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EPIDEMIOLOGIE

En 2018, dans le monde comme en France, le cancer du sein se trouve au premier rang devant les cancers pulmonaires et colorectaux chez la femme et représente un problème de santé publique majeur. On considère aujourd'hui qu'une femme sur huit a le risque de développer un cancer du sein. Son incidence, correspondant au nombre de personnes diagnostiquées chaque année, s'élève à plus de 2 millions de nouveaux cas dans le monde en 2018, et environ 56 000 en France (figure 2a). Il est également la première cause de mortalité par cancer chez la femme avec plus de 620 000 décès dans le monde et environ 13 000 en France en 2018 (figure b). Tandis que l'incidence est en constante augmentation, le nombre de décès tend à diminuer depuis 1990 (figure 2c) grâce notamment aux avancées thérapeutiques majeures mais aussi à une meilleure sensibilisation et à la mise en place de dépistages systématiques à partir de 

FACTEURS DE RISQUE

Comme pour beaucoup de cancers, les facteurs de risque à l'origine de l'initiation et de la progression du cancer du sein sont nombreux et encore méconnus pour la plupart.

Néanmoins, certains facteurs de risque sont bien déterminés en voici une liste non exhaustive :

-L'âge : Après le sexe, l'âge est le principal facteur de risque impliqué dans les cancers du sein (figure 3). Aujourd'hui, 80% des CDS surviennent après 50 ans, l'âge médian au diagnostic est de 63 ans, tandis que celui au décès est de 74 ans.

-Le mode de vie (Tabac, Alcool, Exposition aux radiations) : en 2015, on estime en France métropolitaine, qu'environ 15,1 % des cancers du sein chez les femmes de plus -Facteurs liés à l'individu : tels qu'une puberté précoce, une densité mammaire importante, l'utilisation de contraceptifs hormonaux, une grossesse tardive, des grossesses multiples, une faible durée de l'allaitement, une ménopause tardive, un traitement hormonal de la ménopause, la prise de poids, un cancer du sein précédent (les femmes ayant déjà été atteintes ont plus de risque de le développer à nouveau, indépendamment du sein touché au départ), le travail de nuit, etc. 

LES SOUS-TYPES CARACTERISTIQUES

Les cancers du sein sont des pathologies multifactorielles. Il semblerait que différentes combinaisons de facteurs ne soient pas à l'origine des mêmes types de cancers mammaires.

L'accumulation de ces facteurs confère à chaque tumeur des propriétés propres (localisation, agressivité, dépendance aux hormones, propriétés moléculaires, etc.) et en font des pathologies multifactorielles très complexes. En vue d'une approche thérapeutique adaptée voire personnalisée, il est nécessaire de caractériser de façon détaillée ces tumeurs. Pour cela, différentes classifications complémentaires sont aujourd'hui utilisées de façon concomitante.

a. Le stade selon la classification TNM

La classification TNM (en anglais Tumor, Nodes, Metastases) a été inventée par un chercheur français, Pierre Denoix 5 et est aujourd'hui régulièrement mise à jour par l'Union de lutte internationale contre le cancer (UICC, Union for International Cancer Control), la 8 ème édition a été publiée en 2016 (TNM Classification of Malignant Tumours, 8th Edition 6 ). Cette classification internationale permet d'harmoniser la prise en charge des patients et de déterminer l'évolution de la pathologie en établissement un score sur la base de trois grands critères 7 :

Le site primaire de la tumeur (Tumor) Dans 98% des cas, le cancer du sein provient de la dégénérescence de cellules épithéliales de la glande mammaire, on parle d'adénocarcinome mammaire. D'un point de vue morphologique, les CDS sont catégorisés selon leur localisation primaire mais aussi selon leur répartition/dissémination dans le tissu mammaire au moment du diagnostic. On distingue alors deux catégories de cancer du sein : Dans 25% des cas, le cancer est dit in situ, il ne franchit pas la membrane basale et reste confiné dans son tissu initial. Les tumeurs sont généralement de bon pronostic et peuvent être traitées par chirurgie. Dans 75% des cas, les cellules cancéreuses prolifèrent avec le temps jusqu'à envahir les tissus adjacents, l'adénocarcinome est alors dit invasif ou infiltrant. Ces cancers sont en très grande majorité des carcinomes canalaires (80%) mais peuvent, de façon moins fréquente, être lobulaires (10%). Des formes plus rares existent telles que les carcinomes médullaires, tubuleux, mucineux, papillaires, péri-aréolaires ou encore apocrines, leur pronostic est bien plus favorable que les carcinomes infiltrants canalaires et lobulaires.

Enfin, il arrive que les cellules tumorales prolifèrent et acquièrent rapidement la capacité de migrer, bloquant alors les vaisseaux lymphatiques du sein et provoquant une inflammation.

Cette forme très rare de carcinome mammaire (1%) dite inflammatoire est très agressive et difficile à diagnostiquer car très diffuse.

Selon la classification TNM, la première étape consiste à définir le type de cancer du sein en fonction de sa localisation puis un premier score est attribué en fonction des caractéristiques de la tumeur au site primaire (taille et infiltration) : de T1, tumeur non palpable, à T4, tumeur en extension à la paroi thoracique et/ou la peau.

L'atteinte des ganglions lymphatiques (Nodes)

Lorsque le cancer infiltrant n'est pas traité à temps, les cellules prolifèrent et migrent au travers des vaisseaux sanguins et lymphatiques. Certaines cellules peuvent s'établir dans les ganglions lymphatiques les plus proches situés au niveau de l'aisselle (ganglions axillaires) mais également aux autres ganglions de la cage thoracique (figure 5). Le degré de progression du cancer du sein est alors donné par le score N qui indique l'atteinte ou non des ganglions, leur nombre, la localisation et la taille des amas de cellules cancéreuses identifiés : de N0, pas d'extension aux ganglions voisins, à N3, présence de « micrométastases » dans plusieurs types de ganglions à la fois : mammaires internes et/ou axillaires et/ou sous-claviculaires.

La présence ou non de métastases distantes (Metastases)

Enfin, si le carcinome mammaire n'est pas traité à temps, la progression est telle que des cellules tumorales circulantes se retrouvent dans la circulation sanguine pour atteindre des organes distants et sont à l'origine des métastases dont la présence est corrélée à un très mauvais pronostic (Aceto, Maheswara Cell 2014). Les métastases représentent la cause majeure de décès par cancer du sein et touchent généralement les os, le cerveau, les poumons et le foie (Wenjing Chen, Xia Liunpj Precision Oncology (2018). Le score est attribué en fonction de la présence (M1) ou non (M0) de métastases à distance du site primaire.

L'évaluation de la tumeur selon la classification TNM est réalisée par examen clinique avant tout traitement (noté cTNM) puis par examen anatomopathologique ou post-chirurgical (noté pNTM). Le stade, défini par les scores obtenus pour chaque critère, détermine la progression du cancer : du stade 0, pour les carcinomes in situ encore sous forme de lésions précancéreuses, au stade IV pour les carcinomes métastatiques. Sa détermination est nécessaire à la mise en place de la stratégie thérapeutique. La classification TNM a pendant très longtemps été utilisée de façon exclusive pour réaliser le diagnostic des cancers du sein, d'autres critères indispensables viennent aujourd'hui la compléter notamment le grade de la tumeur et sa classification moléculaire.

b. Grade de la tumeur

Le grade du carcinome se distingue de son stade, il ne traduit non pas l'avancée de la pathologie mais son agressivité intrinsèque. Son évaluation se fait après biopsie par examen histologique et bilan cellulaire. Il correspond à la somme des scores obtenus pour les trois critères évalués : l'architecture cellulaire (différenciation), la taille/forme des noyaux et l'activité mitotique. Le grade de la tumeur varie de I à III, i.e. de peu à très agressive.

c. Classification moléculaire

Du fait de leurs origines multifactorielles, les cancers du sein sont des pathologies très hétérogènes et complexes au niveau moléculaire. Une troisième classification complémentaire a donc été établie et s'appuie sur la présence de marqueurs spécifiques : les récepteurs de l'oestrogène et de la progestérone (RE et RP, récepteurs hormonaux) et le récepteur tyrosine kinase HER2 (pour Human Epidermal Growth Factor Receptor-2) 8,9 . La détermination du statut de ces récepteurs dans les tumeurs mammaires est réalisée par des méthodes d'immunohistochimie (IHC) et d'hybridation in situ. Elle permet depuis les années 60-70 d'établir une valeur pronostique et donne le jour aux premières thérapies ciblées contre les cancers du sein. C'est le cas par exemple du traitement par anticorps dirigés contre le récepteur de l'oestrogène (Tamoxifène) chez les patientes atteintes de cancers du sein hormonaux-dépendants 10,11 . Néanmoins, après évaluation clinique de ces profils d'expression, le statut de ces cancers du sein demeure parfois équivoque, notamment pour HER2, et de grandes variations dans la réponse aux traitements sont observées pour des tumeurs mammaires présentant des profils similaires.

Plus récemment, des avancées techniques ont permis de réaliser des études génotypiques et transcriptomiques à haut débit des cancers du sein et de confirmer leur grande hétérogénéité par études comparatives de larges panels d'échantillons. En 2000, Perou et al. et Sørli et al. proposent les premières signatures moléculaires qui définissent la classification moléculaire actuelle, dite également intrinsèque [12][13][14] . Elle se base sur l'expression des gènes des récepteurs de l'oestrogène, de la progestérone et du récepteur ErbB2/HER2 de la famille des récepteurs à l'EGF et affinent ces sous-types à l'aide d'autres biomarqueurs. Ils démontrent également la stabilité de ces profils d'expression puisqu'ils sont conservés après plusieurs semaines de traitements et dans les métastases. Depuis, plusieurs études ont aidé à mieux définir cette classification moléculaire, elle se divise aujourd'hui en cinq principaux sousgroupes : les tumeurs luminales A et luminales B, les tumeurs enrichies en HER2 (amplifié/surexprimé), les tumeurs triple négatives (dites basal-like), et celles dites « claudinlow ».

Triple négatif ou « Basal-like »

Les tumeurs triple négatives/basal-like sont comme leurs noms l'indiquent dépourvues de HER2 et des récepteurs aux oestrogènes et à la progestérone, et expriment des marqueurs cellulaires similaires aux cellules épithéliales basales mammaires 15 . Elles représentent 10 à 15% des cancers du sein et sont majoritairement d'origine héréditaire (mutation du gène suppresseur de tumeur BRCA1) 16 . Ces cancers sont de très mauvais pronostic, les cellules prolifèrent rapidement et le risque de rechute est le plus élevé des cancers du sein. Il s'agit aussi du groupe le plus hétérogène sur les plans morphologiques, génétiques et cliniques 17 .

Claudin-low

Ce sous-type a été identifié en 2007 et représente 12-14% des cancers du sein 18,19 . Si le profil s'apparente à celui des tumeurs basal-like, les tumeurs se différencient par une très faible expression des gènes impliqués dans les jonctions serrées i.e. les claudines 3, 4 et 7, l'occludine, la cinguline ou encore la E-cadhérine. Elles ont aussi la particularité de surexprimer une quarantaine de gènes liés à la réponse immune et sont de mauvais pronostic malgré une faible expression des gènes liés à la prolifération 20,21 . En outre, les tumeurs surexpriment plusieurs gènes liés la transition épithélio-mésenchymateuse et à la différentiation, ce qui peut leur conférer un phénotype de cellules souches cancéreuses (CSC) 22 .

Luminal A

Ce sous-type représente 50 à 60% des cancers du sein. Le profil moléculaire de ces tumeurs est proche de celui de l'épithélium luminal mammaire avec, par exemple, l'expression des cytokératines CK8/18 et 19, FOXA1 et GATA3 régulant la différentiation. Les cellules sont caractérisées par une forte expression du RE qui a un rôle de récepteur et de facteur de transcription, ce qui confère aux tumeurs une forte sensibilité aux hormones et entraîne la surexpression de gènes régulés par les oestrogènes. Elles présentent également une forte expression du RP et de Bcl-2. A l'inverse, les gènes liés à la prolifération cellulaire sont peu exprimés, les cellules positives pour le marqueur de la prolifération Ki67 s'élèvent à moins de 20% et HER2 n'est pas exprimé. Les cancers du sein luminaux A sont généralement de bon pronostic, détectés à des grades précoces, prolifèrent lentement et présentent le taux le plus bas de rechute avec métastase 19,23 

Luminal B

Ces tumeurs représentent 10 à 20% des cancers du sein. A l'instar des cancers luminaux A, ces tumeurs sont RE+ mais les niveaux d'expression du récepteur et des gènes en aval de son activation sont moindres. Les cellules luminales B se distinguent des luminales A par une expression plus élevée des gènes liés à la prolifération (Ki67, cyclin B1, etc.) et généralement par la surexpression du récepteur HER2. Ces cancers sont de moins bon pronostic que les luminaux A, détectés à des grades un peu plus avancés, les cellules prolifèrent plus rapidement et le temps médian de rechute est plus court.

HER2 positif (HER2+)

Les cancers HER2+ représentent environ 20% des cancers du sein et sont définis par une surexpression du récepteur HER2 et des voies de signalisation qui y sont liées 19 . Les tumeurs sont très prolifératives et de haut grade, près de 40% observent une mutation du gène répresseur de tumeur p53, ces cancers restent donc de très mauvais pronostic malgré l'avancée des thérapies anti-HER2 (figure 6). En outre, les tumeurs mammaires HER2+ peuvent encore être subdivisées en trois sous-catégories dont un présentant le plus mauvais pronostic avec une survie de 12% sur 10 ans contre 55% pour les autres. La définition du sous-type enrichi en HER2 prête encore aujourd'hui à discussion, il existe une grande hétérogénéité génétique dans le profil de ces tumeurs ce qui entraine des difficultés au diagnostic et de grandes différences dans la réponse aux traitements 24 .

Au cours de ma thèse j'ai eu l'occasion de travailler avec différentes lignées cellulaires de cancer du sein : principalement des cellules BT-474 luminales B (RE-, RP+, HER2+), et la lignée SKBR-3 faisant partie du sous-groupe enrichi en HER2, mais aussi des cellules MCF-7 appartenant au sous-type Luminal A ou encore les MDA-MB-231 et MCF-10A, des lignées triple négatives ou immortalisée non transformée (RE/RP-, HER2-).

Figure 6 : Analyse Kaplan-Meyer de la survie des patientes atteintes de cancer du sein en fonction des sous-types moléculaires. Survie sans rechute (à gauche) et survie globale (à droite).

Bleu foncé : luminal A, bleu ciel : luminal B, rouge : triple-négatif, jaune : Claudin-low, rose : HER2+ (Eroles et al. 2012).

Les différentes classifications conduisent à une meilleure compréhension de la complexité des cancers du sein. La classification moléculaire participe plus particulièrement à l'identification et à la caractérisation de nouvelles cibles thérapeutiques. Ces données permettent d'adapter les stratégies thérapeutiques en se basant sur les caractéristiques propres de chaque tumeur mammaire et ainsi proposer des thérapies de plus en plus ciblées.

TRAITEMENTS DES CANCERS DU SEIN

Suivant le type et le grade du cancer du sein, le protocole thérapeutique est adapté. Pour les cancers de stade précoce, le but est d'éradiquer la tumeur primaire et de prévenir toute rechute ou apparition de métastases. Lorsque le cancer est métastatique, le traitement a pour but d'allonger la durée de vie et est donné à titre palliatif. Le traitement repose généralement sur une combinaison de plusieurs stratégies thérapeutiques : chirurgie, radiothérapie, chimiothérapie, hormonothérapie et/ou autres thérapies ciblées 25,26 . La chirurgie est toujours réalisée en première intention et consiste en l'ablation plus ou moins importante du tissu mammaire. Si le stade est avancé, elle est suivie d'un traitement locorégional par radiothérapie, des rayonnements ionisants dirigés contre la zone à traiter pour éliminer les cellules cancéreuses restantes. En fonction du sous-type de cancer du sein, la patiente peut recevoir une chimiothérapie complémentaire. Ces traitements sont systémiques et non dirigés, on distingue trois principales catégories de chimiothérapie :

-Inhibiteurs de la synthèse d'acides nucléiques (ex : inhibiteurs de Topoisomérase, antimétabolites).

-Agents interagissant avec l'ADN (ex : agents intercalants comme des antracyclines, agents électrophiles ou scindants).

-Inhibiteurs des microtubules, principalement de la tubuline (ex : taxanes).

Du fait de leur non-spécificité, les chimiothérapies impactent les cellules saines comme celles cancéreuses. Cette cytotoxicité induit de nombreux effets adverses (fatigue, vomissements, chute des cheveux, altération de la formule sanguine, etc.). C'est dans ce contexte que de plus en plus de thérapies ciblées sont développées, grâce à l'identification de nouveaux marqueurs spécifiques de chaque sous-type. Les principales sont :

-Les hormonothérapies (ex : Tamoxifène) lorsque la tumeur est hormono-dépendante.

-Les inhibiteurs des récepteurs tyrosine kinase et des voies de signalisation en aval :

o Anticorps monoclonaux dirigés contre les facteurs de croissance comme le VEGF ou contre les récepteurs directement comme HER2 ou EGFR entre autres.

o Molécules inhibitrices des domaines kinases de ces protéines. -Les agents dirigés contre des marqueurs spécifiques des tissus et sous-types (ex : inhibiteur de PARP1 19 , enzyme impliquée dans des processus de réparation de l'ADN, ou des molécules anti-angiogéniques, etc.).

Les stratégies thérapeutiques actuelles s'appuient sur les classifications précédemment exposées et sont en général adaptées tout au long de la maladie 8,25,26 . Il semblerait que les tumeurs mammaires luminales A sont peu sensibles aux différentes sous-catégories de chimiothérapies, les hormonothérapies sont donc les traitements de première intention. En outre, le mauvais pronostic des patientes atteintes de cancers du sein « triple négatif » s'explique par le fait qu'il est difficile d'identifier des marqueurs spécifiques et donc de proposer des thérapies ciblées. Ces tumeurs sont généralement traitées par chimiothérapies et sont particulièrement sensibles aux anthracyclines. Enfin, le traitement des cancers du sein enrichis en HER2 consiste en première intention en une chimiothérapie couplée à une thérapie ciblée anti-HER2, d'autres combinaisons et un traitement endocrine peuvent être ensuite proposés en fonction de l'avancée et du statut RE/RP de la tumeur 26 .

A ce jour, de nombreux agents thérapeutiques ciblés ont été développés et permettent d'améliorer la survie et/ou la qualité de vie des patientes atteintes de cancer du sein.

Néanmoins, les effets secondaires de ces thérapies demeurent importants et des mécanismes de résistance sont rapidement mis en place. Il est donc nécessaire d'identifier de nouvelles stratégies thérapeutiques basées sur des cibles plus spécifiques.

Mon travail de thèse a porté plus spécifiquement sur les cancers du sein enrichis en HER2, que je vais donc plus détailler ci-dessous.

LES CANCERS DU SEIN ENRICHIS EN HER2 a. Pronostic & diagnostic des cancers du sein HER2+

Plus que le stade et le grade, la détermination du sous-type et donc du profil moléculaire de la tumeur mammaire par l'identification de biomarqueurs spécifiques constitue un outil important de diagnostic et de pronostic. L'identification de ces biomarqueurs est également déterminante pour la stratégie thérapeutique à adopter puisque ces facteurs permettent d'être prédictifs quant à la réponse aux traitements mais aussi aux risques de rechute 21,27 .

Comme décrit précédemment, les cancers du sein HER2+ sont une classe très hétérogène en termes d'expression des récepteurs aux oestrogènes et/ou de profil moléculaire (mutations, nombre de copies du gène, etc.). Le statut de nombreuses tumeurs demeure équivoque. Selon les directives internationales, le diagnostic est réalisé généralement dans un premier temps par immunohistochimie (IHC) ou par puces à ADN. Il semblerait que ces tests ne soient pas concordants 7,28,29 , par exemple seuls 70% des tumeurs mammaires identifiées HER2+ par puce à ADN présentent une surexpression du récepteur en IHC. A l'inverse, des tumeurs identifiées HER2+ par IHC peuvent appartenir à un autre sous-type aux vues des résultats du profil génétique, ceci peut s'expliquer par des mutations du gène HER2 mais aussi des processus post-transcriptionnels (figure 7). En outre, un nombre important de tumeurs mammaires surexprimant HER2 est considéré comme cancer mammaire luminal B 27,30 .

Pour pallier ces problèmes d'identification, des outils ont été mis au point reposant sur des combinaisons de gènes, appelées aussi signatures, permettant d'établir pour chaque tumeur mammaire une valeur pronostic, diagnostic et théranostic. Plusieurs tests sont aujourd'hui commercialisés et sont plus ou moins complémentaires : OncotypeDX, MammaPrint, Prosigna (PAM50), Blueprint, EndoPredict, Breast Cancer Index, Mammostrat, et IHC4, chacun s'appuyant sur plusieurs dizaines de gènes différents 27,31,32 . Par exemple, les cinquante biomarqueurs sélectionnés pour la classification PAM50 21,29 (pour Prediction Analysis of Microarray) sont les suivants : ACTR3B, ANLN, BAG1, BCL2, BIRC5, BLVRA, CCNB1, CCNE1, CDC20, CDC6, CDH3, CENPF, CEP55, CXXC5, EGFR, ERBB2, ESR1, EXO1, FGFR4, FOXA1, FOXC1, GPR160, GRB7, KIF2C, KRT14, KRT17, KRT5, MAPT, MDM2, MELK, MIA, MKI67, MLPH, MMP11, MYBL2, MYC, NAT1, NDC80, NUF2, ORC6L, PGR, PHGDH, PTTG1, RRM2, SFRP1, SLC39A6, TMEM45B, TYMS, UBE2C, UBE2T.

Plus particulièrement, une signature prédictive de 158 gènes appelée HDPP (pour HER2derived prognostic predictor) a été développée pour stratifier les tumeurs enrichies en HER2 en fonction de leur pronostic/de la survie basée sur les trois sous-catégories HER2+ plus ou moins agressives caractérisées 24 . Ce test peut également être effectué sur des cancers du sein surexprimant HER2 appartenant à d'autres sous-types. Contrairement aux tests précédents, les gènes sélectionnés ne sont pas directement liés à l'expression du récepteur et de ses voies de signalisation mais plutôt associés à l'invasion tumorale, aux processus métastatiques et à la réponse immune 19 .

b. Traitements des cancers du sein HER2+ : vers une médecine personnalisée

Comme décrit précédemment, le protocole thérapeutique débute presque toujours par une chirurgie mammaire plus ou moins conservatrice qui peut s'étendre aux ganglions axillaires, puis par des traitements par radiothérapie et/ou chimiothérapie. Pour lutter plus particulièrement contre les cancers enrichis en HER2, deux stratégies thérapeutiques ciblées sont aujourd'hui utilisées. Elles peuvent être administrées par voie systémique avant ou après la chirurgie en fonction des besoins, on parle respectivement de traitement néoadjuvant ou adjuvant. Elles consistent principalement en une administration d'anticorps monoclonaux dirigés contre le récepteur HER2 et/ou d'inhibiteurs de l'activité kinase. Ces traitements sont administrés en association avec une chimiothérapie, ils permettent de ralentir significativement la prolifération cellulaire et de prévenir les rechutes 26,33 . Le premier anticorps monoclonal anti- (luminaux A et B, claudin-low, basal-like et HER2+). Ces données montrent que l'expression de ces récepteurs ne suffit pas à définir le sous-type intrinsèque d'une tumeur mammaire. (Prat et Perou 2011) HER2 identifié dans les années 1990 est le Trastuzumab (Herceptin) qui cible le domaine extra-cellulaire de HER2 34,35 . Depuis, plusieurs dérivés ont été développés. Parmi les thérapies ciblées à anticorps monoclonaux, on compte entre autres : fam-trastuzumabderuxtecan-nxki (Enhertu), un anti-HER2 couplé à un inhibiteur de topoisomérase (chimiothérapie), T-DM1 (Kadcyla), un anti-HER2 couplé à l'inhibiteur des microtubules Emtansine ou encore le Pertuzumab (Perjeta) qui cible le domaine de dimérisation du récepteur HER2 avec HER3 un autre membre de sa famille. Aussi, le traitement de 1 ère ligne est une combinaison thérapeutique de Docetaxel et Trastuzumab-Pertuzumab. Cependant, seules 30% des patientes traitées réagissent positivement à ces divers traitements 36 . De plus, l'administration de ces anticorps entraine une grande toxicité, notamment au niveau cardiaque.

Figure 7 : Distribution des catégories de tumeurs en fonction de l'expression clinique des récepteurs HER2, RE et RP au sein des différents sous-types intrinsèques

Des formes de résistance apparaissent suite à un traitement prolongé, liées par exemple à l'apparition de la forme tronquée de HER2 qui est dépourvue du site de liaison du Trastuzumab. Deux inhibiteurs kinases sont également utilisés seuls ou en complément de la chimiothérapie et/ou de l'anti-HER2, notamment le Lapatinib (Tykerb) et le Neratinib (Nerlynx).

Cependant, ils ne sont efficaces que chez 10 à 22% des patientes et présentent une absence de spécificité 36 . Du fait de la forte homologie des domaines kinases des récepteurs de la famille HER, ces inhibiteurs sont peu sélectifs et inhibent également l'EGFR, ce qui pourrait expliquer les différents effets secondaires dramatiques observés (éruptions cutanées, diarrhées, fatigue, nausées). Les deux stratégies thérapeutiques peuvent être combinées et avoir un effet synergique, elles sont aussi accompagnées d'une hormonothérapie lorsque la tumeur est RE/RP+. Enfin, une complication majeure demeure l'apparition des métastases cérébrales, très fréquentes chez les patientes de CDS HER2+ (jusqu'à 50% des patientes), et contre lesquelles l'arsenal thérapeutique reste d'efficacité limité 37 .

Depuis plusieurs années, de grandes avancées ont été réalisées pour le traitement des cancers du sein HER2+ 26,38,39 , malgré les progrès en terme de survie des patients et de qualité de vie, de nombreuses femmes meurent encore chaque année du cancer du sein et plus particulièrement des sous-types enrichis en HER2 40 . A titre d'exemple, on compte en Europe un décès des suites d'un cancer HER2+ toutes les cinq minutes 41 . Pour aller plus loin dans la compréhension de cette pathologie il est nécessaire d'en savoir plus sur le récepteur qui le caractérise.

II. HER2 : RECEPTEUR DE LA FAMILLE DE L'EGFR AUX

PROPRIETES ORIGINALES

Le récepteur transmembranaire ErbB2/HER2, décrit pour la première fois en 1984 42 , fait partie des récepteurs à activité tyrosine kinase (RTK) impliqués dans le développement et la vie de la cellule, participent à la transmission de signaux extracellulaires à la machinerie intracellulaire en activant des cascades de signalisation cytosoliques 43 . La dérégulation de ces RTKs, notamment de HER2, est impliquée dans de nombreux processus pathologiques et plus particulièrement dans la tumorigénèse.

LA FAMILLE DES EGFR ET LEUR STRUCTURE

ErbB2/HER2 appartient à la famille des erbBs ou récepteurs aux facteurs de croissance épidermiques (EGFR, Epidermal Growth Factor Receptor) qui comprend quatre membres : HER1/EGFR, HER2/ErbB2, HER3/ErbB3 et HER4/ErbB4. Ces récepteurs de type I présentent de grandes similarités structurales : ils sont constitués d'une longue partie extracellulaire contenant le site de fixation au ligand (EGF, NRG1-4, etc.), d'un domaine transmembranaire suivi d'une partie intracellulaire comprenant la région juxtamembranaire, un domaine catalytique à activité tyrosine kinase et un domaine C-terminal qui porte les sites majeurs de phosphorylation sur tyrosine (figure 8a). HER3 ne possède pas d'activité catalytique et nécessite son hétérodimérisation avec un autre membre de la famille pour activer sa signalisation. Ces récepteurs existent sous la forme d'homoou hétérodimères maintenus inactifs. La fixation d'un ligand à ces récepteurs induit un changement de conformation de leur domaine extracellulaire, qui entraine la réorientation des domaines juxtamembranaires et permet l'alignement des domaines kinases au sein du dimère, qui transphosphorylent alors de nombreux résidus tyrosine de la queue C-terminale (figure 8b). Une fois phosphorylées, ces tyrosines permettent le recrutement d'effecteurs cytosoliques (protéines adaptatrices et/ou substrats de la kinase) qui induisent à leur tour l'activation de cascades de signalisation, telles que les voies des MAP kinases, PI3K, phospholipase C, etc. Ils sont impliqués dans le développement, la prolifération et la différentiation et la migration cellulaires [43][44][45][46][47] .

Les récepteurs erbBs existent donc sous la forme de monomères inactifs « repliés » de façon à prévenir leur dimérisation. La liaison du ligand au niveau de la partie extracellulaire est essentielle aux changements conformationnels et à l'induction des voies de signalisation en aval. A ce jour, de nombreux ligands ont été décrits, ce sont des facteurs de croissance qui possèdent tous un domaine EGF-like d'environ 60 acides aminés nécessaire et suffisant à l'activation du récepteur 48 . Malgré leur grande homologie, ces ligands se lient de façon très spécifique et sont classés en fonction de l'HER qu'ils ciblent [49][50][51] (figure 9). L'EGF, le TGFα (Transforming Growth Factor α), l'AR (amphiréguline) ou encore l'EPG (epigen) s'associent spécifiquement avec l'EGFR. La BTC (betacellulin), l'HB-EGF (Heparin Binding EGF-like (Baselga et Swain, 2009) growth factor) et l'EPR (épiréguline) vont quant à eux activer l'EGFR et HER3. Enfin, HER3 et HER4 sont spécifiquement ciblés par des neurégulines dont les très nombreuses isoformes sont issues des gènes NRG1 à 4. Malgré le nombre important de ligands décrits, leurs fonctions ne sont pas redondantes. Leur fixation induit des cascades de signalisation distinctes spécifiques du type de tissu mais aussi du dimère de récepteurs impliqué et des effecteurs recrutés (figure 10). L'hétérodimérisation est non seulement utile à l'amplification du signal mais également à sa diversification 47,52,53 . Des modèles de régulation alternatifs ont également été démontrés, suggérant que la formation de dimère a lieu de manière ligand-indépendante avant que les récepteurs n'atteignent la membrane. Ces dimères demeurent inactifs à la surface et sont stabilisés et activés par la liaison de ligands 54,55 . 

PARTICULARITES DU RECEPTEUR HER2

Une des particularités principales du récepteur HER2 est qu'il ne possède à ce jour aucun ligand connu contrairement aux autres membres de sa famille. Il est généralement activé au sein de l'hétérodimère par l'autre récepteur dont l'activation est ligand-dépendante 47,52,56 . Par ailleurs, HER2 est le partenaire préférentiel des trois autres récepteurs HER, et plus particulièrement de HER3 qui ne possède pas de domaine kinase fonctionnel 57,58 . Sa présence dans les dimères confère une plus grande affinité du récepteur partenaire à son ligand en diminuant leur taux de dissociation et leur endocytose, et en augmentant le recyclage des effecteurs 59 . HER2 présent en hétéro ou homodimère corrèle ainsi avec l'induction prolongée des voies de signalisation en aval et a donc pour effet de stimuler la prolifération, la migration et la différentiation cellulaire [60][START_REF] Beerli | Neu differentiation factor activation of ErbB-3 and ErbB-4 is cell specific and displays a differential requirement for ErbB-2[END_REF][START_REF] Graus-Porta | Single-chain antibody-mediated intracellular retention of ErbB-2 impairs Neu differentiation factor and epidermal growth factor signaling[END_REF][START_REF] Spencer | ErbB2 is necessary for induction of carcinoma cell invasion by ErbB family receptor tyrosine kinases[END_REF] . Par des mécanismes alternatifs, HER2 est aussi capable d'interagir avec d'autres protéines transmembranaires telles que Mucin 1 (MUC1) [START_REF] Kufe | MUC1-C oncoprotein as a target in breast cancer: activation of signaling pathways and therapeutic approaches[END_REF] , le récepteur de la leptine [START_REF] Eisenberg | Transactivation of erbB2 by short and long isoforms of leptin receptors[END_REF] ou encore des récepteurs aux hormones (androgène et oestrogène) [START_REF] Giuliano | Bidirectional Crosstalk between the Estrogen Receptor and Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 Signaling Pathways in Breast Cancer: Molecular Basis and Clinical Implications[END_REF][START_REF] Naderi | A functionally significant cross-talk between androgen receptor and ErbB2 pathways in estrogen receptor negative breast cancer[END_REF] , ce qui pourrait expliquer l'apparition de certains mécanismes de résistance aux traitements anti-cancéreux mammaires. Il semblerait que sous l'influence de différents facteurs, HER2 puisse agir en tant que facteur de transcription suite à sa translocation dans le noyau [START_REF] Vernimmen | Identification of HTF (HER2 transcription factor) as an AP-2 (activator protein-2) transcription factor and contribution of the HTF binding site to ERBB2 gene overexpression[END_REF][START_REF] Béguelin | Progesterone Receptor Induces ErbB-2 Nuclear Translocation To Promote Breast Cancer Growth via a Novel Transcriptional Effect: ErbB-2 Function as a Coactivator of Stat3[END_REF] .

Sa structure présente une autre particularité importante par rapport aux autres membres de la famille : HER2 existe constitutivement sous une conformation active du fait de son ectodomaine constamment « déplié » [START_REF] Garrett | The crystal structure of a truncated ErbB2 ectodomain reveals an active conformation, poised to interact with other ErbB receptors[END_REF] . Cette conformation unique résulte de différences de plusieurs résidus dans le domaine extracellulaire en comparaison aux autres récepteurs HER.

La liaison du ligand est empêchée non seulement de manière allostérique, le dépliement rendant inaccessible certains sites de reconnaissance, mais aussi parce que la séquence des domaines de liaison au ligand est non-fonctionnelle [START_REF] Burgess | An open-and-shut case? Recent insights into the activation of EGF/ErbB receptors[END_REF] . La structure spécifique de HER2 lui permet également de présenter constamment un domaine extracellulaire appelé boucle de dimérisation et participe au fait qu'il soit le partenaire préférentiel des autres membres [START_REF] Hynes | ErbB receptors and signaling pathways in cancer[END_REF] .

Malgré la conformation constitutivement active de son domaine extracellulaire, la forme homodimérique active de HER2 n'existe pas à l'état physiologique suggérant que des mécanismes sont mis en place pour empêcher son activation spontanée dans les conditions normales.

HER2 est également particulièrement résistant aux processus d'atténuation des récepteurs de la famille HER par différents phénomènes [START_REF] Jeong | HER2 signaling regulates HER2 localization and membrane retention[END_REF] . D'abord, le récepteur ne possède pas de motif d'internalisation 59,[START_REF] Sorkin | The carboxyl terminus of epidermal growth factor receptor/erbB-2 chimerae is internalization impaired[END_REF] . De plus, du fait que HER2 soit concentré au niveau des protrusions cellulaires, il échappe à l'endocytose et à la dégradation grâce à des processus de rétention membranaire mais aussi par sa liaison à des protéines chaperonnes, telles que Hsp90 ou la pompe à calcium PMCA2. Il semblerait néanmoins que la fixation de Hsp90 ne soit pas suffisante pour expliquer la résistance à la dégradation de HER2. En effet, la dissociation de Hsp90 s'accompagne du recrutement de Hsp70 associée aux ubiquitines ligases CHIP (pour C-terminus of Hsc70-interacting protein) et Cullin-5 (CUL5). L'ubiquitination de HER2 est un donc facteur important dans la régulation de sa stabilité [START_REF] Bertelsen | The Mysterious Ways of ErbB2/HER2 Trafficking[END_REF] . En outre, lorsque le récepteur est surexprimé, il participe à la diminution de l'internalisation de ses partenaires d'hétérodimérisation, mais également de sa propre internalisation en réprimant la formation de puits recouverts de clathrine [START_REF] Bertelsen | The Mysterious Ways of ErbB2/HER2 Trafficking[END_REF] . La signalisation de HER2 est elle-même impliquée dans la formation de ces protrusions et cette résistance, le récepteur joue un rôle important dans son propre maintien à la surface membranaire [START_REF] Hommelgaard | Association with Membrane Protrusions Makes ErbB2 an Internalization-resistant Receptor[END_REF][START_REF] Sorkin | Endocytosis and intracellular trafficking of ErbBs[END_REF][START_REF] Jeong | PMCA2 regulates HER2 protein kinase localization and signaling and promotes HER2-mediated breast cancer[END_REF][START_REF] Zagouri | Hsp90 inhibitors in breast cancer: a systematic review[END_REF][START_REF] Hendriks | Coregulation of epidermal growth factor receptor/human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) levels and locations: quantitative analysis of HER2 overexpression effects[END_REF] . Cette propriété participe grandement à son potentiel oncogénique.

Comme les autres membres de sa famille, HER2 est impliqué dans l'activation de plusieurs voies de signalisation : Ras/MAPK, PI(3)K/Akt, PLCγ1/PKC, PKC atypique et STAT. Ces voies gouvernent différents processus cellulaires tels que la survie, la croissance, la prolifération, l'angiogenèse, l'apoptose, la transition épithélio-mésenchymateuse ou encore la migration 53,[START_REF] Wieduwilt | The epidermal growth factor receptor family: Biology driving targeted therapeutics[END_REF] .

L'activation de ces voies et le recrutement des effecteurs diffèrent en fonction du partenaire de HER2.

Si les voies de signalisation qui découlent de la transactivation de domaines kinases de HER2 et ses fonctions sont relativement bien étudiées, les mécanismes d'expression et d'activation de HER2 sont nombreux et ne sont pas encore bien définis.

EXPRESSION DE HER2

Concernant sa localisation au cours du développement, HER2 est exprimé dans le mésoderme et l'ectoderme. S'il est plus exprimé dans les tissus foetaux correspondant, son expression est ensuite constante dans de nombreux tissus comme, entre autres, ceux gastrointestinaux, respiratoires, reproductifs, urinaires, le placenta ou encore la peau chez l'humain tout au long de sa vie [START_REF] Press | Expression of the HER-2/neu protooncogene in normal human adult and fetal tissues[END_REF] . Il est très impliqué dans le développement et le maintien de la structure et de la fonction cardiaque, d'où la forte toxicité cardiaque observée en réponse à l'utilisation des anti-HER2 (Trastuzumab par exemple). C'est un constituant normal de la membrane des cellules épithéliales humaines, compartiment cellulaire dans lequel il se situe essentiellement.

HER2 et le reste de sa famille jouent ainsi un rôle très important dans l'homéostasie mammaire. La dérégulation de l'expression et de l'activation de HER2 est très impliquée dans la carcinogénèse mammaire.

HER2 ET CANCERS DU SEIN

Comme décrit précédemment, une dérégulation de l'expression de HER2 est impliquée dans 20 à 30% des cancers du sein (cancers dits HER2+, parfois luminaux B) et confère un caractère très agressif. Cette surexpression est généralement un marqueur de mauvais pronostic clinique. Celle-ci résulte en grande partie d'une amplification génique induisant l'hyper-activation du récepteur 53 . Il s'en suit une augmentation anormale de la prolifération cellulaire et du potentiel métastasique. L'activation aberrante de HER2 peut également résulter de mutations somatiques dans son domaine kinase ou de mutations ponctuelles dans son domaine transmembranaire, mais leur fréquence ne dépasse pas plus de 10% [START_REF] Bargmann | Oncogenic activation of the neu-encoded receptor protein by point mutation and deletion[END_REF][START_REF] Lee | Somatic mutations of ERBB2 kinase domain in gastric, colorectal, and breast carcinomas[END_REF] . Une des principales mutations activatrices correspond au remplacement d'une valine en position 659 par une glutamine (V659E) chez l'Homme révélée en étudiant chez le rat le gène homologue Neu. Même si la surexpression de HER dans les cancers du sein est essentiellement due à des amplifications géniques, plusieurs autres mécanismes de régulation de son expression peuvent être altérés et mener à des formes encore plus agressives de cancers mammaires HER2+ [START_REF] Dittrich | The HER2 Signaling Network in Breast Cancer--Like a Spider in its Web[END_REF] . On distingue des modifications de la régulation génique lors de la transcription, au moment de l'épissage ou encore traductionnelles et post-traductionnelles.

Le gène du récepteur HER2 est situé sur le chromosome 17q21 et code pour une protéine de 185 kDa. A ce jour, deux promoteurs ont été identifiés, appelés promoteur 1 et promoteur 2 86- 89 . Le promoteur 2 a un rôle prépondérant dans la tumorigénèse mammaire HER2dépendante, et la plupart des facteurs de transcription décrits ont été caractérisés par l'étude de ce promoteur. De ce fait, de nombreux facteurs de transcription jouent un rôle dans l'expression de HER2 [START_REF] Dittrich | The HER2 Signaling Network in Breast Cancer--Like a Spider in its Web[END_REF][START_REF] Liu | A novel HER2 gene body enhancer contributes to HER2 expression[END_REF] . Certains sont dits régulateurs positifs comme Sp1, PBP, YB-1, ETS ou EGR2 entre autres [START_REF] Chen | Positive and negative regulatory elements in the human erbB-2 gene promoter[END_REF][START_REF] Chen | A heterodimeric nuclear protein complex binds two palindromic sequences in the proximal enhancer of the human erbB-2 gene[END_REF][START_REF] Begon | Yin Yang 1 cooperates with activator protein 2 to stimulate ERBB2 gene expression in mammary cancer cells[END_REF][START_REF] Scott | Ets regulation of the erbB2 promoter[END_REF][START_REF] Wu | Disruption of the Y-box binding protein-1 results in suppression of the epidermal growth factor receptor and HER-2[END_REF][START_REF] Dillon | An EGR2/CITED1 transcription factor complex and the 14-3-3sigma tumor suppressor are involved in regulating ErbB2 expression in a transgenic-mouse model of human breast cancer[END_REF] . C'est aussi le cas de AP-2, par exemple, qui induit HER2 uniquement dans les tumeurs mammaires (protéine activatrice 2) [START_REF] Vernimmen | Identification of HTF (HER2 transcription factor) as an AP-2 (activator protein-2) transcription factor and contribution of the HTF binding site to ERBB2 gene overexpression[END_REF][START_REF] Vernimmen | Different mechanisms are implicated in ERBB2 gene overexpression in breast and in other cancers[END_REF] ou encore de STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3) [START_REF] Qian | A novel cis-acting element in Her2 promoter regulated by Stat3 in mammary cancer cells[END_REF] qui est elle-même une cible des voies de signalisation HER2 dépendantes. Ces protéines participent à la carcinogénèse HER2+ et peuvent être exprimées de manière plus importante en l'absence de facteurs suppresseurs de tumeurs.

Au contraire, d'autres facteurs régulent la transcription de HER2 de façon négative, le plus connu est MBP-1 mais d'autres ont également été décrits comme MYB, Foxp3, GATA4, PEA3, RBP-Jk ou NOTCH entre autres [START_REF] Mizuguchi | c-Myb repression of c-erbB-2 transcription by direct binding to the c-erbB-2 promoter[END_REF][START_REF] Zuo | FOXP3 is an X-linked breast cancer suppressor gene and an important repressor of the HER-2/ErbB2 oncogene[END_REF][100][101][102][103] . Ces régulateurs négatifs sont généralement réprimés dans les cancers HER2+.

La transcription de HER2 peut également être régulée par le recrutement de protéines impliquées dans la modification chromatinienne. Les marques de modification des histones H3K4me3 and H3K9ac sont capables d'induire la transcription du récepteur par le biais du promoteur 2 104 . A l'inverse, le facteur MB-1 est par exemple capable de recruter l'Histone Désacétylase 1 (HDAC1) et d'entrainer la perte de l'acétylation de l'histoire H4, ce qui réprime la transcription de HER2 102 .

De plus, l'épissage alternatif joue lui aussi un rôle dans l'expression et l'activation de HER2 [START_REF] Dittrich | The HER2 Signaling Network in Breast Cancer--Like a Spider in its Web[END_REF]105 . Ces mécanismes sont moins bien étudiés, toutefois trois variants alternatifs de HER2 ont été identifiés : Δ16HER2 et deux protéines solubles appelées p100 et Herstatine.

