocalisation cytoplasmique et nucléaire de 'TEGFR sous l'effet
d’'une thérapie ciblée, I'osimertinib. Ainsi, nous avons pu observer une stimulation de la liaison
de la sortiline & la chromatine par I'osimertinib. L’étude réalisée sur notre cohorte de patients
ainsi que sur d’autres études a permis d’établir une corrélation inverse entre I'expression de
la sortiline et de cMYC. Ces résultats trés encourageants permettent une meilleure
compréhension de la fonction de la sortiline et ouvrent de nombreuses perspectives :

- L’étude du role de 'EGFR et de la sortiline vis-a-vis de la chromatine nécessitera
de développer des lignées KO pour 'EGFR et pour la sortiline. Ces lignées nous
permettront de vérifier I'importation de 'lEGFR et de la sortiline dans le noyau en
'absence de I'une ou l'autre protéine. Ainsi, nous pourront déterminer le niveau
d’'implication de la sortiline dans le transport nucléaire de 'lEGFR. De plus, cela
nous permettra de vérifier si la fixation de la chromatine par la sortiline passe par
'EGFR ou si elle peut se lier de maniére indépendante.

- Létude de 'EGFR et de la chromatine pourra étre complétée par l'effet de la
sortiline sur la dynamique des nucléosomes. Nous pourrons alors déterminer, par
I'étude des modifications des histones, I'effet de la sortiline sur la compaction de
'ADN et sur le réarrangement des nucléosomes facilitant ou limitant 'acces a la
chromatine. De plus, nous pourrons déterminer les motifs exacts de fixation de la
sortiline sur la chromatine en développant et en améliorant nos analyses
génomiques.

- L’étude la sortiline nucléaire nous permettrait également de déterminer la présence
ou non d’autres partenaires de la sortiline dans ce compartiment.

- Larégulation de I'expression de la sortiline dans le cancer bronchique est un point
clé pour favoriser ses effets anti-oncogéniques. La régulation de la sortiline passe
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aussi par I'étude de ses différentes formes. En effet, I'activité de la sortiline dépend
également de sa forme, clivée ou non.

- Le séquencage des différentes formes de la sortiline pourra nous permettre de
déterminer 'ensemble des formes de cette protéine de tri puis d’en identifier les
fonctions. Il pourrait étre intéressant de déterminer si la sortiline pourrait permettre
de développer des molécules thérapeutiques.
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Implication de la sortiline dans la sensibilité aux thérapies ciblées dans le cancer
bronchique.

Le cancer bronchique reste la principale cause de décés par cancer dans le monde en raison de
'absence de diagnostic précoce et de sa difficulté de prise en charge. Cet échec des stratégies
thérapeutiques est principalement dd a la présence de mutations et d’activations aberrantes de 'TEGFR
conduisant a une croissance tumorale exacerbée. Malgré une évolution et une diversification des
thérapies ciblées visant a inactiver ces récepteurs, I'utilisation des inhibiteurs de tyrosine kinase ciblant
I'EGFR montre toujours une efficacité initiale dont les bénéfices diminuent avec le temps. L’'un des
mécanismes de résistance permettant d’expliquer ce phénoméne pourrait dépendre du switch entre la
signalisation membranaire de 'EGFR et sa signalisation nucléaire. En effet, la relocalisation nucléaire
de 'EGFR favoriserait I'expression de cibles génomiques responsable de I'échappement thérapeutique
et de la récidive. Nos travaux antérieurs ont déja permis d’identifier la fonction originale d’'une protéine
de transport, la sortiline dans l'inhibition de la signalisation membranaire de TEGFR. Néanmoins, la
découverte de la sortiline au niveau nucléaire met en évidence un nouveau réle de la sortiline en tant
gue régulateur crucial des oncogénes contrdlés habituellement par 'EGFR nucléaire. Un large panel de
genes cibles de 'EGFR contrblés par la sortiline a pu étre caractérisé. Nos travaux nous ont conduit a
analyser plus spécifiquement I'action de la sortiline sur I'expression de cMYC et CCNDL1. Cette derniére
induirait en effet une diminution du recrutement de 'ARN pol Il qui est cruciale pour leur transcription.
Lors du traitement a I'osimertinib, la fixation de la sortiline sur la chromatine est augmentée ce qui
conduit a une répression des genes cibles tels que cMYC. Ceci suggére que la sortiline puisse étre
susceptible de réprimer I'expression de génes cibles comme cMYC. Nos analyses transcriptomiques
menées sur une cohorte de patients ont confirmé I'effet répresseur de la sortiline sur le géne cMYC.
Ces résultats ouvrent des perspectives intéressantes quant au diagnostic du CBNPC, a la prédiction de
récidive. A I'avenir la sortiline pourrait constituer un agent thérapeutique permettant la resensibilisation
des tumeurs aux traitements.

Mots-clés : Cancer bronchique, EGFR, sortiline, MYC, ITK, Nucléaire

Involvement of sortilin in sensitivity to targeted therapies in bronchial cancer.

Bronchial cancer remains the leading cause of cancer death worldwide due to lack of early diagnosis
and difficulties of treatment. This failure of therapeutic strategies is mainly due to the presence of
aberrant EGFR mutations and activations leading to exacerbated tumor growth. Despite the evolution
and diversification of targeted therapies aimed at inactivating these receptors, the use of tyrosine kinase
inhibitors targeting EGFR still shows an initial efficacy whose benefits decrease with time. One of the
mechanisms of resistance explaining this phenomenon may depend on the switch between EGFR
membrane and nuclear signaling. Indeed, the nuclear relocation of EGFR would induce the expression
of genomic targets responsible for therapeutic escape and recurrence. Our previous work has already
identified the original function of a transport protein, sortilin, in the inhibition of EGFR membrane
signaling. However, the discovery of sortilin at the nuclear level highlights a new role for sortilin as a
crucial regulator of nuclear EGFR-controlled oncogenes. A large panel of EGFR target genes controlled
by sortilin could be characterized. Our work led us to analyze more specifically the action of sortilin on
the expression of cMYC and CCND1. The latter would indeed induce a decrease in the recruitment of
RNA pol Il which is crucial for their transcription. During treatment with osimertinib, sortilin binding to
chromatin is increased, leading to a repression of target genes such as cMYC. This suggests that sortilin
may be a protein that represses the expression of target genes such as cMYC. Our transcriptomic
analyses conducted on a cohort of patients confirmed the repressive effect of sortilin on the cMYC gene.
These results open interesting perspectives for the diagnosis of NSCLC and the prediction of
recurrence. In the future, sortilin could be a therapeutic agent allowing the resensitisation of tumors to
treatment.

Keywords : Lung cancer, EGFR, sortilin, MYC, TKI, Nuclear