Le variant Δ16HER2 est déplété de l'exon 16 situé dans la partie extracellulaire, ce qui favorise sa dimérisation et l'activation des voies de signalisation en aval, il représente 9% des transcrits de HER2 [106][107][108] . Il semblerait que cette forme soit particulièrement agressive et impliquée dans la transformation maligne et la progression tumorale, 89% des patients qui l'expriment développent des métastases primaires. Δ16HER2 est associé aussi à des mécanismes de résistance aux traitements, notamment au Trastuzumab étant données les modifications de son domaine extracellulaire. A l'inverse les variants solubles p100 et Herstatine ont un effet antiprolifératif dans les tumeurs HER2+. Il s'agit de récepteurs tronqués par des phénomènes de rétention d'intron, le 15 et le 8 respectivement, qui ne possèdent que la partie extracellulaire du récepteur. Ces deux variants s'associent à HER2 et Δ16HER2 et préviennent leur dimérisation avec d'autres membres de la famille et ainsi l'activation des voies de signalisation en aval. Ils agissent en tant qu'auto-inhibiteurs de HER2, leur expression se traduit donc par un meilleur pronostic chez les patients atteints de cancer HER2+ [109][110][111] . D'autre part, la régulation de HER2 peut se faire par des phénomènes traductionnels et posttraductionnels qui provoquent l'apparition d'autres formes tronquées, d'environ 90-100 kDa, dépourvues de tout ou partie de leur domaine extracellulaire (figure 11). La forme p110 aussi appelée 611-CTF (pour carboxy-terminal fragment) est membranaire et associée à un très mauvais pronostic clinique chez les patientes atteintes de cancer du sein HER2+. En effet, elle est capable de s'homodimériser et d'induire d'autres voies de signalisation que le récepteur entier dans les cancers du sein HER2+ et est impliquée dans le développement de métastases [112][113][114] . Les deux autres variants identifiés sont regroupés sous l'appellation p95HER2 115,116 . Le premier dit p95cyto ou 687-CTF résulte, comme p110, d'une initiation alternative de la traduction, il est cependant cytosolique et n'aurait pas d'activité kinase 117 . La forme p95HER2 peut également apparaitre à la suite de clivages protéolytiques posttraductionnels sous une forme membranaire appelée p95m ou 648-CTF qui possède, en plus de son domaine intracellulaire, la région transmembranaire 118,119 . Le variant p95m ne forme 

III. LES MICRO-ARNS

Les micro-ARNs (miARN) sont de petits ARNs non-codants de 18-25 nucléotides impliqués dans la régulation post-transcriptionnelle de plus de 60% des gènes chez l'Homme 133,134 . Si l'hypothèse d'ARNs capables d'inhiber la traduction de certains ARN messager (ARNm) avait déjà été évoquée en 1974 135 , c'est en 1993 que Rosalind C. Lee du groupe de Victor Ambros révolutionne le dogme avec la découverte du premier miARN, lin-4, chez Caenorhabditis elegans 136 . Il démontre que le gène lin-4 ne code pour aucune protéine mais est à l'origine de petits ARNs non-codants de 22 et 61 nucléotides, le miARN lin-4 mature et son précurseur. Il s'avère alors que lin-4 joue le rôle de régulateur post-transcriptionnel du gène lin-14, impliqué dans le développement du nématode, grâce à sa complémentarité avec la région 3' UTR (Région 3' transcrite non traduite) de l'ARNm lin-14 136,137 .

Ils sont officiellement nommés micro-ARNs à partir de 2001 [138][139][140][141] . L'annotation est la suivante : mir-X pour le gène ou les précurseurs du miARN et miR-X pour le miARN mature. Des précurseurs peuvent provenir de différentes localisations sur le génome mais donner naissance au même miARN, ils sont appelés mir-X-1, mir-X-2 etc. Aussi des miARNs dont la séquence est similaire à quelques nucléotides près sont dits de même famille et ils sont nommés miR-Xa, miR-Xb etc. Depuis leur découverte, plusieurs milliers de miARNs ont été mis en évidence. Leur expression est très conservée au sein des différentes espèces et leur expression ou non au sein d'une espèce pourrait être le résultat de phénomènes évolutifs. On sait aujourd'hui que les miARNs sont non seulement impliqués dans le développement mais aussi dans de très nombreux processus biologiques. Leur expression varie en fonction du temps, du tissu, de l'espèce et de l'apparition d'une pathologie 133,[138][139][140]142,143 .

Devant le nombre croissant de miARNs identifiés, des chercheurs ont mis en place un « registre des miARNs » 144-146 mis à jour régulièrement. L'initiative appelée miRBase vise à répertorier les séquences et annotations des miARNs et compte aujourd'hui 38 589 entrées pour 271 espèces, 2 654 précurseurs et 1 917 miARNs matures pour l'espèce humaine.

BIOSYNTHESE a. Organisation génomique

Au niveau génomique chez l'humain, la localisation des miARNs est très variable. Les miARNs sont situés au niveau d'unités de transcriptions (UT) et répartis équitablement au sein des régions intragéniques (codants pour une protéine) et intergéniques (non-codantes pour une protéine) 147 . Les miARNs sont pour la plus grande partie localisés au niveau des introns intra et intergéniques (80%, avec 40% de chaque), 10% des loci de miARNs sont exoniques sur des régions non-codantes ou de façon plus rare sur les régions codantes des exons. Par ailleurs, la localisation de certains miARNs varie en fonction de l'épissage alternatif. On distingue donc 4 catégories de miARNs en fonction de leur localisation génique 133 (figure 12).

Souvent, leur expression coïncide avec le niveau de transcription du gène « hôte », ils sont sous contrôle du même promoteur. Malgré tout, un tiers des miARNs provenant d'introns possèdent leur propre promoteur et ont un niveau d'expression indépendant 148,149 . Enfin, près (Kim et al. 2009) de 50% des miARNs sont regroupés au niveau de régions géniques appelées « clusters » et peuvent alors être de la même famille, en fonction de la conservation des séquences. Ils sont transcrits de manière polycistronique, ie un seul ARN primaire obtenu à partir de plusieurs gènes à proximité, à partir d'un promoteur commun, et nécessitent donc des étapes de prématuration 150,151 . Il se peut toutefois que des miARNs au sein d'un même cluster soient transcrits différemment à partir d'un promoteur indépendant 147,152 . Les miARNs d'un même cluster et ou d'une même famille peuvent réguler les éléments d'une voie commune et ainsi renforcer leur action régulatrice de processus physiologiques ou pathologiques spécifiques.

b. Transcription et maturation des miARNs

La biogénèse des miARNs s'effectue en plusieurs étapes, elle débute au niveau nucléaire et se poursuit dans le cytoplasme 143,150,153 (figure 13). La voie canonique est la voie principale à l'origine des miARNs matures, mais il existe également d'autres voies alternatives. 29 autant de structures tige-boucle que de miARNs 150,154,155 . La structure tige-boucle est également appelée structure « hairpin » pour sa forme d'épingle à cheveux. Cette première étape peut être soumise à différents éléments régulateurs tels que des modifications épigénétiques (méthylation de l'ADN, modifications des histones, etc) ou encore l'expression de facteurs de transcription tels que p53, c-myc, ZEB1/2, etc 156,157 .

Voie canonique

Transcription

La deuxième partie de la biogénèse consiste en deux étapes de maturation correspondant à deux clivages : du pri-miARN en pré-miARN puis en miARN mature.

Maturation nucléaire

Le pri-miR est d'abord pris en charge par le complexe Microprocesseur composé de Drosha, 

Export vers le cytoplasme

Le transporteur nucléaire Exportin 5 (XPO5) couplé au co-facteur Ran-GTP (Ras-related Nuclear protein Guanine Triphosphate) permettent ensuite l'export du pré-miR du noyau vers le cytoplasme. Du fait de sa structure en « gant de baseball », le complexe XPO5-Ran-GTP reconnait spécifiquement l'extrémité 3' sortante de 2 nucléotides et la partie double brin. Cette étape représente un premier point de contrôle, il est donc nécessaire que la première maturation se fasse correctement. La séquence du pré-miR n'a pas d'impact sur cette liaison.

Une inhibition de l'XPO5 est également associée à une diminution du niveau de miARN sans accumulation dans le noyau, la fixation du complexe protège donc le pré-miR de la dégradation par les nucléases nucléaires. Lors de la translocation, l'hydrolyse de Ran-GTP en Ran-GDP permet la dissociation du complexe : XPO5 retourne dans le noyau tandis que le pré-miR est libéré dans le cytosol [164][165][166][167] .

Maturation cytoplasmique

Le pré-miR subit une deuxième étape de maturation par une autre endonucléase RNase III appelée Dicer. De la même manière que Drosha, l'enzyme clive la boucle terminale et libère un duplex de miARNs d'environ 22 nucléotides dont les deux extrémités 3' sont à bout sortant de 2 nucléotides 168 . La distance entre PAZ (Piwi Ago Zwille), son domaine de fixation à l'ARN, et celui des domaines catalyseurs (RIIIDs) 169 (figure 14c) semble déterminer la position du clivage et donc la longueur des miARNs 167 . Dicer est accompagné de co-facteurs comportant des dsRBDs, tels que PACT (protein activator of the interferon-induced protein kinase) ou TRBD (TAR RNA-binding protein), mais ceux-ci ne sont pas essentiels à son activité 170 . Ces protéines ont un rôle encore méconnu dans la maturation des pré-miR menée par Dicer, mais semblent impliquées dans la spécificité de clivage et avoir un rôle dans la stabilité du complexe RISC (RNA-induced silencing complex) 171,172 . (Kim et al. 2009).

Dans le duplex, on distingue le miARN provenant de l'extrémité 5' de celui provenant de l'extrémité 3' de la structure tige-boucle initiale, ils sont respectivement appelés miR-X-5p et miR-X-3p. Un seul des deux brins, appelé miARN guide, est sélectionné par le complexe RISC, l'autre dit passager est alors dégradé. Il semblerait que la sélection du brin guide parmi les miARNs du duplex soit dépendante de multiples facteurs 173 . Les caractéristiques thermodynamiques s'avèrent très importantes dans ce processus, le brin guide semble être celui qui arbore les liaisons les moins stables au niveau de l'extrémité 5' 174 . Par ailleurs, chez l'humain, le miARN le plus exprimé comporte une base Uracile en 5' et des purines en excès (adénine, guanine) tandis que le brin passager dispose d'une base cytosine en 5' et d'un excès de pyrimidines 175 . Outre la séquence du duplex, si les mécanismes sont encore méconnus, certaines protéines peuvent également avoir un rôle dans la sélection du brin guide comme TRBP, PACT, Argonaute (Ago) ou encore Drosha et Dicer 171,176 .

Ces différents aspects permettent d'expliquer en partie les différences d'expression des miARNs 5p et 3p, le ratio varie en fonction du type cellulaire, du temps mais également au cours de l'apparition de certaines pathologies. Les deux brins peuvent également être exprimés de façon équivalente au sein d'un même tissu. Par ailleurs, les copies d'un même miARN mais provenant de loci distincts sur le génome peuvent être régulés de manière différente 177,178 .

Complexe RISC

À la suite de cette étape de maturation, la protéine Ago s'associe à Dicer et incorpore le duplex de miARNs dans ce qui est d'abord appelé le RISC-loading complex (RLC), il peut également contenir d'autres co-facteurs tels que TRBD pouvant faciliter la formation du complexe RISC mature. Chez l'humain, les protéines Ago capables de prendre en charge les miARNs sont au nombre de quatre (1-4) et exprimées de façon ubiquitaire 133 , aucune association préférentielle n'a été décrite à ce jour. Elles sont constituées, entre autres, des domaines PAZ et MID leur permettant de se fixer à l'ARN (duplex de miARNs ou ARNm) mais aussi au domaine PAZ de Dicer (figure 15). Seule Ago2 possède un domaine Piwi à activité endoribonucléase fonctionnel capable de cliver l'ARN, elle est également nommée « slicer » [179][180][181] . Lorsque le (Kim et al. 2009) duplex est inséré dans le RLC, le brin guide est sélectionné par Ago suivant les critères décrits précédemment. L'activité catalytique d'Ago2 facilite grandement la dissociation du duplex, si la complémentarité est parfaite, Ago2 se charge de cliver le brin passager qui est alors rapidement éliminé dans la cellule. Il existe cependant un mécanisme alternatif plus lent dit mécanisme « bypass » utilisé par les Ago 1, 3 et 4 qui ne possèdent pas d'activité endonucléase 182 . La présence de mésappariements dans le duplex rend impossible le clivage du brin passager mais entraine la dissociation (unwinding) du brin passager par Ago de manière plus passive par des phénomènes de tension structurelle (ATP indépendante) puis sa dégradation 183,184 . Ago1-4 sont utilisés de manière équivalente lors de la maturation des miARNs 185 , les différences de mécanismes pourraient expliquer la spécificité de certains miARNs pour leur cible et les mécanismes préférentiels de répression de la traduction mis en jeu 183,186 . Le brin passager est principalement dégradé dans la cellule mais peut dans de rares cas être utilisé comme brin guide à la suite de sa dissociation. La maturation du miARN est alors terminée.

Après dissociation, le complexe RISC mature, appelé aussi miRISC, se compose principalement du miARN mature (3p ou 5p) et d'une protéine Ago, certains co-facteurs régulant l'activité et la stabilité du complexe peuvent également s'associer. Ce processus de maturation reflète directement les mécanismes d'action du miRISC mis en jeu avec l'ARNm cible. 

Voies alternatives

La voie décrite ci-dessus est dite canonique mais il existe des processus alternatifs à l'origine des miARNs parmi lesquels on distingue les voies Drosha-indépendantes et Dicerindépendantes 187,188 (figure 16). Les miRtrons sont issus d'un processus Drosha-indépendant.

Il s'agit de très petits introns libérés lors de l'épissage d'un ARNm par le splicesome, la structure « lasso » est coupée par réaction enzymatique et l'intron se replie en tige-boucle.

Les « pré-miRs » ainsi formés rejoignent la voie classique à partir de l'étape d'export cytoplasmique par XPO5 189,190 . Plusieurs miRtrons ont été décrits chez de très nombreuses espèces dont l'humain 191,192 . Des miARNs peuvent aussi dériver d'ARNt (ARN de transfert) ou encore de snoARN (small nucleolar ARN, nucléaire et ayant un rôle dans la maturation des ARN ribosomaux) mais les mécanismes sont encore mal décrits. Il existe également des pré-miRs provenant de petits ARNs en tige-boucle appelés shRNAs (short hairpin RNA) obtenus directement par transcription via Pol II. Après transcription, certains pré-miRs peuvent arborer une coiffe 7-methylguanosine (m 7 G) en 5' et sont immédiatement transloqués dans le cytoplasme par l'Exportine 1 puis pris en charge par Dicer, seul le brin 3p peut devenir brin guide, c'est le cas du miR-320 par exemple 193 . Une deuxième catégorie de voies alternatives existe, les voies Dicer-indépendantes. Il s'agit d'autres shRNAs qui, après transcription par Pol II ou III, subissent la maturation par le microprocesseur, sont exportés par XPO5 et, du fait de leur petite taille, sont directement pris en charge par Ago2 comme le miR-451 194 .

MECANISME D'ACTION

Les miARNs sont des régulateurs clés de l'expression des gènes, ils guident le miRISC vers des ARNm cibles par des phénomènes de reconnaissance bien spécifiques dépendant entre autres de la complémentarité miARN/ARNm cible. La régulation se fait ensuite par différents mécanismes détaillés ci-dessous : répression de la traduction, dégradation de l'ARNm ou plus rarement par activation de sa traduction.

a. Reconnaissance de l'ARNm cible

Région « seed » et éléments de réponse aux miARNs (MRE)

Comme c'est le cas pour la quasi-totalité des miARNs chez les plantes, lorsque la complémentarité du miARN à son ARNm cible est parfaite, Ago ou d'autres co-facteurs du miRISC dégradent directement le messager grâce à leur domaine endonucléase 195,196 . Chez les animaux, exceptés de rares cas comme le miR-196 197 , cette complémentarité est partielle 198 , les mésappariements empêchent alors l'activité catalytique d'Ago2 qui garde tout de même son rôle de médiateur du RISC comme Ago1, 3 ou 4. Le site de liaison présent sur l'ARNm cible est aussi appelé éléments de réponse aux miARNs (MRE).

Le principal prérequis de cet ancrage au MRE est la complémentarité parfaite avec la région du miARN appelée « seed » qui correspond généralement aux nucléotides 2 à 8 de l'extrémité 5' 199,200 . Cette liaison seed/MRE est nécessaire et parfois suffisante pour la régulation de l'ARNm cible. Un appariement additionnel peut être observé au niveau de l'extrémité 3' du miARN offrant plus de stabilité, pour compenser des mésappariements de la seed par exemple, mais aussi une meilleure spécificité. Ceci permet également d'expliquer les différences de cibles entre les miARNs d'une même famille 201,202 . D'autres paramètres rentrent en jeu, cette fois-ci du point de vue structural et moléculaire de l'ARNm cible. Les appariements sont facilités entre autres lorsque le MRE se trouve dans une région riche en AU, à 15 nucléotides minimum du codon stop de la région 3'UTR ou encore éloigné du centre des longs UTRs. La proximité des MREs des miRs d'une même famille peut également avoir une action coopérative. En outre, un ARNm peut être régulé par différents miRs à la fois et/ou présenter plusieurs MREs pour un même miR, ces multiples appariements sont parfois nécessaires [203][204][205] . Si les premières études ont d'abord montré que les miARNs ciblent les régions 3'UTR des ARNm, on sait aujourd'hui que l'ancrage peut également avoir lieu dans les régions 5'UTR, les cadres de lectures ouverts/régions codantes (open reading frame ou ORF) ou même encore les promoteurs 203,204,[206][207][208] . Ces avancées augmentent la complexité de la recherche des MREs qui ont pour majorité été identifiés dans les régions Comme décrit précédemment, contrairement aux plantes, la complémentarité parfaite du miARN à l'ARNm cible et donc son clivage direct par Ago2 restent des phénomènes très rares chez les mammifères (figure 17a). Ainsi le rôle des miARNs dans la régulation des gènes est à ce jour encore mal défini et controversé, malgré tout, trois mécanismes différents se distinguent : la déstabilisation de l'ARNm, la répression de sa traduction ou bien plus rarement son activation 204,210,211 .

Dégradation de l'ARNm

De façon intéressante, des approches omiques chez les mammifères ont montré que, indépendamment d'une complémentarité parfaite, la dégradation des transcrits est tout de même induite, ce mécanisme représente même la voie majoritaire de régulation de l'expression protéique par les miARNs et est la conséquence d'une déstabilisation de l'ARNm par le miARN [212][213][214][215] .

Le complexe miRISC est rejoint par la protéine GW182, grâce à son affinité avec les protéines Agos, qui par interaction directe induit le recrutement de plusieurs complexes effecteurs qui ont alors accès à la queue poly(A) de l'ARNm cible 216,217 . Le transcrit est ainsi engagé dans la voie de dégradation 5'-3' 218 .

La première étape consiste en une déadénylation séquentielle initiée par le complexe PAN2/3 219 et complétée par le complexe CAF1-CCR4-NOT 220 (figure 17b). Une fois sa queue poly(A) dégradée, l'ARNm subit la dissociation de sa coiffe par le recrutement des co-facteurs enzymatiques DCP1 et DCP2 (mRNA-decapping enzyme) 221 . Le transcrit est alors déstabilisé et sujet à la dégradation par l'exoribonucléase Xrn1. Il semblerait que ce mécanisme de répression se déroule nécessairement au sein des P-bodies ou GW-bodies qui comportent GW182 et tous les co-facteurs impliqués [222][223][224] .

Répression de la traduction

Par ailleurs, un miARN est également capable d'inhiber l'expression d'une protéine sans impacter les niveaux de transcrits. Les mécanismes par lesquels le miARN est capable de réprimer la traduction de sa cible sont encore aujourd'hui mal définis et controversés. Plusieurs études suggèrent que le miRISC régule la traduction à différentes étapes : pendant l'initiation, l'élongation ou encore par des phénomène de stimulation de la protéolyse du peptide synthétisé 204,210 (figure 17c/d).

La répression de l'initiation se fait par antagonisme du complexe d'initiation de la traduction eIFs par le miRISC. La liaison d'Ago à la coiffe m 7 G empêche sa reconnaissance par la sousunité eIF4E et donc la poursuite de la traduction. Ce processus est coiffe-dépendant, les ARNm dotés d'IRES ne sont pas soumis à cette répression et sont traduits. Il s'agit d'un phénomène de compétition puisque la réintroduction de complexes eIFs purifiés dans des cellules permet de rétablir la traduction d'un ARNm cible. Chez l'humain, l'initiation peut en plus être bloquée par le recrutement de la protéine eIF6 au miRISC. Ce facteur empêche le recrutement de la sous-unité ribosomique 60S et donc la maturation du ribosome fonctionnel 80S impliqué dans l'achèvement de l'initiation [225][226][227][228][229] . D'autres études montrant les ARNm cibles associés aux polyribosomes suggèrent que la répression de la traduction a lieu après l'initiation. Plusieurs mécanismes sont décrits, notamment au moment de l'élongation, comme le détachement prématuré des ribosomes et l'accélération en phase de terminaison suite à la fixation du miRISC. Un autre mécanisme proposé est celui de la lyse co-traductionnelle de la chaine polypeptidique naissante par des phénomènes enzymatiques encore méconnus [230][231][232] . C'est par ces processus que l'inhibition de la traduction des ARNm non-coiffés est également possible. En outre, il semblerait que le recrutement de GW182 et du complexe CCR4-NOT ait également un rôle dans la répression de la traduction des ARNm par les miARNs, spécifiquement durant l'initiation. Le complexe semble interférer avec la sous-unité hélicase eIF4A lors du balayage de l'ARNm par les ribosomes, mais entraine aussi le détachement de PABPC qui arrête la circularisation ou encore recrute d'autres facteurs anti-traduction 204,217,[233][234][235][236] . Suite à leur répression, les ARNm sont retrouvés dans les P-bodies et dans les granules de stress 211,237 .

Les miARNs sont capables de réprimer leur cible par répression de la traduction et/ou dégradation par déstabilisation. La relation entre tous les mécanismes qui en découlent, leur co-dépendance et leur apparition chronologique n'ont pas encore été élucidées et sont encore très discutées.

Cas particuliers

Plus récemment, plusieurs autres mécanismes des miARNs ont été mis en évidence, notamment l'activation de la traduction mais aussi la régulation transcriptionnelle de gènes dépendante de la localisation intracellulaire du complexe miRISC (figure 17e). Ces évènements surviennent dans des conditions particulières et sont encore rarement décrits 134,204 .

Les premiers cas d'activation ont été observés dans des études sur la régulation d'ARNm par les miARNs lors du cycle cellulaire [238][239][240][241] . L'activation traductionnelle nécessite le recrutement par le miRISC du facteur Fxr1 (aussi appelé FMR1, fragile X mental retardation syndromerelated protein 1) au lieu de GW182 et l'association du complexe à des motifs dits éléments riches en A-U (AREs) dans le 3'UTR de la cible 242 . Le miR-369-3p induit par exemple la traduction du TNFα dans les cellules quiescentes en G0, le miR-16 quant à lui régule positivement la kinase myt1 dans les oocytes en G0. D'autres travaux ont montré un tel « switch » de mécanisme, le miR-220 promeut la traduction de la protéine KLF4 (Krüppel-like factor 4) dans des cellules épithéliales normales mammaires alors qu'il induit sa répression dans certains cancers du sein. Il a ainsi été montré qu'en fonction du cycle ou de l'état de quiescence/prolifération d'une cellule, les profils d'expression des miARNs et surtout les mécanismes de régulation de leurs cibles évoluent de façon très différente, ce qui pourrait expliquer par exemple l'échappement de certaines cellules cancéreuses quiescentes à des traitements.

Par ailleurs, d'autres cas ont démontré cette activation par la fixation du miRISC sur le 5'UTR de la cible lorsque la cellule est soumise à un stress. C'est le cas du miR-10a impliqué dans l'activation de la traduction de protéines ribosomales lorsque les cellules sont cultivées dans un milieu dépourvu de sérum 243 .

La localisation cellulaire du miRISC semble également jouer un rôle important dans les types de régulation orchestrés 244 . Il semblerait que certains miARNs sont capables d'induire une activation des gènes au niveau transcriptionnel lorsqu'ils sont localisés dans le noyau, tout en étant capable d'exercer une répression traductionnelle canonique de leur cible lorsqu'ils sont situés dans le cytoplasme. Des études ont montré que l'export du miRISC du cytoplasme vers le noyau est rendu possible, entre autres, par l'exportine 8. Le miR-324-3p par exemple cible le promoteur de RelA (sous unité de NF-κB) et entraine son expression de manière Ago2dépendante dans des cellules de rat. Le mécanisme est encore méconnu mais la liaison du miRISC pourrait se faire à une distance très rapprochée (100 bp) du site d'initiation de la transcription et s'accompagnerait d'un recrutement de facteurs facilitant l'ouverture de la chromatine et induisant la transcription 208 . D'autres miARNs, dont le miR-24, seraient capables de stimuler les régions amplificatrices (enhancers) par association directe ou par modification des histones en faisant intervenir des protéines effectrices 245 . Les miRISCs localisés dans le noyau pourraient également réprimer l'expression des gènes de façon transcriptionnelle 244 .

Cette liste de cas particuliers n'est pas exhaustive, les mécanismes d'activation ou de régulation par voies non-canoniques de l'expression des gènes par les miARNs sont encore très peu étudiés et méconnus. 

MIARNS & CANCER DU SEIN

C'est ainsi que les miARNs régulent plus de 60% des gènes codant pour des protéines chez l'humain. Ils interviennent dans la quasi-totalité des processus biologiques comme, entre autres, la prolifération, la différenciation, le cycle cellulaire, la mort ou encore la migration cellulaire 246 . Leur rôle est essentiel en conditions physiologiques (par exemple lors du développement ou dans de nombreuses voies de signalisation à la vie adulte, pour la mémoire, la réaction anti-virale, la modulation anti-inflammatoire, etc.), l'impact de leur dérégulation en conditions pathologiques est donc d'autant plus important. Peu de temps après leur découverte, il a été montré que les miARNs présentent généralement des profils d'expression aberrants dans les cancers et sont très largement impliqués dans le développement tumoral, notamment dans les cancers du sein. Leur profil d'expression corrèle de manière spécifique avec l'apparition et les caractéristiques des tumeurs mammaires : leur stade, leur sous-type, l'expression de certains récepteurs, l'invasion vasculaire ou leur capacité à proliférer et développer des métastases 247,248 .

a. Dérégulation des miARNs

Il existe différents mécanismes conduisant à la dérégulation de l'expression des miARNs dans différentes pathologies, ces phénomènes ont été plus particulièrement étudiés dans les cancers dont les tumeurs mammaires 247,249 .

Altérations chromosomiques

Environ 50% des gènes de miARNs se situent au niveau de régions dites fragiles (FRAs) ou encore de régions géniques associées au cancer (CAGRs), qui subissent fréquemment des modifications chromosomiques telles que des délétions, amplifications ou des translocations lors de l'apparition de cancer. Le profil d'expression du miARNs varie alors en fonction de la région génomique associée, le miARN peut être perdu lors de la déplétion d'une région pouvant contenir un gène suppresseur de tumeur ou surexprimé lors de l'amplification d'un oncogène. Ces anomalies chromosomiques, et donc le profil de dérégulation des miARNs, diffèrent en fonction du type de cancer 250 . Par ailleurs, une analyse génomique par hybridation à haute résolution (CGH array) de 283 miARNs connus dans 227 cancers humains (mélanomes, mammaires, ovariens) a démontré que les modifications géniques au niveau des loci des miARNs sont majoritaires. Le nombre de copies est altéré pour 72,8% des régions de miARNs dans les cancers du sein. Cette étude démontre également que l'expression d'un miARN est directement liée à son nombre de copies présentes sur le génome 251 .

Anomalie du processus de biogénèse

Cette même étude a aussi permis d'identifier dans les cancers du sein des altérations du nombre de copies des différents facteurs impliqués dans la biogénèse des miARNs tels que DICER, Drosha, DGCR8, TRBP2 ou XPO5 251 . Ces défauts de mécanisme entrainent généralement une dérégulation du niveau de miARNs matures et sont retrouvés dans de multiples cancers. Les altérations de ces enzymes et co-facteurs peuvent être la conséquence de mutations géniques mais aussi d'interactions avec différents facteurs de régulation. Le suppresseur de tumeur p53 par exemple est capable d'induire la maturation posttranscriptionnelle de certains miARNs grâce à son activité transcriptionnelle mais également en facilitant le recrutement de facteurs au complexe Drosha. A l'inverse, sous sa forme inactive, p53 est capable d'atténuer la maturation des miARNs par cette même liaison au complexe, tout en étant lui-même la cible de miARNs 252 . En outre, certains miARNs ciblent directement les facteurs de leur biogénèse, c'est le cas de la famille des miR-103/107 connue pour cibler Dicer chez l'humain. Dans certains types de cancer du sein, une surexpression de cette famille induit une transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) par diminution de la maturation de la famille des miR-200. L'inhibition de Dicer entraine dans ces cancers l'apparition de métastases et un mauvais pronostic 253 .

Modifications épigénétiques

La modification des marques épigénétiques est une propriété bien documentée de la carcinogénèse et du développement tumoral. Il s'agit d'altérations du profil de méthylation des gènes, au niveau des îlots CpG ou de remodelages chromatiniens par modification du code des histones (acétylation, méthylation, phosphorylation, ubiquitinylation, etc) 254 . Ces modifications affectent grandement la transcription des gènes tout comme l'expression des miARNs 255 . Dans ce sens, de nombreuses études existent concernant l'effet d'inhibiteurs de la méthylation ou d'histone déacétylase (HDACi) sur l'expression des miARNs. L'utilisation d'un HDACi dans des cellules de cancer du sein HER2+ par exemple impacte rapidement et significativement l'expression de miARNs, on observe le rétablissement de l'expression de certains miARNs perdus dans ces cancers et inversement la diminution d'autres miARNs surexprimés 256 . De la même manière, une des premières études sur le sujet a montré qu'un traitement HDACi couplé à un inhibiteur de la méthylation dans les cancers de la vessie est capable de restaurer l'expression de miARNs, notamment le miR-127 dont le gène est situé dans un îlot CpG. Sa réexpression entraine l'inhibition d'une protéine oncogène, le miARN a donc un effet anti-tumoral 257 . L'impact de ces inhibiteurs pourrait s'expliquer par le fait que 50% des miARNs se trouvent au niveau de régions CpG fortement régulées par des modifications épigénétiques 258 . Les enzymes régulant la méthylation de l'ADN et les modifications des histones ont donc un rôle très important à jouer dans l'altération des profils de miARNs pendant la tumorigénèse et la progression du cancer, ils peuvent être considérés comme suppresseurs de tumeur ou oncogènes en fonction du contexte tumoral, de leur action sur l'expression du miARN et du rôle du miARN lui-même 259 .

De plus, la découverte de cette relation entre l'expression d'un miARN et les modifications épigénétiques qu'il subit a permis de mettre en évidence de nouveaux promoteurs de miARNs.

C'est le cas du miR-200b dans les cancers du sein pour lequel un nouveau promoteur a été identifié 260 . La méthylation de ses promoteurs est toujours inversement corrélée à la transcription du miR-200b mais le profil de méthylation diffère entre les deux promoteurs en fonction de la localisation et du sous-type de la tumeur mammaire. Il semblerait que ces promoteurs soient activés de manière indépendante et que leur profil de méthylation soit associé à l'expression ou non des récepteurs connus pour être impliqués dans les cancers du sein, notamment HER2. Les profils épigénétiques des miARNs diffèrent fortement d'un tissu/cancer à l'autre, parfois au sein d'un même sous-type tumoral.

Par ailleurs, si la régulation des miARNs est sujette aux variations des modifications épigénétiques, certains miARNs sont capables de cibler directement les acteurs de ces mécanismes. C'est le cas, entre autres, de la famille des miR-29s qui cible directement les 3'-UTRs des ADN méthyltransférases 3A et 3B (DNMT3A et 3B). Perdue dans les cancers pulmonaires, la réintroduction des miR-29s restaure la transcription de gènes suppresseurs de tumeur par inhibition de leur méthylation anormale 261 .

Mutations et polymorphisme d'un seul nucléotide (SNP)

La régulation de l'expression des miARNs peut également être altérée par l'apparition de mutations ou de polymorphismes nucléotidiques uniques (SNP ou miRSNP). Dans les cancers du sein, le miR-125a, par exemple, est totalement perdu, ceci s'explique par la présence de 12 SNPs au niveau de son précurseur dont un localisé au 8 ème nucléotide de la séquence du miR mature (G-U). Ce dernier SNP bloque non seulement le processus de maturation en pri-miARN et donc la biogénèse du miR-125a mature mais empêche aussi sa liaison à l'ARNm cible. De manière intéressante, la surexpression du miR-125 est capable d'inhiber l'expression de HER2 et HER3 dans ces cellules cancéreuses [262][263][264] . Au contraire, un SNP (G-C) a été identifié dans la séquence du miR-146a, celui-ci provoque dans certains types de cancer du sein sa surexpression par amplification de la maturation du miARN. De plus, ce SNP confère au miR-146a une affinité bien plus grande pour le 3'UTR de son ARNm cible, le suppresseur de tumeur BRCA, ce qui explique le caractère plus agressif de ces cancers 265 .

b. Rôle dans les cancers du sein

OncomiRs et tsmiRs

Plus de 50% des miARNs sont situés dans des régions géniques associées au cancer (CAGRs) 250 et leur implication est aujourd'hui bien documentée dans toutes les phases du cancer 266 , de l'initiation aux mécanismes métastatiques en passant par le développement tumoral. De nombreuses études ont démontré, dans les cancers du sein, des profils d'expression aberrants spécifiques à chaque sous-type et/ou à chaque stade depuis la mise en évidence en 2005 du rôle de leur dérégulation dans les tumeurs mammaires 248 . En fonction des gènes qu'ils ciblent et de leur expression, on distingue deux catégories de miARNs : les miARNs oncogènes (oncomiRs) et les miARNs suppresseurs de tumeur (tsmiRs) (figure 18).

Les oncomiRs sont généralement surexprimés dans les cancers mammaires comparés au tissu normal, et participent activement à leur développement en ciblant des gènes suppresseurs de tumeur (figure 18b). Au contraire, les tsmiRs ciblent des protéines oncogènes favorisant la tumorigénèse, ils sont généralement inhibés dans les tumeurs (figure 18c).

L'équilibre entre l'expression de ces deux types de miARNs intervient de manière différente en fonction du type cellulaire mais surtout de l'évolution de la pathologie. C'est cet équilibre qui confère à la tumeur ses caractéristiques : initiation, prolifération, invasion, immortalité, résistance à la mort cellulaire, angiogénèse, activité métabolique, échappement au système immunitaire, etc. (figures 19 et 20). Les miARNs impliqués dans le processus de formation des métastases sont appelés métastamiRs, c'est le cas du miR-10b uniquement surexprimé dans les cellules cancéreuses mammaires métastatiques 267,268 . Etant donné le nombre important d'éléments de mécanismes cellulaires ciblés, un même miARN peut être à la fois oncogène dans un type de cancer ou anti-tumoral dans un autre, ses propriétés dépendent alors du contexte 269 . (Wang et Luo 2015) Figure 19 : Exemples non exhaustifs de miARNs oncogéniques associés aux cancers du sein (Wang et Luo 2015) Valeurs en clinique : biomarqueurs pronostics, diagnostics et prédictifs de la réponse aux traitements Comme décrit précédemment, le cancer du sein est une pathologie fortement hétérogène du fait de ses caractéristiques morphologiques et moléculaires ou encore de sa réponse aux traitements 270 . En vue de la mise en place d'une stratégie thérapeutique appropriée, il est nécessaire de définir la tumeur selon une classification utilisant des biomarqueurs pronostics et diagnostics. Dans ce sens, les miARNs représentent d'excellents candidats. La recherche de signatures de miARNs pour les cancers du sein a fait l'objet de nombreuses études mais est encore à un stade précoce. Pendant longtemps toutes les études ne s'accordaient pas sur les mêmes miARNs mais ne se référençaient pas non plus aux mêmes bases de données de miARNs 249,271,272 . La première signature de miARNs dans les cancers du sein a été établie en 2005 et a confirmé l'intérêt de leur utilisation en tant que facteurs pronostics et diagnostics.

Les nombreuses autres études ont ensuite mis en évidence d'autres signatures sous la forme de combinaison de plusieurs miARNs ou de miARNs seuls, mais celles-ci peinent à corréler avec les sous-types des classifications actuelles 248,[272][273][274] . Plus récemment une étude a démontré des profils uniques d'expression des miARNs permettant la classification des cancers du sein en sous-type précis qui corrèlent avec les sous-types de la classification PAM50. Ces travaux ont été réalisé à partir de miRbase qui est aujourd'hui la base de miARNs la plus complète, 655 miARNs sont différentiellement exprimés de manière significative entre les sous-types intrinsèques des cancers du sein 275 .

De manière intéressante, l'utilisation de certaines signatures de miARNs est efficace pour la classification de tumeurs mammaires encore très peu différentiées tandis que les profils d'ARNm habituellement utilisés en clinique ne le permettent pas encore 276 . Si des cancers semblent partager la dérégulation de quelques miARNs, ce phénomène est relativement rare puisque les profils des miARNs au niveau transcriptomique et épigénétique semblent être uniques et propres à chaque sous-type de tumeur, notamment dans les cancers du sein 254,271,272,277 . Etant donné la stabilité du profil d'expression de ces nouveaux biomarqueurs, il est également possible d'identifier la localisation primaire de certains cancers dont l'origine est non-identifiée, appelés CUPs (Cancer of unknown primary origin), ces tumeurs correspondraient vraisemblablement à des métastases 278 .

Par ailleurs les miARNs peuvent être sécrétés dans l'environnement de la tumeur et résistent à la dégradation en se liant à des lipoprotéines et/ou Ago2 ou en étant stockés dans des microvésicules, les mécanismes ne sont pas encore totalement clairs 279 . La mesure de ces miARNs circulants peut se faire de manière très efficace dans le sang mais aussi dans d'autres fluides 249,280 . Elle permet d'établir un pronostic, un diagnostic et une évaluation théranostique en complément des tests habituellement effectués, en possédant l'avantage d'être un acte très peu invasif comparé à la biopsie 281 . Les niveaux de miARNs dans le sang reflètent directement ceux observés au sein de la tumeur 280,282,283 . Par ailleurs, il semblerait qu'un certain nombre de cancers du sein soit encore mal identifiés avec les techniques actuelles (Hybridation in situ, immunohistochimie, etc.), environ 10 à 20% des cancers mammaires HER2 dépendant ne sont pas correctement classés et 10% des tests pour la détection des récepteurs à hormones sont faux 284,285 . L'identification des sous-types de cancer du sein par détection de signatures de miARNs dans les tumeurs ou le sang des patients semble donc être complémentaire aux méthodes existantes.

En outre, l'expression de certains miARNs est également associée à la réponse aux traitements des tumeurs mammaires. C'est le cas, par exemple, des miR-30c, -30a et -182 dont l'expression corrèle positivement avec la réponse au Tamoxifen, un inhibiteur compétitif de la liaison de l'estradiol à ses récepteurs, et avec une meilleure survie 286 . Plusieurs miARNs ont également été identifiés comme marqueurs de prédiction de la réponse aux chimiothérapies et régulateur de gènes de multirésistances (MDR, multidrug resistance). Par exemple, la réexpression du miR-326 perdu dans des cellules de cancer du sein permet l'inhibition d'un gène responsable des multirésistances (MDR-1) et augmente leur sensibilité aux chimiothérapies. A l'inverse, les miR-27a et 451 participe à l'activation de ces gènes MDR et donc à la résistance à ces traitements [287][288][289] . Cependant, concernant le traitement Trastuzumab dans le contexte des tumeurs à statut HER2 positif, peu de données existent à ce jour pour prédire la réponse au traitement ou l'apparition de résistance. Ces données sont détaillées dans le paragraphe suivant III3c. Cette propriété des miARNs est très intéressante puisqu'elle permet d'adapter la stratégie thérapeutique et d'éviter les effets secondaires de la prise de traitements qui s'avèreraient inutiles, ou en tout cas d'en évaluer plus précisément le rapport bénéfice/risque.

c. miARNs et cancer du sein HER2+

La dérégulation des profils des miARNs prend une place importante dans le développement des cancers du sein. La compréhension de leur implication est nécessaire à la mise au point de nouvelles stratégies thérapeutiques et de nouveaux outils pronostics et diagnostics. Dans ce sens, plusieurs miARNs dans les tumeurs HER2 dépendantes ont aujourd'hui été mis en évidence mais leur rôle et les mécanismes en jeu sont encore discutés.

miARNs ciblant HER2

Le miR-125a/b est capable d'inhiber la prolifération cellulaire en régulant les voies de signalisation HER2/HER3 dépendantes, il joue alors le rôle de tsmiR dans les cellules cancéreuses mammaires HER2+. Sa réexpression est capable de diminuer HER2 et d'induire l'apoptose 247,290 21). Certains miARNs sont capable de cibler directement le 3'UTR de HER2, c'est le cas des miR- 331-3p, miR-541, miR-134, miR-453, miR-193a-5p, miR-498, et miR-552 292,293 . Une signature de 5 miRs (miR-520d, miR-181c, miR-302c, miR-376b, and miR-30e-3p) L'identification de ces biomarqueurs pronostics, diagnostics et prédictifs de réponse aux traitements a permis de complémenter le système de classification des cancers du sein et de stratifier plus précisément les tumeurs mammaires HER2 dépendantes 300,301 . Ces données démontrent le rôle très important des miARNs dans la tumorigénèse et le développement tumoral mammaire. La caractérisation de leurs ARNm cibles et des mécanismes de régulation des voies de signalisation impliquées est donc essentielle à la compréhension des cancers du sein HER2+.

OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE

51 20 à 30% des cancers du sein sont dus à la surexpression de HER2. Des thérapies ciblées anti-HER2 ont permis d'augmenter la survie des patients. Toutefois, leur efficacité est compromise par leur forte toxicité et la mise en place de résistances. Il reste donc un besoin urgent de développer de nouvelles stratégies pour le traitement des cancers du sein HER2+.

Dans ce sens, l'équipe a montré que l'Ezrin, une protéine ERM (Ezrin, Radixin, Moesin) lie HER2 et induit une inhibition allostérique de son domaine kinase. Ayant observé une répression de l'expression de la Moesin dans les cancers du sein HER2-positifs, nous avons entrepris de déterminer si la Moesin pouvait jouer le même rôle inhibiteur que l'Ezrin sur l'activation de HER2 puis analysé les mécanismes possibles de sa répression dans les tumeurs mammaires HER2+. Les objectifs spécifiques de ce travail ont donc été de :

1/ Vérifier que la Moesin est un inhibiteur allostérique de l'activation du récepteur HER2.

Analyser si l'expression de la Moesin permet de bloquer l'activation aberrante de HER2 et la prolifération HER2-dépendante. Vérifier cette hypothèse en la réexprimant dans des lignées de cancer du sein HER2+. 

Perte de l'expression de la Moesin dans les tumeurs HER2+

Suite à cette observation, nous avons entrepris une analyse de l'expression des protéines Camille Faure 1,2 ,2 ,Anaïs Domingot 1,2 ,2 ,Said Taouji 3 ,Yanis Saidi 1,2 ,Sandra Bernard 1,2 ,Floriane Carallis 1,2 ,Romy Rothe 4 ,Jean approximately 20-25% of breast cancers and is independently associated with a higher grade, more aggressive phenotype, and worse prognosis 1 . With the advent of antibody-based (Trastuzumab, Pertuzumab) or small molecule tyrosine kinase inhibitors (Lapatinib) targeting HER2, the prognostic landscape for HER2+ breast cancer patients has considerably improved.

Allosteric inhibition of HER2 tyrosine kinase receptor by Moesin-mimicking compounds as anti-tumour treatment for HER2-positive breast cancers and brain metastases

However, both de novo and acquired resistance to trastuzumab and cardiotoxicity side effects of these inhibitors remain a significant obstacle for many patients 2 . About 30% of these tumours express a truncated form of HER2 (p95HER2), which confers resistance to trastuzumab and is associated with worse outcome of trastuzumab-treated patients 3,4 . More recently, somatic HER2 gene mutations have been detected in a range of human cancer types that functionally activate HER2, drive and maintain cancers, and that can also confer resistance to HER2-directed drugs 5 . Finally, as these targeted therapies have limited ability to cross the blood-brain barrier (BBB), they have poor efficacy against brain lesions. Brain metastasis occurring in up to 50% of the trastuzumab-treated patients, is an end in breast cancer progression 6 , requiring novel therapies for successful treatment.

HER2 is a member of the HER family (EGFR/HER1, HER2, HER3, HER4) of transmembrane receptor tyrosine kinases (RTK) involved in various cellular processes including cell proliferation, motility, resistance to apoptosis, invasiveness, and angiogenesis. This RTK displays unique properties 7 . Structurally, HER2 contains an extracellular domain (amino-acids 1-639) locked in an open conformation, a hydrophobic transmembrane domain (aa 640-672), a cytosolic juxtamembrane region (673-701), a tyrosine kinase domain (aa 720-977), and a Cterminal tail with regulatory tyrosine residues (978-1255) [8][9][10][11] . A critical distinction defining its unique cell-signalling mode is its ability to promote its ligand-independent auto-dimerization and phosphorylation 12 as well as ligand-dependent heterodimerisation and phosphorylation with the other HER family members 13 . In HER2+ breast cancers, HER2/HER3 heterodimerisation promotes HER2 phosphorylation and phosphorylation of the kinase defective HER3, leading to stimulation of the downstream oncogenic PI3K/AKT pathway 14 while HER2 homo-dimerisation leads to downstream oncogenic RAS/MAPK and indirect PI3K/AKT pathway activation 12,15,16 .

ERM (Ezrin, Radixin, Moesin) proteins are involved in many cellular processes 17 . These cytosolic proteins are localised at cell-surface structures such as microvilli and cell-adhesion sites 18 . They provide a regulated link between membrane proteins and the cortical cytoskeleton by interacting through their N-terminal FERM domain with a RxxTYxVxxA motif located in the juxtamembrane domain of several adhesion molecules, such as the hyaluronic receptor CD44, and by interacting through their C-terminal domain with F-actin [19][20][21] . Thus, they are critical players in cell migration, growth and adhesion, but also cell invasion and metastasis formation.

Here, we report that, unlike other HER RTKs, HER2 possesses an ERM binding motif in its cytosolic juxtamembrane region allowing interaction with the FERM domain of the ERM proteins. Under physiological conditions, this interaction controls localisation of HER2 in ERMenriched domains and stabilises HER2 in a catalytically repressed state. In HER2+ breast cancers, Moesin expression inversely correlates with HER2 expression. Patients with low Moesin expression had a worse prognosis, with reduced disease-free and overall survival.

Restoring expression of the ERM protein content in HER2 overexpressing cancer cells was sufficient to revert HER2 activation and HER2-dependent proliferation, and had potent action on mutated and truncated forms of HER2. Based on this observation, we set up a high throughput screening method and identified Zuclopenthixol, an anti-psychotic drug that behaved as a Moesin-mimicking compound. Zuclopenthixol specifically inhibited HER2 activation in HER2+ breast cancers by exerting an allosteric inhibition on its juxtamembrane domain. It efficiently inhibited HER2-positive breast tumour progression both in vitro and in vivo and, more importantly, showed significant activity on HER2-positive brain tumour progression. These findings reveal a novel class of allosteric HER2 inhibitors with activity on brain tumours, which could markedly improve the treatment of HER2+ breast cancer and metastasis.

ERM proteins address HER2 to ERM-enriched regions

In polarized epithelial cells, such as Caco2/TC7 intestinal epithelial cells, HER2 is mostly localised at the basolateral membrane (Fig. 2A, top panels), a localisation due to the interaction of its C-terminal motif with PDZ domain-containing proteins 22,23 . A bipartite sorting signal, located between amino acid 692 and 701 next to the ERM binding motif is also necessary to ensure its proper targeting to the basolateral membrane 24 . In addition, HER2 localises within ERM-enriched microvilli structures at the apical surface of the epithelial cells (Fig. 2A, bottom panels). To address whether the interaction of HER2 with the ERM proteins might be important to control the subcellular distribution of HER2, we took advantage of the LLC-PK1 epithelial cell line. LLC-PK1 cells display numerous microvilli at the apical surface but they are deficient in the μ1B subunit of the AP1B adaptor complex, leading to significant amounts of HER2 that are missorted to the apical membrane 24 . When expressed in LLC-PK1 epithelial cells, both gD-HER2 WT and gD-HER2-EBM were found at the lateral junctions, however only the WT form of HER2 co-localised with Ezrin within apical microvilli (Fig. 2B).Taken together, these results indicate that HER2 interaction with ERM proteins controls the subcellular localisation of HER2 within ERM-enriched structures.

ERM proteins control the ligand-independent activation of HER2

We next observed that, when overexpressed in HBMEC, gD-HER2-EBM exhibits higher levels of tyrosine phosphorylation compared to gD-HER2-WT (Fig. 2C), suggesting that loss of HER2/ERM interaction might potentiate receptor activation. To test this hypothesis, we overexpressed gD-HER2-WT in HBMEC in combination with VSVg-tagged full length Ezrin or with two previously described VSVg-tagged mutants of Ezrin: the T567D mutant mimicking the phosphorylation of a conserved threonine in the C-terminal actin binding site, which stabilises Ezrin in an active open conformation, and the non-phosphorylable mutant T567A 25,26 , or GFP as a negative control. The phosphorylation level of HER2 was reduced by 20 and 30% when co-expressed with full length Ezrin or with the T567A Ezrin mutant, and reduced by 55% when co-expressed with the T567D Ezrin mutant (Fig. 2D). Additionally, expression of the Ezrin FERM (FERME) domain alone was sufficient to reduce the phosphorylation level of overexpressed HER2 by 80% (Fig. 2D and2E). HER2 inhibition promoted by these different forms of Ezrin was accompanied by a proportional reduction in the downstream activation of AKT protein kinase (Fig. 2D). Accordingly, expression of gD-HER2-WT induced a 2 to 3-fold increase in the rate of endothelial cell proliferation, which was reduced by 70 to 85% when coexpressed with FERME, whereas FERME did not affect the basal cell proliferation (Fig. 2F). As expected, expression of FERME had no effect on HER2-EBM activation (Fig. 2E), nor on HER2-EBM-induced cell proliferation (Fig. 2G). Finally, expression of Moesin or of its FERM domain (FERMM), which is closely related to FERME similarly inhibited HER2 activation. In contrast, expression of the FERM domains of FAK or PYK2 (FERMF and FERMP) had no effect despite their related structure but lesser sequence similarity (Sup Fig. 2), indicating that this inhibitory effect was specific to the ERM proteins.

We subsequently addressed whether, conversely, ERM depletion affects the activation status of endogenous HER2 expressed in HBMEC. Depletion of Ezrin, Moesin and of both proteins together induced respectively a 2, 3 and 4-fold increase in activation of endogenous HER2, together with a 3-fold increase in AKT activation. Depletion of the actin binding protein cortactin, as a control, did not affect HER2 activation (Fig. 2H). These experiments showed that ERM proteins Ezrin and Moesin exert a constitutive inhibitory effect that prevents the ligand-independent activation of HER2. However, although HER2 is the preferential partner for heterodimerisation and activation of the other HER family members, expression of the Ezrin-VSV-g or of FERME did not alter the ligand-dependent activation of HER2 in heterodimers with EGFR/HER1 or with HER3 upon EGF or HRG stimulation, nor downstream activation of AKT and ERK MAPK (Sup Fig. 3).

Taken together these results demonstrate that ERM proteins are allosteric inhibitors of HER2 by interacting with the ERM binding motif present in its juxtamembrane domain. This interaction specifically prevents the ligand-independent activation of HER2.

ERM inhibits HER2 breast cancers

Pathologic ligand-independent activation of HER2 in homodimers is the sign of aggressive cancers such as breast cancers, in which HER2 gene amplification has been reported in up to 25% of cases (HER2+ breast cancers) 27 . We found a significant inverse correlation between Moesin and HER2 mRNA expression levels (Pearson correlation r=-0.09445, P=0.0299) in 529 patients-derived breast invasive carcinoma (TCGA cohort) (Fig. 3A). These data suggested a functional link between Moesin and HER2 genes. More importantly, survival curve analysis, conducted with Kaplan-Meier plotter on 1402 breast cancer samples with known overall survival (http://kmplot.com/analysis/) (Fig. 3B), demonstrated that in HER2 + intrinsic subtype (117 patients), a low expression of Moesin was associated with a shorter overall survival and a poorer prognosis as compared to patients exhibiting higher Moesin expression levels (at 50 months, survival =50% vs. >75%, mortality 75% vs. <35%, Log rank P=0.0053, Fig. 3C). This effect was specific to HER2+ breast cancers, since survival of patients with HER2-negative breast cancer (130 patients) was not affected by levels of Moesin expression (Fig. 3D). Among ERM protein members, this effect was specific to Moesin, as no correlation with HER2 expression or association with the clinical outcome of HER2+ breast cancer patients was observed with Ezrin or Radixin (Ezrin: r=0.06006, P=0.1678 and Log rank P=0.3052; Radixin: r=0.006375, P=0.8837 and Log rank P=0.3395) (Sup Fig. 4).

A significant inverse correlation between HER2 and Moesin transcripts (r=-0.2866, P=0.0161, Fig. 3E) was also observed in 70 commonly used human breast cancer cell lines (data from E-MTAB-2706 study, https://www.ebi.ac.uk /arrayexpress/), whereas a positive or no correlation between HER2 and Ezrin or Radixin mRNA expression was observed (Ezrin: r=0.3386, P= 0.0041; Radixin: r= -0.1509, P= 0.2123, Sup Fig. 4). At the protein level, an inverse correlation was also detected between HER2 and Moesin expression in 5 breast cancer cell lines with different HER2 status, while they expressed similar levels of Ezrin and Radixin (Sup Fig. 5A and5B). Altogether, these results indicated that low Moesin expression is significantly associated with HER2+ breast cancers and might contribute to aberrant activation of HER2. Consistent with our results above, overexpression of Moesin, Ezrin or of their respective FERM domains in SKBR3 or BT474, two breast cancer cell lines overexpressing HER2 and devoid of Moesin expression, was sufficient to reduce the aberrant activation of HER2 by 60% in BT474 (Fig. 3F) and by 40% and 100% respectively in SKBR3 cells (Sup Fig. 5C). This effect was accompanied by decreased AKT activation (Sup Fig. 5C) and 55% (Moesin), 70% (Ezrin) and 85% (FERME) inhibition of cell proliferation (Fig3G and Sup Fig. 5D andE). To strengthen this result, we fused FERME, or GFP as a control, to a cellpenetrating peptide derived from the Epstein-Barr virus ZEBRA transcription factor 28 (Sup Fig. 5F). As expected, incubation of SKBR3 cells with 0.3 to 0.9 µM FERME-Zebra induced a dosedependent inhibition of HER2 activation up to 85% whereas Zebra-GFP did not modify HER2 activation (Sup Fig. 5G). Taken together, these results demonstrate that ERM proteins are key allosteric regulators of HER2 activation. A disequilibrium in ERM/HER2 protein levels contributes to HER2 activation in HER2+ breast cancers and is associated with a poor clinical outcome.

Identification of ERM-mimicking compounds to inhibit HER2 activation

As overexpression of ERM proteins efficiently reverted HER2 activation in HER2+ breast cancers, we aimed at identifying mimicking compounds that would behave as the FERM domain to actively block HER2. To achieve this goal, we designed a 4-step strategy (Fig. 4A).

Compounds were first selected on their ability to compete with HER2/FERM interaction measured in AlphaScreen, as described above (Fig. 1F). In a subsequent step, false positive hits were removed after a "True hits screen" (competition with biotin/streptavidin interaction) designed to identify compounds interfering with the technique (e.g. singlet oxygen or colour quenchers, light scatterers …). Next, in order to select compounds that bind to HER2 and not to GST-FERM, we performed a counter AlphaScreen to select hits showing no competition with the CD44/FERM interaction. The remaining positive hits were then characterized for their ability to directly bind to the ERM binding motif of HER2 in SPR, to inhibit HER2 activation and HER2-dependent cell proliferation and for their absence of toxicity on cells that do not overexpress HER2. Finally, the best hits were tested in vivo in an orthotopic xenograft model to evaluate their ability to inhibit HER2-dependent tumour growth. 1463 molecules were screened from 2 Prestwick libraries consisting of small molecules composed mostly of approved drugs selected for their high chemical and pharmacological diversity, as well as for their known bioavailability and safety in humans, and a collection of natural products, mostly derived from plants, rich in diverse chemotypes. Results of the first screen are shown in Fig. 4B. Table 1 summarizes the results obtained for 77 compounds showing inhibition of HER2/FERM interaction. Interestingly, some compounds, such as tolfenamic acid and4,4'-(2,3-Dimethyltetramethylene) dipyrocatechol, were already known to block the growth of HER2+ cancer cells 29,30 . From these 77 hits, 31 were true hits confirmed in dose-response experiments. 11 hits were found to selectively interfere with HER2/FERM interaction and not with CD44/FERM interaction, and 4 molecules were validated to selectively bind to the ERM binding motif of HER2 in SPR. Among them, phenylbutazone and ebselen induced a poor inhibition of HER2 activation, isoliquiritigenin inhibited HER2 activation but, as it possessed structural alerts, it was unsuitable for drug discovery. Finally, Zuclopenthixol hydrochloride, a typical antipsychotic from the thioxanthene family (commercialized as Clopixol, Cisordinol, or Acuphase), was found to achieve potent HER2 inhibition both in vitro and in vivo (results detailed below).

Zuclopenthixol is an ERM-mimicking compound conferring efficient allosteric inhibition of HER2

In vitro, Zuclopenthixol induced a dose-dependent inhibition of the FERM/HER2 interaction reaching 87% (IC50=9.8 µM) at 24h with no or low disruption of CD44/FERM interaction (Table 1). Zuclopenthixol selectively bound to the ERM binding motif of HER2 in SPR (Sup Fig 6A) and induced a dose-dependent inhibition of gD-HER2-WT overexpressed in HBMEC, accompanied by a proportional reduction in the activation of AKT and ERK protein kinases downstream of HER2, whereas, as expected, it had no effect on gD-HER2-EBM activation, nor on gD-HER2-EBM-induced activation of AKT and ERK protein kinases (Sup Fig 6B).

Zuclopenthixol also promoted a total inhibition of HER2 activation in SKBR3 cells, with an IC50 of 120 µM (Sup Fig 6C). Using an impedance-based assay to monitor cell proliferation in real time, we showed that 3 µM Zuclopenthixol reduced by 45% and 55% the cell proliferation of SKBR3 or BT474, respectively, whereas no effect was observed on the proliferation of two breast cancer cell lines that do no overexpress HER2 (MDAMB-231 or MCF7 cells) up to 5 µM Zuclopenthixol, therefore demonstrating that this compound selectively inhibits HER2dependent cell proliferation (Fig. 4C). Accordingly, a similar reduction of SKBR3 or BT474 proliferation in response to 5 µM Zuclopenthixol was observed using an MTT assay, whereas Analog 2 had no effect on the proliferation of these cells (Sup Fig. 6D). Both Zuclopenthixol and Analog 2 had no effect on MDAMB-231 and MCF7 cell proliferation (Sup Fig. 6D).

We also tested the effect of Zuclopenthixol on the anchorage-independent cell proliferation of these breast cancer cell lines using a soft agar colony-formation assay. Treatment with 5 µM Zuclopenthixol led to a 50% decrease in the size of SKBR3 micro-colonies; this inhibition reached 60% at 10 µM (Fig. 4D), while Analog 2 had no effect (Fig. 4E). As a positive control, AG1478, a non-specific kinase inhibitor of HER2, induced a 75% decrease in the size of SKBR3 micro-colonies, whereas it had no effect on the formation of MDAMB-231 microcolonies (Fig. 4E). Similarly, treatment with 5 µM Zuclopenthixol completely blocked the development of micro-colonies formed by BT474 cells, whereas it had only little effect on the development of MDAMB-231 micro-colonies (Fig. 4E). These results demonstrate that Zuclopenthixol selectively inhibits the anchorage-independent cell proliferation of breast cancer cell lines overexpressing HER2.

Since Zuclopenthixol targets a region of HER2 which differs from current HER2-targeted therapy (monoclonal antibodies directed against the extracellular domain or kinase inhibitors), we expected it to be active on the p95 truncated form of HER2 (resistant to antibody-based therapy). Indeed, Zuclopenthixol induced a dose-dependent inhibition of p95HER2 accompanied by a reduction in the downstream activation of AKT and ERK protein kinases (Sup Fig. 7A). In addition, Zuclopenthixol inhibited cell proliferation induced by the expression of mutated forms of HER2, V777L and V842I, two mutations in the kinase domain found in cancer patients resulting in increased HER2 activity and conferring resistance to tyrosine kinase inhibitors (Sup Fig. 7B). These results demonstrate that, by targeting the ERM binding motif in the juxtamembrane region of HER2, Zuclopenthixol confers advantages over existing HER2-targeted therapies.

Zuclopenthixol inhibits the HER2-dependent tumour growth in vivo

To explore the potential of Zuclopenthixol to effectively reduce the growth of HER2overexpressing tumours in vivo, we addressed its ability to inhibit the development of human breast cancer BT474 cells orthotopically implanted in the mammary fat pad of immunodeficient NOG mice (Fig. 5A). Treatment with Zuclopenthixol (4mg/kg, 5 days a week), or vehicle as a control, was initiated 19 days after cell engraftment. While control tumours followed an exponential growth curve, Zuclopenthixol treatment rapidly slowed down the tumour growth, to reach a meaningful tumour growth inhibition index of 40% 10 days after the beginning of the treatment (Day 29), with a sustained effect until the end of the experiment (Day 40) (Fig. 5B and 5C). Accordingly, tumours from Zuclopenthixol-treated mice were macroscopically smaller (Fig. 5D) and exhibited a 40% reduction in tumour weight compared to the control (P=0.0196) (Fig. 5E). Zuclopenthixol treatment was overall well tolerated as indicated with the monitoring of mice body weight (Fig. 5F). Similar results were obtained with another scheme of Zuclopenthixol administration (5 mg/kg, i.p., 3 days a week), with a tumour growth inhibition Index of 30% at Day 29 (Fig. 5B and5C) and a 35% reduction in tumour weight compared to the control (P=0.0354) (Fig. 5C and5D). Biochemical analyses revealed a 45% decrease in HER2 activation in tumours lysates from Zuclopenthixol-treated animals compared to vehicletreated animals (Fig. 5G and5H). In agreement with a tumour growth inhibitory effect, Zuclopenthixol decreased by 85% the fraction of Ki-67-positive tumour cells (Fig. 5I and5J).

Altogether, these results provide strong evidence of the potent HER2 inhibitory effect of Zuclopenthixol on human breast cancer cells overexpressing HER2 in vivo.

Zuclopenthixol reduces the growth of HER2-dependent brain tumours

A major issue in the management of HER2+ breast cancers remains the disease progression in the central nervous system, since 30 to 50% of patients will develop brain metastases. This high incidence mainly results from the limited ability of actual therapies to cross the BBB [31][32][33] and the blood-tumour barrier remains largely intact 34 . Because Zuclopenthixol is an antipsychotic with a known ability to cross the BBB, we addressed its capacity to reduce the growth of human breast cancer BT474 cells implanted in the caudate nucleus of the right hemisphere of immunodeficient Nude mice. Day 10 after intracranial implantation, mice were treated daily with Zuclopenthixol (M, Tu: 7 mg/kg; W, Th, F: 10 mg/kg; IP; n=10) or with vehicle (IP, n=10) (Fig. 6A). At Day 20, brain tumours from the vehicle-treated group were of 75 mm 3 average size, representing a 24.3-fold increase in their growth compared to Day 10.

Zuclopenthixol administration was associated with smaller tumours (50 mm 3 ) exhibiting significantly slower progression with a 14-fold increase in their growth compared to day 10, therefore demonstrating a real benefit of Zuclopenthixol administration on HER2+ brain tumour progression (Figs. 6B-D). We next compared the efficiency of Zuclopenthixol (M, Tu: 7 mg/kg; W, Th, F: 10 mg/kg; IP; n=10) over Lapatinib (100 mg/kg 5d/w; PO; n=10) (Fig. 6E). Treatments were initiated day 3 post-implantation. At Day 16 and Day 26, while Lapatinib had no effect as compared to control mice that received vehicle, Zuclopenthixol had reduced tumour size by 35 to 50% as compared to Lapatinib-treated tumours (Fig. 6F-H). In addition, although not statically relevant, Zuclopenthixol had an overall survival benefit over Lapatinib (Mantel Cox LogRank test P=0.0123, median survival 28 vs. 29.5 days) (Fig. 6J). Combined, these data indicate that Zuclopenthixol would be promising as a therapeutic agent for HER2+ breast cancer with brain metastasis.

DISCUSSION

Much research has been conducted in recent years to improve the treatments for HER2+ breast cancer, especially in light of incomplete action, adverse effects and de novo or acquired resistance to HER2 targeted therapies. This implies the development of pharmaceuticals that act on mutated and truncated forms of the receptor and on brain metastatic disease, the incidence of which is increasing due to the improved management of systemic disease and increased survival rates. This study revealed an allosteric inhibitory mechanism of HER2 by the ERM proteins and the translation of this discovery into the identification of a novel class of anti-HER2 inhibitors targeting the cytosolic juxtamembrane domain of HER2. Among the molecules identified, the antipsychotic drug Zuclopenthixol demonstrated a potent action on the progression of human breast cancers overexpressing HER2, on cancer cells expressing mutated or truncated forms of HER2 and, due its ability to penetrate through the BBB, on HER2+ brain tumours. Overall, this inhibitor, via its mode of action, presents several advantages over existing therapies targeting HER2 and could thereby represent an important option in future HER2-targeted cancer therapy, in particular for brain tumour progression.

Among the large family of RTKs, HER2 displays unusual structural features that confer unique properties. Here, we have unravelled a novel structural particularity of this receptor, which, unlike other RTK family members, possesses a functional R/KxxxYxL/V/IxxA motif allowing interaction with ERM proteins [19][20][21] and showed that this interaction tightly controls HER2 localisation and activation. ERM proteins link membrane proteins to the cortical actin cytoskeleton, and therefore are known as key regulators of receptor localisation, trafficking and/or recycling at the cell plasma membrane thus controlling their surface availability and signalling 35 . To date, direct interaction of ERM proteins with transmembrane proteins has only been described for adhesion molecules 19 . The associations described between ERM proteins and several signalling receptors, including EGFR, occur indirectly through interaction with the adapter NHERF-1 (or ERM-binding phosphoprotein 50), that binds to the C-terminal sequence of these receptors 35,36 . HER2 subcellular localisation is tightly regulated by different mechanisms, such as interaction with specific protein partners. For instance, the interaction of HER2 with PMCA2 (plasma membrane ATPase2) is required for its stabilisation at the plasma membrane 37 whereas the interaction of the PDZ domain ERBIN to the C-terminal part of HER2 has a critical role in restricting this receptor to the basolateral membrane of epithelial cells 22 .

Here, we demonstrated that by interacting with HER2, ERM redirects HER2 receptor within ERM-enriched regions. Interestingly, a basolateral targeting signal able to redirect the apically localised receptor to the basolateral membrane domain of polarized epithelial cells has also been described in the amino acids following ERM binding motif 24 . Hence, our work, together with other studies, demonstrates that the cytosolic juxtamembrane region of HER2 plays a key role in the regulation of its subcellular distribution.

Previous investigations have also shown that the juxtamembrane domain plays structural roles in the formation of active HER receptor complexes upon ligand binding through an intermolecular interaction between the juxtamembrane domain, and the C-lobe of another kinase interactions that stabilize the asymmetric kinase domain dimer [38][39][40] . Despite the unique structural conformation of the extracellular domain of HER2 locked in an open and active conformation 10 , HER2 remains in inactive homodimers unless overexpressed 41 suggesting an endogenous mechanism able to restrain its ligand-independent activation 39,40 . Here, we provide evidence that interaction of ERM proteins with the juxtamembrane domain of HER2 prevents this ligand-independent activation. Accordingly, loss of ERM protein expression or mutations in the ERM binding motif of HER2 both enhanced HER2 activity. Furthermore, recurrent somatic mutations in the HER2 juxtamembrane domain were found in different patient tumours (on 13 residues out of 29 residues of this domain, COSMIC database, https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic), among which, the most frequent (R678Q) was shown to enhance HER2 activity 42 . It is tempting to speculate that mutations lying in this sequence would result in HER2 activation through interference with ERM binding. Taken together, these results demonstrate that ERM proteins are key allosteric regulators of HER2 activation, most likely by exerting a constraint on the juxtamembrane region of HER2 that hampers stabilisation in activated dimers. This mechanism prevents spontaneous HER2 activation in physiological condition suggesting that ERM binding precludes HER2-dependent oncogenic transformation, whereas loss of Moesin expression concomitant to HER2 overexpression in HER2+ breast cancers further contributes to the oncogenic activation of HER2.

The restriction of HER2 activation through its interaction with the ERM proteins prompted us to translate our findings into pharmacological intervention on HER2+ breast tumours. The design of a high throughput screening method based on this interaction to find Moesinmimicking compounds allowed us to identify Zuclopenthixol. As expected, this compound binds the juxtamembrane region of HER2, specifically blocks HER2 activation, HER2-dependent proliferation and HER2-positive breast tumour progression in vivo. Due to this original mode of action, Zuclopenthixol is active on several intrinsically altered forms of HER2 such as the p95 truncated form of HER2 expressed in up to 30% of patients that confers resistance to antibodies-based therapies, or oncogenic forms of HER2 with mutations in the kinase domain (V777L and V842I) that result in increased HER2 activity and confer resistance to tyrosine kinase inhibitors. Finally, this compound, which belongs to the group of thioxanthene neuroleptics commonly used to treat acute episodes of mental disorders by blockade of dopamine receptors, is able to rapidly penetrate the brain, and shows significant activity on the progression of aggressive HER2+ brain tumours in an intracranial xenograft mouse model. These effects were observed at well tolerated doses of Zuclopenthixol hydrochloride (from 4 to 10 mg/kg in mice), higher than recommended for chronic administration in humans (150-300 mg every 2 weeks). However, concentration may be further increased by steps of 50-100 mg once or twice weekly in patients requiring higher doses, or shorter intervals between doses. In addition, the time course of the antipsychotic action revealed a progressively enhanced response to antipsychotic drugs that follows an exponential curve with repeated drug administration 43 . Given these advantages over existing therapies, Zuclopenthixol would therefore provide a valuable treatment of HER2+ breast cancers and of a wide range of other HER2 overexpressing tumour types, including ovarian, gastric, bladder, salivary gland, endometrial, pancreatic and non-small-cell lung cancers, to efficiently combat primary tumours and derived-brain metastases.

Taken together, through the discovery of an unexpected allosteric regulation of HER2 activation by the ERM proteins, we identified Zuclopenthixol as an ERM mimicking compound.

Our work reveals a new approach to target oncogenic forms of HER2. It provides the proof of concept that Zuclopenthixol possesses efficient anti-tumour activity in HER2+ primary breast cancers and brain metastases and could be used in addition to HER2 targeted therapies to prevent and treat HER2+ cancers.

METHODS

Reagents

A list of the antibodies used in this work is provided in Supplementary Table 1.

Rhodamine-phalloidin and DAPI were from Sigma. Fluorescence-conjugated secondary antibodies, peroxidase-conjugated secondary antibodies and ECL reagents were from Jackson Immunoresearch Laboratories. EGF and Heregulin-1β were from BD bioscience. 

Plasmids and site directed mutagenesis

Vector encoding the previously described wild type gD-tagged form of HER2 (gD-HER2-WT) was kindly provided by Dr M. Sliwkowski (Genentech, CA, USA) 44 . The gD-tagged HER2 mutant deleted of the critical amino acid residues involved in this ERM binding motif (gD-HER2-EBM) was generated with the QuikChange XL site-directed mutagenesis kit (Stratagene) and point mutations in the kinase domain (V777L and V842I) were generated with the Phusion sitedirected mutagenesis kit (Finzymes) using gD-HER2 construct in a pRK mammalian expression vector as a template. Vector encoding the previously described HER2p95 was a king gift of Dr J. Baselga 45 . Vectors encoding the VSV-g tagged forms of Ezrin, GFP-Ezrin, GFP-Moesin and GST-tagged Ezrin plasmids previously described 25 were kindly provided by Dr M. Arpin (Institut Curie, Paris, France) and vector encoding GFP-FERME was kindly provided by Dr J. Delon (Institut Cochin, Paris, France). FERMM-mCherry was from mCherry-Moesin, a gift from M. Davidson (Addgene plasmid #55104). Vector encoding FERMP-GFP was previously described 46 and FERMF-HA was kindly provided by Dr H. Enslen (Institut Cochin, Paris, France). Zebra-GFP was cloned in pET15b vector as previously described 28 and FERME was fused to Zebra after insertion of a HindIII restriction site.

The list of primers and siRNA used in this work is provided in Supplementary Table 2.

Cell culture and transfection

HBMECs (human bone marrow endothelial cells) kindly provided by Dr. B. Weksler (Weill Medical College of Cornell University, NY) were cultured as described previously [48]. The Caco-2/TC7 cells, a model reproducing in culture most of the morphological and functional characteristics of enterocytes were kindly provided by Dr M. Rousset (Université Pierre et Marie Curie, Paris, France) [50]. The porcine kidney epithelial cell line LLC-PK1 and the human breast cancer cell lines SKBR3, BT474 and MDAMB-231 were obtained from the American Type Culture Collection (Manassas, VA) and were maintained in DMEM containing 10% foetal bovine serum (FBS). MCF7 cells were a king gift of Dr J. Baselga and were cultured in DMEM-F12, 10% FBS. All cell lines were cultured under 5% CO2 at 37°C HBMECs and LLC-PK1 were transfected using the nucleofector system developed by Amaxa Inc (Kit V and U015 program) or Biorad electroporation system, respectively as previously described [16,49]. SKBR3 and BT474 were transfected with Amaxa using Kit C and E009 program.

Immunofluorescence

Caco-2/TC7 were grown to confluence on Thermanox coverslips (Thermo Fischer Scientific) before fixation in 4% paraformaldehyde and immunostaining. Transfected LLC-PK1 were plated on Thermanox coverslips at high density to reach confluency and 48h after cells were fixed and stained. Series of optical sections were obtained with a Leica TCS-SP5 resonant scanner multi-photon confocal microscope (Leica Microsystems), using a 63x oil immersion objective. Three-dimensional reconstructions and merged images of the same field were obtained using Imaris software (Bitplane Company).

Immunoblots, dot blots and immunoprecipitation

Cells were washed with cold PBS and lysed in a Triton based-buffer (1% Triton, 50 mM Tris-HCl pH 8.8, 25 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM Na3VO4, 1 mM NaF, 1 mM AEBSF, 10 μg/ml each of aprotinin/leupeptin/pepstatin) or in a Laemmli buffer. For immunoprecipitation, the insoluble fraction was removed by centrifugation and the cleared lysates were used for immunoprecipitation with specific antibodies. Proteins were separated by SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose (Schleicher & Schuell). After blocking for 1 h in PBS/3% milk/0.1% Tween 20, or TBS/0.1% Tween20/3% BSA, membranes were probed overnight with specific antibodies. Proteins were visualized with peroxidase-coupled secondary antibody using the ECL system (Amersham) on a Fusion FX (Vilber Lourmat) chemoluminescence acquisition system. Western blot quantifications were obtained with ImageJ software. Cell lysates from UACC812, MDAMB-361, ZR75-30, HCC202 breast cancer cells were a generous gift from E.

Charafe-Jauffret (CRCM, Marseille). For dot blots, cells were washed with cold PBS and lysed in a Laemmli buffer. After boiling, 5 min, 95°C, samples were transferred on the nitrocellulose membrane in a dot blot apparatus, blocked and incubated with specific antibodies as described above.

GST-pulldown

HBMECs non-transfected or transfected with the indicated plasmids were lysed with RIPA buffer (50 mM Hepes pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EGTA, 1.5 mM MgCl2, 10% glycerol, 0.1% SDS, 1% triton, 0.5% sodium deoxycholate, 1 mM Na3VO4, 1 mM NaF, 1 mM AEBSF, 10 μg/ml each of aprotinin/leupeptin/pepstatin). Clarified lysates were incubated with GST fusion proteins (20-30 μg) bound to glutathione-Sepharose beads for 2h at 4°C. Beads were washed three times with lysis buffer, and bound proteins were eluted in Laemmli sample buffer and separated by SDS-PAGE for analysis by western blotting.

AlphaScreen

Biotinylated peptides encoding the cytosolic juxtamembrane region of HER2 (ILIKRRQQKIRKYTMRRL) or CD44 (NSRRRCGQKKKLVINSG), along with a ΔEBM control peptide with point mutations in the key residues of HER2 involved in interaction with the FERM domain (ILIGGGQQKIGKATMRRL) have been synthesized (Proteogenix). The binding reaction was performed using white 384-well Optiplates (PerkinElmer, Whalham, MA, USA) in 20 μl (total reaction volume). GST-FERM (or GST) and biotinylated peptides were prepared in PBS, pH 7.4, containing 5 mM MgCl2 and 0.02% CHAPS. GST-FERM, or GST was incubated with biotinylated-HER2, CD44 or ΔEBM 30 min at room temperature. AlphaScreen® Streptavidin Donor beads (20 μg/ml) and Glutathione AlphaLISA® Acceptor Beads (20 μg/ml) were then added to the wells and incubation was further proceeded for 40 min or overnight in the dark and at room temperature. For competition experiment, non-biotinylated peptides were added. Phytochemical and chemical libraries were obtained from Prestwick Chemical.

Compounds were diluted using an Automation Workstation (PerkinElmer) and automatically transferred at a final concentration of 25 µM into plates containing 0.156 µM GST-FERME and 5 nM biotin-EBM (final concentrations) and incubated for 30 min at room temperature. Then donor and acceptor beads were added and incubation was further proceeded for 40 min or overnight in the dark and at room temperature. For the "true-hit" screen, compounds were incubated together with a mixture of 20 μg/ml streptavidin Donor and biotin Acceptor beads.

Light signal was detected with the EnVision® multilabel plate reader (PerkinElmer).

Surface Plasmon resonance

Interaction studies were performed on a BIAcore T200 instrument (BIAcore Life Sciences, GE Healthcare Europe). Streptavidin-coated sensor chip (Series S sensor chip SA, GE Healthcare) was used to capture peptides encoding either the cytosolic sequence of HER2, the juxtamembrane region of CD44 or CD147

(AYDKRRKPEDVLDDDDAGSAPLKSSGQHQNDKGKNVRQRNSS) at a flowrate of 5 μl/min (surface immobilization level of 60, 59 and 115 resonance units (RU), depending on the molecular weight, respectively) in a running buffer (10 mM Hepes, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.005% Tween20). The fusion proteins GST alone or GST-FERME were used as analytes and injected sequentially (40 nM, 200 nM and 1000 nM) at a flow rate of 25 μl/min for 180 seconds to perform single-cycle kinetics 47 . Kinetic analyses were performed using the BIAevaluation 4.1.1 software. For Zuclopenthixol binding experiment, the surface immobilization level of HER2 peptide was 370 RU. Zuclopenthixol and Analog 1 were used as analytes and injected at 1 or 5 µM at a flow rate of 25 μl/min for 60 seconds.

Proliferation assays

Counting: HBMECs transfected with the indicated plasmids were seeded at 60.10 

Survival analyses

Overall survival of 1402 breast cancer patients was assessed with the online Kaplan-Meier plotter (http://kmplot.com/analysis/). Patients were divided into two groups according to Moesin expression levels (auto select best cut-off). Analyses were either restricted to HER2+ intrinsic subtype (117 patients) or to HER2-negative status (130 patients) breast cancer patients. The two patient cohorts were compared by a Kaplan-Meier survival plot, and the hazard ratio with 95% confidence intervals and LogRank P value were calculated. Each database was updated biannually.

Purification of Zebra fusion proteins

Zebra-GFP or FERME-Zebra transformed BL21 bacteria were grown in LB medium supplemented with100 µg/ml ampicillin and incubated at 37°C under agitation until DO600=0.6.

Protein expression is induced by 0. 

Soft agar colony formation assay

A bottom layer of 0.8% agarose in DMEM supplemented with 20% SVF and penicillin/streptomycin was added to 24-well plates before seeding 25.10 3 cells/well in a 0.6% agarose top layer. Cells were treated with vehicle or with 5-10 μM Zuclopenthixol, 10 µM Analog 2 or 5 µM AG1478 (a non-specific HER2 kinase inhibitor) as a positive control.

Treatments were renewed 3 times a week. After 6 weeks, colonies were visualized with a phase-contrast microscope and their number and size were quantified using ImageJ software.

Tumour progression in orthotopic xenograft

Experiments were performed on the TrGET platform of centre de Recherche de Cancérologie Estradiol pellets were implanted subcutaneously. Metacam was administered 24h and 48h post implantation. Nineteen days after implantation, mice were randomized into 3 groups to be administered intraperitoneally during three weeks with vehicle (10% DMSO in PBS, 5 days a week, n=9), 4 mg/kg Zuclopenthixol (5 days a week, n=8) or 5 m/kg Zuclopenthixol (3 days a week, n=9). Mice weight and tumour volume were assessed 2 to 3 times a week using a calliper. At the end of the experiment, the collected tumours were photographed, weighed, cut into halves to be either frozen in liquid nitrogen or embedded in OCT and frozen at -80°C. A tissue Lyzer™ was used to solubilize tumour proteins in a lysis buffer containing 50 mM Tris pH=8.8, 25 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton, 10% glycerol and 1 mM phosphatase (AEBSF and 1 mM orthovanadate) and 10 µg/mL protease inhibitors (aprotinin, leupeptin, pepstatin). 5

µm thick sections were immobilised on superfrost™ plus microscope slides and proceeded for immunofluorescence analysis. Sections were incubated with the primary antibodies for 1h in PBS/BSA 3% then DAPI was added to Alexa-conjugated secondary antibodies for 1h. After additional washing, coverslips were mounted in glycergel (Dako), entire samples were scanned using a Lamina multilabel slide scanner (PerkinElmer) and were further analysed using confocal microscopy (spinning disk Leica, 40x). Quantification analysis of the images was performed using ImageJ software (NIH).

Tumour progression in intracranial xenograft

Experiments were performed by Oncodesign contract research organization (Dijon, France).

Experimental procedures were performed in accordance with the guidelines of the Institut 

Primers ΔEBM-5P 5'-GTGGTCTTTGGGATCCTCATCGGGGGAGGGCAGCAGAAG-3' ΔEBM-3P 5'-CTTCTGCTGCCCTCCCCCGATGAGGATCCCAAAGACCAC-3' V77L-5P 5'-GCTGGTTTGGGCTCCCC-3' V77L-3P 5'-CATCACGTATGCTTCGTCTAAG-3' V7842I-5P 5'-GTGCGGCTCATACACAGGGAC-3' V7842I-3P 5'-ATCCTCCAGGTAGCTCATCCC-3' FERME-5P 5'-GGAATTCCATATGCCGAAACCAATCAATGTCCGAG-3' FERME-3P 5'-CCCAAGCTTCCGCTCCAGCTGCTTCTG-3' Zebra-5P 5'-CCCAAGCTTAAGCGATACAAGAATCGGGTGGC-3' Zebra-3P 5 

Famille des miR-200s

Cette famille est constituée de cinq membres : miR-200a/b/c, miR-141 et miR-429 (figure 24).

Ils sont très conservés chez les vertébrés et exprimés normalement dans les tissus épithéliaux. 

Famille des miR-29s
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Upregulation of miR-429 and miR-29c enhances HER2 expression and tumorigenesis in HER2+ breast cancers

Anaïs Domingot 1,2 , Haniaa Bouzinba-Segard 1,2 , Rima Chatila 1 , Sophie Vacher 3 , Ivan Bieche 1,3 , Sandrine Bourdoulous 1,2 and Camille Faure 

INTRODUCTION

Breast cancer remains the most commonly diagnosed cancer among women and the leading cause of cancer death. HER2-positive breast carcinomas, resulting from ErbB2 gene amplification or mutations leading to exacerbated HER2 activation, account for about 25% of total breast cancer cases [1]. ErbB2/HER2 encodes a tyrosine kinase receptor belonging to EGFR family [2]. When activated in homo or heterodimer, this orphan receptor promotes mitogen and survival signals by the downstream activation of ERK MAPK and Akt signaling cascades [3, 4]. HER2 overexpression confers poor prognosis in breast cancer patients [5]. In the last decades, HER2-targeted therapies based on extracellular anti-HER2 antibodies (trastuzumab, pertuzumab), kinase inhibitors (lapatinib, neratinib) or drug conjugates (TDM1)

have importantly improved the survival rate of patients but many limitations still persist [6-9].

The emergence of resistance and high toxicity are the most severe ones underlining the need for the discovery of new therapeutic targets to overcome these limitations.

MicroRNA (miRNA) are small non-coding RNA that regulate gene expression at the posttranscriptional level. They originate from a longer precursor which is cleaved by the Drosha enzyme, exported from the nucleus and further processed by the Dicer enzyme to generate miRNA-3p/5p duplex. Typically, only one strand is loaded onto an Argonaute protein to form the RISC (RNA-induced silencing complex) complex whereas the other is degraded. The mature miRNA, predominantly via its seed sequence (nucleotides 2 to 8), binds multiple target mRNAs mainly via their 3'UTR (3' untranslated region), resulting either in target mRNAs degradation or the blockade of their translation [10]. Aberrant miRNA expression has been reported in numerous pathologies including malignancies, where they can exert oncogenic or tumor suppression functions [11-13]. Deregulated expression of miRNAs and their cognate targets has been shown to affect all hallmarks of breast tumorigenesis [14, 15]. They can be grouped as miRNA families based on their sequence similarity or as clusters, when transcribed in the majority of cancers and known to inhibit multiple oncogenic processes. However, recent reports have led to a more complex picture with an upregulation of miRNA from miR-200 or miR-29 family in some cancers associated with oncogenic roles highlighting the importance of complementary studies to fully appreciate the role of these miRNAs [17-20].

Due to their expression profile, miRNA are very attractive candidates for the discovery of diagnostic and prognostic biomarkers. Chemical modifications, such as LNA (Locked Nucleic acid, a RNA analog in which the ribose is locked by an extra bridge connecting the 2'-O with the 4'-C), of miRNA modulators have been engineered to increase both their affinity, stability and biodistribution, and they now also represent promising therapeutic agents. Several miRNA modulators are now evaluated in clinical trials as illustrated by a LNA miR-155 inhibitor for the treatment of blood cancers (Cobomarsen, Miragen Therapeutics) [21, 22]. Therefore, modulation of miRNAs in cancer cells could become a reliable tool for improving the cancer therapy.

In this study, we performed miRNA profiling of 26 breast cancer cell lines to identify differentially expressed miRNA between HER2-positive breast cancer cells compared to HER2-negative counterparts. Expression of nearly all members of miR-200 and miR-29

families was altered prompting us to investigate their functions in breast cancer cells. Analysis of clinical data suggested that they could be used as diagnostic and prognostic biomarkers.

More interestingly, we found that miR-429 and miR-29c-3p are key oncogenic miRNAs in HER2-positive breast cancer cells. Their inactivation suppressed HER2 expression and specifically impeded proliferation of HER2-positive breast cancers by inducing apoptosis.

Collectively our results demonstrate that miR-429 and miR-29c-3p are key positive regulators of HER2-positive breast cancers and establish a strong rationale of targeting miR-429 and miR-29c-3p for the treatment of HER2-positive breast cancer patients.

RESULTS

MiR-200 family and miR-29c-3p are upregulated in HER2-positive breast cancer cells

To analyze the differential expression of miRNA according to HER2 status, we performed a miRnome analysis of 800 miRNAs in 26 breast epithelial normal or cancer cell lines. First, cells were classified depending on their HER2 mRNA expression level defined as high (HER2 > 1000, n=7; hcc202, BT474, MDAMB361, BT483, MDAMB453, MDAMB415 and ZR75-1), intermediate (500 ⩽ HER2 ⩽ 1000, n=4; HCC1187, MCF10-2A, HCC1428 and HCC1599) or low (HER2 < 500, n=15 ; BT20, MCF10A, HCC70, HCC1937, MCF12F, 184B5, Hs578T, MCF12A, BT549, PMC42, MDAMB231, HCC1143, Htert Hme1, MDAMB157, MDAMB436).

Unsupervised analysis of miRNA expression data revealed that two distinct clusters were formed by HER2-overexpressing cells (High) and HER2-non overexpressing cells (Low) with the exception of HCC70 cells (Figure 1A). Similarly, principal component analysis (PCA)

showed that HER2-overexpressing cells were discriminated from HER2-non overexpressing cells thereby confirming an important link between HER2 status and miRNA expression levels (Figure 1B). Interestingly, cells with intermediate level of HER2 expression (Inter) clustered mostly with HER2-overexpressing cells with which they also largely overlapped in PCA (Figure 1A-B). This analysis revealed that 35 miRNAs were differentially expressed between HER2overexpressing and HER2 non-overexpressing cells (High/Inter vs. Low; cuts-off: P < 0.05; -1.4>log2FC or log2FC>1.4). These included 12 downregulated miRNAs, among which miR-125b-5p is already known to target ERBB2 and ERBB3 3'UTR, and 23 upregulated miRNAs including miR-196a-5p, miR-191-5p and miR-340-5p, previously known to be associated with HER2 breast cancers, thereby validating our approach [23-26]. Strikingly, several members of the same family were differentially expressed depending on HER2 level of expression (Figure 1A) (Figure 1D). Strikingly, the cluster I of miR-200 was considerably more expressed than cluster II in cells displaying high expression of HER2 (Figure 1A and1E). While miR-29a-3p and miR-29c-3p, arising from different chromosomes, were regulated in an opposite manner (Figure 1A and 1E). MiR-183, -96 and -182 form a polycistronic cluster located on human chromosome 7

with minor difference in their seed sequences. They were expressed at similar levels and considerably more expressed in cells displaying high expression of HER2 than in cells with low HER2 expression (Sup. Fig. 1B). MiR-130 family consists of 5 members with the same seed sequence (2-AGUGCAA-8), transcribed from three clusters (miR-130a; miR-301a and miR-454; miR-130b and miR-301b) located on human chromosome 11, 17 and 22 respectively (Sup. Fig. 1B). Only miR-301a-3p and miR-454-3p located on the same chromosome were highly expressed in HER2-overexpressing cells compared to cells displaying low HER2 expression (Sup. Fig. 1C). Finally, miR-221-3p and miR-222-3p that are transcribed from human chromosome X and share an identical seed sequence (2-GCUACAU-8) were both highly downregulated in HER2-overexpressing cells (Sup. Fig. 1A,D).

This analysis revealed that multiple miRNAs belonging to the same genomic cluster were coordinately regulated in HER2-overexpressing cells, suggesting that they might represent valuable biomarkers and/or play a role in HER2+ breast cancer tumorigenesis.

MiR-429 and -200b-3p are valuable biomarkers for the diagnosis of HER2-positive breast cancers

In Fig. 2C,3C). We then performed a receiver operating characteristic (ROC) curve analysis, as it is a useful way to assess the performance of a diagnostic test to distinguish between patients with disease and those without disease, the area under the curve (AUC) allowing the evaluation and comparison of different diagnostic tests (AUC>0.9 is considered as excellent, 0.8<AUC<0.9 as good and AUC<0.6 as poor) [27]. or miR-29b-3p (miR-29a-3phigh undefined vs. 58.88 months, Log-rank test=0.0141; miR-29b-3phigh undefined vs. 71.21 months, Log-rank test=0.3531) (Sup. Fig. 2E). In non-HER2overexpressing tumors, high expression levels of miR-29a-3p or miR-29b-3p also seemed to improve the early prognosis (miR-29a-3phigh 195.6 vs. 202.8 Altogether, these results showed that, among all miRNAs analyzed in this study and, in particular, among miR-200 family members, only high levels of miR-200b-3p and miR-429

were associated with a bad prognosis specifically in HER2-overexpressing breast cancer patients, therefore demonstrating that miR-200b-3p and miR-429 are specific predictive biomarkers of the prognosis of HER2-overexpressing breast tumors patients.

MiR-429, -200b-3p and -29c-3p are essential for HER2-dependent cell proliferation

Given the association between the level of expression of miR-200b-3p, miR-429, and, at lower extent, miR-29c-3p and survival of HER2-overexpressing tumors patients, we selected them for further functional analyses. We first addressed whether they were involved in HER2overexpressing cell proliferation. Using specific miRNA inhibitors, we performed loss of function experiments in BT474 (HER2+, Luminal B), SKBR3 (HER2+) or MDAMB231 (TNBC)

breast cancer cells and analyzed their proliferation in real time with an impedance-based assay (Figure 3A). SKBR3 cells and BT474 cells transfected with 100 nM control anti-miR (anti-miR CTRL) exhibited a continuous increase in impedance corresponding to the proliferation phase that was similar to non-transfected or mock transfected cells (Figure 3A and Sup. Fig. 4A). As expected, 1 µM lapatinib, a non-specific kinase inhibitor of HER2 with cytostatic and cytotoxic effects [28, 29], resulted in a strong inhibition of the cell proliferation of both SKBR3 (79% inhibition) and BT474 (85% inhibition) (Sup. Fig. 4A). 24h post-transfection with 60 or 100 nM anti-miR-429, cell growth of both SKBR3 and BT474 was dramatically reduced (65% inhibition and 98% inhibition at 100 nM, respectively) (Figure 3A, left panel).

Inactivation of miR-200b-3p also resulted in a reduced proliferation of SKBR3 (28% inhibition at 100 nM) and BT474 (30% inhibition at 100 nM), but this effect was moderate compared to miR-429 inhibition (Figure 3A, central panel). Finally, anti-miR-29c-3p-induced inhibition of cell proliferation was higher in BT474 cells (67% inhibition at 100 nM) than in SKBR3 cells (26% inhibition at 100 nM) (Figure 3A, right panel). These results were supported by another proliferation assay relying on metabolic activity (MTT test), with similar inhibition of the proliferation of SKBR3 or BT474 following inactivation of miR-429 or of miR-200b-3p (Sup. Fig. 4B).

In contrast, in non-HER2 dependent breast cancer cell line, MDA-MB231, proliferation was neither affected by lapatinib treatment nor by transfection of anti-miR429, anti-miR-200b-3p or anti-miR-29c-3p, thereby ruling out a HER2-independent mode of action of these agents (Figure 3A, bottom panel and Sup. Fig. 4A). Together, these results indicated that miR-429, miR-200b-3p and miR-29c-3p play essential roles in proliferation of HER2-overexpressing cells.

Anti-miR-429, -miR-200b-3p or -miR-29c-3p induced HER2-positive breast cancer cell apoptosis

To get a better understanding of the inhibitory effects of anti-miR directed against miR-429, miR-200b-3p or miR-29c-3p, we analyzed their impact on the cell cycle. In BT474 cells, transfection of 40 nM anti-miR-CTRL did not induce any significant modification compared to mock transfected cells (Sup. Fig. 4C). Both SKBR3 and BT474 cells transfected with 40 to 60 nM of anti-miR-429 exhibited a different profile with regard to anti-miR CTRL-transfected cells, with a 40 to 60% reduction of the number of cells in S phase associated with a 3-to 10-fold increase in the subG1 peak corresponding to apoptotic cells, while cells in G1 and G2/M remained unaffected (Figure 3B and Sup. Fig. 4C). This effect was comparable to treatment with 0.5 µM lapatinib (Figure 3B and Sup. Fig. 4C). Compared to anti-miR CTRL-transfected cells, inactivation of miR-200b-3p in SKBR3 cells occasioned a substantial increase in G1 together with a decline of S phase, while G2/M and subG1 peaks remained unaffected (Figure 3B). Finally, miR-29c-3p inhibition similarly resulted in an increase in SKBR3 cells in G1 and in subG1 accompanied by a decrease in S phase, while G2/M remained unaffected (Figure 3B). These results showed that inhibition of miR-429, miR-200b-3p or miR-29c-3p induced cell cycle arrest of HER2-overexpressing breast cancer cells, with an obvious decline of cells in S phase, in agreement with the inhibition of cell proliferation described above. Anti-miR-429 also induced a noteworthy rise in subG1 peak, suggesting the induction of apoptosis.

Activation of executioner caspases, particularly caspase-3 and caspase-7 (Cas3/7), constitutes the signature of apoptosis and orchestrates all the morphological changes that ultimately lead to the cell dismantling [30]. To investigate whether miR429, miR200b-3p and miR29c-3p would induce apoptosis, we then monitored the activation of Cas3/7 in BT474 with a live cell imaging system. Mock-transfected BT474 cells progressively grew in small patches (Sup. Fig. 5A-B). Transfection of 60 nM anti-miR CTRL did not induce any significant effect on cell growth compared to mock transfected cells and induced only a slight and transient increase in Cas3/7 activation (Sup. Fig. 5B and Sup. Fig. 6B). Cell growth inhibition promoted by anti-miR-429 was associated with a strong release of cell debris and activation of Cas3/7 that colocalized with cellular remnants (Figure 4A-C). Inactivation of miR-200b-3p or miR-29c-3p also induced a transient increase in Cas3/7 activation associated with a significant increase in the release of cells debris, but not as substantial as upon miR-429 inactivation (Figure 4A-C).

In sharp contrast, treatment with 0.5 µM lapatinib, which resulted in a strong inhibition of cell growth (78% inhibition) (Sup. Fig. 5A-B), induced moderate activation of Cas3/7 and release of cell debris (Sup. Fig. 6A-B and Sup. Fig. 5A-C), indicating that inactivation of these miR induced a different mechanism of death. Finally, neither growth inhibition nor release of cell debris was observed upon transfection of these anti-miR in the non-tumorigenic breast epithelial cell line MCF10A (Sup. Fig. 7), hence demonstrating that this effect was specifically induced in HER2-positive breast cancers cells.

Because chromatin condensation and DNA fragmentation occur only in apoptotic dead cells [30], we analyzed nuclear morphology. Accordingly, compared to anti-miR CTRL, transfection with anti-miR-429 in BT474 cells induced a 3-to 4-fold increase in the number of condensed cell nuclei and co-localizing with active Cas3/7-positive cells (Figure 4D). As comparison, 0.5 µM lapatinib induced a 2-fold increase of condensed cell nuclei (Sup. Fig. 6C). In SKBR3 cells, anti-miR-429-induced nuclear condensation was even more dramatic, as it increased up to 12 fold as compared to anti-miR CTRL, mock-transfected or lapatinib-treated cells, and was accompanied by an increase in Cas3/7 activation (Sup. Fig. 6D). Anti-miR-29c-3p-transfected cells also exhibited a 4-fold increase in the number of condensed nuclei in SKBR3, (Sup. Fig. 6D). Interestingly, cell dismantling induced by anti-miR-429 was accompanied by striking changes in cell shape. Round shaped cells first displayed blebs-like structures at the cell surface concomitantly to Cas3/7 activation (step 1) before producing typical membrane protrusions (step 2) just prior cell disassembly (step 3) (Sup. Fig. 6E). This was highly reminiscent of what have been described by Atkin-Smith, Poon and colleagues as microtubule spikes and apoptopodia [31]. In summary, we observed that miR-429, miR-200b-3p or miR-29c-3p inhibition induced Cas3/7 activation, cell nuclei condensation and DNA fragmentation, which resulted in the release of cellular debris from dead cells. Collectively, these results demonstrated that anti-miR-429, anti-miR-200b-3p and anti-miR-29c-3p induced apoptosisdependent cell death in HER2-positive breast cancer cells.

MiR-429, -200b-3p and 29c-3p are essential for HER2 expression and/or activation

Since miR-429, miR-200b-3p and miR-29c-3p, upregulated in HER2-positive breast cancer cells, are essential for proliferation and survival of HER2-positive breast cancer cells, two processes driven by signaling cascades downstream of HER2 activation, we examined the effect of inactivation of these miRNAs on HER2 receptor activation status and downstream signaling. Unexpectedly, we found that, in both BT474 and SKBR3 cells, anti-miR-429 anti-miR-200b-3p and anti-miR-29c-3p all induced a dose-dependent inhibition of HER2 activation with concomitant loss of HER2 expression. This effect was accompanied by downstream inhibition of both ERK MAPK and Akt activation (Figure 5A-B). Both anti-miR-429 and anti-miR-29c-3p had more potent effects than anti-miR-200b-3p, in agreement with the extent of their above described inhibition of proliferation and survival.

To confirm that the anti-proliferative effects induced by these anti-miRs were mediated through inhibition of HER2, we performed rescue experiments (Figure 5C). While anti-miR429 transfection was associated with an inhibition of cell proliferation, as described above, HER2 overexpression concomitant to miR-429 inactivation rescued BT474 proliferation to the level observed in anti-miR CTRL-transfected cells (Figure 5C). Taken together, these results demonstrated that miR-429, -200b-3p and -29c-3p are essential for HER2 expression and activation of oncogenic signaling.

DISCUSSION

By conducting microRNA expression profiling in human breast cancers, associated with analyses of the overall survival of breast cancer patients, we found here that overexpression of miR-429, miR-200b-3p and miR-29c-3p occurs early, from stage 1 HER2 + breast cancer, and is strongly associated with progression of HER2-positive breast cancers, suggesting their possible use as diagnostic, prognostic and predictive biomarkers. Moreover, we showed that miR-429 and miR-29c are key positive regulators of HER2 and, subsequently, of HER2positive breast cancers, hence revealing the context dependent oncogenic function of these miRNAs. This important finding establishes a strong rationale for developing anti-miR-429 and -miR-29c-3p as novel therapeutic agents against HER2-positive breast cancers to improve their clinical outcome.

Several studies have shown that microRNA expression profiling is associated with tumor development, progression and response to therapy, allowing identification of miRNA signatures with strong predictive diagnostic and prognostic potentials [32]. In particular,

microRNAs have revealed a great potential as new early diagnosis biomarkers that can be reliably extracted and detected from tissues, blood, circulating exosomes and from different biologic fluids [32]. Biomarkers for an early diagnosis represent a major issue in clinics, as an early diagnosis is usually associated with the best prognosis. Previous studies have identified miRNAs that can specifically classify estrogen receptor, progesterone receptor and HER2

receptor status among breast cancers [33-35]. Several miRNAs were shown to be associated with HER2 breast cancers. For instance, let-7f, let-7g, miR-107, miR-10b, miR-126, miR-154, and miR-195 inversely correlated with HER2 overexpression and a signature of 5 miRNAs (miR-520d, miR-181c, miR-302c, miR-376b, and miR-30e-3p) was also shown to predict HER2 status in patients with early breast cancer [36]. While these miRNAs were downregulated, as generally observed in cancers as a consequence of genetic loss, epigenetic silencing, defects in their biogenesis pathway or widespread transcriptional repression [37, 38], we found here several members of miR-183 cluster, miR-130, miR-200 and miR-29 families, which were overexpressed in HER2 breast cancer cells. Some were already described to play role in breast cancers, such as miR-96-5p, miR-182-5p and miR-183-5p, which form a miRNA cluster on human chromosome 7 that is highly expressed in breast cancers and stimulates cell growth by promoting mitosis, cell migration and survival [39]. While others were described to be involved in different cancer types, such as members of the miR-130 family, which consists in 5 members: miR-130a (chromosome 11), miR-130b and miR-301b (chromosome 22) and miR-301a and miR-454 (chromosome 17), shown to promote cell migration and invasion in bladder cancer by regulating PTEN [40]. Among members of this family, we found only miR-301a-3p

and miR-454-3p significantly overexpressed in HER2-positive breast cancer cells, and, interestingly, they arise from the same genomic locus, 17q22, suggesting that a similar mechanism exacerbates their expression. Interestingly, as ERBB2 gene is located on 17q21, it raises the possibility of a combined gain of expression of HER2, miR-301a and miR-454 on this chromosomic region prone to genetic aberrations in breast cancers [41]. In consistence with our work, a previous study reported that high level of expression of 5 miRNAs, including miR-196a-5p, miR-301a-3p and miR-454-3p also found in our study, were indicative of a poor prognosis in breast cancer patients by targeting Piezo-type mechanosensitive ion channel component 2, which expression negatively correlated with HER2 status [42].

More importantly, we found 5 members of the miR-200 family (miR-200a-c-3p, miR-141-3p

and miR-429-3p) upregulated in HER2-overexpressing breast cancer cells and tumor samples.

By targeting the transcription factors ZEB1 and ZEB2, two key drivers of the epithelialmesenchymal transition (EMT), miR-200s were described as major EMT inhibitors in breast cancers that therefore act as key tumor suppressors [16]. Conversely, miR-200s were described as oncogenes in colorectal, mammary or bladder cancers, as well as in lung or nasopharyngeal carcinoma [43-47]. Plasma concentration of miR-141-3p and miR-200c-3p

were higher in metastatic breast cancer patients than in healthy controls [48, 49] and plasma concentration of miR-429 was significantly upregulated in HER2-overexpressing breast tumor patients [50]. Our analysis clearly revealed that miR-200a-3p/-200b-3p/-429 cluster was more expressed than miR-200c-3p/-141-3p cluster in HER2-overexpressing breast tumors. This observation is consistent with previous work showing both common and singular mechanisms in the regulation of the expression of these two clusters [51]. It is interesting to note that the transcription factor Specificity Protein 1 (SP1), shown to activate the transcription of miR-200a-3p/-200b-3p/-429 and ERBB2 [17], is highly expressed in breast cancer patients and is associated with poor prognosis [52]. In addition, SP1 is a predicted target of miR-429, -29c-3p

and -200b-3p, therefore suggesting a negative feedback regulation of SP1 by miR-200s expression to restrain HER2 expression and activation. Finally, we found that miR-429 and miR-200b-3p, which form an additional functional cluster based on sequence identity, both constituted specific diagnostic biomarkers for HER2-positive breast cancers and specific indicators of the prognosis of HER2-positive breast cancer patients.

In addition, we found that miR-29c was also upregulated in HER2-overexpressing cells, whilst miR-29a-3p was decreased. In agreement with our findings, miR-29a-3p was shown to be downregulated in various breast cancer cells and particularly in HER2-positive breast cancer cells [53]. These two members of miR-29 family arise from different transcripts regulated by distinct promoters shown to be transactivated by different factors [54]. Consistent with our observation, expression of the transcriptional repressor Yin-Yang-1 (YY1), which controls the promoter of miR-29b2-3p/-29c-3p, was shown to be involved in HER2 overexpression [55].

Depending on the context, miR-29s have been described either as tumor suppressors, by promoting tumor cell apoptosis and expression of tumor-suppressor genes, or as oncogenes by activating EMT and promoting metastasis in breast and colon cancers [20]. Here we found that, in agreement with reduced expression of miR-29a-3p and increased expression of miR-29c-3p in HER2-positive breast cancers, high expression of miR-29a-3p significantly correlated with a better clinical outcome of HER2-positive breast cancer patients, whereas miR-29c-3p expression was associated with a trend toward worse prognosis of these patients.

Hence, miR-29a-3p and miR-29c-3p can both constitute diagnostic and prognostic biomarkers for HER2-positive breast cancers and specific indicators of the prognosis of HER2-positive breast cancer patients. Globally, this work revealed novel biomarkers with potential benefits in aiding clinical diagnosis of HER2-positive breast cancers and subsequent treatment.

Beside their possible use as biomarkers, we showed here that inactivation of miR-200b-3p, miR-429 or miR-29c-3p reduced HER2-positive breast cancer cell proliferation. Of most interest, we found that inactivation of these miRs had major impact on the oncogenic expression of HER2. All resulted in reduced HER2 expression and subsequent inhibition of downstream oncogenic signaling pathways, associated with modifications of cell cycle and survival profiles, therefore demonstrating their oncogenic activity in HER2-positive breast cancer cells. As HER2 is a major therapeutic target in breast cancer, targeting miRNA acting on HER2 expression and associated oncogenic pathway could thereby represent an important option in future HER2-targeted cancer therapy.

Some studies described the regulation of HER2 oncogene by miRNAs. MiR-125b-5p has been shown to target the 3'UTR of ERBB2 and ERBB3 [23] and, in consistence with this negative regulation of HER2, we found miR-125b-5p downregulated in HER2-overexpressing compared to non-HER2-overexpressing breast cancer cells. Other miRNAs were identified as potential regulators of ERBB2 3'UTR (miR-331-3p, miR-541, miR-134, miR-453, miR-193a-5p, miR-498, and miR-552) [36], however they were not significantly associated with HER2 breast cancers in our study. Conversely to the mode of action of these miRs that negatively impact on HER2 expression, we revealed here 3 novel potent positive regulators of HER2.

Interestingly, the cell death mechanism induced by inactivation of miR-200b-3p, miR-429 or miR-29c-3p differed from the one induced by the kinase inhibitor Lapatinib, indicating that their activity might not solely rely on the positive regulation of HER2 expression and activation. As oncogenic activity of the miR usually rely on their ability to concurrently target multiple effectors of pathways involved in cell differentiation, proliferation and survival [32], it is most likely that these miRs also act on several targets involved in HER2 signaling.
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Despite their similar expression level and similar seed region, critical for miRNA-target interactions, miR-200b-3p and miR-429 exhibited different efficiency to inhibit HER2 pathway.

While miR-429 inactivation dramatically decreased both HER2 expression and function, inducing a drastic inhibition of HER2-positive breast cancer cell proliferation and apoptotic cell death, only a modest inhibitory effect was observed upon miR-200b-3p inactivation on HER2 expression and cell proliferation. These differences, observed with different inhibitors (anti-miRNA inhibitors or LNA), most likely results from sequence divergence in the 5 additional miRNA-target base pairs close to the seed region, that stabilize the interaction and highly increase target affinity, thereby allowing specific target recognition [56]. While conducting this study, a paper has recently described the upregulation of miR-429 in HER2-positive breast cancers and the inhibitory effect of anti-miR-429 on the proliferation of HER2-positive breast cancers, by regulating Hypoxia-Inducible Factor (HIF)-1a pathway [57].

By conducting an in silico approach, the authors identified VHL (Von Hippel-Lindau Tumor Suppressor) as a miR-429 target regulating HIF1A pathway and miR-429 inactivation increased VHL expression in vitro and in vivo [57]. Interestingly, VHL is the target recognition component of the E3 ubiquitin ligase complex. This raised the interesting possibility that VHL could constitutively ubiquitinate HER2 in physiological conditions leading to its degradation and restraining its activity, while in HER2-overexpressing breast cancers, increased expression of miR-429 would exacerbate HER2 oncogenic role by downregulating VHL and increasing HER2 stability. Non-canonical roles of VHL have also been described in cellular processes such as regulation of extracellular matrix, senescence, apoptosis, microtubule stability, RNA stability, endocytosis and gene transcription [58]. Further investigations are thus needed to test the involvement of these putative targets in HER2-dependent breast 124 tumorigenesis downstream of miR-429, miR-200b-3p or miR-29c-3p and their role in relation with HER2 expression and function.

Taken together, this work has led to the identification of valuable diagnostic and prognostic biomarkers of HER2-positive breast cancers, and of two main oncogenic miRNAs involved in the regulation of HER2 expression and activation of downstream signaling pathways. This study paves the way for novel patient stratification and personalized treatment relying on miR-429 and miR-29c-3p inactivation as an innovative complementary strategy for HER2-positive breast cancers. Propidium Iodide was from Abcam (ab139418). pRK5 mammalian expression vector encoding gD-HER2 was kindly provided by Dr M. Sliwkowski and previously described (Genentech, CA, USA) [59]. BT474 cells were transfected with 1 µg pRK5 empty vector or encoding gD-HER2 using Amaxa 127 nucleofector system KitC and E009 program and subsequently lipofected with 60 nM anti-miR CTRL or anti-miR429 and processed for further analyses.

METHODS

Reagents

Cell culture and transfection

Impedance-based cell proliferation assay (xCELLigence)

7-9.10 3 cells/well were seeded into 200 μL of media in 96X microplates (E-Plate). The attachment, spreading and proliferation of the cells were monitored every 15 minutes using the RTCA-MP xCELLigence® system. Cell-sensor impedance was expressed as an arbitrary unit called the cell Index.

Flow cytometry

Cells were harvested, washed with PBS and fixed in cold 70% ethanol for 30 min at 4°C. Cells were washed twice with PBS, pelleted and treated with RNase before 50 µg/ml propidium iodide addition. Samples were analyzed on C6 accuri flow cytometer.

Incucyte imaging system

Cells were seeded in 96-well plates and monitored with an Incucyte S3 imaging system (Sartorius) using 10X objective.

Immunofluorescence

Cells were grown on thermanox coverslips (Thermo Fischer Scientific). After the indicated transfection or treatment, cells were fixed in 4% paraformaldehyde and immunostained. Image acquisition were performed with a confocal spinning disk microscope (Leica, 63x). Image analysis and quantification were done with ImageJ software (NIH).

Western Blot

SKBR3 or BT474 cells were lysed in 50 mM Tris, 25 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% 

Des miARNs clés dans les tumeurs HER2+

Les miARNs sont des régulateurs clés de l'expression génique souvent dérégulés dans les cancers. La recherche de miARNs impliqués dans la régulation de l'expression de la Moesin dans les cancers du sein HER2+ nous a conduit à l'identification de plusieurs miARNs différentiellement exprimés dans les lignées cellulaires mammaires à statut HER2 variable. 

Biomarqueurs de la réponse au traitement

Etant donné les caractères multifactoriels et hétérogènes (sur deux niveaux, inter-et intratumoral) des cancers du sein, les stratégies thérapeutiques s'orientent de plus en plus vers une médecine personnalisée avec l'identification de nouveaux biomarqueurs et cibles 

Designation of contracting states

All the contracting states party to the EPC at the time of filing of the European patent application are deemed to be designated (see Article 79( 1)).

32 Different applicants for different contracting states

Extension/Validation

This application is deemed to be a request to extend the effects of the European patent application and the European patent granted in respect of it to all non-contracting states to the EPC with which extension or validation agreements are in force on the date on which the application is filed. However, the request is deemed withdrawn if the extension fee or the validation fee, whichever is applicable, is not paid within the prescribed time limit. In particular, these molecules have no potent action on the mutated and truncated forms of HER2. Concerning Trastuzumab, 66% to 88 % of treated patients never respond to treatment (i.e. present a "primary resistance") and among the one-third of the treated patients that respond to this agent, a disease progression on average in less than one year (i.e. develop an "acquired resistance") is generally observed. The efficacy is limited by the development of therapeutic resistance mainly attributed to the expression of p95HER-2, as this highly active truncated form of HER2 lacks the recognition site for Trastuzumab.

Generally, HER2 (over)expression is established as a marker of poor prognosis in breast cancer. Different techniques have been developed to evaluate if a cancer/patient is "positive" for HER2 (i.e. HER2+) or "negative" for HER2 (i.e. HER2-), such as fluorescence in situ hybridization (FISH) test or immunohistochemistry (IHC test).

The inventors have identified a strong functional link between moesin and HER2 genes and found that that diagnosis of HER2-dependent cancer or a poor prognosis of HER2dependent cancer is specifically associated with a low level of moesin in HER2+ subjects.

This finding makes it possible to develop a new method for diagnosing and/or prognosticating HER2-dependent cancer in a subject.

SUMMARY OF THE INVENTION

The inventors therefore propose here a method for the diagnostic and/or prognosis wherein the amount of moesin in the sample from a subject compared to a reference value represents the prediction of HER2-dependent cancer or represents a prognosis for HER2-dependent cancer, indicating that the subject has a risk or no of having and/or developing HER2-dependent cancer.

The invention relates to a method for diagnosing and/or prognosticating HER2-dependent cancer in a subject, comprising: The invention also relates to a kit for determining the diagnostic and/or the prognosis of HER2-dependent cancer in a subject suffering thereof, comprising:

-means for measuring the amount of moesin in the sample from the subject; and -a reference value of the amount of moesin or means for establishing said reference value, said reference value representing a known diagnosis and/or prognosis of HER2-dependent cancer.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

Definitions

The terms "diagnosing" or "diagnosis" and "prognosticating" or "prognosis", as used herein, are used in the broadest sense, and are commonly used and are well-understood in medical and clinical practice. By means of further explanation and without limitation, "prognosticating" or "prognosis" refers to the determination of probability, risk or possibility of developing HER2-dependent cancer in a subject. By means of further explanation and without limitation, "diagnosing" or "diagnosis" refers to the determination of a probability or a possibility of having HER2-dependent cancer in a subject.

The term "HER2", as used herein, refers to "Human Epidermal growth factor Receptor 2" which is a protein member of the human epidermal growth factor receptor family. "HER2" is also frequently called "ErbB2". "ErbB2" and "HER2" are used interchangeably in the present invention.

The term "HER2-dependent cancer" or "HER2 positive cancer" or "HER2+ cancer", as used herein, refers to cancer involving exacerbated HER2 activation. In particular, the term "HER2-dependant cancer" refers to any cancer case for which cancer cells exhibiting a deregulation of HER2 gene have been identified, in opposition to "HER2-independent cancer" or "HER2 negative cancer" or "HER2-cancer". More particularly said deregulation can correspond to an amplification of HER2 gene. This amplification can be detected at the genetic level, or at the protein level. For example, guidelines emitted by the American society of Clinical Oncology/College of American Pathologists (ASCO/CAP) for breast cancer set several cut-offs for determining the ErbB2 status of breast cancer. These guidelines prescribe that a cancer should be considered as "HER2-dependent" if, for the primary site and if possible for the metastatic site:

a uniform and intense membrane staining of more than 30 % of invasive tumor cells is observed in immunochemistry (IHC), or -i) a FISH amplified ratio of HER2 to CEP17 (chromosome 17 centromere)

superior or equal to 2 (dual probe testing) or ii) a FISH amplified ratio of HER2 to CEP17 (chromosome 17 centromere) inferior to 2 (dual probe testing) with an average HER2 copy number of at least 6 copies per nucleus (single probe testing) is determined, or iii) a single probe average of at least 6 signals for the HER2 copy number per cells.

Besides, a cancer is considered as "HER2-independent" when, for the primary site and if possible for the metastatic site:

in IHC, no staining or a weak incomplete membrane staining, or a weak but complete membrane staining is observed in less than 10% of cells, or the FISH HER2/CEP17 ratio inferior to 2 with an average copy number of HER2 For the purposes of the invention, the term "marker" (or "biomarker") is an entity, such as a protein or a ribonucleic acid (RNA), which can be used for the diagnosis and/or prognosis of HER2-dependent cancer. According to the invention, the biomarker is moesin, i.e. the protein itself or a RNA coding said moesin, such as a mRNA. For the purposes of the invention, the biomarker is preferably a protein.

Moesin (for membrane-organizing extension spike protein) is a protein that in humans is encoded by the MSN gene. Moesin is a member of the ERM protein family which consists of three closely related proteins, Ezrin, Radixin and Moesin, that play a key role in a large number of important physiological processes such as cell morphogenesis, adhesion or migration, as they provide a regulated linkage between membrane proteins and the cortical cytoskeleton and trigger signal-transduction pathways. Exemplary moesin includes, without limitation, human moesin having the amino acid sequence SEQ ID NO: 1

(Uniprot accession number: P26038).

The term "subject" or "patient", as used herein, refers to a human or non-human mammal (such as a rodent (mouse, rat), a feline, a canine, or a primate) affected or likely to be affected with HER2-dependent cancer. Preferably, the subject is a human, man or woman. Preferably, the subject is HER2+.

The term "HER2+ subject", as used herein, refers to a subject having a cancer being positive for the expression and/or activation of HER2. Different techniques may be used A reference value also encompasses a reference range.

The terms "amount", "quantity", and "level" are synonymous and generally wellunderstood in the art. The terms as used herein may particularly refer to an absolute quantification of a biomarker in a sample, or to a relative quantification of a biomarker in a sample (i.e. relative to another value such as relative to a reference value as taught herein), or to a range of values indicating a base-line expression of the biomarker. These values or ranges can be obtained from a single patient or from a group of patients. An absolute quantity of a biomarker in a sample may be advantageously expressed as weight or as molar amount, or more commonly as a concentration. A relative quantity of a biomarker in a sample may be advantageously expressed as an increase or a decrease relative to (i.e. compared to) another value, such as relative to (i.e. compared to) a reference value.

The term "deviation" of a first value from a second value may generally encompass any direction, such as increase or decrease of a first value compared to a second value.

The term "treating" or "treatment" means reversing, alleviating, inhibiting the progress of, or preventing the disorder or condition to which such term applies, or one or more symptoms of such disorder or condition. In particular, the treatment of the disorder may consist in destroying, depleting or inhibiting the proliferation of cancer cells. Most preferably, such treatment leads to the complete depletion of cancer cells.

Diagnosis and/or prognosis

The present invention results from the advantages highlighted by the inventors that the increase or decrease of the amount of moesin makes it possible to diagnose and/or prognose HER2-dependent cancer. The resulting applications are described below.

The invention relates to a method for diagnosing and/or prognosticating HER2-dependent cancer in a subject, comprising: The methods of the invention may be used in individuals who have not yet been diagnosed as having HER2-dependent cancer (for example, preventative screening), or who have been diagnosed as having HER2-dependent cancer, or who are suspected of having HER2-dependent cancer (for example, display one or more symptoms characteristic of HER2-dependent cancer), or who are at risk of developing HER2-dependent cancer. The methods may also be used to detect various stages of progression or severity of HER2-dependent cancer.

Step a)

Step a) is the measure of the amount of moesin in a sample from the subject.

The amount of moesin may be measured by any suitable technique known in the prior art. In some embodiments, the amount of moesin a may be measured using a binding agent capable of specifically binding to moesin and/or to fragments thereof. The binding agent may be an antibody, an aptamer, a protein, a peptide or a small molecule. For example, the amount of moesin is measured using an immunoassay technology, such as enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), Immunoradiometric Assay (IRMA) or radioimmunoassay (RIA), or using a mass spectrometry analysis method or using a chromatography method, or using a combination of said methods. In some other embodiments, the amount of moesin may be determined by the measure of the moesin mRNA using any suitable technique, such as qRT-PCR or digital molecular barcoding technology for RNA or DNA microarrays.

Step b) & c)

Step b) and c) is the comparison of the amount of moesin measured in step a) to a reference value and the finding of a deviation or no deviation of the amount of moesin measured in step a) from the reference value.

A deviation of the amount of moesin may encompass a decrease of the amount of moesin compared to the reference value or an increase of the amount of moesin compared to the reference value.

For example, a deviation of the amount of moesin compared to the reference value may encompass a decrease of at least about 10% (about 0.9-fold or less), or by at least about 20% (about 0.8-fold or less), or by at least about 30% (about 0.7-fold or less), or by at least about 40% (about 0.6-fold or less), or by at least about 50% (about 0.5-fold or less), or by at least about 60% (about 0.4-fold or less), or by at least about 70% (about 0.3-fold or less), or by at least about 80% (about 0.2-fold or less), or by at least about 90% (about 0.1-fold or less), or more compared to the reference value.

For example, a deviation of the amount of moesin compared to the reference value may encompass an increase of at least about 10% (about 1.1-fold or more), or by at least about 20% (about 1.2-fold or more), or by at least about 30% (about 1.3-fold or more), or by at least about 40% (about 1.4-fold or more), or by at least about 50% (about 1.5fold or more), or by at least about 60% (about 1.6-fold or more), or by at least about 70% (about 1.7-fold or more), or by at least about 80% (about 1.8-fold or more), or by at least about 90% (about 1.9-fold or more), or by at least about 100% (about 2-fold or more), or by at least about 150% (about 2.5-fold or more), or by at least about 200%

(about 3-fold or more), or by at least about 500% (about 6-fold or more), or by at least about 900% (about 10-fold or more), or more, compared to a reference value.

In a preferred embodiment, the amount of the moesin in the sample from the subject is at least 0.5-fold decreased compared to the reference value, more preferably at least 0.7fold decreased.

In another preferred embodiment, the amount of moesin in the sample from the subject is at least 1.5-fold increased compared to the reference value, more preferably at least 2fold increased.

In another preferred embodiment, the amount of moesin in the sample from the subject is equal to the reference value.

Step d)

Step d) is the attribution of the finding of deviation or no deviation in step c) to a particular diagnosis and/or prognosis of HER2-dependent cancer in the subject.

A deviation which is an increase of the amount of moesin compared to the reference value represents the diagnosis of no HER2-dependent cancer or represents a good prognosis for HER2-dependent cancer. Accordingly, a higher amount of moesin in the sample from the subject compared to the reference value indicates that the subject has no HER2-dependent cancer or indicates a long-term survival of said subject.

A deviation which is a decrease of the amount of moesin compared to the reference value represents the diagnosis of HER2-dependent cancer or represents a bad prognosis for HER2-dependent cancer. Accordingly, a lower amount of moesin in the sample from the subject compared to the reference value indicates that the subject has HER2-dependent cancer and/or indicates a short-term survival of said subject.

When no deviation is found between the amount of moesin and a reference value, the absence of such deviation is indicative of or may be attributed to the conclusion that the diagnosis and/or prognosis of HER2-dependent cancer is substantially the same as that represented by the reference value.

The methods of the invention may also be combined with the assessment of one or more further biomarkers relevant for HER2-dependent cancer.

The one or more biomarkers may be chosen from the group consisting of ER/PR (Estrogen Receptor/Progesterone Receptor), HER2, p95HER2, KI67, TOP2A

(Topoisomerase 2-alpha), BCL2 (B-cell lymphoma 2), GSTM1 (Glutathione S-Transferase Mu 1), BAG1, Cyclin B1, cathepsin L2, CD68 and TP53.

A method for monitoring a change in the diagnosis and/or prognosis

The method for diagnosing and/or prognosticating HER2-dependent cancer in a subject In some embodiments, said change in the diagnosis and/or prognosis of HER2-dependent cancer in the subject is monitored in the course of a medical treatment of said subject.

The medical treatment may be a prophylactic treatment or a therapeutic treatment, preferably an antitumoral treatment. The antitumoral treatment may be any treatment known for the treatment of said HER2-dependent cancer. For example, the antitumoral treatment may aim at targeting the extracellular domain of HER2, such as anti-HER2 antibody therapies, for example Herceptin/Trastuzumab, Pertuzumab and Trastuzumab emtansine (Genentech, USA); or the antitumoral treatment may aim at targeting the kinase activity of HER2 , such as small molecule tyrosine kinase inhibitors, for example, Neratinib, Tucatinib or, Lapatinib/Tykerb (GSK, USA). The antitumoral treatment may also be a taxane-based chemotherapy, such as paclitaxel.

Kit

The invention also relates to a kit for determining the diagnostic and/or the prognosis of HER2-dependent cancer in a subject suffering thereof, comprising:

-means for measuring the amount of moesin in the sample from the subject; and -a reference value of the amount of moesin or means for establishing said reference value, said reference value representing a known diagnosis and/or prognosis of HER2-dependent cancer.

In some embodiments, means may comprise a binding agent capable of specifically binding to moesin and/or to fragments thereof. The binding agent may be an antibody, an aptamer, a protein, a peptide or a small molecule.

In some other embodiments, means may comprise specific amplification primers and/or probes for the specific quantitative amplification of moesin mRNA.

Method of treatment

As described above, the present invention is useful to detect response of HER2-dependent cancer to prophylactic or therapeutic treatments or other interventions, e.g. by performing the methods at different time points during said prophylactic or therapeutic treatment or other intervention.

Similarly, the present invention also relates to a method for treating HER2-dependent cancer in a subject, comprising:

(i) the implementation of a diagnostic or prognostic method according to the invention, and (ii) when the method indicates that the subject has HER2-dependent cancer and/or indicates a short-term survival of said subject, institute appropriate treatment in said subject.

In one particular embodiment, said appropriate treatment is one or more medicines selected from a prophylactic treatment or a therapeutic treatment, preferably an antitumoral treatment aiming at targeting the extracellular domain of HER2, such as anti-HER2 antibody therapies, for example Herceptin/Trastuzumab, Pertuzumab and Trastuzumab emtansine (Genentech, USA) or aiming at targeting the kinase activity of HER2 , such as small molecule tyrosine kinase inhibitors, for example Neratinib, Tucatinib or Lapatinib/Tykerb (GSK, USA).

The following examples illustrate the present invention without limiting the scope of the invention to said examples. in some breast cancer cell lines with different HER2 status. Figure 1a shows a strong inverse correlation between expression/activation levels of HER2 and expression levels of Moesin. This result was further confirmed at the mRNA level by qRT-PCR analysis performed on 25 breast cancer cells lines with various HER2 status (Figure 1B).

FIGURES Brief summary of the figures:

MSN hi means high expression of MSN.

MSN lo means low expression of MSN. 

Reagents

Primary antibodies used were anti-HER2 (ab2428, Abcam; 1:1000), anti-clathrin (BD Biosciences #610500; 1:1000). Secondary antibodies were anti-rabbit (#NA9340-1ML GE Healthcare) or mouse IgG (#NA9310-1ML GE Healthcare) coupled with HRP (GE Healthcare; 1:5000). The anti-MSN was a gift from Dr. Paul Mangeat (Université de Montpellier) and was used at a 1:1000 dilution.

Western Blot

Lysates were denaturated with Laemmli buffer 10 min at 95°C and proteins were separated on 10% SDS/polyacrylamide gels (ProSieve, Lonza) in gradient buffer (100 mM Tris, 100 mM Tricine, 0.1% SDS), and transferred onto nitrocellulose membranes (Whatman®) using transfert buffer (20% EtOH, 25 mM Tris, 192 mM Glycine pH 8,5) according to standard protocols. Membranes were blocked using 3% BSA in TBST buffer (140 mM NaCl, 3 mM KCl, 25 mM Tris, 0.1% Tween) 30 min at room temperature, and incubated over night at 4°C with primary antibodies. Horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit or anti-mouse antibody was used as a secondary antibody. Detection was performed using the SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce) on the FUSION-FX7-SPECTRA acquisition system (Vilber Lourmat).

RNA extraction, cDNA preparation and quantitative real time RT-PCR analysis Total RNA was extracted from cells using Tri Reagent® (Sigma T9424). The PCR conditions were: 95°C, 10 s; 60°C, 10 s; 72°C, 15 s. At the conclusion of each run, a melt curve analysis was performed to ensure that a single product had been synthesized. The relative expression of HER2, normalized to GAPDH, was calculated using the 2-∆∆Ct method. The HER2 and MSN mRNA level analysis performed on 25 breast cancer cell lines with various HER2 status.

Example 2 : influence of Moesin expression on HER2 expression

Materials and Methods HER2 and moesin expression levels were analyzed by western blot and quantified in some breast cancer cell lines with different HER2 status (UACC812, MDAMB361, ZR-7530, HCC202 and SKBR3) (Figure 1A). The impact of moesin level of expression on overall survival of patients with breast cancers was analyzed using the online Kaplan-Meier plotter (http://kmplot.com/analysis /) for breast cancers. Patients were divided into two groups according to lower quartile of moesin expression levels. Analyses were either restricted to HER2 positive status (HER2+ by Immuno-histo chemistry (IHC) on molecular subtype HER2+ER), Figure 2A) or restricted to HER2-breast cancer patients (Figure 2B).

Results

Analysis conducted in vitro on different breast cancer cell lines indicated a strong inverse correlation between expression/activation levels of HER2 and expression levels of moesin (Figure 1). Kaplan-Meier survival analysis on breast cancer data revealed that low moesin expression levels among 30 patients diagnosed with a HER2+ breast cancer were associated with a significantly shorter overall survival and a bad prognosis compared to patients with high Moesin expression (42 vs. >150 months, P=0,0239; 75% death compared to <30%) (Figure 2A). However, this was specific of HER2+ breast cancers since level of Moesin expression did not alter survival profile of HER2-breast cancer patients (Figure 2B).

Conclusions

These results demonstrate an inverse correlation between HER2 and MSN repression in breast cancers cells. Moreover, survival analyses demonstrated that low expression levels of moesin were associated with a shorter overall survival specifically among patients diagnosed with a HER2+ breast cancer. Therefore, moesin is a predictive biomarker for diagnosing and/or prognosticating HER2+ breast cancer in a subject. Furthermore, the datas show that the loss of MSN is specific to HER2+ BC. The loss of MSN in a patient with BC is indicative of HER2+ cancer. 

2.

The method according to claim 1, wherein a lower amount of moesin in the sample from the subject compared to the reference value indicates that the subject has HER2dependent cancer and/or indicates a short-term survival of said subject.

3.

The method according to claim 1, wherein a higher amount of moesin in the sample from the subject compared to the reference value indicates that the subject has no HER2dependent cancer or indicates a long-term survival of said subject.

4.

The method according to any one of claim 1 to 3, wherein the sample is a tumor sample or a body fluid sample.

5.

The method according to claim 4, wherein the body fluid sample is selected from the group consisting of of blood, serum plasma, saliva, urine, amniotic fluid, breast milk, bronchial lavage, cerebrospinal fluid, peritoneal fluid, seminal fluid, tears and pleural fluid, preferably blood.

6.

The method according to claim 2, wherein the amount of the moesin in the sample from the subject is at least 0.5 fold decreased compared to the reference value, more preferably at least 0.7 fold decreased.

7.

The method according to claim 3, wherein the amount of moesin in the sample from the subject is at least 1.5 fold increased compared to the reference value, more preferably at least 2 fold increased.

8.

The method according to claim 1, 4 or 5, wherein the amount of moesin in the sample from the subject is equal to the reference value.

9.

The method according to any one of claim 1 to 8, wherein the reference value represents (i) a diagnosis of no HER2-dependent cancer or (ii) a diagnosis of HER2dependent cancer, (iii) a good prognosis of HER2-dependent cancer or (iv) a bad prognosis of HER2-dependent cancer..

10.

The method according to any one of claim 1 to 9, wherein the HER2-dependent cancer is selected from the group consisting of breast cancer, female genital tract cancer, such as endometrial cancer, uterine cancer or ovarian cancer, bladder cancer, anal cancer, colorectal cancer, in particular uterine serous cancer, such as uterine papillary serous carcinoma, lung cancer, in particular non-small-cell lung cancer, liver cancer, kidney cancer, gastroesophageal cancer, stomach cancer, pancreas cancer and gastric cancer.

11. The method according to any one of claim 1 to 10, wherein said HER2-dependent cancer is HER2+ breast cancer. 13. The method according to claim 12, wherein said change in the diagnosis and/or prognosis of HER2-dependent cancer in the subject is monitored in the course of a medical treatment of said subject.

14.

The method according to any one of claim 12 or 13, wherein the medical treatment is a prophylactic treatment or a therapeutic treatment, preferably an antitumoral treatment.

15.

A kit for determining the diagnostic and/or the prognosis of HER2-dependent cancer in a subject suffering thereof, comprising:

-means for measuring the amount of moesin in the sample from the subject; and -a reference value of the amount of moesin or means for establishing said reference value, said reference value representing a known diagnosis and/or 5 prognosis of HER2-dependent cancer. 
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The claims will be filed later

Figures

It is proposed that the abstract be published together with figure No.

Designation of contracting states

All the contracting states party to the EPC at the time of filing of the European patent application are deemed to be designated (see Article 79( 1)).

32 Different applicants for different contracting states

Extension/Validation

This application is deemed to be a request to extend the effects of the European patent application and the European patent granted in respect of it to all non-contracting states to the EPC with which extension or validation agreements are in force on the date on which the application is filed. However, the request is deemed withdrawn if the extension fee or the validation fee, whichever is applicable, is not paid within the prescribed time limit. 

BACKGROUND OF THE INVENTION

Breast cancer is the most common cancer in women worldwide, with nearly 1.7 million new cases diagnosed in 2012 (second most common cancer overall). This represents about 12% of all new cancer cases and 25% of all cancers in women. About half the breast cancer cases and 60% of the deaths are estimated to occur in economically developing countries. The rate of incidence observed in France is among the strongest in Europe and is in constant increase.

About 20 to 30% of primary human breast cancers are due to the deregulated expression of HER2: it represents approximately 8,000 patients a year in France and 450,000 patients a year worldwide. HER2 is a well-known member of the human epidermal growth factor receptor (HER/EGFR/ERBB) family. Only 25% of the treated patients respond to the actual therapies. The actual strategies aiming at targeting the extracellular domain of HER2 (anti-HER2 antibody therapies such as Herceptin/Trastuzumab, Pertuzumab and the recently developed Trastuzumab emtansine from Genentech, USA) or the kinase activity of the receptor (small molecule tyrosine kinase inhibitors, such as Lapatinib/Tykerb, GSK, USA) have proven to exhibit limited actions.

In particular, these molecules have no potent action on the mutated and truncated forms of HER2. Concerning Trastuzumab, 66% to 88 % of treated patients never respond to treatment (i.e. present a "primary resistance") and among the one-third of the treated patients that respond to this agent, a disease progression on average in less than one year (i.e. develop an "acquired resistance") is generally observed. The efficacy is limited by the development of therapeutic resistance mainly attributed to the expression of p95HER-2, as this highly active truncated form of HER2 lacks the recognition site for Trastuzumab.

Generally, HER2 (over)expression is established as a marker of poor prognosis in breast cancer. Different techniques have been developed to evaluate if a cancer/patient is "positive" for HER2 (i.e. HER2+) or "negative" for HER2 (i.e. HER2-), such as fluorescence in situ hybridization (FISH) test or immunohistochemistry (IHC test).

However, there is a need for developing new methods for the diagnostic and/or prognostic of HER2-dependent cancer, such as HER2+ breast cancer.

The Applicant has identified compounds, micro ribonucleic acids (miRNAs), which constitute a new approach for the diagnostic and/or prognostic of HER2-dependent cancers. In particular, the inventors have identified a strong functional link between specific miRNAs and HER2 genes and found that the diagnosis of HER2-dependent cancer or a poor prognosis of HER2-dependent cancer is specifically associated with a low level of these miRNA.

This finding makes it possible to develop a new method for diagnosing and/or prognosticating HER2-dependent cancer in a subject.

SUMMARY OF THE INVENTION

The inventors therefore propose here a method for the diagnostic and/or prognosis wherein the amount of one or more specific miRNA in the sample from a subject compared to a reference value represents the prediction of HER2-dependent cancer or represents a prognosis for HER2-dependent cancer, indicating that the subject has a risk or no of having and/or developing HER2-dependent cancer.

The invention relates to a method for diagnosing and/or prognosticating HER2-dependent cancer in a subject, comprising: The invention also relates to a kit for determining the diagnostic and/or the prognosis of HER2+ breast cancer in a subject suffering thereof, comprising specific amplification primers and/or probes for the specific quantitative amplification of one or more miRNA selected from the group consisting of miRNA 429, miRNA 29c-3p, miRNA 29a-3p, miRNA 29b-3p, miRNA 200a-3p, miRNA 200b-3p, miRNA 200c-3p, miRNA 141-3p, miRNA 15a-5p, miRNA 15b-5p, miRNA 16-5p, miRNA 424-5p, miRNA 497-5p, miRNA 615-3p, miRNA 451a and miRNA 542-5p.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

Definitions

The terms "diagnosing" or "diagnosis" and "prognosticating" or "prognosis", as used herein, are used in the broadest sense, and are commonly used and are well-understood in medical and clinical practice. By means of further explanation and without limitation, "prognosticating" or "prognosis" refers to the determination of probability, risk or possibility of developing HER2-dependent cancer in a subject. By means of further explanation and without limitation, "diagnosing" or "diagnosis" refers to the determination of a probability or a possibility of having HER2-dependent cancer in a subject.

The term "HER2", as used herein, refers to "Human Epidermal growth factor Receptor 2" which is a protein member of the human epidermal growth factor receptor family. "HER2" is also frequently called "ErbB2". "ErbB2" and "HER2" are used interchangeably in the present invention.

The term "HER2-dependent cancer" or "HER2 positive cancer" or "HER2+ cancer", as used herein, refers to cancer involving exacerbated HER2 activation. In particular, the term "HER2-dependent cancer" refers to any cancer case for which cancer cells exhibiting a deregulation of HER2 gene have been identified, in opposition to "HER2-independent cancer" or "HER2 negative cancer" or "HER2-cancer". More particularly said deregulation can correspond to an amplification of HER2 gene. This amplification can be detected at the genetic level, or at the protein level. For example, guidelines emitted by the American society of Clinical Oncology/College of American Pathologists (ASCO/CAP) for breast cancer set several cut-offs for determining the ErbB2 status of breast cancer. These guidelines prescribe that a cancer should be considered as "HER2-dependent" if, for the primary site and if possible for the metastatic site:

a uniform and intense membrane staining of more than 30 % of invasive tumor cells is observed in immunochemistry (IHC), or i) a FISH amplified ratio of HER2 to CEP17 (chromosome 17 centromere)

superior or equal to 2 (dual probe testing) or ii) a FISH amplified ratio of HER2 to CEP17 (chromosome 17 centromere) inferior to 2 (dual probe testing) with an average HER2 copy number of at least 6 copies per nucleus (single probe testing) is determined, or iii) a single probe average of at least 6 signals for the HER2 copy number per cells.

Besides, a cancer is considered as "HER2-independent" when, for the primary site and if possible for the metastatic site:

in IHC, no staining or a weak incomplete membrane staining, or a weak but complete membrane staining is observed in less than 10% of cells, or the FISH HER2/CEP17 ratio inferior to 2 with an average copy number of HER2 inferior to 4 signals per cells is noticed (dual probe testing), or an average copy number of HER2 inferior to 4 signals per cell is noticed (in cases where a single probe is used).

The HER2 status will be considered as equivocal (then a new test should be performed) when, for the primary site and, if possible, for the metastatic site:

in IHC, i) an incomplete labelling of circumferential membrane and/or weak/moderate labelling is noticed but within superior to 10% of the invasive tumor cells or ii) a complete and intense labelling of circumferential membrane is noticed but for 10 % or less of the invasive tumor cells, or the FISH HER2/CEP17 ratio inferior to 2 with an average copy number of HER2 of at least 4 signals but less than 6 signals per cell is noticed (dual probe testing), or an average copy number of HER2 of at least 4 signals but less than 6 signals per cell is noticed (in cases where a single probe is used).

Deregulation of HER2 gene can also correspond to activating mutations in HER2 gene disregarding its copy number, leading to an increase of the tyrosine kinase activity of HER2. For example, said activating mutations can be V659E, G309A, D769H, D769Y, V777L, P780ins, V842I, R896C, K753E or L755S and can be detected by Polymerase Chain Reaction or any sequencing technique [Bose et al. Cancer Discov. 2013, 3(2), 224-237; Zuo et al. Clin Cancer Res 2016, 22(19), 4859-4869]. Also, both an amplification of HER2 gene and a somatic activating mutation can be detected in the same case of cancer.

Well known molecular biology tests other than Fish or IHC, using negative and positive control cells with an established HER2 status, can be used for determining the HER2 status of a cancer by way of comparison, as for example Enzyme-Linked Immunosorbent Assays, Western blotting assays, Polymerase Chain Reaction, etc.

Preferably, the HER2-dependent cancer according to the invention is selected from the group consisting of breast cancer, female genital tract cancer, such as endometrial cancer, uterine cancer or ovarian cancer, bladder cancer, anal cancer, colorectal cancer, in particular uterine serous cancer, such as uterine papillary serous carcinoma, lung cancer, in particular non-small-cell lung cancer, liver cancer, kidney cancer, gastroesophageal cancer, stomach cancer, pancreas cancer and gastric cancer. In a preferred embodiment, the HER2-dependent cancer may be HER2+ breast cancer, HER2+ ovarian cancer, HER2+ bladder cancer, HER2+ colorectal cancer, HER2+ uterine papillary serous carcinoma and HER2+ gastric cancer, preferably HER2+ breast cancer.

For the purposes of the invention, the term "marker" (or "biomarker") is an entity, such as a nucleic acid (e.g. miRNA), which can be used for the diagnosis and/or prognosis of HER2-dependent cancer. According to the invention, the biomarker may be a miRNA selected from the group consisting of miRNA 429, miRNA 29c-3p, miRNA 29a-3p, miRNA 29b-3p, miRNA 200a-3p, miRNA 200b-3p, miRNA 200c-3p, miRNA 141-3p, miRNA 15a-5p, miRNA 15b-5p, miRNA 16-5p, miRNA 424-5p, miRNA 497-5p, miRNA 615-3p, miRNA 451a and miRNA 542-5p.

The term "micro ribonucleic acid" or "miRNA", as used herein, refers to a small noncoding RNA molecule (generally containing about 18-25 nucleotides) found in plants, animals and some viruses, that functions in RNA silencing and post-transcriptional regulation of gene expression. The miRNA according to the invention may be located within the cell or may be located in the extracellular environment. The latter are generally known as circulating miRNA or extracellular miRNA.

The term "patient" or "subject", as used herein, refers to a human or non-human mammal (such as a rodent (mouse, rat), a feline, a canine, or a primate) affected or likely to be affected with HER2-dependent cancer. Preferably, the subject is a human, man or woman. Preferably, the subject is HER2+.

The term "sample" or "biological sample", as used herein, includes any biological 29a-3p, miRNA 29b-3p, miRNA 200a-3p, miRNA 200b-3p, miRNA 200c-3p, miRNA 141-3p, miRNA 15a-5p, miRNA 15b-5p, miRNA 16-5p, miRNA 424-5p, miRNA 497-5p, miRNA 615-3p, miRNA 451a and miRNA 542-5p in detectable quantities.

The term "reference value" or "reference profile" means a value or profile representing (i) A reference value also encompasses a reference range.

a
The terms "amount", "quantity", and "level" are synonymous and generally wellunderstood in the art. The terms as used herein may particularly refer to an absolute quantification of a biomarker in a sample, or to a relative quantification of a biomarker in a sample (i.e. relative to another value such as relative to a reference value as taught herein), or to a range of values indicating a base-line expression of the biomarker. These values or ranges can be obtained from a single patient or from a group of patients. An absolute quantity of a biomarker in a sample may be advantageously expressed as weight or as molar amount, or more commonly as a concentration. A relative quantity of a biomarker in a sample may be advantageously expressed as an increase or a decrease relative to (i.e. compared to) another value, such as relative to (i.e. compared to) a reference value.

The term "expression profile", as used herein, designates the amount of a group of at least two miRNA chosen in the group consisting of miRNA 429, miRNA 29c-3p, miRNA 29a-3p, miRNA 29b-3p, miRNA 200a-3p, miRNA 200b-3p, miRNA 200c-3p, miRNA 141-3p, miRNA 15a-5p, miRNA 15b-5p, miRNA 16-5p, miRNA 424-5p, miRNA 497-5p, miRNA 615-3p, miRNA 451a and miRNA 542-5p.

The term "deviation" of a first value from a second value may generally encompass any direction, such as increase or decrease of a first value compared to a second value.

The term "treating" or "treatment" means reversing, alleviating, inhibiting the progress of, or preventing the disorder or condition to which such term applies, or one or more symptoms of such disorder or condition. In particular, the treatment of the disorder may consist in destroying, depleting or inhibiting the proliferation of cancer cells. Most preferably, such treatment leads to the complete depletion of cancer cells.

Diagnosis and/or prognosis

The present invention results from the advantages highlighted by the inventors that the increase or decrease of the amount of one or more specific miRNA makes it possible to diagnose and/or prognose HER2-dependent cancer. The resulting applications are described below.

The invention relates to a method for diagnosing and/or prognosticating HER2-dependent cancer in a subject, comprising: a) measuring the amount of one or more miRNA selected from the group consisting of miRNA 429, miRNA 29c-3p, miRNA 29a-3p, miRNA 29b-3p, miRNA 200a-3p, miRNA 200b-3p, miRNA 200c-3p, miRNA 141-3p, miRNA 15a-5p, miRNA 15b-5p, miRNA 16-5p, miRNA 424-5p, miRNA 497-5p, miRNA 615-3p, miRNA In some embodiments, said miRNA is a human miRNA as detailed in Table 1. The methods of the invention may be used in individuals who have not yet been diagnosed as having HER2-dependent cancer (for example, preventative screening), or who have been diagnosed as having HER2-dependent cancer, or who are suspected of having HER2-dependent cancer (for example, display one or more symptoms characteristic of HER2-dependent cancer), or who are at risk of developing HER2dependent cancer. The methods may also be used to detect various stages of progression or severity of HER2-dependent cancer.

Step a)

Step a) is the measure the amount of one or more miRNA selected from the group consisting of miRNA 429, miRNA 29c-3p, miRNA 29a-3p, miRNA 29b-3p, miRNA 200a-3p, miRNA 200b-3p, miRNA 200c-3p, miRNA 141-3p, miRNA 15a-5p, miRNA 15b-5p, miRNA 16-5p, miRNA 424-5p, miRNA 497-5p, miRNA 615-3p, miRNA 451a and miRNA 542-5p in a sample from the subject.

In one embodiment, step a) is the measure of the amount of two or more of the above listed miRNA, for example 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 of the above listed miRNA. In this embodiment, step a) may be the measure of the expression profile comprising at least two of one or more miRNA selected from the group consisting of miRNA 429, miRNA 29c-3p, miRNA 29a-3p, miRNA 29b-3p, miRNA 200a-3p, miRNA 200b-3p, miRNA 200c-3p, miRNA 141-3p, miRNA 15a-5p, miRNA 15b-5p, miRNA 16-5p, miRNA 424-5p, miRNA 497-5p, miRNA 615-3p, miRNA 451a and miRNA 542-5p, for example 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 of the above listed miRNA.

Accordingly, the invention therefore relates to a method for diagnosing and/or prognosticating HER2-dependent cancer in a subject, comprising: a) measuring the expression profile comprising two or more miRNA selected from the group consisting of miRNA 429, miRNA 29c-3p, miRNA 29a-3p, miRNA 29b-3p, miRNA 200a-3p, miRNA 200b-3p, miRNA 200c-3p, miRNA 141-3p, miRNA 15a-5p, miRNA 15b-5p, miRNA 16-5p, miRNA 424-5p, miRNA 497-5p, miRNA The amount of the one or more miRNA (or expression profile) may be measured by any suitable technique known in the prior art. In some embodiments, the amount of each miRNA may be measured directly on extracted miRNA sample. From the miRNA sample, the amount of a miRNA may be measured using any technology known by a man skilled in the art, including microarrays or quantitative PCR (qPCR)

In a preferred embodiment, the amount of a miRNA (or expression profile) may be measured by the use of qPCR (e.g. real-time PCT (RT-PCR)). Quantitative PCR is a wellknown and easily available technology for those skilled in the art and does therefore not need a precise description. In particular, a skilled person knows how to design specific probes for a PCR amplification of a miRNA in view of the sequence of said miRNA.

In another embodiment, the expression levels of a miRNA (or expression profile) may be measured by the use of nucleic microarrays. Basically, to determine the amount of the one or more miRNA (or expression profile) in a miRNA sample, said sample can be labelled, contacted with the microarray in hybridization conditions, leading to the formation of complexes between miRNA that are complementary to probe sequences attached to the microarray surface. The presence of labelled hybridized complexes can then be detected using standard techniques.

Step b) & c)

Step b) and c) is the comparison of the amount of one or more miRNA measured in step a) to a corresponding reference value(s) and the finding of a deviation or no deviation of the amount of one or more miRNA measured in step a) from the corresponding reference value(s).

In one embodiment, step b) and c) may be the comparison of said expression profile measured in step a) to a reference profile and the finding of a deviation or no deviation of the expression profile measured in step a) from the reference profile.

A deviation of the amount of one or more miRNA may encompass a decrease of the amount of one or more miRNA compared to the corresponding reference value(s) or an increase of the amount of one or more miRNA compared to the corresponding reference value(s).

For example, a deviation of the amount of a miRNA compared to the reference value may encompass a decrease of at least about 10% (about 0.9-fold or less), or by at least about 20% (about 0.8-fold or less), or by at least about 30% (about 0.7-fold or less), or by at least about 40% (about 0.6-fold or less), or by at least about 50% (about 0.5-fold or less), or by at least about 60% (about 0.4-fold or less), or by at least about 70% (about 0.3-fold or less), or by at least about 80% (about 0.2-fold or less), or by at least about 90% (about 0.1-fold or less), or more compared to the reference value.

For example, a deviation of the amount of a miRNA compared to the reference value may encompass an increase of at least about 10% (about (about 3-fold or more), or by at least about 500% (about 6-fold or more), or by at least about 900% (about 10-fold or more), or more, compared to a reference value.

In a preferred embodiment, the amount of the one or more miRNA in the sample from the subject is at least 1.5-fold increased compared to the reference value, more preferably at least 2-fold increased.

In another preferred embodiment, the amount of the one or more miRNA in the sample from the subject is at least 0.5-fold decreased compared to the reference value, more preferably at least 0.7-fold decreased.

Step d)

Step d) is the attribution of the finding of deviation or no deviation to a particular diagnosis and/or prognosis of HER2-dependent cancer in the subject.

A deviation which is an increase of the amount of one or more miRNA selected from the group consisting of miRNA 429, miRNA 29c-3p, miRNA 200a-3p, miRNA 200b-3p, miRNA 200c-3p, miRNA 497-5p, miRNA 615-3p, miRNA 451a and miRNA 542-5p, miRNA 15a-5p, miRNA 16-5p and miRNA 424-5p compared to the corresponding reference value(s)

represents the diagnosis of HER2-dependent cancer or represents a bad prognosis for HER2-dependent cancer. Accordingly, a higher amount of one or more miRNA selected from the group consisting of miRNA 429, miRNA 29c-3p, miRNA 200a-3p, miRNA 200b-3p, miRNA 200c-3p, miRNA 497-5p, miRNA 615-3p, miRNA 451a and miRNA 542-5p, miRNA 15a-5p, miRNA 16-5p and miRNA 424-5p A deviation which is an increase of the amount of one or more miRNA selected from the group consisting of miRNA 29a-3p, miRNA 29b-3p and miRNA 15b compared to the corresponding reference value(s) represents the diagnosis of no HER2-dependent cancer or represents a good prognosis for HER2-dependent cancer. Accordingly, a higher amount of one or more miRNA selected from the group consisting of miRNA 29a-3p, miRNA 29b-3p and miRNA 15b in the sample from the subject compared to the corresponding reference value(s) indicates that the subject has no HER2-dependent cancer and/or indicates a long-term survival of said subject.

When no deviation is found between the amount of one or more miRNA selected from the group consisting of miRNA 429, miRNA 29c-3p, miRNA 29a-3p, miRNA 29b-3p, miRNA 200a-3p, miRNA 200b-3p, miRNA 200c-3p, miRNA 141-3p, miRNA 15a-5p, miRNA 15b-5p, miRNA 16-5p, miRNA 424-5p, miRNA 497-5p, miRNA 615-3p, miRNA 451a and miRNA 542-5p and a corresponding reference value(s), the absence of such deviation is indicative of or may be attributed to the conclusion that the diagnosis and/or prognosis of HER2-dependent cancer is substantially the same as that represented by the corresponding reference value(s).

The methods of the invention may also be combined with the assessment of one or more further biomarkers relevant for HER2-dependent cancer.

The one or more biomarkers may be chosen from the group consisting of ER/PR In some embodiments, said change in the diagnosis and/or prognosis of HER2-dependent cancer in the subject is monitored in the course of a medical treatment of said subject.

The medical treatment may be a prophylactic treatment or a therapeutic treatment, preferably an antitumoral treatment. The antitumoral treatment may be any treatment known for the treatment of said HER2-dependent cancer. For example, the antitumoral treatment may aim at targeting the extracellular domain of HER2, such as anti-HER2 antibody therapies, for example Herceptin/Trastuzumab, Pertuzumab and Trastuzumab emtansine (Genentech, USA); or the antitumoral treatment may aim at targeting the kinase activity of HER2, such as small molecule tyrosine kinase inhibitors, for example, Neratinib, Tucatinib or, Lapatinib/Tykerb (GSK, USA). The antitumoral treatment may also be a taxane-based chemotherapy, such as paclitaxel.

Kit

The invention also relates to a kit for determining the diagnostic and/or the prognosis of HER2+ breast cancer in a subject suffering thereof, comprising specific amplification primers and/or probes for the specific quantitative amplification of one or more miRNA selected from the group consisting of miRNA 429, miRNA 29c-3p, miRNA 29a-3p, miRNA 29b-3p, miRNA 200a-3p, miRNA 200b-3p, miRNA 200c-3p, miRNA 141-3p, miRNA 15a-5p, miRNA 15b-5p, miRNA 16-5p, miRNA 424-5p, miRNA 497-5p, miRNA 615-3p, miRNA 451a and miRNA 542-5p.

Method of treatment

As described above, the present invention is useful to detect response of HER2-dependent cancer to prophylactic or therapeutic treatments or other interventions, e.g. by performing the methods at different time points during said prophylactic or therapeutic treatment or other intervention.

Similarly, the present invention also relates to a method of treating HER2-dependent cancer in a subject, comprising:

(i) the implementation of a diagnostic or prognostic method according to the invention, and (ii) when the method indicates that the subject has HER2-dependent cancer and/or indicates a short-term survival of said subject, institute appropriate treatment in said subject.

In one particular embodiment, said appropriate treatment is one or more medicines selected from a prophylactic treatment or a therapeutic treatment, preferably an antitumoral treatment aiming at targeting the extracellular domain of HER2, such as anti-HER2 antibody therapies, for example Herceptin/Trastuzumab, Pertuzumab and Trastuzumab emtansine (Genentech, USA) or aiming at targeting the kinase activity of Results miRnome analysis of the 25 breast cancer cell lines identified several miRNAs that were differentially expressed in HER2+ breast cancer cell lines compared to HER2-breast cancer cell lines, among which the miRNA 29 family (miRNA 29a-3p, miRNA 29b-3p and miRNA 29c-3p), the 5 members of miR200 family (miRNA 200a-3p, miRNA 200b-3p, miRNA 200c-3p, miRNA 141-3p and miRNA 429), the 6 members of miR15 family (miRNA 15a-5p, miRNA 15b-5p, miRNA 16-5p, miRNA 195-5p, miRNA 424-5p and miRNA 497-5p) as well as miRNA 451a, miRNA 542-5p and miRNA 615-3p (Figure 1). The results are detailed in The amount of key miRNAs (miRNA 29c-3p, miRNA 141-3p, miRNA 200a-3p, miRNA 200b-3p, miRNA 200c-3p, miRNA 429, miRNA 15a-5p, miRNA 16-5p, miRNA 195-5p, miRNA 497, miRNA 615-3p, miRNA 451a and miRNA 542-5p) was specifically increased in 5 HER2+ breast cancer cell lines compared to HER2-breast cancer cell lines.

The amount of key miRNAs (miRNA 29a-3p, miRNA 29b-3p) was specifically decreased in HER2+ breast cancer cell lines compared to HER2-breast cancer cell lines These results confirmed that the above mentioned miRNA are relevant biomarkers in a method for diagnosing and/or prognosticating HER2-dependent cancer in a subject. -MiR29a-3p:

- A similar trend was observed for HER2-breast cancer patients (P=0.38 and 0.17) (Figure 2 D-E).

On the contrary, high expression level of miRNA 29c-3p (upregulated in HER2+/MSN lo breast cancer cell lines, see Example 1) were associated with a trend towards shorter overall survival compared to patients having low expression level of this miRNA (Figure 2 C):

-Median survival: 71 months with high expression level of miRNA 29c-3p vs.

more than 200 months with low expression levels of miRNA 29c-3p -Overall survival:, more than 55% death with high expression level of miRNA 29c-3p compared to less than 40% death with low expression level of miRNA 29c-3p (P=0.37)).

This trend was specific of HER2+ breast cancers, since level of expression of these miRNAs did not alter survival profiles of HER2-breast cancer patients (P=0.96) (Figure 2 F).

Conclusion

Survival analyses demonstrated that, the contrary to miRNA29a-3p and miRNA 29b-3p, higher amounts of miRNA29c-3p were associated with a shorter overall survival specifically among patients diagnosed with a HER2+ breast cancer.

These results confirmed that the above mentioned miRNA are relevant biomarkers for diagnosing and/or prognosticating HER2-dependent cancer in a subject. 

Conclusion

Survival analyses demonstrated that higher amounts of miRNA 200b-3p and miRNA 429-3p were associated with a shorter overall survival specifically among patients diagnosed with a HER2+ breast cancer.

These results confirmed that the above mentioned miRNA are relevant biomarkers for diagnosing and/or prognosticating HER2-dependent cancer in a subject. 

Results

Among the 6 members of miRNA 15 family, high expression levels of miRNA 16-5p (Figure 4 A), miRNA 15a-5p (Figure 4 B), miRNA 424-5p (Figure 4 E) and miRNA 497-5p (Figure 4 F) were associated with a trend towards shorter overall survival compared to patients having low expression of these miRNAs. ,38).

MiRNA 195-5p (Figure 4 D) expression level did not alter survival profiles of HER2+ breast cancer patients and low expression level of miRNA 15b-5p (Figure 4 C) that was not seen upregulated in the miRnome analysis of Figure 1 were associated with a trend towards shorter overall survival compared to patients having high expression level of this miRNA (P=0.17).

Conclusion

Survival analyses demonstrated that higher amount of miRNA 16-5p, miRNA 15a, miRNA 424-5p and miRNA 497-5p were associated with a shorter overall survival specifically among patients diagnosed with a HER2+ breast cancer.

These results confirmed that the above mentioned miRNA are relevant biomarkers for diagnosing and/or prognosticating HER2-dependent cancer in a subject. Their trends were specific of HER2+ breast cancers since levels of expression of these miRNAs did not necessarily alter survival profiles of HER2-breast cancer patients (Figure 5 D-F).

Conclusion

Survival analyses demonstrated that higher amount of miRNA 615-3p, miRNA 451a-3p and miRNA 542-5p were associated with a shorter overall survival specifically among patients diagnosed with a HER2+ breast cancer.

These results confirmed that the above mentioned miRNA are relevant biomarkers for diagnosing and/or prognosticating HER2-dependent cancer in a subject. 

2.

The method according to claim 1, wherein a higher amount of one or more miRNA selected from the group consisting of miRNA 429, miRNA 29c-3p, miRNA 200a-3p, miRNA 200b-3p, miRNA 200c-3p, miRNA 497-5p, miRNA 615-3p, miRNA 451a and miRNA 542-5p, miRNA 15a-5p, miRNA 16-5p and miRNA 424-5p in the sample from the subject compared to the reference value indicates that the subject has HER2-dependent cancer and/or indicates a short-term survival of said subject.

3.

The method according to claim 1, wherein a lower amount of one or more miRNA selected from the group consisting of miRNA 29a-3p, miRNA 29b-3p and miRNA 15b-5p in the sample from the subject compared to the reference value indicates that the subject has HER2-dependent cancer and/or indicates a short-term survival of said subject.

4.

The method according to any one of claim 1 to 3, wherein the sample is a tumor sample or a body fluid sample.

5.

The method according to claim 4, wherein the body fluid sample is selected from the group consisting of blood, serum plasma, saliva and urine, amniotic fluid, breast milk, bronchial lavage, cerebrospinal fluid, peritoneal fluid, seminal fluid, tears and pleural fluid.

6.

The method according to claim 2, wherein the amount of the one or more miRNA in the sample from the subject is at least 1.5 fold increased compared to the reference value, more preferably at least 2 fold increased.

7.

The method according to claim 3, wherein the amount of the one or more miRNA in the sample from the subject is at least 0.5 fold decreased compared to the reference value, more preferably at least 0.7 fold decreased.

8.

The method according to any one of claim 1 to 7, wherein the reference value represents (i) a diagnosis of no HER2-dependent cancer or (ii) a diagnosis of HER2dependent cancer, (iii) a good prognosis of HER2-dependent cancer or (iv) a bad prognosis of HER2-dependent cancer.

9.

The method according to any one of claim 1 to 8, wherein step a) comprises measuring the amount of the one or more miRNA by employing a PCR-based detection method.

10. The method according to any one of claim 1 to 9, wherein the HER2-dependent cancer is selected from the group consisting of of breast cancer, female genital tract cancer, such as endometrial cancer, uterine cancer or ovarian cancer, bladder cancer, anal cancer, colorectal cancer, in particular uterine serous cancer, such as uterine papillary serous carcinoma, lung cancer, in particular non-small-cell lung cancer, liver cancer, kidney cancer, gastroesophageal cancer, stomach cancer, pancreas cancer and gastric cancer..

11.

The method according to any one of claim 1 to 10, wherein said HER2-dependent cancer is HER2+ breast cancer. 13. The method according to claim 12, wherein said change in the diagnosis and/or prognosis of HER2-dependent cancer in the subject is monitored in the course of a medical treatment of said subject.

14.

The method according to any one of claim 12 or 13, wherein the medical treatment is a prophylactic treatment or a therapeutic treatment, preferably an antitumoral treatment. This application is deemed to be a request to extend the effects of the European patent application and the European patent granted in respect of it to all non-contracting states to the EPC with which extension or validation agreements are in force on the date on which the application is filed. However, the request is deemed withdrawn if the extension fee or the validation fee, whichever is applicable, is not paid within the prescribed time limit. In particular, these molecules have no potent action on the mutated and truncated forms of HER2. Concerning Trastuzumab, 66% to 88 % of treated patients never respond to treatment (i.e. present a "primary resistance") and among the one-third of the treated patients that respond to this agent, a disease progression on average in less than one year (i.e. develop an "acquired resistance") is generally observed. The efficacy is limited by the development of therapeutic resistance mainly attributed to the expression of p95HER-2, as this highly active truncated form of HER2 lacks the recognition site for Trastuzumab.

Treatments with small molecule tyrosine kinase inhibitors (Lapatinib) are often associated to increase toxicity due to a non-specific inhibition of promiscuous ErbB and non-ErbB kinases by these agents, limiting the extent to which they can be used safely. The median duration of response to lapatinib was less than one year, and a majority of Trastuzumabpre-treated patients (~80%) failed to respond.

There is therefore a need for developing new methods for treating HER2-dependent cancer, such as HER2+ breast cancer. In particular, there is an urgent need for the development of alternative approaches for the treatment of HER2-dependent cancer with a reduced risk of toxicity.

The Applicant has identified new targets, micro ribonucleic acids (miRNAs), which constitute a new approach for the treatment of HER2-dependent cancers.

SUMMARY OF THE INVENTION

The inventors therefore propose here to modulate the activity of specific miRNAs to treat HER2-dependent cancers.

The inventors have identified miRNAs that regulate HER2 expression and/or activation. In particular, certain miRNAs (e.g. miRNA 429, miR29c-3p and miR200b-3p) are able to reduce HER2 activation. These miRNAs constitute therefore a new therapeutic approach to decrease HER2 aberrant activation in HER2-dependent cancer, such as HER2+ breast cancers. Such compounds inhibit HER2 activation by a mechanism which differs from the one of known therapies, such as Trastuzumab and Lapatinib and can be used to efficiently block the activation of Trastuzumab-resistant cell lines.

The invention relates to an agent that modulates the activity of a micro ribonucleic acid (miRNA), said miRNA being selected from the group consisting of miRNA 429, miRNA 29c-3p, miRNA 29a-3p, miRNA 29b-3p, miRNA 200a-3p, miRNA 200b-3p, miRNA 200c-3p, miRNA 141-3p, miRNA 15a-5p, miRNA 15b-5p, miRNA 16-5p, miRNA 424-5p, miRNA 497-5p, miRNA 615-3p, miRNA 451a and miRNA 542-5p, for use in the treatment of HER2dependent cancer.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

Definitions

The term "HER2", as used herein, refers to "Human Epidermal growth factor Receptor 2" which is a protein member of the human epidermal growth factor receptor family. "HER2" is also frequently called "ErbB2". "ErbB2" and "HER2" are used interchangeably in the present invention.

The term "HER2-dependent cancer" or "HER2 positive cancer" or "HER2+ cancer", as used herein, refers to cancer involving exacerbated HER2 activation. In particular, the term "HER2-dependant cancer" refers to any cancer case for which cancer cells exhibiting a deregulation of HER2 gene have been identified, in opposition to "HER2-independent cancer" or "HER2 negative cancer" or "HER2-cancer". More particularly said deregulation can correspond to an amplification of HER2 gene. This amplification can be detected at the genetic level, or at the protein level. For example, guidelines emitted by the American society of Clinical Oncology/College of American Pathologists (ASCO/CAP) for breast cancer set several cut-offs for determining the ErbB2 status of breast cancer. These guidelines prescribe that a cancer should be considered as "HER2-dependent" if, for the primary site and if possible for the metastatic site:

a uniform and intense membrane staining of more than The term "micro ribonucleic acid" or "miRNA", as used herein, refers to a small noncoding RNA molecule (generally containing about 18-25 nucleotides) found in plants, animals and some viruses, that functions in RNA silencing and post-transcriptional regulation of gene expression. The miRNA according to the invention may be located within the cell or may be located in the extracellular environment. The latter are generally known as circulating miRNA or extracellular miRNA.

The term "anti-miRNA", as used herein, is used in the broadest sense, and includes any agent that partially or fully suppresses, inhibits, or neutralizes a miRNA. Methods for identifying an anti-miRNA can comprise contacting a miRNA with a candidate anti-miRNA and measuring the specific binding to and/or inhibition (in vivo or in vitro) of the miRNA .

The anti-miRNA of the invention may be an antisense compound, such as an antisense oligonucleotide. The anti-miRNA of the invention may also be a miRNA sponge, which is well known in the art for its capability to sequester a miRNA.

The term "antisense compound", as used herein, means a compound comprising or consisting of an oligonucleoside, preferably an oligonucleotide, at least a portion of which is complementary to a target nucleic acid to which it is capable of hybridizing, resulting in at least one antisense activity. The antisense compound is called "antisense oligonucleotide" when it consists essentially of nucleotides.

The term "antisense oligonucleotide", as used herein, means an oligonucleotide which consists or comprises of a contiguous nucleotides sequence which is fully complementary to, or essentially complementary to (i.e. may comprise one or two mismatches), to a miRNA sequence, or a corresponding subsequence thereof. In some embodiments, "antisense oligonucleotide" means a single-stranded RNA molecule designed to specifically bind to and inhibit a miRNA and enable miRNA down-regulation of said miRNA activity.

The antisense oligonucleotide may be chemically modified (e.g. may comprise one or more nucleotide analogues).

The term "nucleotide analogues", in the context of the present invention, refers to variants of natural nucleotides, such as DNA or RNA nucleotides, by virtue of modifications in the sugar and/or base moieties. Analogues could in principle be merely "silent" or "equivalent" to the natural nucleotides in the context of the antisense compound or the miRNA mimic, i.e. have no functional effect on the way the oligonucleotide works to hybridize miRNA. Such "equivalent" analogues may nevertheless be useful if, for example, they are easier or cheaper to manufacture, or are more stable to storage or manufacturing conditions, or represent a tag or label. Preferably, however, the nucleotide analogues will have a functional effect on the way in which the antisense compound works to hybridize miRNA; for example by producing increased binding affinity to the miRNA and/or increased resistance to nucleases and/or increased ease of transport into the cell. The nucleotide analogues may also have a functional effect on the way in which the miRNA mimic increased resistance to nucleases and/or increased ease of transport into the cell. In some embodiments, a nucleotide analogue is a locked nucleic acids (LNA) nucleotide.

The term "complementarity", as used herein, means the percentage identity (or percentage homology) between the nucleotides sequence of the antisense compound and the sequence of the miRNA. For example, the percentage of complementarity may be calculated by counting the number of aligned bases that are identical between the 2 sequences, dividing by the total number of contiguous nucleotides, and multiplying by 100.

The term "miRNA mimic", as used herein, means a RNA, such as a single-stranded RNA, a double-stranded RNA or a hairpin RNA, that mimic a miRNA and that enable up-regulation of said miRNA activity. The miRNA mimic may be chemically modified (e.g. may comprise one or more nucleotide analogues).

The term "modulate the activity", as used herein, is used in the broadest sense, and includes "decrease the activity" and "increase the activity". The term "decrease the activity", as used herein, means partially or fully suppress, inhibit, or neutralize the activity of a miRNA. The term "increase the activity", as used herein, means partially or fully increase, activate, mimic, up-regulate or stimulate the activity of a miRNA.

The term "patient" or "individual", as used herein, refers to a human or non-human mammal (such as a rodent (mouse, rat), a feline, a canine, or a primate) affected or likely to be affected with cancer. Preferably, the subject is a human, man or woman.

The term "treating" or "treatment" means reversing, alleviating, inhibiting the progress of, or preventing the disorder or condition to which such term applies, or one or more symptoms of such disorder or condition. In particular, the treatment of the disorder may consist in destroying, depleting or inhibiting the proliferation of cancer cells. Most preferably, such treatment leads to the complete depletion of cancer cells.
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Modulated miRNA

The invention relates to an agent that modulates the activity of a micro ribonucleic acid (miRNA), said miRNA being selected from the group consisting of miRNA 429, miRNA 29c- In some embodiments, the invention relates to an antisense compound comprising nucleotide analogues. In a preferred embodiment, at least 20%, preferably at least 40%, at least 50%, at least 60%, at least 70% or at least 80%, for example a least 90% or 100%, of the nucleotides of the antisense compound are nucleotide analogues.

In a preferred embodiment, the nucleotide analogues are locked nucleic acids (LNA)

nucleotides. In a preferred embodiment, at least 20%, preferably at least 40%, at least 50%, at least 60%, at least 70% or at least 80%, for example a least 90% or 100%, of the nucleotides of the antisense compound are LNA nucleotides. Thus, the antisense compound may be called a "LNA antisense oligonucleotide" when 100% of the nucleotides of the antisense compound are LNA nucleotides.

miRNA mimic

The agent for use according to the invention may be a miRNA mimic. The miRNA mimic has the cellular function of the miRNA and enables up-regulation of said miRNA activity.

In a preferred embodiment, the miRNA mimic is selected from the group consisting of miRNA 29a-3p mimic, miRNA 29b-3p mimic and miRNA 15b-5p mimic. This means that the miRNA mimic has the cellular function of miRNA 29a-3p, miRNA 29b-3p or miRNA 15b-5p, for example the miRNA mimic sequence comprise has at least 90% homology, such as 95%, 96%, 97%, 98%, 99% or 100% homology with the nucleotide sequence of miRNA 29a-3p, miRNA 29b-3p and miRNA 15b-5p.

In a preferred embodiment, said miRNA mimic is chemically modified, for example to increase its stability, e.g. with respect to nucleases, and/or its cellular uptake.

Accordingly, in a preferred embodiment, the miRNA mimic comprises nucleotide analogues. Preferably, at least 20%, preferably at least 40%, at least 50%, at least 60%, at least 70% or at least 80%, for example a least 90% or 100%, of the nucleotides of the miRNA mimic are nucleotide analogues.

In some embodiments, the nucleotide analogues are locked nucleic acids (LNA) nucleotides. In a preferred embodiment, at least 20%, preferably at least 40%, at least 50%, at least 60%, at least 70% or at least 80%, for example a least 90% or 100%, of the nucleotides of the miRNA mimic are LNA nucleotides.

In a preferred embodiment, the nucleotide analogues are 2′-F/MOE nucleotides. In a preferred embodiment, at least 20%, preferably at least 40%, at least 50%, at least 60%, at least 70% or at least 80%, for example a least 90% or 100%, of the nucleotides of the miRNA mimic are 2′-F/MOE nucleotides.

The nucleotide analogues, such as 2′-F/MOE nucleotides, is particularly advantageous when they provide a functional effect on the way in which the miRNA mimic has increased resistance to nucleases and/or increased ease of transport into the cell.

HER2-dependent cancer

In some embodiments, the HER2-dependent cancer is selected from the group consisting breast cancer, female genital tract cancer, such as endometrial cancer, uterine cancer or ovarian cancer, bladder cancer, anal cancer, colorectal cancer, in particular uterine serous cancer, such as uterine papillary serous carcinoma, lung cancer, in particular non-smallcell lung cancer, liver cancer, kidney cancer, gastroesophageal cancer, stomach cancer, pancreas cancer and gastric cancer. In a preferred embodiment, the HER2-dependent cancer may be HER2+ breast cancer, HER2+ ovarian cancer, HER2+ bladder cancer, HER2+ colorectal cancer, HER2+ uterine papillary serous carcinoma and HER2+ gastric cancer, preferably HER2+ breast cancer. The breast cancer may be Moesin negative.

Pharmaceutical composition

The agent of the invention may be used in a pharmaceutical composition. Suitably, such composition comprises a pharmaceutically acceptable diluent, carrier, salt or adjuvant.

Carriers or diluents useful in the pharmaceutical composition may include, but are not limited to saline, buffered saline, dextrose, water, glycerol, ethanol and combinations thereof. The agent formulated as a pharmaceutical composition may be administered in any effective, convenient manner effective for having a therapeutic effect including, for example, administration by oral, intravenous, intramuscular, intradermal, intranasal, topical routes among others. In some embodiments, the agent may be administered directly to a tumour or may be targeted to the tumour via systemic administration.

Combination treatments

In some embodiments, the agent of the invention is for use in a combination treatment with another therapeutic agent. In some embodiments, another therapeutic agent is a therapeutic agent known for treating HER2+ breast cancer. For example, the antitumoral treatment may aim at targeting the extracellular domain of HER2, such as anti-HER2 antibody therapies, for example Herceptin/Trastuzumab, Pertuzumab and Trastuzumab emtansine (Genentech, USA); or the antitumoral treatment may aim at targeting the kinase activity of HER2 , such as small molecule tyrosine kinase inhibitors, for example Lapatinib/Tykerb (GSK, USA). The antitumoral treatment may also be a taxane-based chemotherapy, such as paclitaxel.

In some embodiments, the agent of the invention is for use in first line therapy to provide alternative treatment combinations to maximize the clinical benefit from Trastuzumab (and consequently reduce the doses of Trastuzumab required and its associated toxicity) and/or in second line therapy to prevent or delay resistance to Trastuzumab. families as well as of miRNA-451a, miRNA-542-5p and miRNA 615-3p.

FIGURES

Results

MiRnome analysis of the of the 25 breast cancer cell lines identified several miRNAs that were differentially expressed in HER2+ breast cancer cell lines compared to HER2-breast cancer cell lines, among which the miRNA 29 family (miRNA 29a-3p, miRNA 29b-3p and miRNA 29c-3p), the 5 members of miR200 family (miRNA 200a-3p, miRNA 200b-3p, miRNA 200c-3p, miRNA 141-3p and miRNA 429), the 6 members of miR15 family (miRNA 15a-5p, miRNA 15b-5p, miRNA 16-5p, miRNA 195-5p, miRNA 424-5p and miRNA 497-5p) as well as miRNA 451a, miRNA 542-5p and miRNA 615-3p (Figure 1). The results are detailed in Table 3. 

Family

Conclusion

The amount of key miRNAs (miRNA 29c-3p, miRNA 29a-3p, miRNA 141-3p, miRNA 200a-3p, miRNA 200b-3p, miRNA 200c-3p, miRNA 429, miRNA 15a-5p, miRNA 16-5p, miRNA 195-5p, miRNA 497, miRNA 615-3p, miRNA 451a and miRNA 542-5p) was specifically increased in HER2+ breast cancer cell lines compared to HER2-breast cancer cell lines.

The amount of key miRNAs (miRNA 29a-3p, miRNA 29b-3p) was specifically decreased in HER2+ breast cancer cell lines compared to HER2-breast cancer cell lines 

Materials and Methods

The effect of miRNA 29 family level of expression on the overall survival of breast cancer patients was measured using the online miRpower Kaplan-Meier plotter (http://kmplot.com/analysis/index.php?p=service&cancer=breast_miRna) on the METABRIC (1262 breast tumors). Patients were divided into two groups based on the target miRNA expression. Analyses were either performed on HER2 positive status

Conclusion

Survival analyses demonstrated that, the contrary to miRNA29a-3p and miRNA 29b-3p, higher amounts of miRNA29c-3p were associated with a shorter overall survival specifically among patients diagnosed with a HER2+ breast cancer. There trends were specific of HER2+ breast cancers since levels of expression of these miRNAs did not necessarily alter survival profiles of HER2-breast cancer patients (Figure 5 D-F).

Conclusion

Survival analyses demonstrated that higher amounts of miRNA 615-3p, miRNA 451a-3p and miRNA 542-5p were associated with a shorter overall survival specifically among patients diagnosed with a HER2+ breast cancer. level of expression were analyzed by western blot (Figure 6A) and quantified (Figure 6B and Figure 8). At 72h, HER2 mARN expression level was also analyzed by qRT-PCR (Figure 9).

According to the methods detailed in Example 1 was transfected 48h in MDAMB231, a HER2-breast cancer cell line, and HER2 activation (pYHER2) and expression (HER2) as well as Clathrin level of expression were analyzed by western blot (Figure 7A) and quantified (Figure 7B).

Results

To explore the role of miRNA 29c-3p on HER2 we first performed gain and loss of function experiments in SKBR3 and MDAMB231. 48h after transfection, we observed that the anti-miRNA 29c-3p (20 nM) led to a 70% decrease in HER2 activation accompanied by a 50% decrease of HER2 expression (Figure 6). On the contrary, the miRNA 29c-3p mimic induced a 65% increase in HER2 activation accompanied by a 130% increase of HER2 expression in MDAMB231 (Figure 7). There was no effect on MSN expression in both conditions (Figure 6, 7). We also reported a time-dependent effect reaching 75% HER2 inhibition after 72 and 96h of transfection (Figure 8). A 50% decrease of HER2 expression was further confirmed at mRNA level (HER2 mRNA) by qRT-PCR in SKBR3 transfected with the anti-miRNA29c-3p (Figure 9).

Conclusion

Anti-miR29c-3p strongly inhibited HER2 expression and activation independently of MSN expression in SKBR3 cells. Conversely, ectopic expression of miRNA 29c-3p mimic in MDAMB231 conducted to increased HER2 expression and activation independently of MSN expression.

These results confirmed that an agent that modulates the activity of miRNA 29c-3p, such as anti-miRNA 29c-3p, can be used in the treatment of HER2-dependent cancer, such as HER2+ breast cancer. 

Results

To confirm the HER2 inhibition induced by the anti-miRNA 29c-3p in BT474, we used BT474 cells that exhibit high levels of activated HER2 and estrogen receptor. 72h after transfection, we confirmed that the anti-miR29c-3p (40 nM) led to a 50% decrease in HER2 activation accompanied by a 20% decrease of HER2 expression and respectively 60% and 30% decrease in Akt and ERK activation (Figure 10). A 20% decrease of HER2 expression was further confirmed at mRNA level by qRT-PCR (HER2 mRNA) in BT474

transfected with the anti-miR29c-3p (Figure 11).

Conclusion

MiR29c-3p inhibitors inhibited HER2 expression and activation in BT474 cells.

These results confirmed that an agent that modulates the activity of miRNA 29c-3p, such as anti-miRNA 29c-3p, can be used in the treatment of HER2-dependent cancer, such as HER2+ breast cancer. 

Results

To explore the role of miRNA 200b-3p and miRNA 429 on HER2 we also performed gain and loss of function experiments in SKBR3. 72h after transfection, we observed that the anti-miRNA 200b-3p induced a dose-dependent inhibition of HER2 activation reaching 40% at 80 nM whereas there was no effect on HER2 level of expression (Figure 12). We also detected a dramatic dose-dependent inhibition of HER2 activation induced by the transfection of anti-miRNA 429 in SKBR3. This reached 100% inhibition at 100 nM and was accompanied by a similar decrease of HER2 expression level. Anti-miRNA 429 also induced a dose-dependent pERK inhibition reaching 50% (Figure 13).

Conclusion

Among the miRNA 200 family, we demonstrated that miRNA-200b-3p reduced HER2 activation. On the other hand, we showed that miRNA 429 strongly inhibited HER2 expression and activation.

These results confirmed that an agent that modulates the activity of miRNA 200b-3p and miRNA 429, such as anti-miRNA 200-3p and anti-miRNA 429, can be used in the treatment of HER2-dependent cancer, such as HER2+ breast cancer.

Example 10 : role of miRNA 200 family on cell division

Materials and Methods

According to the methods detailed in Example 1, the HER2-overexpressing BT474 or SKBR3 cancer cell lines were transfected with 40 nM of anti-miRNA 200b-3p or with 40 or 80 nM of anti-miRNA 429 and cells proliferation was determined after 96h using an MTT assay. Non treated cells were included as a negative control.

Results

The results are shown in Figure 14 These results confirmed that an agent that modulates the activity of miRNA 200b-3p and miRNA 429, such as anti-miRNA 200-3p and anti-miRNA 429, can be used in the treatment of HER2-dependent cancer, such as HER2+ breast cancer.

CLAIMS

1. An agent that modulates the activity of a micro ribonucleic acid (miRNA), said miRNA being selected from the group consisting of miRNA 429, miRNA 29c-3p, miRNA 29a-3p, miRNA 29b-3p, miRNA 200a-3p, miRNA 200b-3p, miRNA 200c-3p, miRNA 141-3p, miRNA 15a-5p, miRNA 15b-5p, miRNA 16-5p, miRNA 424-5p, miRNA 497-5p, miRNA 615-3p, miRNA 451a and miRNA 542-5p, for use in the treatment of HER2-dependent cancer.

2.

The agent for use according to claim 1, wherein said agent is an anti-miRNA or a miRNA mimic.

3.

The agent for use according to claim 2, wherein said anti-miRNA is selected from the group consisting of anti-miRNA 429, anti-miRNA 29c-3p, anti-miRNA 200a-3p, anti-miRNA 200b-3p, anti-miRNA 200c-3p, anti-miRNA 497-5p, anti-miRNA 615-3p, anti-miRNA 451a and anti-miRNA 542-5p, anti-miRNA 15a-5p, anti-miRNA 16-5p and anti-miRNA 424-5p.

4.

The agent for use according to any of claims 2 or 3, wherein said anti-miRNA is an antisense compound which targets the miRNA.

5.

The agent for use according to claim 4, wherein said antisense compound comprises a contiguous nucleotides sequence complementary to a corresponding sequence of the miRNA.

6.

The agent for use according to any of claims 4 to 5, wherein said antisense compound comprises a contiguous nucleotides sequence complementary to the full-length miRNA.

7.

The agent for use according to any of claims 4 to 6, wherein at least 80% of the nucleotides of the antisense compound are locked nucleic acids (LNA) nucleotides.

8.

The agent for use according to claim 2, wherein said miRNA mimic is selected from the group consisting of miRNA 29a-3p mimic, miRNA 29b-3p mimic and miRNA 15b-5p mimic.

9.

The agent for use according to any of claims 1 to 8, wherein said HER2-dependent cancer is selected from the group consisting of breast cancer, female genital tract cancer, such as endometrial cancer, uterine cancer or ovarian cancer, bladder cancer, anal cancer, colorectal cancer, in particular uterine serous cancer, such as uterine papillary serous carcinoma, lung cancer, in particular non-small-cell lung cancer, liver 5 cancer, kidney cancer, gastroesophageal cancer, stomach cancer, pancreas cancer and gastric cancer.

10. The agent for use according to any of claims 1 to 9, wherein said HER2-dependent cancer is HER2+ breast cancer.

11. The agent for use according to any of claims 9 or 10, wherein said breast cancer is 10

Moesin negative. 
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Résumé 20 à 30% des cancers du sein présentent une surexpression du récepteur tyrosine kinase HER2 et sont associés à un mauvais pronostic clinique. Bien que des thérapies anti-HER2 aient été développées ces dernières années (anticorps monoclonaux, inhibiteurs kinase, etc) et aient permis d'augmenter la survie des patients, leur efficacité est compromise par leur forte toxicité et l'émergence de mécanismes de résistance. Il reste donc un besoin urgent d'identifier de nouveaux biomarqueurs et de développer de nouvelles stratégies pour le traitement des cancers du sein enrichis en HER2. Les résultats précédents de l'équipe montraient que l'Ezrin, une protéine de la famille ERM (Ezrin, Radixin, Moesin) est un nouvel inhibiteur allostérique de HER2. La surexpression de l'Ezrin ou l'administration de composés mimétiques permet d'inhiber l'activation de HER2 dans les cellules de cancer du sein HER2+ et de bloquer la progression tumorale in vitro et in vivo. D'autre part, une répression de l'expression de la Moesin, sans altération des niveaux d'Ezrin ou de Radixin, a été rapportée dans les cancers du sein HER2+.

A la lumière de ces données, mes travaux de thèse ont consisté dans un premier temps à démontrer que la Moesin est aussi un inhibiteur allostérique de HER2 et que son expression corrèle avec une survie plus longue et un meilleur pronostic chez les patientes atteintes d'un cancer du sein enrichi en HER2. Ainsi, la réexpression de la Moesin est suffisante pour juguler la prolifération cellulaire HER2-dépendante. Mes travaux ont ensuite consisté à caractériser les mécanismes possibles de sa répression dans les tumeurs mammaires HER2+, en examinant plus particulièrement le rôle des miARNs. L'analyse du miRNome de lignées cellulaires de cancer du sein a permis l'identification de plusieurs familles de miARNs différentiellement exprimées en fonction du statut HER2, parmi lesquelles les miARNs de la famille 200 (miR-200a-c, -141 et -429) dont les membres miR-200b/c-3p sont connus pour cibler la Moesin et de la famille 29 (miR-29a/c). Conformément à notre hypothèse initiale, la réexpression de la Moesin suite à l'inactivation du miR-200b-3p entraîne une inhibition de l'activation de HER2. De manière très intéressante, cette étude a révélé que l'inhibition des miR-429 et 29c-3p induit une diminution drastique de l'expression et de l'activation de HER2 sans aucun impact sur la Moesin. Cet effet se traduit par une très forte inhibition de la prolifération des cellules de cancer du sein HER2+ et d'une induction de la mort cellulaire par activation de la caspase 3.

Nos travaux ont conduit à l'identification de nouveaux régulateurs du récepteur tyrosine kinase HER2 : la Moesin et les miR-429, -200b-3p et -29c-3p, qui représentent de nouveaux biomarqueurs mais aussi des cibles thérapeutiques très intéressantes des cancers du sein enrichis en HER2. Ces travaux soulèvent de nombreuses questions sur le rôle de ces miARNs, des mécanismes mis en jeu lors du développement tumoral HER2+ mais aussi sur l'origine de leur dérégulation.

A terme, ce projet pourrait permettre de mieux stratifier les patientes atteintes de cancers du sein enrichis en HER2 pour leur proposer des stratégies thérapeutiques basées sur ces nouveaux facteurs en complément des traitements existants, dans un contexte de médecine toujours plus personnalisée.

Mots clés : Cancer du sein, HER2, protéines ERM, Moesin, miARN, miR-429, miR-200b, miR-29c, biomarqueurs, cibles thérapeutiques Abstract 20 to 30% of breast cancers are overexpressing HER2 tyrosine kinase receptor and are associated with bad prognosis. Although anti-HER2 therapies have recently been developed (monoclonal antibodies, kinase inhibitors, etc.) and contributed to increase patient survival, their efficiency is compromised by their high toxicity and the emergence of resistance mechanism. There is therefore an urgent need to identify new biomarkers and develop new strategies for the treatment of breast cancers enriched in HER2. Previous results from the team showed that Ezrin, an ERM protein (Ezrin, Radixin, Moesin) is a new allosteric inhibitor of HER2. Ezrin overexpression or administration of mimetic compounds inhibits HER2 activation in HER2+ breast cancer cells and blocks tumor progression in vitro and in vivo. Moreover, Moesin repression has been reported in HER2+ breast cancers without alteration of Ezrin or Radixin levels.

In this context, my PhD project first consisted in demonstrating that Moesin is also an allosteric inhibitor of HER2 and that its expression correlates with a longer survival and a better prognosis in patients diagnosed with a HER2 enriched breast cancer. Thus, Moesin re-expression is sufficient to suppress HER2-dependent cell proliferation. Then, my project aimed at characterizing the possible mechanisms of Moesin repression in HER2+ mammary tumors, with a particular focus on the role of miRNAs. A miRNome analysis of breast cancer cell lines allowed the identification of several miRNA families differentially expressed depending on HER2 status, including the miR-200 family (miR-200a-c, -141 and -429) which miR-200b/c-3p members are known to target Moesin and the miR-29 family (miR-29a/c). Consistent with our initial hypothesis, re-expression of Moesin in response to miR-200b-3p inactivation resulted in inhibition of HER2 activation. Interestingly, this study revealed that inhibition of miR-429 and -29c-3p induces a drastic decrease of HER2 expression and activation without any impact on Moesin. This effect translates into a substantial inhibition of the proliferation of HER2+ breast cancer cells and the induction of cell death by caspase 3 activation.
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  50 ans. Rendre le diagnostic plus précoce permet d'adapter rapidement l'approche thérapeutique et de prévenir les effets adverses provoqués par certains traitements plus agressifs [Données Inca, Ligue Nationale contre le Cancer, Fondation ARC, GLOBOCAN 2018]. Au niveau mondial, le taux d'incidence est inégal puisqu'il est très élevé en Amérique, en Europe et en Australie contrairement au reste du monde. Un taux de mortalité très modéré est observé dans ces mêmes régions tandis que des valeurs très élevées sont observées en Afrique (exceptée Australe), en Argentine, en Europe de l'Est et en Indonésie. Le cancer du sein ne semble pas particulièrement être présent en Asie Orientale (figures 2d et e) [OMS].

Figure 1 :

 1 Figure 1 : La structure du sein (Institut National du Cancer)

  de 30 ans étaient attribuables à la consommation d'alcool et 4,4 % au tabagisme [Circ 2018].

Figure 3 :

 3 Figure 3 : Taux d'incidence et de mortalité selon la classe d'âge en France en 2018 (Santé Publique France)

Figure 5 :

 5 Figure 5 : Ganglions lymphatiques de la cage thoracique (Institut National du Cancer)

Figure 8 :

 8 Figure 8 : La famille des récepteurs à l'EGF : EGFR/ErbB1, HER2/ErbB2, HER3/ErbB3 et HER4/ErbB4. a | Les quatre membres sont composés d'un domaine extra-cellulaire, du segment juxtamembranaire et d'une partie intracellulaire contenant le domaine kinase et les motifs de fixation aux protéines de signalisation en aval. HER2 ne possède pas de ligand propre et existe dans une conformation active/ouverte. b | Les autres membres de la famille opèrent un changement conformationnel après fixation au ligand exposant les régions de dimérisation nécessaires à la formation des dimères et à leur activation.(Baselga et Swain, 2009) 

Figure 9 :

 9 Figure 9 : Liste des ligands connus pour chaque membre de la famille EGFR(Linggi et Carpenter 2006) 

Figure 10 :

 10 Figure 10 : Réseau de signalisation de la famille HER. a | Schématisation des dix combinaisons possibles de dimères des membres de la famille HER et de leur ligands possibles (input layer). Le domaine kinase de HER3 est inactif et HER2 ne possède pas de ligand connu. b | Une partie des voies de signalisation induites par l'activation de ces homoou hétérodimères HER est représentée ici (signaling processing layer) comme les voies de MAP kinases, JaK-STAT, PI3K ou encore PLCγ/PKC. c | Fonctions cellulaires associées à l'activation de ces dimères (output layer) : la prolifération, la différenciation, l'adhérence, la migration, la survie cellulaire. (Yardeb et Sliwkowski 2001)

  pas d'homodimère mais possède la même activité que le récepteur entier et est constitutionnellement actif. Dans les cancers HER2+, ces formes tronquées p110 et p95m ont un rôle important dans les mécanismes de résistance puisqu'elles sont capables de se dimériser et d'induire les cascades de signalisation tout en étant insensibles aux traitements dirigés contre la région extracellulaire 105 . La surexpression de HER2 dans les cancers du sein s'accompagne généralement de la surexpression d'autres partenaires membranaires 120 tels que des corécepteurs tyrosine kinase (membres de la famille EGFR, HGFR/c-Met, EPHA2, IGF1R) 121-124 ou des molécules d'adhésion cellulaire (CAM) comme CD44 125,126 . Les voies de signalisation induites par ces partenaires sont similaires et/ou complémentaires à celles en aval de HER2, PI3K/Akt, MAPK et kinases Src. Dites redondantes, elles participent aux mécanismes de compensation des voies de signalisation de HER2 et de ce fait à la résistance aux traitements anti-HER2 de certaines tumeurs mammaires. En outre, il a été récemment montré que le récepteur HER2 peut former des trimères avec HER3 et IGFR dans les tumeurs mammaires HER2+ résistantes au Trastuzumab. Cette association préserve le récepteur d'une inactivation car l'inhibition d'un des trois partenaires n'est pas suffisante pour induire la dissociation complète du trimère. Cependant, même si la signalisation est maintenue, la sensibilité des cellules au Trastuzumab est, elle , restaurée par différents mécanismes 127 .

Figure 12 :

 12 Figure 12 : Localisation génomique et structure des miARNs. On distingue quatre catégories : a | Les miARNs introniques dans des régions non-codantes (ex : miR15a-16 cluster), b | les miARNs provenant d'exon de régions non-codantes (ex :miR-155), c | ceux produits à partir d'introns de transcrits codant pour des protéines (ex : miR-25, -93, -106b), et enfin d | ceux provenant d'exons de ces mêmes transcrits codants (ex : miR-985). Les épingles à cheveux représentent les structures tige-boucle et les boites bleues les régions codantes.(Kim et al. 2009) 

  La biogénèse débute dans le noyau lors d'une étape de transcription réalisée par l'ARN polymérase II (Pol II) qui semble similaire à la transcription d'un ARNm. Le transcrit primaire mesure généralement plus d'un 1 kb et subit ensuite plusieurs étapes de maturation 150 . Un pri-miARN se compose d'une structure tige-boucle contenant le miARN dont la tige d'ARN double brin « imparfaite » mesure environ 35 pb et de deux segments simple brin aux extrémités : une coiffe en 5' (7 méthylguanosine) et une queue polyadénylée en 3'. Lorsque le transcrit primaire est polycistronique, c'est-à-dire qu'il provient d'un cluster de miARNs, le pri-miARN possède

Figure 13 :

 13 Figure 13 : Biogénèse des miARNs, la voie canonique. Le pri-miARN est transcrit et clivé en pré-miARN dans le noyau. Il est ensuite exporté dans le cytoplasme et clivé en un miARN mature qui, associé au complexe RISC, entraine la dégradation ou la répression de la transcription de l'ARNmessager cible en fonction de la complémentarité (adapté deRyan et al. 2015) 

  une enzyme endonucléase RNase III, et de DGCR8 (pour DiGeorge syndrome critical region 8), une protéine nucléaire d'ancrage à l'ARN double brin 158 . Dans ce processus, il a été montré que malgré son domaine de liaison à l'ARN double brins (dsRBD), Drosha est incapable de se lier seul au pri-miARN, son association à DGCR8 est nécessaire (figure 14a). Ce co-facteur possède deux dsRBDs reconnaissant spécifiquement la partie hairpin, les fragments simples brins aux extrémités sont eux aussi indispensables à son appariement. La liaison se fait de manière très spécifique au niveau de l'interface simple-double brins et grâce à des motifs particuliers présents sur le pri-mARN 159 . Drosha clive le pri-miR à 11 nucléotides de la base grâce à la combinaison de ses deux domaines RNases (RIIIDs) et libère le pré-miARN caractérisé alors par son extrémité 3' asymétrique de 2 nucléotides et sa structure hairpin d'environ 70 nucléotides 160,161 . Lorsque le miARN est intronique comme dans une grande majorité des cas, ce processus de clivage est en fait co-transcriptionnel et s'effectue avant l'épissage, il n'affecte donc pas l'ARNm hôte 162 . La précision de cette étape de maturation est importante puisqu'un décalage au nucléotide près peu impacter la séquence du futur miARN et plus particulièrement la région « seed » indispensable à la reconnaissance de l'ARNm cible 163 (figure 14b). La maturation est une étape finement régulée à plusieurs niveaux, un clivage incorrect empêche également son export vers le noyau.

Figure 14 :

 14 Figure 14 : Les acteurs principaux de la biogénèse des miARNs. a | Structure de Drosha, Dicer et DGCR8, Drosha et Dicer sont des enzymes RNase de type III et DGCR8 est une protéine nucléaire d'ancrage à l'ARN double brin b | Le complexe Drosha-DGCR8 est également appelé microprocesseur. c | Repliement de Dicer, il semblerait que la distance entre le domaine PAZ et le domaine catalytique détermine la longueur du miARN produit(Kim et al. 2009).

Figure 15 :

 15 Figure 15 : Les protéines argonautes, structure (a) et modélisation 3D (b)(Kim et al. 2009) 

Figure 16 :

 16 Figure 16 : Voie canonique et mécanismes alternatives de la biogénèse des miARNs. (O'Brien 2018)

  Suivant le motif d'appariement considéré, les miARNs d'une même famille possèdent en moyenne 400 ARNm cibles conservés possibles et plus de 60% des gènes codants pour une protéine subiraient une pression de sélection pour conserver leurs MREs 209 . La petite taille des motifs de liaison expliquerait notamment le nombre très important de gènes posttranscriptionnellement régulés par des miRs. L'ensemble de ces paramètres régulant l'ancrage rend surtout difficile et peu efficace la prédiction d'ARNm cibles 204 . b. Régulation de l'ARNm cible L'ARNm est caractérisé par une coiffe m 7 G et une queue poly(A) encadrant ses UTRs et sa région codante. Sa traduction implique de nombreux facteurs et complexes dépendants de ces caractéristiques et débute généralement par une étape appelée l'initiation. Il s'agit du recrutement du complexe dit facteur d'initiation de la traduction eucaryote (eIFs, figure 17) composé entre autres des sous unités eIF4E (liaison à la coiffe m 7 G), eIF4A (hélicase à ARN) et de eIF4G (protéine d'échafaudage du complexe). La queue poly(A) quant à elle est associée à la protéine PABPC (poly(A)-binding protein C) qui possède un domaine de liaison à eIFs. L'ARNm devient donc circulaire, ce qui facilite le recrutement d'autres facteurs et le recyclage ribosomique. Le complexe eIFs s'associe également avec l'unité ribosomique 40S chargée d'identifier le codon initiateur. La traduction se poursuit avec l'élongation menée par les ribosomes et des phosphorylations des facteurs d'élongation, il s'agit de la production de la protéine. La troisième étape correspond à la terminaison, i.e. la lecture du codon stop par les unités ribosomique et la dissociation des complexes. Bien que plus rares, il existe également des phénomènes d'initiation indépendants de la coiffe et du complexe eIFs, les unités ribosomiques se lient directement à des motifs IRES (internal ribosome entry sites) présents généralement dans le 5'UTR de l'ARNm 210,211 .

Figure 17 :

 17 Figure 17 : Les mécanismes de régulation des cibles par les miARNs. Les miARNs régulent l'expression de gènes par différents processus. La complémentarité parfaite du miARN à l'ARNm cible induit son clivage direct par Ago2 mais ce phénomène reste très rare chez les mammifères (a). Les miARNs répriment généralement leurs cibles par des mécanismes de déstabilisation par déadénylation et dégradation (b) mais aussi en inhibant leur traduction au moment de l'initiation ou ultérieurement(c,d). Dans des conditions très particulières, des miARNs sont capables d'induire la traduction de de leurs cibles (e)(Pasquinelli 2012).

Figure 18 :

 18 Figure 18 : Les miARNs jouent le rôle d'oncomiR ou de suppresseur de tumeur. a | Dans les tissus normaux, les miRs participent à l'homéostasie cellulaire et tissulaire. b | Un défaut dans la biogénèse peut entrainer la répression d'un ou plusieurs miARNs suppresseurs de tumeur. Les cibles de ces miRs, aussi appelées oncoprotéines, sont alors réexprimées et participent à la carcinogénèse. c | Aussi, la surexpression ou l'amplification d'un miR ayant un rôle oncogénique peut également exercer une action pro-tumorale en réprimant des gènes cibles suppresseurs de tumeur (Esquela-Kerscher et Slack 2006).

Figure 20 :

 20 Figure 20 : Exemples non exhaustifs de miARNs suppresseurs de tumeur associés aux cancers du sein(Wang et Luo 2015) 

  a été décrite pour l'identification et la prédiction du statut HER2+ de tumeurs mammaires très précoces 294 . Le miR-4728 est le seul miARN intronique du récepteur HER2. Il est surexprimé avec son gène hôte dans les cancers du sein HER2+, cependant il a un rôle de suppresseur de tumeur car il réprime la voie MAPKinase 295,296 .

Figure 21 :

 21 Figure 21 : miARNs clés et leurs fonctions dans les cancers enrichis en HER2.(Sareyeldin et al. 2019) 
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 2 Confirmer la répression de l'expression de la Moesin dans les cancers du sein enrichis en HER2 et analyser l'impact de son niveau d'expression sur la survie des patients atteints de cancers du sein HER2+ 3/ et enfin disséquer les mécanismes conduisant à la perte d'expression de la Moesin dans les cancers du sein HER2+. Nous nous sommes plus particulièrement intéressées aux mécanismes de régulation par les miARNs. empêchant l'alignement des domaines kinases nécessaire à l'activation de HER2. Ainsi, l'Ezrin est une protéine régulatrice clé de l'activation de HER2. De plus, sa surexpression ou celle de son domaine FERM dans des cellules tumorales mammaires humaines qui surexpriment HER2 suffit à prévenir l'activation de HER2 et la proliferation de cellules cancéreuses mammaires surexprimant HER2. La surexpression de l'Ezrin, ou de son domaine FERM, permet également de bloquer l'activation des formes mutées et tronquées du récepteur, notamment p95HER2 insensible au Trastuzumab [Brevet WO/2011/036211]. Par la suite, l'équipe a identifié deux familles de petites molécules mimant l'effet du domaine FERM de l'Ezrin et inhibant HER2. Ces molécules bloquent la progression de cancers du sein HER2+ in vitro et in vivo dans un modèle de xénogreffes orthotopiques, et présentent une activité sur les tumeurs résistantes au Trastuzumab [Brevets FR1452246 et EP16305019.8]. Par ailleurs, une de ces molécules, le zuclopenthixol étant un antipsychotique typique capable de franchir la barrière hématoencéphalique, possède une activité sur les tumeurs intracrâniennes HER2+.

  ERM sur une cohorte de 529 échantillons de patients atteints d'un carcinome mammaire invasif (Cohorte TCGA), suivie d'une analyse sur 70 lignées cellulaires de cancer du sein humain couramment utilisées et révélé une perte de l'expression de la Moesin spécifiquement dans les cancers du sein HER2+. Cet effet est spécifique de la Moesin puisque l'on n'observe aucune altération des niveaux d'Ezrin ou de Radixin, que ce soit dans les lysats protéiques issus de lignées cellulaires de cancer du sein ou les transcrits provenant des échantillons tumoraux de patients. Les domaines FERM de la Moesin et de l'Ezrin sont très conservés et présentent 94% d'identité de séquence entre leurs lobes F3, suggérant fortement que la Moesin, puisse comme l'Ezrin interagir avec le domaine juxtamembraire de HER2 et prévenir son activation. A mon arrivée dans l'équipe, j'ai eu la chance de pouvoir prendre part à ce projet, tout d'abord en démontrant que la réexpression ectopique de la Moesin ou de son domaine FERM seul est capable d'inhiber l'activation anormale de HER2 induite par sa surexpression dans une lignée cellulaire et permet de bloquer la prolifération cellulaire d'une lignée de cancer du sein HER2+. L'équipe avait également montré l'existence d'une forte corrélation inverse entre les niveaux d'expression protéiques de HER2 et de la Moesin dans des lignées cellulaires tumorales mammaires à statut HER2 variable. Nous avons alors confirmé ces résultats par qRT-PCR sur 25 lignées de cancers du sein avec différents statuts HER2. De plus, grâce à des analyses bio-informatiques de la cohorte de patients TCGA (http://kmplot.com/analysis/), j'ai ensuite pu montrer que les patients atteints de cancer du sein HER2-positif présentant des niveaux faibles d'expression de la Moesin ont une survie globale significativement plus courte que ceux présentant de plus forts niveaux d'expression de Moesin ainsi qu'un plus mauvais pronostic clinique. De façon intéressante, cette corrélation n'est trouvée que dans les cancers du sein HER2+, la survie des patients atteints de cancer du sein HER2-n'étant pas affectée par l'expression de Moesin. Ainsi, ces résultats montrent que la Moesin constitue un marqueur diagnostic et pronostic des cancers du sein HER2+. Ces données suggèrent que la faible expression de Moesin diminue l'inhibition allostérique de l'oncogène HER2 et contribue ainsi à son hyper activation. Ces données ont fait l'objet d'un premier dépôt de brevet sur lequel je figure comme co-inventrice (PCT/EP2018/079213, Annexe 1), et font l'objet d'un article dont la soumission est imminente et dont je suis co-auteure (Allosteric inhibition of HER2 tyrosine kinase receptor by Moesinmimicking compounds as anti-tumour treatment for HER2-positive breast cancers and brain metastases. Faure, Djerbi-Bouillié, Domingot et al.).

  -Luc Lenormand 4 , Eric Chevet 3 and Sandrine Bourdoulous 1,2* INTRODUCTION Human Epidermal Growth Factor Receptor 2-positive breast cancer (HER2+ breast cancer) is defined by increased amplification of the HER2/neu oncogene and/or overexpression of its associated HER2 transmembrane receptor protein. HER2+ breast cancer represents

  of 25 µM (Sup Fig 6C). As controls, close analogous compound of Zuclopenthixol, [1-(3-(9Hthioxanthen-9-ylidene)propyl)piperidine-4-carboxylic acid, Analog 1 and ethyl 1-(3-(9Hxanthen-9-ylidene)propyl)piperidine-4-carboxylate, Analog 2] which poorly inhibited the FERM/HER2 interaction in vitro (Table 2) did not bind to the ERM binding motif of HER2 in SPR (Sup Fig 6A) and only reached 35% inhibition of HER2 activation in SKBR3 cells with IC50

  Zuclopenthixol hydrochloride and the close analogous compounds Analog 1 (1-(3-(9Hthioxanthen-9-ylidene)propyl)piperidine-4-carboxylic acid) and Analog 2 (ethyl 1-(3-(9Hxanthen-9-ylidene)propyl)piperidine-4-carboxylate) were synthetized and purified by Roowin (Riom, France). MTT reagent (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) was from Sigma.

  de Marseille (Institut Paoli Calmettes, Marseille, France) in accordance with the guidelines of the Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale. The experimental protocol was approved by the Animal Experimentation Ethics Committee of Marseille (APAFIS#2079-2015092811101360 v3). Briefly, 5.10 6 BT474 cells resuspended in 100 µl (50% matrigel and 50% PBS) were implanted orthotopically in the mammary fat pad of NOD.Cg-Prkdc scid/J mice anesthetized with ketamine and xylazine and administered with metacam (SC, 1 mg/kg).

  AlphaScreen assay with GST-FERM E (red), or GST (blue) (0 to 250 nM) incubated with 10 nM biotinylated HER2 JM peptide. A representative experiment is shown (n=3) where data are mean ± sem (n=2); two-way RM ANOVA followed by Bonferonni's multiple comparison test, *** P<0.001; **** P<0.0001. B. AlphaScreen assay with GST-FERM E (0 to 250 nM) incubated in the presence (red) or in the absence (blue) of 9.25 nM biotinylated HER2 JM peptide. A representative experiment is shown (n=2) where data are mean ± sem (n=2); two-way RM ANOVA followed by Bonferonni's multiple comparison test, * P<0.05; *** P<0.001. C. Sequence of the peptides coding for the cytosolic JM region of wild type (WT) HER2 or harbouring alanine and glycine substitutions within the ERM binding motif (ΔEBM). Increasing concentrations (0 to 200 nM) of non-biotinylated WT (red) or ΔEBM (blue) peptides were used to compete for the binding of biotinylated HER2 JM peptide (5 nM) to GST-FERM E (125 nM) measured by AlphaScreen. Apparent Kdi were calculated (WT: Kdi=13 nM; ΔEBM: Kdi=67 nM). A representative experiment (n=2) is shown where data are mean ± sem (n=3); two-way ANOVA followed by Sidak's multiple comparison test, * P<0.05; ** P<0.01. D. AlphaScreen assay with GST-FERM E (red), or GST (blue) (0 to 250 nM) incubated with 5 nM biotinylated CD44 JM peptide. Apparent Kdi was 8 nM. A representative experiment is shown (n=2) where data are mean ± sem (n=2); two-way RM ANOVA followed by Bonferonni's multiple comparison test, **** P<0.0001. E. AlphaScreen assay with GST-FERM E (0 to 83 nM) incubated in the presence (red) or in the absence (blue) of 9.25 nM biotinylated CD44 JM peptide. A representative experiment is shown (n=2) where data are mean ± sem (n=2); two-way RM ANOVA followed by Bonferonni's multiple comparison test, ** P<0.01; **** P<0.0001. F. On the top, sequence of the peptides coding for the cytosolic JM region of CD44. Increasing concentrations (0 to 512 nM) of non-biotinylated CD44 peptide was used to compete for the binding of biotinylated CD44 JM peptide (5 nM) to GST-FERM E (125 nM) measured by AlphaScreen. A representative experiment (n=6) is shown where data are mean ± sem (n=2). Supplementary figure 5 A. Whole cell lysates from human breast cancer cell lines HCC202, MDAMB-361, UACC-812, ZR-7530 and SKBR3 exhibiting different level of HER2 expression were analysed by western blots using antibodies directed against HER2, Moesin, Ezrin, Radixin and clathrin as a loading control. B. Quantification of the relative expression of Moesin and HER2 (top) or Ezrin and Radixin (bottom). C. SKBR3 tumours cells were mock transfected or transfected with GFP, or with increasing concentrations of Ezrin-GFP or FERM E -GFP, as indicated. After lysis, western blots were performed with anti-phosphotyrosine (PY), anti-HER2, anti-phospho-AKT and anti-Actin antibodies on whole cell lysates. D. Phase contrast images of BT474 tumours cells transfected or not with GFP, Ezrin-GFP, FERM E -GFP, Moesin-GFP or FERM M -mCherry monitored by live cell time-lapse imaging (Incucyte). Cell proliferation quantification (n=12 fields) is shown where data are mean ± sem (n=2); one-way ANOVA followed by Bonferonni's multiple comparison test, *** P<0.001, **** P<0.0001. E. Phase contrast images merged with GFP channel of BT474 tumours cells transfected with GFP, Ezrin-GFP, FERM E -GFP or Moesin-GFP monitored by live cell time-lapse imaging (Incucyte). The quantification of GFP-positive cell in a representative experiment is shown where data are mean ± sem (n=12 fields). Reduction of BT474 cell proliferation by the transfection of Ezrin, Moesin or their FERM domains was seen on whole cell population (E, 25% to 50% inhibition) but was highly enhanced (F, 55% to 85%) when only focusing on GFP-positive cells due to the low transfection efficiency in these cells (35%). F. Schematic representation of Zebra-GFP and FERM E -Zebra constructs used in G. G. SKBR3 cells were incubated 24h in the presence of vehicle (PBS + DTT) or PBS alone in the presence of FERM E -Zebra (0.3-0.9 µM) or of 0.3-0.6 µM Zebra-GFP. After lysis, anti-pY, anti-His, anti-HER2, anti-Ezrin or anti-clathrin were analysed by western blots on whole cell lysates.

  famille est constituée de trois membres : miR-29a, -29b (-1 et -2) et -29c. Ils possèdent tous la même séquence « seed » et sont groupés en deux clusters : les miR-29a et -29b-1 sont localisés au niveau du chromosome 1, et les miR-29b-2 et -29c se trouvent au niveau du chromosome 1 318 (figure 25). Cette famille est impliquée dans de nombreux cancers, elle joue des rôles importants dans la protéostasie, le métabolisme, la prolifération cellulaire, l'apoptose, l'angiogénèse, l'immunomodulation mais aussi dans de multiples processus épigénétiques comme la méthylation 319 .
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 2425 Figure 24 : Localisation chromosomique, classifications et séquences des membres de la famille des miR-200s(Senfter et al. 2016) 

  from physically adjacent miRNA genes as illustrated by the miR-200 family (miR-200a-c, miR-141, miR-429) which members are found in two clusters located in humans on chromosome 1 (miR-200a/b, and miR-429) and on chromosome 12 (miR-200c and miR-141). Functionally, miR-200s have been characterized as inhibitor of epithelial-mesenchymal transition (EMT) by the direct targeting of ZEB1 and ZEB2 repressing E-cadherin expression [16]. Another example is miR-29 family (miR-29a/c) with human miR-29a/-29b1 encoded on chromosome 7 and miR-29b2/-29c located on chromosome 1. miR-200 and miR-29 family are downregulated

  . Members of miR-130 family(miR-301a-3p and miR-454), miR-183 family (miR-96-5p, miR-182-5p and miR-183-5p) and the 5 members of miR-200 family(miR-200a/c-3p, miR-141- 3p and miR-429) were significantly upregulated in HER2-positive breast cancer cells compared to cells that do not overexpress HER2 (Log2FC96=1.42, P=0.002; Log2FC182=1.57, P=0.003; Log2FC183=1.76, P=0.0004; Log2FC301a=1.85, P=0.001; Log2FC454=1.58, P=0.004; Log2FC200a=1.48, P=0.016; Log2FC200b=1.98, P=0.001; Log2FC200c=1.84, P=0.0001; Log2FC141=2.04, P=0.0004; Log2FC429=1.50, P=0.007) (Figure 1A, 1C). MiR-221 family members (miR-221-3p and miR-222-3p) were significantly downregulated (Log2FC221=-2.13, P=0.007; Log2FC222=-1.57, P=0.004) (Figure 1A, 1C). While members of miR-29 family (miR-29a-3p and miR-29c-3p) were regulated in an antagonistic manner, with miR-29c-3p upregulated in HER2-overexpressing cells (Log2FC=1.94; P=0.0004) whilst miR-29a-3p was decreased (Log2FC=-1.54; P=0.0001) (Figure 1A, 1C).The miR-200 family consists of two physical clusters, miR-200a, -200b and -429, located on human chromosome 1 and miR-200c and -141 on chromosome 12 and two functional clusters: cluster I (miR-200b, -200c and -429) sharing the seed sequence 2-AAUACUG-8 and cluster II(miR-200a and -141) sharing the seed sequence 2-AACACUG-8 (Figure1D). The miR-29 family also consists of two clusters miR-29a, -29b1 and miR-29b2, -29c encoded on human chromosome 7 and 1 respectively and that harbor the same seed sequence(2-AGCACCA-8) 

  agreement to what we reported in cell lines, analysis of the expression of 1040 mature miRNA in 1078 breast invasive carcinomas available on http://firebrowse.org/# demonstrated a significant increased expression of all miR-200 family members in samples from HER2overexpressing tumors (n=26 HER2+ and n=73 Luminal B) compared to normal samples (n=87)(miR-200a-3p: x5, P<0.0001; miR-200b-3p: x3.6, P<0.0001; miR-200c-3p: x4, P<0.0001; miR-141-3p: x7.8, P<0.0001; miR-429: x6, P<0.0001) (Figure2A, Sup. Fig.2A).MiR-29a-3p also presented a significant 2-fold decrease in HER2-overexpressing tumors compared to normal samples (miR-29a-3p: x0.5 P<0.0001). In contrast, miR-29b-3p and miR-29c-3p expression were not significantly modified(miR-29b-3p: x1.2, P=0.6289; miR-29c-3p: x0.8, P=0.4308) (Figure2A, Sup. Fig.2A).Finally, in line with what we reported in cell lines, the 3 members of miR-183 family (miR-96-5p, miR-182-5p and miR-183-5p) and 2 members of miR-130 family (miR-301a-3p and miR-454-3p) were significantly upregulated in HER2-positive breast tumors compared to normal samples, whereas miR-221-3p and miR-222-3p from miR-221 family were significantly downregulated(miR-183-5p: x8.6, P<0.0001; miR-96-5p: x10.2, P<0.0001; miR-182-5p: x5.2, P<0.0001; miR-301a-3p: x3.1, P<0.0001; miR-454-3p: x2.7, P<0.0001; miR-221-3p: x0.7, P=0.001; miR-222-3p: x0.6, P<0.0001) (Sup. Fig.3A). When HER2-overexpressing tumor samples were matched to adjacent normal samples (normal vs. 5 HER2+ or 17 Luminal B adjacent tumors), all miR-200 family members were significantly increased in adjacent tumor samples(miR-200a-3p: x2.7, P=0.0085; miR-200b-3p: x1.83, P=0.0497; miR-200c-3p: x2.48, P=0.0002; miR-141-3p: x5.7, P<0.0001; miR-429: x3.7, P=0.0038) (Figure2B, Sup. Fig.2B).Again, miR-29a-3p expression was significantly decreased in HER2-overexpressing adjacent tumors compared to normal samples whereas miR-29b-3p and miR-29c-3p were not significantly altered(miR-29a-3p: x0.5, P<0.0001; miR-29b-3p: x1.3, P=0.4126; miR-29c-3p: x0.7, P=0.0834) (Figure2B, Sup. Fig.2B). The 3 members of miR-183 family and miR-301a-3p and miR-454-3p were also upregulated in HER2-overexpressing adjacent tumor compared to normal samples whereas miR-221-3p and miR-222-3p were significantly downregulated(miR-183-5p: x8.6, P<0.0001; miR-96-5p: x9.7, P=ND; miR-182: x5.3, P<0.0001; miR-301a- 3p: x3.8, P=0.0004; miR-454-3p: x3.7, P=ND; miR-221-3p: x0.6, P=0.0004; miR-222-3p: x0.7, P=0.0427) (Sup. Fig.3B). In the course of cancer progression, expression profiles of miR-200, miR-29, miR-183, miR-130 or miR-221 family members were not further modified (n=8 stage i; n=7 stage ia; n=28 stage iia; n=27 stage iib; n=17 stage iiia; n=7 stage iiic) (Figure2C, Sup.

  ROC curve analyses demonstrated a good correlation between the level of expression of each of miR-200 family members and the diagnosis of HER2-overexpressing breast cancers(AUCmiR-141-3p=0.9351, excellent; AUCmiR- 429=0.9067, excellent; AUCmiR-200a-3p=0.8858, good; AUCmiR-200c-3p=0.8712, good and AUCmiR- 200b-3p=0.8416, good). Concerning miR-29 family, only miR-29a-3p exhibited a good diagnostic value (AUC=0.8343) whereas it was poor for miR-29b-3p (AUC=0.5925) and miR-29c-3p (AUC= 0.5747) (Figure2D, Sup. Fig.2D). The 3 members of miR-183 cluster were also excellent predictors(AUCmiR-183-5p=0.9822, AUCmiR-96-5p=0.9827, AUCmiR-182-5p=0.9675), whereas miR-301a-3p was good (AUC=0.8098) and miR-454-3p, miR-221-3p and miR-222-3p were acceptable(AUCmiR-454-3p=0.7935; AUCmiR-221-3p=0.7311; AUCmiR-222-3p=0.7405) (Sup.

Fig

  Fig.3D). From these analyses, we concluded that members of the miR-200 and miR-183

  So far, only few proteins are known shared targets of miR-200b-3p, miR-429 and miR-29c, including regulators of transcription (c-Jun and SP1), apoptosis (the anti-apoptotic factor Bcl2), cell cycle (cyclin T2), cytoskeleton (the Fascin Actin-Bundling Protein 1, FSCN1 and Tubulin Beta 2A, TUBB2A), matrix remodeling (Serpin Peptidase Inhibitor, SERPINH1), oxydative stress (Thioredoxin domain-containing protein 1, TXNDC16), and angiogenesis (Vascular endothelial growth factor A), while PTEN (the tumour suppressors phosphatase and tensin homologue) is the only known common target of miR-429 and miR-29c, not targeted by miR-200b-3p.SERPINH1, FSCN1, and TUBB2A expression negatively correlated with HER2 expression in breast cancer cell lines and high levels of expression of Bcl2 and PTEN were associated with better survival of HER2-overexpressing breast tumors patients compared to non-HER2overexpressing counterparts, suggesting a potential role of these targets in the oncogenic activity of these miRs.

miRNome

  MiRNA expression levels were quantified by RT-PCR using the SYBR Green Master Mix kit on the ABI Prism 7900 Sequence Detection System (Perkin-Elmer Applied Biosystems, Foster City, CA). The Human miScript Primer Assays version 9.0 and 11.0 from Qiagen, designed to detect 804 human miRNA probes, were used according to the manufacturer's guidelines. GADPH, β2 microglobulin, RPL19, RPL20, actin B and mean miRNA expression were used to normalize miRNA expression levels. Analysis was performed on 26 breast cancer cell lines with various HER2 status: MDAMB361 (ATCC HTB-27), BT483 (ATCC HTB-121), MDAMB453 (ATCC HTB-131), MDAMB415 (ATCC HTB-128), ZR75-1 (ATCC CRL-1500), HCC202 (ATCC CRL-2316), BT474 (ATCC HTB-20), MCF10A (ATCC CRL-10317), MCF12A (ATCC CRL-10782), MDAMB436 (ATCC HTB-130), hTERT HME1 (ATCC, CRL-4010), MCF102A (ATCC CRL-10781), 184B5 (ATCC CRL-8799), BT549 (ATCC HTB-122), HCC1937 (ATCC CRL-2336), Hs 578T (ATCC HTB-126), MDAMB231 (ATCC HTB-26), MCF12F (ATCC CRL-10783), PMC42 (RRID:CVCL_5215), MDA-MB-157 (ATCC HTB-24), BT-20 (ATCC HTB-19), HCC70 (ATCC CRL-2315), HCC1599 (ATCC CRL-2331), HCC1143 (ATCC CRL-2321), HCC1428 (ATCC CRL-2327) and HCC1187 (ATCC CRL-2322

HER2+

  breast cancer cell line SKBR3 (ATCC HTB-30) and BT474 (ATCC HTB-20) as well as HER2-breast cancer cell line MDAMB-231 (ATCC CRM-HTB-26) were cultured in DMEM (4.5 g/l glucose; Gibco) supplemented with 10% fetal bovine serum, 10 mM Hepes (Gibco) and 1% penicillin/streptomycin. Normal like mammary epithelial cell line MCF10A was kindly provided by Dr Mark Scott. Cells were maintained in DMEM-F12 (Gibco) supplemented with 5% horse serum, 20 ng/mL EGF, 10 µg/mL insulin, 0.5 µg/mL hydrocortisone and 1% penicillin/streptomycin. Cells were grown in a humidified incubator supplemented with 5% CO2.For transfection, 250.10 3 SKBR3 cells, BT474 cells or MDAMB-231 cells were cultured in antibiotic-free DMEM (10% FBS, 10 mM Hepes, Gibco) in 6 wells plates. Alternatively, for proliferation analyses, 9.10 3 SKBR3 cells or BT474 cells or 7.10 3 MDAMB-231 cells were cultured in antibiotic-free DMEM (10% FBS, 10 mM Hepes, Gibco) in 96 wells plates. Twentyfour hours later, cells were transfected with 20-100 nM miRNA inhibitors by using Lipofectamine 2000® in Opti-MEM medium (Gibco) according to the manufacturer's instructions and processed for further analysis as indicated. For gD-HER2 transfection, 5.10 5
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 14130 thérapeutiques. Ces biomarqueurs peuvent apporter des informations pronostiques et diagnostiques, comme on a pu le voir précédemment, mais peuvent également aider à la prédiction de la réponse au traitement. D'un point de vue clinique, la Moesin est réprimée dans les cancers du sein enrichis en HER2, et l'analyse Kaplan-Meier réalisée sur des patientes atteintes d'un cancer du sein HER2+ a révélé qu'une forte expression de la Moesin dans ces tumeurs corrèle significativement avec la survie des patientes. L'expression de la Moesin peut donc être un marqueur pronostic et diagnostic clinique chez ces patientes. Il serait intéressant de réaliser une analyse de la survie des patientes de manière comparative avec les informations de réponse aux traitements et d'expression de la Moesin afin d'évaluer si ce biomarqueur peut être utilisé dans la prédiction de la réponse au traitement.Ces données ont déjà été étudiées pour les miR-200s ou les miR-29s mais, comme pour tous les autres rôles que peuvent avoir les miARNs, la littérature est très contradictoire en fonction du type et sous-type du cancer. Ces différences s'expliquent par le grand nombre de gènes ciblés par chaque miR. En outre, il a été décrit que les processus menant à la transition EMT et à l'induction d'un phénotype de CSCs dans lesquels ces miRs sont impliqués, sont très similaires et participent fortement à l'apparition de métastase, à la récurrence mais aussi à la résistance thérapeutique341,342 . On peut donc supposer que ces miARNs et la Moesin peuvent représenter une signature prédictive de la réponse aux traitements.Les modulateurs de miARNs comme outils thérapeutiques : le challenge du mode d'administrationNos travaux ont donc révélé que la perte de la Moesin et la sur-expression des miR-429, -200b-3p et -29c-3p participent à la suractivation de HER2 dans les cancers mammaires HER2+ et que ces marqueurs peuvent être aisément modulés au moyen de composés chimiques et d'inhibiteurs, ce qui renforce leur relevance thérapeutique. Si le composé mimant la Moesin peut être directement administré au patient, ce n'est pas le cas des anti-miRs qui nécessitent d'être stabilisés et protégés de la dégradation dans la circulation avant d'atteindre leur cible. Les anti-miARNs sont de petites séquences d'ADN complémentaires au miR cible. Leur affinité peut être améliorée par modification chimique, c'est le cas des LNA (Locked Nucleic Acid). Leur stabilité peut ensuite être augmentée en remplaçant les liaisons Phosphodiesters par des liaisons Phosphorothioates leur conférant la capacité de résister à la dégradation et pénétrer les cellules sans l'aide d'un agent transfectant. Nous avons notamment pu montrer que le traitement par gymnosis (i.e sans agent transfectant) de cellules enrichies en HER2 avec le LNA anti-miR-429 bloque leur prolifération. Ces inhibiteurs présentent un fort potentiel thérapeutique mais aussi un risque potentiel d'effets secondaires puisque l'administration se fait à plus forte dose et de manière non dirigée. Cette stratégie nécessite donc la production de ces LNA anti-miRs en grande quantité, étape qui est non seulement extrêmement coûteuse mais aussi très longue en termes de synthèse et de mise au point pour identifier la formulation la plus efficace et optimisée possible. Au cours de ma thèse, j'ai été confrontée à ces limitations, les formulations testées n'étant soit pas suffisamment efficaces, soit toxiques verrouillant toute possibilité de réaliser les tests d'efficacité in vivo. Les données de l'équipe du Dr Castigliani vont cependant dans le sens d'un effet de l'anti-miR-429 in vivo 328 . L'équipe utilise un autre anti-sens du miR-429 qui est injecté de manière systémique à l'aide d'un kit de transfection in vivo (dérivé de collagène pour protéger les séquences) dans des modèles souris de xénogreffe de cancer du sein HER2+ (lignée cellulaire tumorale mammaire SKBR3). Le traitement induit une diminution significative du volume et du poids des tumeurs. Ces travaux confortent notre hypothèse et nos résultats in vitro, et nous confirmerons l'efficacité de cet inhibiteur et le potentiel thérapeutique du miR-429 en nous tournant vers une stratégie dirigée d'encapsulation de l'anti-miR429. C'est le cas par exemple des miR-34 et -125b, dont les mimétiques sont délivrées au moyen de nanoparticules taggées, et sont actuellement en essai clinique pour le traitement de patients atteints d'un cancer du poumon343,344 . Un traitement par l'anti-miR-122 encapsulé a également été mis au point dans le foie murin, les liposomes utilisés sont sensibles au pH pour protéger l'anti-miR et le libérer dans le cytoplasme des hépatocytes à la différence de l'anti-miR seul qui est éliminé par les reins en raison de sa petite taille. Cette méthode qui permet de cibler un organe précis est associée à une toxicité réduite de l'anti-miR en comparaison à sa transfection par lipofectamine et produit des effets jusqu'à deux semaines après le traitement 345 . L'encapsulation d'anti-miRs, en plus de les protéger d'une dégradation, permet donc de proposer une solution ciblée, de réduire leur toxicité et d'augmenter la bio distribution/l'absorption cellulaire346,347 . Il est également possible de produire ces exosomes de manière « naturelle » à partir de cellules dendritiques pour réduire l'immunogénicité 348 . Une autre équipe a conçu des liposomes couplés à des aptamères ciblant CD44, un antigène très exprimé dans les cancers du sein triple négatifs et d'autres nombreux cancers 349 . On pourrait donc imaginer encapsuler l'anti-miR-429, qui donne les résultats les plus encourageants, dans des liposomes couplés à des aptamères dirigés contre HER2 ou d'autres marqueurs bien décrits des tumeurs enrichies en HER2, éventuellement couplés à des éléments rendant la libération dépendante de stimuli. En outre, les nanoparticules d'encapsulation sont capables de traverser la barrière hématoencéphalique346,350 . Pour aller plus loin, cette encapsulation dirigée pourrait donc permettre d'augmenter l'efficacité des LNA anti-miRs et surtout de proposer une nouvelle stratégie thérapeutique bien plus ciblée contre les métastases cérébrales issues de tumeurs mammaires HER2+.CONCLUSIONMon projet de thèse a donc permis l'identification de nouveaux régulateurs du récepteur tyrosine kinase HER2 : la Moesin et lesmiR-429, -200b-3p et -29c-3p. Ils représentent de nouveaux biomarqueurs mais aussi cibles thérapeutiques des cancers du sein enrichis en HER2. Ces travaux soulèvent de nombreuses questions sur le rôle de ces miARNs, des mécanismes mis en jeu lors du développement tumoral mais aussi sur l'origine de leur dérégulation. A terme, ce projet pourrait permettre de mieux stratifier les patientes atteintes de cancer du sein enrichis en HER2 pour leur proposer des stratégies thérapeutiques basées sur ces nouveaux facteurs en complément des traitements existants, dans un contexte de médecine toujours plus personnalisée. Dans cette optique, la prochaine étape sera de mettre au point une solution d'encapsulation des anti-miRs de façon dirigée afin de cibler uniquement les cellules tumorales et éviter de potentiels effets secondaires, et de déchiffrer leurs mécanismes d'action. State of residence or of principal place of business: The/Each applicant hereby declares that he is an entity or a natural person under Rule 6(4) EPC. or prognosis of HER2-dependent cancer using moesin as a biomarker 25 Declaration of priority (Rule 52)A declaration of priority is hereby made for the following applications 25.2 This application is a complete translation of the previous application 25.3 It is not intended to file a (further) declaration of priority It is proposed that the abstract be published together with figure No.
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  a) measuring the amount of moesin in a sample from the subject; b) comparing the amount of moesin measured in step a) to a reference value; c) finding a deviation or no deviation of the amount of moesin measured in step a) from the reference value; and d) attributing said finding of deviation or no deviation to a particular diagnosis and/or prognosis of HER2-dependent cancer in the subject. The invention also relates to a method for monitoring a change in the diagnosis and/or prognosis of HER2-dependent cancer in a subject, comprising: a) applying the method of the invention to the subject at one or more successive time points, whereby the diagnosis and/or prognosis of HER2-dependent cancer in the subject is determined at said successive time points; b) comparing the diagnosis and/or prognosis of HER2-dependent cancer in the subject at said successive time points as determined in step a); and c) finding the presence or absence of a change between the diagnosis of HER2dependent cancer in the subject at said successive time points as determined in step a).

  for assaying HER2 expression, for example fluorescence in situ hybridization (FISH) test, chromogenic in situ hybridization, real-time quantitative polymerase-chain-reaction (qRT-PCR) or immunohistochemistry (IHC) test.The term "sample" or "biological sample", as used herein, includes any biological specimen obtained from a subject, such as a tumor sample or a body fluid sample. A body fluid sample may be selected from the group consisting of blood, serum plasma, saliva, urine, amniotic fluid, breast milk, bronchial lavage, cerebrospinal fluid, peritoneal fluid, seminal fluid, tears and pleural fluid, preferably blood. A tumor sample may include biopsies, such as tumor biopsies. The term "reference value" or "reference profile" means a value or profile representing (i) a diagnosis of no HER2-dependent cancer, (ii) a diagnosis of HER2-dependent cancer, (iii) a good prognosis of HER2-dependent cancer or (iv) a bad prognosis of HER2-dependent cancer. For example, a reference value for the amount of moesin may be obtained as follows: a) measuring the amount of moesin in: a1) one or more samples from one or more subjects not having HER2dependent cancer, or a2) one or more samples from one or more subjects having HER2-dependent cancer, and b) storing the quantity of moesin b1) as measured in (a1) as the reference value representing the diagnosis and/or prognosis of no HER2-dependent cancer, or b2) as measured in (a2) as the reference value representing the diagnosis and/or prognosis of HER2-dependent cancer.

  a) measuring the amount of moesin in a sample from the subject; b) comparing the amount of moesin measured in step a) to a reference value; c) finding a deviation or no deviation of the amount of moesin measured in step a) from the reference value; and d) attributing said finding of deviation or no deviation to a particular diagnosis and/or prognosis of HER2-dependent cancer in the subject.

  may also be used to detect response of HER2-dependent cancer to prophylactic or therapeutic treatments or other interventions, e.g. by performing the methods at different time points during said prophylactic or therapeutic treatment or other intervention. The invention therefore relates to a method for monitoring a change in the diagnosis and/or prognosis of HER2-dependent cancer in a subject, comprising: a) applying the method of any of claims 1 to 10 to the subject at one or more successive time points, whereby the diagnosis and/or prognosis of HER2dependent cancer in the subject is determined at said successive time points; b) comparing the diagnosis and/or prognosis of HER2-dependent cancer in the subject at said successive time points as determined in step a); and c) finding the presence or absence of a change between the diagnosis of HER2dependent cancer in the subject at said successive time points as determined in step a).

Figure 1

 1 Figure 1 represents the quantification of western blot analyses of the level of expression of Ezrin and Radixin (Figure 1A, left panel) and HER2 and moesin (Figure 1A, right panel)

Figure 2 represents

 2 Figure 2 represents Kaplan-Meier overall survival analyses of patients with HER2+ breast cancer (HER2+ BC) or HER2-breast cancer (HER2-BC) depending on moesin level of expression. BC means "Breast Cancer".

  The concentration and integrity of total RNA were measured using a NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, DE). Reverse transcription reactions were performed with 200 ng total RNA using SuperScript™ II RT after RNaseOUT™ treatment (Thermo Scientific, Wilmington, DE). Real time quantitative PCR (qRT-PCR) was performed in 10 µl using SYBR Green I Master kit (Roche Life Science) according to the manufacturer's instructions on a LightCycler 480 Instrument II. GATCCCTCCAAAATCAAGTGG-3' (SEQ ID NO: 6) Reverse GAPDH 5'-GCAAATGAGCCCCAGCCTTCTC-3' (SEQ ID NO: 7)

CLAIMS 1 .

 1 A method for diagnosing and/or prognosticating HER2-dependent cancer in a subject, comprising : a) measuring the amount of moesin in a sample from the subject; b) comparing the amount of moesin measured in step a) to a reference value; c) finding a deviation or no deviation of the amount of moesin measured in step a) from the reference value; and d) attributing said finding of deviation or no deviation to a particular diagnosis and/or prognosis of HER2-dependent cancer in the subject.

12 .

 12 A method for monitoring a change in the diagnosis and/or prognosis of HER2dependent cancer in a subject, comprising: a) applying the method of any of claims 1 to 11 to the subject at one or more successive time points, whereby the diagnosis and/or prognosis of HER2dependent cancer in the subject is determined at said successive time points; b) comparing the diagnosis and/or prognosis of HER2-dependent cancer in the subject at said successive time points as determined in step a); and c) finding the presence or absence of a change between the diagnosis of HER2dependent cancer in the subject at said successive time points as determined in step a).
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  a) measuring the amount of one or more miRNA selected from the group consisting of miRNA429, miRNA 29c-3p, miRNA 29a-3p, miRNA 29b-3p, miRNA 200a-3p, miRNA 200b-3p, miRNA 200c-3p, miRNA 141-3p, miRNA 15a-5p, miRNA 15b-5p, miRNA 16-5p, miRNA 424-5p, miRNA 497-5p, miRNA 615-3p, miRNA 451a and miRNA 542-5p in a sample from the subject; b) comparing the amount of one or more miRNA measured in step a) to a reference value; c) finding a deviation or no deviation of the amount of one or more miRNA measured in step a) from the reference value; and d) attributing said finding of deviation or no deviation to a particular diagnosis and/or prognosis of HER2-dependent cancer in the subject. The invention also relates to a method for monitoring a change in the diagnosis and/or prognosis of HER2-dependent cancer in a subject, comprising: a) applying the method for diagnosing and/or prognosticating HER2-dependent cancer to the subject at one or more successive time points, whereby the diagnosis and/or prognosis of HER2-dependent cancer in the subject is determined at said successive time points; b) comparing the diagnosis and/or prognosis of HER2-dependent cancer in the subject at said successive time points as determined in step a); and c) finding the presence or absence of a change between the diagnosis of HER2dependent cancer in the subject at said successive time points as determined in step a).

  specimen obtained from a subject, such as a tumor sample or a body fluid sample. A body fluid sample may be selected from the group consisting of blood, serum plasma, saliva, urine, amniotic fluid, breast milk, bronchial lavage, cerebrospinal fluid, peritoneal fluid, seminal fluid, tears and pleural fluid, preferably blood. A tumor sample may include biopsies, such as tumor biopsies. Preferred samples may include ones comprising one or more miRNA selected from the group consisting of miRNA 429, miRNA 29c-3p, miRNA

  diagnosis of no HER2-dependent cancer, (ii) a diagnosis of HER2-dependent cancer, (iii) a good prognosis of HER2-dependent cancer or (iv) a bad prognosis of HER2-dependent cancer. For example, a reference value for the amount of a miRNA may be obtained as follows: a) measuring the amount of miRNA in: a1) one or more samples from one or more subjects not having HER2dependent cancer, or a2) one or more samples from one or more subjects having HER2-dependent cancer, and b) storing the quantity of miRNA b1) as measured in (a1) as the reference value representing the diagnosis and/or prognosis of no HER2-dependent cancer, or b2) as measured in (a2) as the reference value representing the diagnosis and/or prognosis of HER2-dependent cancer.

  the amount of one or more miRNA measured in step a) to a reference value; c) finding a deviation or no deviation of the amount of one or more miRNA measured in step a) from the reference value; and d) attributing said finding of deviation or no deviation to a particular diagnosis and/or 10 prognosis of HER2-dependent cancer in the subject.

  615-3p, miRNA 451a and miRNA 542-5p in a sample from the subject; b) comparing said expression profile measured in step a) to a reference profile; c) finding a deviation or no deviation of the expression profile measured in step a) from the reference profile; and d) attributing said finding of deviation or no deviation to a particular diagnosis and/or prognosis of HER2-dependent cancer in the subject.

  in the sample from the subject compared to the corresponding reference value(s) indicates that the subject has HER2-dependent cancer or indicates a short-term survival of said subject.A deviation which is a decrease of the amount of one or more miRNA miRNA selected from the group consisting of miRNA429, miRNA 29c-3p, miRNA 200a-3p, miRNA 200b- 3p, miRNA 200c-3p, miRNA 497-5p, miRNA 615-3p, miRNA 451a and miRNA 542-5p, miRNA 15a-5p, miRNA 16-5p and miRNA 424-5p compared to the corresponding reference value(s) represents the diagnosis of no HER2-dependent cancer or represents a good prognosis for HER2-dependent cancer. Accordingly, a lower amount of one or more miRNA selected from the group consisting of miRNA 429, miRNA 29c-3p, miRNA 200a-3p, miRNA 200b-3p, miRNA 200c-3p, miRNA 497-5p, miRNA 615-3p, miRNA 451a and miRNA 542-5p, miRNA 15a-5p, miRNA 16-5p and miRNA 424-5p in the sample from the subject compared to the corresponding reference value(s) indicates that the subject has no HER2-dependent cancer or indicates a long-term survival of said subject.A deviation which is a decrease of the amount of one or more miRNA selected from the group consisting of miRNA 29a-3p, miRNA 29b-3p and miRNA 15b compared to the corresponding reference value(s) represents the diagnosis of HER2-dependent cancer or represents a bad prognosis for HER2-dependent cancer. Accordingly, a lower amount of one or more miRNA selected from the group consisting of miRNA 29a-3p, miRNA 29b-3p and miRNA 15b in the sample from the subject compared to the corresponding reference value(s) indicates that the subject has HER2-dependent cancer and/or indicates a shortterm survival of said subject.

(

  Estrogen Receptor/Progesterone Receptor), HER2, p95HER2, moesin (MSN), KI67, TOP2A (Topoisomerase 2-alpha), BCL2 (B-cell lymphoma 2), GSTM1 (Glutathione S-Transferase Mu 1), BAG1, Cyclin B1, cathepsin L2, CD68 and TP53. A method for monitoring a change in the diagnosis and/or prognosis The method for diagnosing and/or prognosticating HER2-dependent cancer in a subject may also be used to detect response of HER2-dependent cancer to prophylactic or therapeutic treatments or other interventions, e.g. by performing the methods at different time points during said prophylactic or therapeutic treatment or other intervention. The invention therefore relates to a method for monitoring a change in the diagnosis and/or prognosis of HER2-dependent cancer in a subject, comprising: a) applying the method of any of claims 1 to 11 to the subject at one or more successive time points, whereby the diagnosis and/or prognosis of HER2dependent cancer in the subject is determined at said successive time points; b) comparing the diagnosis and/or prognosis of HER2-dependent cancer in the subject at said successive time points as determined in step a); and c) finding the presence or absence of a change between the diagnosis of HER2dependent cancer in the subject at said successive time points as determined in step a).
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Figure 2

 2 Figure 2 represents the survival analyses of patients with HER2+ breast cancer (CDS HER2+) or HER2-breast cancer (CDS HER2-) depending on miRNA 29 family level of expression (miRNA 29a-3p, miRNA 29b-3p and miRNA 29c-3p). BC means Breast Cancer.

Figure 3

 3 Figure 3 represents the survival analyses of patients with HER2+ breast cancer (CDS HER2+) or HER2-breast cancer (CDS HER2-) depending on miRNA 200 family level of expression(miRNA 200a-3p, miRNA 200b-3p, miRNA 200c-3p, miRNA 141-3p and miRNA 429). BC means Breast Cancer.

Figure 4

 4 Figure4represents the survival analyses of patients with HER2+ breast cancer (CDS HER2+) or HER2-breast cancer (CDS HER2-) depending on miRNA 15 family level of expression (miRNA 15a-5p, miRNA 15b-5p, miRNA16-5p, miRNA 195-5p, miRNA 424-5p and miRNA 497-5p). BC means Breast Cancer.

Figure 5

 5 Figure 5 represents the survival analyses of patients with HER2+ breast cancer (CDS HER2+) or HER2-breast cancer (CDS HER2-) depending on miRNA 615-3p, miRNA 451a and miRNA 542-5p level of expression. BC means Breast Cancer.

Example 3 :

 3 miRNA 29 family correlated survival Materials and Methods The effect of miRNA 29 family level of expression on the overall survival of breast cancer patients was measured using the online miRpower Kaplan-Meier plotter (http://kmplot.com/analysis/index.php?p=service&cancer=breast_miRna) on the METABRIC (1262 breast tumors). Patients were divided into two groups based on the target miRNA expression. Analyses were either performed on HER2 positive status (HER2+ by Immuno-histo chemistry (IHC) on molecular subtype HER2+ER) or performed on HER2-(Triple negative breast cancers (TNBC) molecular subtype) breast cancer patients. Results Low expression levels of miRNA 29a-3p and miRNA 29b-3p (downregulated in HER2+/MSN lo breast cancer cell lines, see Example 2) were associated with a trend towards shorter overall survival compared to patients having high expression levels of these miRNAs (Figure 2 A-B).

Example 4 :

 4 miRNA 200 family correlated survivalMaterials and MethodsThe effect of miRNA 200 family level of expression on the overall survival of breast cancer patients was measured using the online miRpower Kaplan-Meier plotter (http://kmplot.com/analysis /index.php?p=service&cancer =breast_miRna) on the METABRIC (1262 breast tumors). Patients were divided into two groups based on the target miRNA expression. Analyses were either performed on HER2 positive status (HER2+ by Immuno-histo chemistry (IHC) on molecular subtype HER2+ER) or performed on HER2-(Triple negative breast cancers (TNBC) molecular subtype) breast cancer patients.ResultsAmong the 5 members of miR200 family, miR200a-3p (Figure3A, F), miRNA 200c-3p (Figure3C, H) and miRNA 141-3p (Figure3 D, I) levels of expression did not significantly impacted patients' survival. On the contrary, high expression levels of miRNA 200b-3p and miRNA 429-3p were associated with a significantly shorter overall survival compared to patients having low expression level of these 2 miRNAs (Figure3 B, E). MiRNA 200b-3p: -Median survival: 62 months with high expression level of miRNA 200b-3p vs. more than 120 months with low expression level of miRNA 200b-3p, -Overall survival: 60 % death with high expression level of miRNA 200b-3p compared to 20% with low expression level of miRNA 200b-3p (P=0.078). MiRNA 429-3p: -Median survival: 62 months with high expression level of miRNA 429-3p vs. more than 120 with low expression level of miRNA 429-3p months, -Overall survival: 60 % death with high expression level of miRNA 429-3p compared to 20% with low expression level of miRNA 200b-3p (P=0.09).This trend was specific of HER2+ breast cancers since level of expression of these miRNAs did not significantly alter survival profiles of HER2-breast cancer patients (miRNA 200b-3p: P=0,38; miRNA 429-3p: P=0,13) (Figure3G, J).

Example 5 :

 5 miRNA 15 family correlated survivalMaterials and MethodsThe effect of miRNA 15 family level of expression on the overall survival of breast cancer patients was measured using the online miRpower Kaplan-Meier plotter (http://kmplot.com/analysis /index.php?p=service&cancer =breast_miRna) on the METABRIC (1262 breast tumors). Patients were divided into two groups based on the target miRNA expression. Analyses were either performed on HER2 positive status (HER2+ by Immuno-histo chemistry (IHC) on molecular subtype HER2+ER) or performed on HER2-(Triple negative breast cancers (TNBC) molecular subtype) breast cancer patients.

  miRNA 615-3p, miRNA 451a-3p and miRNA 542-5p on the overall survival of breast cancer patients was measured using the online miRpower Kaplan-Meier plotter (http://kmplot.com/analysis /index.php?p=service&cancer =breast_miRna) on the METABRIC (1262 breast tumors). Patients were divided into two groups based on the target miRNA expression. Analyses were either performed on HER2 positive status (HER2+ by Immuno-histo chemistry (IHC) on molecular subtype HER2+ER) or performed on HER2-(Triple negative breast cancers (TNBC) molecular subtype) breast cancer patients.ResultsHigh levels of miRNA 451a-3p (Figure5 B), mi-RNA 542-5p (Figure5 C) and miRNA 615-3p (Figure5A) were associated with a significantly shorter overall survival compared to patients having low expression of these 3 miRNAs.

CLAIMS 1 .

 1 A method for diagnosing and/or prognosticating HER2-dependent cancer in a subject, comprising: a) measuring the amount of one or more miRNA selected from the group consisting of miRNA 429, miRNA 29c-3p, miRNA 29a-3p, miRNA 29b-3p, miRNA 200a-3p, miRNA 200b-3p, miRNA 200c-3p, miRNA 141-3p, miRNA 15a-5p, miRNA 15b-5p, miRNA 16-5p, miRNA 424-5p, miRNA 497-5p, miRNA 615-3p, miRNA 451a and miRNA 542-5p in a sample from the subject; b) comparing the amount of one or more miRNA measured in step a) to a reference value; c) finding a deviation or no deviation of the amount of one or more miRNA measured in step a) from the reference value; and d) attributing said finding of deviation or no deviation to a particular diagnosis and/or prognosis of HER2-dependent cancer in the subject.

12 .

 12 A method for monitoring a change in the diagnosis and/or prognosis of HER2dependent cancer in a subject, comprising: a) applying the method of any of claims 1 to 11 to the subject at one or more successive time points, whereby the diagnosis and/or prognosis of HER2dependent cancer in the subject is determined at said successive time points; b) comparing the diagnosis and/or prognosis of HER2-dependent cancer in the subject at said successive time points as determined in step a); and c) finding the presence or absence of a change between the diagnosis of HER2dependent cancer in the subject at said successive time points as determined in step a).
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Figure 1

 1 Figure 1 represents miRnome analysis of some breast cancer cell lines with different HER2/MSN status. Transcriptome analysis showing the level of HER2 and Moesin (MSN) mRNA expression in breast cancer cell lines with different HER2/MSN status (CDS HER2+ MSN lo and CDS HER2-MSN hi ) is shown in the top panel. Representation of candidates miRNA expression is shown in the bottom panel.

Figure 2

 2 Figure 2 represents the survival analyses of patients with HER2+ breast cancer (HER2+ BC) or HER2-breast cancer (HER2-BC) depending on miRNA 29 family level of expression (miRNA 29a-3p, miRNA 29b-3p and miRNA 29c-3p). BC means Breast Cancer.

Figure 3

 3 Figure3represents the survival analyses of patients with HER2+ breast cancer (HER2+ BC) or HER2-breast cancer (HER2-BC) depending on miRNA 200 family level of expression(miRNA 200a-3p, miRNA 200b-3p, miRNA 200c-3p, miRNA 141-3p and miRNA 429). BC means Breast Cancer.

Figure 4

 4 Figure4represents the survival analyses of patients with HER2+ breast cancer (HER2+ BC) or HER2-breast cancer (HER2-BC) depending on miRNA 15 family level of expression (miRNA 15a-5p, miRNA 15b-5p, miRNA16-5p, miRNA 195-5p, miRNA 424-5p and miRNA 497-5p). BC means Breast Cancer.

Figure 5

 5 Figure 5 represents the survival analyses of patients with HER2+ breast cancer ((HER2+ BC) or HER2-breast cancer (HER2-BC) depending on miRNA 615-3p, miRNA 451a and miRNA 542-5p level of expression. BC means Breast Cancer.

Figure 6

 6 Figure 6 represents the effect of 20 nM anti-miRNA 29c-3p (antagomiR) transfected 48h in SKBR3, a HER2+ breast cancer cell line, on HER2 activation (pYHER2) and expression (HER2) as well as on Moesin (MSN) and Clathrin level of expression analyzed by western blot.

Figure 7

 7 Figure 7 represents the effect of 20 nM miRNA 29c-3p mimic transfected 48h in MDAMB231, a HER2-breast cancer cell line, on HER2 activation (pYHER2) and expression (HER2) as well as on Moesin (MSN) and Clathrin level of expression analyzed by western blot.

Figure 8

 8 Figure 8 represents the quantification of the effect of 20 and 40 nM anti-miRNA 29c-3p (antagomiR) transfected 72h or 96h in SKBR3, a HER2+ breast cancer cell line, on HER2 activation (pYHER2/Clathrin) analyzed by western blot.

Figure 9

 9 Figure 9 represents the effect of 20 and 40 nM anti-miRNA 29c-3p (antagomiR) transfected 72h in SKBR3, a HER2+ breast cancer cell line, on HER2 mRNA expression level analyzed by qRT-PCR.

Figure 10

 10 Figure 10 represents the effect of 20 and 40 nM anti-miRNA 29c-3p (antagomiR) transfected 72h in BT474, a HER2+ breast cancer cell line, on HER2 activation (pYHER2) and expression (HER2) as well as on activation of Akt (pAkt) and ERK (pERK) and on Clathrin level of expression analyzed by western blot.

Figure 11

 11 Figure 11 represents the effect of 20 and 40 nM anti-miRNA 29c-3p (inh 29c) transfected 72h in BT474, a HER2+ breast cancer cell line, on HER2 mARN expression level analyzed by qRT-PCR. CT means "Control"; inh. 29c means anti-miRNA 29c-3p).

Figure 12

 12 Figure 12 represents the effect of 20, 40, 60 and 80 nM anti-miRNA 200b-3p (antagomiR) transfected 72h in SKBR3, a HER2+ breast cancer cell line, on HER2 activation (pYHER2) and expression (HER2), on Moesin (MSN) expression as well as on the activation of ERK (pERK) and on Clathrin level of expression analyzed by western blot.

Figure 13

 13 Figure13 represents the effect of20, 40, 60, 80 and 100 nM anti-miRNA 429 (antagomiR) transfected 72h in SKBR3, a HER2+ breast cancer cell line, on HER2 activation (pYHER2) and expression (HER2), on Moesin (MSN) expression as well as on the activation of ERK (pERK) and on Ezrin level of expression analyzed by western blot.

Figure 14

 14 Figure 14 represents the effect of 40 nM anti-miRNA 200b-3p (antagomiR) transfected 96h in BT474, a HER2+ breast cancer cell line, on HER2-dependent proliferation analyzed by MTT assay.

Figure 15

 15 Figure 15 represents the effect of 40 and 80 nM anti-miRNA 429 (antagomiR) transfected 96h in SKBR3, a HER2+ breast cancer cell line, on HER2-dependent proliferation analyzed by MTT assay.

Example 3 :

 3 survival analyses of patients with breast cancer depending on miRNA 29 family level of expression.

Example 4 : 4 F

 44 survival analyses of patients with breast cancer depending on miRNA 200 family level of expressionMaterials and MethodsThe effect of miRNA 200 family level of expression on the overall survival of breast cancer patients was measured using the online miRpower Kaplan-Meier plotter (http://kmplot.com/analysis /index.php?p=service&cancer =breast_miRna) on the METABRIC (1262 breast tumors). Patients were divided into two groups based on the target miRNA expression. Analyses were either performed on HER2 positive status (HER2+ by Immuno-histo chemistry (IHC) on molecular subtype HER2+ER) or performed on HER2-(Triple negative breast cancers (TNBC) molecular subtype) breast cancer patients.ResultsAmong the 5 members of miR200 family, miR200a-3p (Figure3A, F), miRNA 200c-3p (Figure3C, H) and miRNA 141-3p (Figure3 D, I) levels of expression did not significantly impacted patients' survival. On the contrary, high expression levels of miRNA 200b-3p and miRNA 429-3p were associated with a significantly shorter overall survival compared to patients having low expression level of these 2 miRNAs (Figure3 B, E). MiRNA 200b-3p: -Median survival:: 62 months with high expression level of miRNA 200b-3p vs. more than 120 months with low expression level of miRNA 200b-3p, -Overall survival: 60 % death with high expression level of miRNA 200b-3p compared to 20% with low expression level of miRNA 200b-3p (P=0.078). MiRNA 429-3p: -Median survival: 62 months with high expression level of miRNA 429-3p vs. more than 120 with low expression level of miRNA 429-3p months, -Overall survival: 60 % death with high expression level of miRNA 429-3p compared to 20% with low expression level of miRNA 200b-3p (P=0.09).This trend was specific of HER2+ breast cancers since level of expression of these miRNAs did not significantly alter survival profiles of HER2-breast cancer patients (miRNA 200b-3p: P=0,38; miRNA 429-3p: P=0,13) (Figure3 G, J).ConclusionSurvival analyses demonstrated that higher amounts of miRNA 200b-3p and miRNA 429-3p were associated with a shorter overall survival specifically among patients diagnosed with a HER2+ breast cancer. Example 5: survival analyses of patients with breast cancer depending on miRNA 15 family level of expression Materials and Methods The effect of miRNA 15 family level of expression on the overall survival of breast cancer patients was measured using the online miRpower Kaplan-Meier plotter (http://kmplot.com/analysis /index.php?p=service&cancer =breast_miRna) on the METABRIC (1262 breast tumors). Patients were divided into two groups based on the target miRNA expression. Analyses were either performed on HER2 positive status (HER2+ by Immuno-histo chemistry (IHC) on molecular subtype HER2+ER) or performed on HER2-(Triple negative breast cancers (TNBC) molecular subtype) breast cancer patients. Results Among the 6 members of miRNA 15 family, high expression levels of miRNA 16-5p (Figure 4 A), miRNA 15a-5p (Figure 4 B), miRNA 424-5p (Figure 4 E) and miRNA 497-5p (Figure ) were associated with a trend towards shorter overall survival compared to patients having low expression of these miRNAs.MiRNA 16-5p: -Median survival: 107 months with high expression level of miRNA 16-5p vs. more than 200 months with low expression level of miRNA 16-5p, -Overall survival: more than 50 % death months with high expression level of miRNA 16-5p compared to less than 40% death with low expression level of miRNA 16-5p (P=0.32). Example 6: survival analyses of patients with breast cancer depending on miRNA 615-3p, miRNA 451a-3p and miRNA 542-5p level of expressionMaterials and MethodsThe effect of miRNA 615-3p, miRNA 451a-3p and miRNA 542-5p on the overall survival of breast cancer patients was measured using the online miRpower Kaplan-Meier plotter (http://kmplot.com/analysis /index.php?p=service&cancer =breast_miRna) on the METABRIC (1262 breast tumors). Patients were divided into two groups based on the target miRNA expression. Analyses were either performed on HER2 positive status (HER2+ by Immuno-histo chemistry (IHC) on molecular subtype HER2+ER) or performed on HER2-(Triple negative breast cancers (TNBC) molecular subtype) breast cancer patients. Results High levels of miRNA 451a-3p (Figure 5 B), mi-RNA 542-5p (Figure 5 C) and miRNA 615-3p (Figure 5 A) were associated with a significantly shorter overall survival compared to patients having low expression of these 3 miRNAs.MiRNA 615-3p: -Median survival: 108 months with high expression level of miRNA 615-3p vs. more than 200 months with low expression level of miRNA 615-3p, -Overall survival: more than 50 % with high expression level of miRNA-615-3p death compared to less than 30% death with low expression level of miRNA 615-3p (P=0.54). MiRNA 451a-3p: -Median survival: 108 months with high expression level of miRNA 451a-3p vs. more than 200 months with low expression level of miRNA 451a-3p, -Overall survival: more than 50 % death with high expression level of miRNA 451a-3p compared to less than 40% with low expression level of miRNA 451amonths with high expression level of miRNA 542-5p vs. more than 200 months with low expression level of miRNA 542-5p, -Overall survival: more than 50 % death with high expression level of miRNA 542-5p compared to less than 30% death with low expression level of miRNA 542-5p (P=0.31).

Example 7 :

 7 role of miRNA 29c-3p on HER2 expression and activation in SKBR3 cell line and MDAMB231 cell line Materials and Methods According to the methods detailed in Example 1, 20 or 40 nM of anti-miR29c-3p (Active Motif, INH0080) (antagomiR) was transfected 48h, 72h or 96h in SKBR3, a HER2+ breast cancer cell line, and HER2 activation (pYHER2) and expression (HER2) as well Clathrin

Example 8 :

 8 role of miRNA 29c-3p on HER2 expression and activation in BT474 cell line Materials and Methods According to the methods detailed in Example 1, 20 or 40 nM of anti-miRNA 29c-3p (Active Motif, INH0080) (antagomiR) was transfected 72h in BT474, a HER2+ breast cancer cell line, and HER2 activation (pYHER2) and expression (HER2) as well as activation of Akt (pAkt) and ERK (pERK) and Clathrin level of expression were analyzed by western blot (Figure 10 A) and quantified (Figure 10 B). HER2 mARN expression level was also analyzed by qRT-PCR (Figure 11).

Example 9 :

 9 role of miRNA 200 family on HER2 activation Materials and Methods According to the methods detailed in Example 1, 20, 40, 60 and 80 nM of anti-miR200b-3p (Active motif, INH0252) (Figure 12) or 20, 40, 60, 80 and 100 nM anti-miRNA 429 (Active motif, INH0388).(Figure 13) (antagomiRs) were transfected 72h in SKBR3, a HER2+ breast cancer cell line, and HER2 activation (pYHER2) and expression (HER2) as well as the activation of ERK (pERK) and Clathrin or Ezrin level of expression were analyzed by western blot (Figure 12 A and Figure 13 A) and quantified (Figure 12 B, 13 B).

and Figure 15 .

 15 The figures showed that 40 nM of anti-miRNA 200b-3p induced a significant 25% decrease in proliferation of BT474 cells at 96h post transfection. Similarly, 40 and 80 nM of anti-miRNA 429 induced a significant 45% decrease in proliferation of SKBR3 cells at 96h post transfection.ConclusionThese results showed that anti-miRNA 200b-3p and anti-miRNA 429 can actively block HER2-dependent cell proliferation in HER2+ breast cancer cell lines. The effect of miRNA 429 inhibition was stronger than miRNA 200b-3p inhibition, in agreement with its stronger inhibition of HER2 phosphorylation (Example 8).
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	Le rôle du miR-205 est controversé puisqu'il diffère grandement en fonction du type cellulaire.
	Il est perdu dans les tumeurs mammaires HER2+ alors qu'il est capable de réprimer
	directement HER3 et donc la dimérisation HER2/HER3 et la prolifération cellulaire associée.
	Cependant, ce miR est surexprimé dans les cellules souches cancéreuses (CSCs)
	mammaires HER2+ et va donc conférer une résistance au trastuzumab à ces cellules en
	diminuant l'expression de HER2 et EGFR. Réprimer ce miR dans des CSCs dérivées de
	patient rétablit la sensibilité au Lapatinib 277,291 .
	Plusieurs autres miARNs ont ensuite été découverts et caractérisés comme oncomiRs ou
	tsmiRs dans les cancers du sein HER2+ grâce à différentes techniques de séquençage à haut
	débit et d'analyses bioinformatiques (figure

  3 cells/well in 24-well plates and grown in complete medium for the indicated times. Cells were recovered using trypsin and counted. Duplicate counts for each of the four wells per condition were obtained.

	Transcriptomic analyses					
	HER2 and Moesin mRNA expression levels in 529 patients with breast invasive carcinoma
	were	from	TCGA	(Firehose	Legacy)	downloaded	through	cbioportal

xCELLigence: 9.10 3 /96-well (BT474 or SKBR3) cells or 6.10 3 /96-well (MDAMB-231 or MCF7) cells were seeded on E-Plate 96 (ACEA), treated as indicated and impedance was measured for 100-180h in real-time using a RTCA MP-Station.

MTT: Cell medium was removed and replaced with fresh culture medium. 3-(

4

,5dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT reagent) was added to each well at a final concentration of 1.2 mM and incubated for 2-4h at 37°C. Produced formazan was solubilized with DMSO and quantified by reading absorbance at 540 nm.

(http://www.cbioportal.org). mRNA data were obtained by Agilent microarray on 526 patients/529 samples and were z-scores relative to diploid samples (RNA Seq V2 RSEM). HER2 and Moesin mRNA expression levels in 70 commonly used human breast cancer cell lines are RNAseq data obtained from E-MTAB-2706 study, available at https://www.ebi.ac.uk /arrayexpress/.

  Bruker Biospin GmbH, Germany) equipped with an actively shielded gradient system with the following parameters: time of repetition=700 ms, echo time=12 ms, field of view=40 mm × 40 mm, acquisition matrix=384 × 384, slice thickness=0.8 mm, slice gap=0.8 mm, slice number=10 and number of average=4. The positions of the slices were determined using sagittal, coronal and axial imaging. MRI images were acquired under Para Vision (PV5.1, Bruker Biospin) and analysed under ImageJ. Regions of interest were drawn manually on anatomical images. Tumour volume was computed from these regions by multiplying the number of voxels by the voxel volume (in mm 3 ).

	SUPPLEMENTARY MATERIAL phosphotyrosine PY20		WB-1:100	Upstate
	Supplementary Table 1 pY1248 HER2	06-229		WB-1:1000	Millipore
	VSV-g	P5D4		WB-1:400	Roche
	Antigens Z01	Reference/ Clone 61-7300	Application and dilution IF-1:100	Distributor Thermo scientific
	Actin His6-tag	sc-8432 169356700	WB-1:1000 WB-1:5000	Biotechnology Santa Cruz Inc Amersham
	AKT Supplementary Table 2	9272		WB-1:1000	Cell Signaling Technology
	Clathrin	23/Clathrin heavy chain, 610500 SiRNAs	WB-1:1000	BD bioscience
	Ezrin	Name Ezrin	WB-1:1000, IF-Sequence 1:100 5'-GCGCGGAGCUGUCUAGUGA-3' Dr C. Roy CNRS UMR 5539
	GFP Moesin	7.1 + 13.1	WB-1:1000 5'-UCGCAAGCCUGAUACCAUU-3'	Roche
	Cortactin	Genentech, Inc 5'-AAGACUGAGAAGCAUGCC-Udd -3'
	glycoprotein-D			WB-1:10000	South San
					Francisco
					Dr A. Zahraoui,
		GST			WB-1:800	Institut Cochin
					U1016
		HA	12CA5		WB-1:500	Roche
		HER2	Cle2-4001 and 3B5	WB-1:500	Thermo scientific
		HER2	C-18		WB-1:500	Santa Cruz Inc Biotechnology
		HER2	ab2428		WB-1:1000, IF:1:100	abcam
		KI67	PA5-16485	IF-1:200	Thermo scientific
	or vehicle (n=10, 20% w/v hydroxypropyl-β-cyclodextrin per day for 5 consecutive days a week) mCherry ab167453 WB-1:500 abcam
	and a second MRI was performed at day 20. In the second set of experiments, implanted mice were randomized at day 3 and intraperitoneally received Zuclopenthixol, vehicle at doses Moesin Dr P. Mangeat WB-1:1000 CNRS UMR 5539
	identical to the first set or received lapatinib (100 mg/kg, PO, N=10). MRI were performed at p44/p42 ERK1/2 9102 WB-1:500
	days 15 and 26 post-implantation. To perform MRI, mice were continuously anesthetized using Cell Signaling pAKT Ser473 9271 WB-1:1000
	pErk1/2 Thr202/Tyr204	9106		WB-1:500	Technology

National de la Santé et de la Recherche Médicale. The experimental protocol was approved by the Animal Experimentation Ethics Committee OnCoMet (n° study: 180078ET100). Briefly, 1.10 5 BT474 cells resuspended in 2 μL RPMI 1640 medium were stereotactically implanted into the caudate nucleus of the right cerebral hemisphere of 25 female BALB/c Nude mice, 4-5 weeks old, under gas anaesthesia with isoflurane. Drinking water was supplemented with estradiol (2.5 µg/mL). In the first set of experiments, magnetic resonance imaging (MRI) was performed at day 10, mice were then randomized and intraperitoneally received Zuclopenthixol (n=10, 7 mg/kg on Monday and Tuesday and 10 mg/kg on Wednesday, Thursday and Friday) isoflurane (Minerve, Bondoufle, France) in a mixture of air via a nose piece. Gadopentetate dimeglumine (Gd-DTPA, Magnevist, Bayer Healthcare Pharmaceuticals, Germany) was injected intravenously at 0.4 mmol/kg. MRI were acquired on a 4. 7T horizontal magnet (PharmaScan,

  Forte des résultats précédents qui soulignent l'intérêt de ré-exprimer la Moesin dans les cancers du sein HER2+, mon projet de thèse visait initialement à élucider les mécanismes conduisant à la répression de l'expression de la Moesin. Plusieurs mécanismes épigénétiques potentiellement impliqués dans cette régulation ont été explorés. Suite à l'obtention de résultats prometteurs, nous nous sommes assez vite concentrés sur le rôle des miARNs, régulateurs clés de l'expression génique souvent dérégulés dans les cancers. Pour cela nous avons réalisé un miRNome sur 804 miARNs dans 25 lignées de cancer du sein à statut HER2 variable avec l'expression de la Moesin comme deuxième paramètre. Notre hypothèse impliquant le rôle des miARNs dans la répression de la Moesin a rapidement été confirmée avec l'identification du miR-200b-3p, surexprimé dans nos lignées cellulaires HER2+ et déjà décrit pour cibler la Moesin 308 . Toutefois, de façon inattendue mais très intéressante, l'identification de deux autres miRs surexprimés, les miR-429 et -29c-3p, impliqués dans les mécanismes de régulation du récepteur HER2 indépendamment de la Moesin, nous a amené à concentrer le reste de nos recherches sur ces miARNs.

  Un point clé dans la compréhension de la fonction des miARN réside dans l'identification de leurs cibles. Un miARN peut réguler plusieurs cibles d'ARNm et inversement, un ARNm peut être ciblé par plusieurs miARN qui agissent en combinaison 320 . Plusieurs algorithmes de prédiction sont largement utilisés (Miranda, pictar, targetcan…) mais conduisent à des listes miR-429, obtenue par notre collaborateur Lionel Navarro. A présent, il nous reste à confirmer le rôle de ce complexe et en particulier de VHL dans la régulation de expression de la Moesin dans les cellules tumorales HER2+ et des modifications de méthylation dans le premier intron de la Moesin qui contient souvent les éléments régulateurs de la transcription. En outre, la structure de la chromatine peut également être régulée par des modifications au niveau des histones. La méthylation des lysines 4 et 36 de l'histone H3 corrèle avec l'activation de la transcription tandis que la méthylation des lysines 9 et 27 de H3 sont associées à une répression de la transcription. Aussi, il serait intéressant d'étudier de manière plus approfondie les profils de méthylation et de modifications des histones de la Moesin et de son promoteur afin d'évaluer leur importance dans la régulation de l'expression de la Moesin dans les cancers du sein enrichis en HER2.La présence de longs ARNs non codants (lncRNA) pourrait également être un mécanisme par lequel la Moesin est réprimé. Un grand nombre de lncRNA différentiellement exprimés sont en effet associés aux cancers 332 , les pseudogènes en font partie. Il s'agit de gènes défectueux ayant perdu leur capacité à coder des protéines mais possédant une très grande similarité avec les gènes parentaux engendrant la titration de leurs facteurs régulateurs 333 , la séquestration des miARNs qui les ciblent 334 ou encore la production de transcrits antisens 335 .

	forte expression de TIMP2 est également associée spécifiquement à une meilleure survie des 20 à 30% des cancers du sein présentent une surexpression du récepteur tyrosine kinase
	patientes atteintes de tumeurs mammaires HER2+ en comparaison aux tumeurs mammaires HER2 et sont associés à un mauvais pronostic clinique. Bien que des thérapies anti-HER2
	HER2-négatives. HER2. aient été développées ces dernières années (anticorps monoclonaux, inhibiteurs kinase, etc)
	de candidats très différents. Nous avons donc limité notre analyse aux cibles validées expérimentalement des miR-200b-3p, -429 et -29c-3p fournie par notre collaborateur Lionel Navarro (Institut de Biologie de l'Ecole Normale Supérieure, Paris). Parmi les 151 cibles expérimentalement validées du miR429, 4 candidats intéressants ont à la fois un profil d'expression qui corrèle négativement avec l'expression de HER2 dans 70 lignées cellulaires de cancer du sein couramment utilisées, mais aussi dont le faible niveau d'expression est associé à un mauvais pronostic clinique des patientes atteintes de tumeurs mammaires HER2+. Il s'agit de TIMP2 (Tissue inhibitor of metalloproteinases 2), RASSF8 (Ras association L'analyse STRING de ce réseau met en évidence des processus biologiques enrichis ("negative regulation of cell cycle", en cyan et "regulation of cell population proliferation", en rouge) ainsi que 18 voies KEGG enrichies parmi lesquelles on retrouve : "pathways in cancer" (bleu), "breast cancer" (violet) et "microRNAs in cancer" (jaune) (figure 26, panel de droite). Ces cibles candidates pourraient expliquer la différence entre les modes d'actions des miR-429 et -200b-3p. Leur impact sur la régulation de HER2 reste à investiguer. Par ailleurs, l'équipe du Dr Castiglioni, par des approches différentes, a également pu récemment prédire le rôle diagnostic du miR-429 dans les cancers du sein HER2+ 328 . Leur et aient permis d'augmenter la survie des patients, leur efficacité est compromise par leur forte Lors de la répétition de cette expérience, nous n'avons pu retrouver des différences toxicité et l'émergence de mécanismes de résistance. Aussi, le cancer du sein est une significatives dans l'expression de potentielles cibles ou l'activation de voies de signalisation pathologie très hétérogène et multifactorielle, de nombreuses tumeurs conservent un statut que nous avions pu observer. Nous pensons que cela est dû au fait que, en conduisant cette HER2 équivoque malgré les différentes techniques de classification. Il reste donc un besoin analyse à 8h post-traitement, nous sommes placés à un temps trop court pour détecter des urgent d'identifier de nouveaux biomarqueurs et de développer de nouvelles stratégies pour différences significatives dans l'expression de ces cibles. Il nous apparait donc nécessaire de le traitement des cancers du sein enrichis en HER2. Mes travaux de thèse ont conduit à répéter cette analyse protéomique à un temps plus tardif, ce que nous avons déjà initié en l'identification de nouveaux biomarqueurs des cancers du sein HER2+ : la Moesin et les miR-retardant la lyse cellulaire à 16h post-traitement. Il sera intéressant de recouper la liste des 429, 200b-3p et 29c-3p, qui représentent également de nouvelles cibles thérapeutiques. Ces cibles validées avec les données issues de cette analyse protéomique, afin de comprendre marqueurs devraient donc permettre de mieux stratifier les patients atteints de cancer du sein
	domain-containing protein 8), DCBLD2 (Discoidin, CUB And LCCL Domain Containing 2) et HER2+ pour leur proposer des stratégies thérapeutiques innovantes et personnalisées,
	PPP1R18 (Protein Phosphatase 1 Regulatory Subunit 18). TIMP2 régule à la baisse
	l'expression de MMP2 et MMP9 dans les cellules tumorales 321,322 . RASSF8 maintient les
	jonctions adhérentes dans les cellules épithéliales 323 . DCBLD2 et PPP1R18 sont DISCUSSION & PERSPECTIVES
	de HER2.
	En parallèle, nous avons examiné les cibles validées expérimentalement des miR-29c-3p
	(252), miR-200b-3p (185) et miR-429 (151). 10 cibles communes sont retrouvées : Bcl2,
	Triton, 10% glycerol, pH 8.8 with leupeptin, aprotinin and pepstatin protease inhibitors and orthovanadate C21Orf91, CCNT2 (Cyclin T2), FSCN1 (Fascin Actin-Bundling Protein 1), JUN, SERPINH1 Dans les cancers du sein surexprimant HER2, l'augmentation de l'expression du miR-429 (Serpin H serine proteinase inhibitor), TUBB2A (Tubulin Beta 2A Class Iia), TXNDC16 exacerberait ainsi le rôle oncogène de HER2 en ciblant VHL et en augmentant ainsi la stabilité (Thioredoxin Domain Containing 16), VEGFA (Vascular Endothelial Growth Factor A) et SP1 de HER2.
	and AEBSF phosphatase inhibitors, 10 min at 4°C. Lysates were denaturated with Laemmli En parallèle, pour identifier les modifications majeures des voies de signalisation induites par
	buffer 10 min at 95°C and proteins were separated on 10% SDS/polyacrylamide gels l'anti-miR-429, nous avons réalisé, avec la plateforme protéomique de l'Institut Cochin, une Les mammifères possèdent trois DNA méthyltransférases (DNMT) responsables de
	(ProSieve, Lonza) in gradient buffer (100 mM Tris, 100 mM Tricine, 0.1% SDS), and Ces cibles première analyse protéomique "label free" de lysats de cellules de cancer du sein HER2+ l'établissement (DNMT3A and DNMT3B) et du maintien (DNMT1) des profils de méthylation
	transferred onto nitrocellulose membranes (Whatman®) using transfer buffer (20% EtOH, 25 putatives pourraient expliquer la similitude entre les modes d'actions des miR-429, -200b-3p traitées par le LNA anti-miR429 ou le LNA contrôle. Au regard de la cinétique d'inhibition de la au cours du développement. DNMT3B semble jouer un rôle prédominant dans la tumorigénèse
	mM Tris, 192 mM Glycine pH 8,5) according to standard protocols. Membranes were blocked et -29c-3p. prolifération, nous avions choisi de réaliser cette analyse 8h après traitement, temps précoce mammaire 330 . L'hyperméthylation dans la région des promoteurs des gènes suppresseurs de
	using 3% BSA in TBST buffer (140 mM NaCl, 3 mM KCl, 25 mM Tris, 0.1% Tween) 30 min at pour identifier les premières cibles tout en s'affranchissant des biais que pourraient induire une tumeurs est un phénomène fréquemment observé dans les cancers et constitue un des
	room temperature, and incubated over night at 4°C with primary antibodies (see Reagents). activation des mécanismes de mort cellulaire identifiés 21h après traitement. Notre analyse premiers évènements contribuant à la tumorigénèse 331 .
	Horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit or anti-mouse antibody (see Reagents) was
	145 146

used as a secondary antibody. Detection was performed using the SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce) on the FUSION-FX7-SPECTRA acquisition system (Vilber Lourmat). respectivement connus pour réguler la signalisation des récepteurs tyrosine kinases et cibler PP1 (Protéine Phosphatase 1) vers le cytosquelette de F-actine

[324][325][326][327] 

. Ensemble, ils peuvent exercer une action antitumorale, mais ne peuvent pas expliquer l'effet observé sur l'expression (specificity protein 1). L'analyse STRING de ce réseau met en évidence 25 voies KEGG enrichies parmi lesquelles : "microRNAs in cancer" (rouge), "estrogen signaling pathway" (bleu), "pathways in cancer" (vert), "EGFR tyrosine kinase inhibitor resistance" (jaune), "apoptosis" (vert foncé) et "breast cancer" (violet) (figure
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, panel de gauche). méthode computationnelle a consisté en l'identification des voies de signalisation altérées dans ces cancers comparés aux tissus normaux et en particulier la voie HIF1a puis en l'identification d'une liste de miARNs surexprimés régulant ces voies, parmi lesquels figure le miR-429. Leurs travaux ont également montré par d'autres outils qu'il est possible d'inhiber la prolifération tumorale HER2+ et que le suppresseur de tumeur VHL (Von Hippel-Lindau) est une cible potentielle du miR-429. Cependant, ils n'établissent aucun lien fonctionnel avec l'activation et l'expression du récepteur HER2, ni ne documentent l'effet de l'inactivation du miR-429 sur la mort cellulaire. Nos expériences démontrent que l'anti-miR-429 a un impact sur la dégradation et potentiellement le recyclage du récepteur. A la lumière des résultats du groupe italien, il est tentant de spéculer que VHL pourrait ubiquitiner de manière constitutive HER2 dans des conditions physiologiques conduisant à sa dégradation et limitant son activité. préliminaire n'a pas permis de détecter VHL. En revanche, elle a révélé une augmentation de Rbx1, une protéine appartenant au même complexe enzymatique que VHL, ainsi qu'une tendance pour un autre membre de ce complexe, ElonginC, qui est dans la liste des cibles directes validées du les différences d'effet et les similitudes observées après administration des anti-miRs dans les cancers du sein HER2+. Il faudra par la suite confirmer la modulation de l'expression de ces cibles, puis analyser leur implication dans les effets de l'anti-miR-429 par des expériences de gain et perte de fonction. Ces cibles pourraient également permettre de proposer de nouvelles stratégies thérapeutiques et constituer de nouveaux biomarqueurs. Ces données nous ont également amené à penser qu'une combinaison ou un triple traitement anti-miR-429/-200b-3p/-29c-3p pourraient augmenter leur potentiel thérapeutique de façon synergique. Ces expériences avaient alors été réalisées au début du projet avec nos tout premiers outils anti-miARNs, sans succès. Il serait aujourd'hui intéressant de tester à nouveau cette hypothèse avec les LNA anti-miRs aux bonnes concentrations et conditions robustes mises au point ultérieurement afin de conclure sur ce point. basées sur l'utilisation d'anti-miARN et de composés mimétiques de la Moesin, en complément des thérapies actuelles contre ces cancers.

Régulation de la Moesin dans les tumeurs HER2+ : au-delà des miARNs

Mon projet de thèse s'est principalement inscrit dans un contexte d'élucidation des mécanismes conduisant à la répression de la Moesin, dans les cancers du sein HER2+ dans le but de restaurer son expression pour bloquer l'activation du récepteur HER2. Des altérations épigénétiques perturbant l'expression des gènes sans altération de leur séquence ADN sont très fréquentes dans les cancers, elles participent à la tumorigénèse notamment en induisant l'expression d'oncogènes ou en réprimant celle de gènes suppresseurs de tumeur 329 . Pour ce projet, nous nous sommes rapidement concentrés sur les profils de miARNs au vu de résultats prometteurs mais d'autres mécanismes épigénétiques pourraient participer à la perte d'expression de la Moesin dans les cellules cancéreuses HER2+ tels que l'altération des profils de méthylation de l'ADN ou la présence de longs ARNs non codants.

En collaboration avec le

Dr Francastel (Centre Epigénétique et Destin Cellulaire, Université Paris Diderot), l'analyse de banques de données (UCSC Cancer-genome databases https://genome-cancer.ucsc.edu) nous avait permis de révéler une corrélation entre les niveaux d'Un pseudogène de la Moesin (MSNP1) a d'ailleurs été décrit dans l'autisme, où le transcrit antisens MSNP1AS est surexprimé au niveau du cortex cérébral des patients 336 . MSNP1 est localisé sur le chromosome 5p14.1 tandis que la Moesin se trouve sur le chromosome X, ils possèdent 94% d'identité de séquence. La présence du pseudogène MSNP1 et d'un long ARN non-codant MSNP1AS n'ont pas été décrites dans les tumeurs mammaires HER2+ mais des travaux préliminaires réalisés au laboratoire lors de mon stage de master 2 ont montré que MSNP1 est transcrit dans deux lignées cellulaires mammaires HER2+. Cependant, ces expériences ne permettent pas de conclure clairement quant à son rôle dans la régulation de la Moesin dans les cancers du sein HER2+. Il serait nécessaire d'élargir cette étude à davantage de lignées avec différents statuts HER2 et d'approfondir l'implication du pseudogène dans la régulation de la Moesin.

Dérégulation des miAR429/-200b-3p/-29c-3p : qui de l'oeuf ou la poule ?

  Il est intéressant de noter que l'expression d'un miARN varie énormément d'un tissu à l'autre et qu'il cible généralement une multitude de protéines appartement plus ou moins aux mêmes voies de signalisation. De plus, un même miARN peut participer à la tumorigénèse ou au contraire être antitumoral en fonction du type de cancer, du type tissulaire/cellulaire, du stade de la tumeur, etc. Ceci explique les nombreuses données contradictoires dans la littérature Les cellules souches cancéreuses (CSCs) mammaires sont très prolifératives et se différencient pour donner plusieurs sous-populations au sein d'une même tumeur, ce qui confère aux cancers mammaires leur grande hétérogénéité 338 . En collaboration avec le Dr Emmanuelle Charafe-Jauffret (Centre de Recherche en Cancérologie de Marseille), des cellules souches tumorales ont été isolées à partir de tumeur mammaire HER2+ et l'analyse du niveau d'expression de la Moesin a dévoilé que l'expression de la Moesin est déjà très faible à ce stade très précoce des cancers du sein HER2+. La perte de la Moesin dans ces tumeurs serait donc une conséquence de l'activation anormale de HER2, l'amplification et la surexpression de HER2 étant déjà bien documentée. La question demeure plus complexe lorsqu'il s'agit des miARNs. La dérégulation des miARNs est un processus important dans la tumorigénèse et le développement des cancers, mais il a été montré que celle-ci n'est pas constante et évolue au rythme du développement tumoral 247 . L'analyse des données TCGA

	quant au rôle d'un même miARN, et l'importance de caractériser leur rôle dans chaque
	nouveau contexte/modèle.
	La famille des miR-200 est elle-même sujette à controverse, la perte ou la surexpression des
	miR-200a/b/c -141 et -429 est impliquée dans de multiples processus et de nombreux
	cancers : initiation, prolifération, développement, différenciation, migration, angiogénèse,
	mort, transition EMT ou encore phénomènes métastatiques 310 . Un même membre peut avoir
	dans la carcinogénèse mammaire 309,316,338,339 . Les miR-200s peuvent ensuite être réexprimés
	lors de la différentiation et à nouveau réprimés lors des processus métastatiques. Des travaux
	ont également montré que dans les cancers du sein « basal-like », la famille du miR-29c est
	perdue et pourrait jouer un rôle de suppresseur de tumeur à ce stade du développement
	tumoral 340 . Il serait donc très intéressant de doser nos miRs d'intérêt dans les CSCs
	Cependant, mes travaux de thèse ont aussi conduit à l'identification fortuite de deux autres mammaires HER2+, afin de déterminer si cette surexpression intervient dans l'initiation de la
	miARNs surexprimés dans les cancers du sein enrichis en HER2, les miR-429 et -29c-3p. Ces tumorigénèse ou si elle est une conséquence de la différentiation maligne et/ou de la
	miRs sont d'autant plus intéressants que leur inhibition n'a aucun impact sur la Moesin mais surexpression de HER2, et conclure sur l'implication de la dérégulation de ces miRs dans les
	est capable d'induire non seulement la perte totale de l'activation de HER2 mais aussi de son cancers du sein HER2+.

Parmi ces miRs, les miR-200b-3p et -200c-3p sont déjà connus pour cibler la Moesin 308 et la réexpression partielle de la Moesin suite au traitement anti-miR-200b-3p nous a permis d'inhiber en partie l'activation de HER2 et donc de confirmer notre hypothèse initiale. un rôle de suppresseur de tumeur ou d'oncogène suivant le contexte donné, ce rôle n'est pas défini par sa surexpression ou sa perte. C'est par exemple le cas du miR-200b-3p, il cible directement la Moesin, actrice importante de la transition EMT, et prévient alors l'invasion cellulaire et l'apparition de métastase dans les cancers mammaires triple-négatifs 308 . Nos travaux montrent au contraire que le miR-200b-3p a un rôle pro-tumoral dans les cancers du sein HER2+, sa surexpression participe à l'inhibition de la Moesin, qui est un inhibiteur allostérique de HER2, et corrèle avec une survie plus courte des patientes et un plus mauvais pronostic. Nos analyses transcriptomiques de lignées de cancers du sein révèlent d'ailleurs que l'expression de HER2 corrèle positivement avec les marqueurs épithéliaux (proteines jonctionnelles Claudin-1 CDH1, et l'occludine OCLN) et négativement avec les marqueurs mésenchymateux (Claudin-2 CDH2, Vimentine VIM, Fibronectin 1 FN1, Actin alpha 2 ACTA2, ZEB1). Une étude récente confirme ces observations en lien avec l'expression de HER2 et la réponse au lapatinib. De manière intéressante, une prépublication très récente montre que l'induction de l'EMT dans les cellules BT474 du cancer du sein HER2+ entraîne une diminution de l'expression de HER2 337 . Ceci met en avant une particularité des cancers du sein HER2+ qui semblent conserver un phénotype épithélial et inhiber les acteurs de l'EMT. La surexpression de ces acteurs en promouvant un phénotype plus mésenchymateux permettrait d'exercer une action antitumorale dans ces cancers. expression. Cet effet se traduit par une très forte inhibition de la prolifération des cellules de cancer du sein HER2+ et d'une induction de la mort cellulaire par activation de la caspase 3. suggère que la surexpression de nos trois miRs d'intérêt est précoce, dès le stade I du cancer du sein HER2+. De nombreux miARNs ont un rôle dans l'initiation cancéreuse et sont dérégulés dans les CSCs. Ces cellules participent également à la résistance des tumeurs aux traitements puisqu'elles n'y sont pas tout à fait sensibles et sont à l'origine des rechutes (au site primaire ou métastases) étant capables de proliférer et recréer une tumeur. L'identification de nouveaux biomarqueurs de ces CSCs mammaires permettrait donc de caractériser de nouvelles cibles thérapeutiques et d'améliorer la survie des patientes. De récentes études ont montré que la famille des miR-200s est généralement réprimée dans les CSCs mammaires où, comme précédemment, elle prévient l'initiation et l'invasion tumorale mammaire dans les cellules normales. La diminution des niveaux d'expression des miRs de la famille des miR-200s entraine des changements épigénétiques et joue un rôle très important

  Well known molecular biology tests other than Fish or IHC, using negative and positive control cells with an established HER2 status, can be used for determining the HER2 status of a cancer by way of comparison, as for example Enzyme-Linked Immunosorbent Assays, Western blotting assays, Polymerase Chain Reaction, etc.

	Preferably, the HER2-dependent cancer according to the invention is selected from the
	group consisting of breast cancer, female genital tract cancer, such as endometrial
	cancer, uterine cancer or ovarian cancer, bladder cancer, anal cancer, colorectal cancer,
	in particular uterine serous cancer, such as uterine papillary serous carcinoma, lung
	cancer, in particular non-small-cell lung cancer, liver cancer, kidney cancer,
	gastroesophageal cancer, stomach cancer, pancreas cancer and gastric cancer. In a
	preferred embodiment, the HER2-dependent cancer may be HER2+ breast cancer, HER2+
	ovarian cancer, HER2+ bladder cancer, HER2+ colorectal cancer, HER2+ uterine papillary
	serous carcinoma and HER2+ gastric cancer, preferably HER2+ breast cancer.
	-	in IHC, i) an incomplete labelling of circumferential membrane and/or
		weak/moderate labelling is noticed but within superior to 10% of the invasive
		tumor cells or ii) a complete and intense labelling of circumferential membrane
		is noticed but for 10 % or less of the invasive tumor cells, or
	-	the FISH HER2/CEP17 ratio inferior to 2 with an average copy number of HER2
		of at least 4 signals but less than 6 signals per cell is noticed (dual probe
		testing), or an average copy number of HER2 of at least 4 signals but less than
		6 signals per cell is noticed (in cases where a single probe is used).
	Deregulation of HER2 gene can also correspond to activating mutations in HER2 gene
	disregarding its copy number, leading to an increase of the tyrosine kinase activity of
	HER2. For example, said activating mutations can be V659E, G309A, D769H, D769Y,
	V777L, P780ins, V842I,R896C, K753E or L755S and can be detected by Polymerase Chain
	Reaction or any sequencing technique [Bose et al. Cancer Discov. 2013, 3(2), 224-237;

inferior to 4 signals per cells is noticed (dual probe testing), or an average copy number of HER2 inferior to 4 signals per cell is noticed (in cases where a single probe is used).

The HER2 status will be considered as equivocal (then a new test should be performed) when, for the primary site and, if possible, for the metastatic site:

Zuo et al. Clin Cancer Res 2016, 22(19), 4859-4869]

. Also, both an amplification of HER2 gene and a somatic activating mutation can be detected in the same case of cancer.

Table 1 :

 1 miRNA measured in the method of the invention

	miRNA	Detailed name	Nucleotide sequence	Reference (miRBase)	SEQ ID NO :
	miRNA-429	hsa-miRNA-429-3p	uagcaccaucugaaaucgguua	MIMAT0001536	1
	miRNA 29c-3p	hsa-miRNA 29c-3p	uagcaccauuugaaaucgguua	MIMAT0000681	2
	miRNA 29a-3p	hsa-miRNA 29a-3p	uagcaccaucugaaaucgguua	MIMAT0000086	3
	miRNA 29b-3p	hsa-miRNA 29b1-3p	uagcaccauuugaaaucaguguu MIMAT0000100	4
		hsa-miRNA 29b2-3p			
	miRNA 200a-3p hsa-miRNA-200a-3p	uaacacugucugguaacgaugu	MIMAT0000682	5
	miRNA 200b-3p hsa-miRNA-200b-3p	uaauacugccugguaaugauga	MIMAT0000318	6
	miRNA 200c-3p	hsa-miRNA-200c-3p	uaauacugccggguaaugaugga MIMAT0000617	7
	miRNA 141-3p	hsa-miRNA-141-3p	uaacacugucugguaaagaugg	MIMAT0000432	8
	miRNA 15a-5p	hsa-miRNA 15a-5p	uagcagcacauaaugguuugug	MIMAT0000068	9
	miRNA 15b-5p	hsa-miRNA 15b-5p	uagcagcacaucaugguuuaca	MIMAT0000417	10
	miRNA 16-5p	hsa-miRNA 16-5p	uagcagcacguaaauauuggcg	MIMAT0000069	11
	miRNA 424-5p	hsa-miRNA-424-5p	cagcagcaauucauguuuugaa	MIMAT0001341	12
	miRNA 497-5p	hsa-miRNA-497-5p	cagcagcacacugugguuugu	MIMAT0002820	13
	miRNA 615-3p	hsa-miRNA-615-3p	uccgagccugggucucccucuu	MIMAT0003283	14
	miRNA 451a	hsa-miRNA-451a	aaaccguuaccauuacugaguu	MIMAT0001631	15
	miRNA 542-5p	hsa-miRNA-542-5p	ucggggaucaucaugucacgaga MIMAT0003340	16

  Table 2 below.

	Family	miRNA	Fold increase	P value	
		hsa-miR-29c-3p	7,2	<0.0001	***
	29	hsa-miR-29a-3p	0,5	0,0124	*
		hsa-miR-29b-3p	0,7	0,1566	ns
		hsa-miR-141-3p	4,5	<0.0001	***
		hsa-miR-200a-3p	3,1	0.0082	**
	200 hsa-miR-200b-3p	2,8	0.0184	*
		hsa-miR-200c-3p	3,5	0.0002	**
		hsa-miR-429	2,3	0.0539	ns
		hsa-miR-15a-5p	2,3	0.037	*
		hsa-miR-15b-5p	1,3	0,3324	ns
	15	hsa-miR-16-5p	2,3	0,0018	**
		hsa-miR-195-5p	2,4	0,0231	*
		hsa-miR-424-5p	0,9	0,8105	ns
		hsa-miR-497-5p	2,6	0.0033	**
		hsa-miR-451a	1,5	0.0007	**
		hsa-miR-542-5p	2,4	<0.0001	***
		hsa-miR-615-3p	1,8	0.001	*
	Conclusion				

  It is proposed that the abstract be published together with figure No.31 Designation of contracting statesAll the contracting states party to the EPC at the time of filing of the European patent application are deemed to be designated (see Article 79(1)).
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  It will be recognized that when referring to a sequence of the oligonucleotide, what is referred to is the sequence of bases, such as A, T, G, C or U. The oligonucleotide may consist of or comprise a contiguous nucleotide sequence of at least 8 nucleotides, for example from 8 to 30 nucleotides, preferably 22 ±2.

	Deregulation of HER2 gene can also correspond to activating mutations in HER2 gene
	disregarding its copy number, leading to an increase of the tyrosine kinase activity of
	HER2. For example, said activating mutations can be V659E, G309A, D769H, D769Y,
	V777L, P780ins, V842I,R896C, K753E or L755S and can be detected by Polymerase Chain
	Reaction or any sequencing technique [Bose et al. Cancer Discov. 2013, 3(2), 224-237;
	Zuo et al. Clin Cancer Res 2016, 22(19), 4859-4869]. Also, both an amplification of HER2
	gene and a somatic activating mutation can be detected in the same case of cancer.
	Well known molecular biology tests other than Fish or IHC, using negative and positive 30 % of invasive control cells with an established HER2 status, can be used for determining the HER2 tumor cells is observed in immunochemistry (IHC), or -status of a cancer by way of comparison, as for example Enzyme-Linked Immunosorbent i) a FISH amplified ratio of HER2 to CEP17 (chromosome 17 centromere) superior or equal to 2 (dual probe testing) or ii) a FISH amplified ratio of HER2 Assays, Western blotting assays, Polymerase Chain Reaction, etc.
	to CEP17 (chromosome 17 centromere) inferior to 2 (dual probe testing) with Preferably, the HER2-dependent cancer according to the invention is selected from the
	an average HER2 copy number of at least 6 copies per nucleus (single probe group consisting of breast cancer, female genital tract cancer, such as endometrial
	testing) is determined, or iii) a single probe average of at least 6 signals for the cancer, uterine cancer or ovarian cancer, bladder cancer, anal cancer, colorectal cancer,
	HER2 copy number per cells. in particular uterine serous cancer, such as uterine papillary serous carcinoma, lung
	cancer, in particular non-small-cell lung cancer, liver cancer, kidney cancer, Besides, a cancer is considered as "HER2-independent" when, for the primary site and if gastroesophageal cancer, stomach cancer, pancreas cancer and gastric cancer. In a possible for the metastatic site: -preferred embodiment, the HER2-dependent cancer may be HER2+ breast cancer, HER2+ in IHC, no staining or a weak incomplete membrane staining, or a weak but ovarian cancer, HER2+ bladder cancer, HER2+ colorectal cancer, HER2+ uterine papillary complete membrane staining is observed in less than 10% of cells, or -the FISH HER2/CEP17 ratio inferior to 2 with an average copy number of HER2 serous carcinoma and HER2+ gastric cancer, preferably HER2+ breast cancer.
	inferior to 4 signals per cells is noticed (dual probe testing), or an average The HER2+ breast cancer according to the invention may be Moesin negative. The term
	copy number of HER2 inferior to 4 signals per cell is noticed (in cases where a "Moesin negative" means the expression of Moesin is reduced compared to healthy
	single probe is used). patients. In patients (data from survival analysis server) the cutoff is 2176 (relative value
	from gene expression). Accordingly, patients with gene expression from 390 to 2176 are The HER2 status will be considered as equivocal (then a new test should be performed) "MSN negative" (or MSN low), and patients with gene expression from 2176 to 12965 are when, for the primary site and, if possible, for the metastatic site: -"MSN positive" (or MSN high). For example, when MSN expression on HER2+ breast in IHC, i) an incomplete labelling of circumferential membrane and/or cancer cells is less than 11% of the MSN expression on normal epithelial cells (HMEC), weak/moderate labelling is noticed but within superior to 10% of the invasive tumor cells or ii) a complete and intense labelling of circumferential membrane HER2+ breast cancer is considered as "MSN negative".
	is noticed but for 10 % or less of the invasive tumor cells, or The term "agent", as used herein, is used in the broadest sense, and includes an
	-oligonucleotide, a chemical, a polypeptide or a combination thereof. the FISH HER2/CEP17 ratio inferior to 2 with an average copy number of HER2

of at least 4 signals but less than 6 signals per cell is noticed (dual probe testing), or an average copy number of HER2 of at least 4 signals but less than 6 signals per cell is noticed (in cases where a single probe is used).

The term "oligonucleotide" in the context of the present invention, refers to a molecule formed by covalent linkage of two or more nucleotides.

Table 1 :

 1 modulated miRNA of the invention 15 Numerous chemical modifications of antisense compounds have been suggested, and typically antisense oligonucleotides for therapeutic use, such as the contiguous nucleotide sequence thereof comprise one or more nucleotide analogues.

Table 3

 3 

		miRNA	Fold increase	P value	
		hsa-miR-29c-3p	7,2	<0.0001	***
	29	hsa-miR-29a-3p	0,5	0,0124	*
		hsa-miR-29b-3p	0,7	0,1566	ns
		hsa-miR-141-3p	4,5	<0.0001	***
		hsa-miR-200a-3p	3,1	0.0082	**
	200	hsa-miR-200b-3p	2,8	0.0184	*

Ces différences d'incidence et de mortalité du cancer du sein dans le monde peuvent s'expliquer en partie par la façon d'appréhender la pathologie au sein d'un pays (processus de dépistage, stratégies thérapeutiques, etc.) mais traduisent surtout l'implication de nombreux facteurs de risques liés à l'environnement, au mode de vie et au fond génétique des populations.En outre, l'incidence est dépendante du sexe, moins de 1% des CDS sont diagnostiqués chez l'homme. Il s'agit dans 90% des cas de cancers hormonaux dépendants et peuvent donc également être associés à d'autres pathologies (Syndrome de Klinefelter). Les cancers du sein représentent 0,5% des cancers masculins [Fondation ARC], leur rareté et le manque de sensibilisation retardent leur diagnostic[Données Inca, LNCC, ARC, GLOBOCAN 2018] 
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ces cinq années au détour de couloir/repas/séminaire/

Supplementary figure 2 A. Whole cell lysates from non-transfected HBMECs or HBMECs co-transfected with gD-HER2 together with GFP, Ezrin-GFP or Moesin-GFP were analysed by western blots using antibodies against pY1248-HER2, HER2, GFP, p-ERK or Clathrin. B. Whole cell lysates from non-transfected HBMECs or HBMECs co-transfected with gD-HER2 and empty vector (-), FERM M -mCherry, FERM E -GFP or FERM P -GFP were analysed by western blots using antibodies against pY1248-HER2, HER2, mCherry or GFP. C. Whole cells lysates from non-transfected HBMECs or in HBMECs co-transfected with gD-HER2 and empty vector, FERM E -VSV-g or FERM F -HA were analysed using antibodies against pY1248-HER2, HER2, VSV-g, HA or clathrin as a loading control.

Supplementary figure 3 A. HBMECs transfected with GFP, Ezrin-VSV-g or FERM E -VSV-g were untreated (-) or stimulated with 50 ng/ml EGF (+) for 5 min. Endogenous EGF receptor was immunoprecipitated and immunoprecipitates were analysed by western blot with anti-phosphotyrosine (PY), anti-HER2 and anti-EGFR antibodies (upper panels). Phospho-AKT, AKT, phospho-ERK1/2 and ERK1/2 were analysed on whole cell lysates (lower panels). B. HBMECs transfected with GFP, VSV-g-Ezrin, FERM E -VSV-g-were untreated (-) or stimulated with 100 ng/ml of Heregulin-1β (HRG) (+) for 5 min. After lysis, phospho-AKT and AKT were analysed by western blot on whole cell lysates. ABSTRACT 20 to 30% of breast cancers are due to the overexpression of the oncogenic tyrosine kinase receptor HER2 which confers bad clinical prognosis. As miRNA are key regulators of gene expression often deregulated in cancers and potential therapeutic targets, here, we have conducted a miRnome analysis in various breast cancer cells. We report that miR-200 family members (200b-3p and 429) and miR-29c-3p are overexpressed in HER2-positive breast cancers and associated with a poor prognosis and a short survival of HER2-positive breast cancer patients, hence representing good prognosis and/or diagnosis biomarkers for HER2positive breast cancers. Inhibition of miR-429 and miR-29c-3p strongly decreases HER2 activation and protein expression and specifically impedes proliferation of HER2-positive breast cancers by inducing apoptosis. These effects were antagonized by rescue expression of HER2, demonstrating that these miRs are key positive regulators of HER2. These findings reveal that miR-429 and miR-29c-3p are crucial biomarkers and oncogenic miRNA in HER2+ breast cancers that functionally contribute to breast cancer progression by promoting HER2 overexpression and activation of downstream oncogenic signaling. This study paves the way for novel patient stratification and establish a strong rationale of targeting miR-429 and miR-29c-3p as a complementary strategy for HER2-positive breast cancers.

Significance: These findings contribute to the understanding of deregulated expression and activation of HER2 in HER2-positive breast cancers by showing that upregulation of miR-429 and miR-29c-3p is a key event leading to enhanced HER2 expression and signaling that leads to tumorigenesis. UNIVERSITÉ PARIS DESCARTES UNIVERSITÉ PARIS DESCARTES 

Cell lines

The HER2 and MSN mRNA level analysis was performed on 25 breast cancer cell lines 

Debit from deposit account

The European Patent Office is hereby authorised, to debit from the deposit account with the EPO any fees and costs indicated on the fees section below. In some embodiments, the antisense compound comprises a contiguous nucleotides sequence complementary to at least 50% of the miRNA, preferably at least 60%, 70%, 80%, 90%, for example 95%, 96%, 97%, 98%, 99% of the miRNA.

In some embodiments, the antisense compound comprises a contiguous nucleotides sequence complementary to the full-length mi-RNA (i.e. complementary to 100% of the miRNA).

In some embodiments, the antisense compound targeting a miRNA is complementary to a corresponding sequence of the miRNA across the length of the antisense compound and in some embodiments the 3' nucleotide of the antisense compound is complementary to (i.e. aligns to) the first, second, third or fourth 5' nucleotides of the miRNA. In a preferred embodiment, said anti-miRNA is an antisense compound chemically modified, for example to increase its stability, e.g. with respect to nucleases, and/or its cellular uptake. 

Examples of commercialized antisense compounds are listed in

EXAMPLES

Results

Low expression levels of miRNA 29a-3p and miRNA 29b-3p (downregulated in HER2+/MSN lo breast cancer cell lines, see Example 2) were associated with a trend towards shorter overall survival compared to patients having high expression levels of these miRNAs (Figure 2 A-B).

-MiR29a-3p:

-Median survival: 61 months with low expression level of miRNA 29a-3p vs.

more than 200 months with high expression level of miRNA 29a-3p, -Overall survival : more than 70% death with low expression level of miRNA 29a-3p compared to less than 40% death with high expression level of miRNA 29a-3p (P=0.11).

MiR29b-3p:

-Median survival:: 73 months with low expression levels of miRNA 29b vs. more than 200 months with high expression level of miRNA 29b -Overall survival : more than 60% death with low expression level of miRNA 29b-3p compared to less than 40% death with high expression level of miRNA 29b-3p (P=0.59).

A similar trend was observed for HER2-breast cancer patients (P=0.38 and 0.17) (Figure 2 D-E).

On the contrary, high expression level of miRNA 29c-3p (upregulated in HER2+ breast cancer cell lines, see Example 1) were associated with a trend towards shorter overall survival compared to patients having low expression level of this miRNA (Figure 2 C):

-Median survival:: 71 months with high expression level of miRNA 29c-3p vs.

more than 200 months with low expression levels of miRNA 29c-3p -Overall survival :, more than 55% death with high expression level of miRNA 29c-3p compared to less than 40% death with low expression level of miRNA 29c-3p (P=0.37)).

This trend was specific of HER2+ breast cancers, since level of expression of these miRNAs did not alter survival profiles of HER2-breast cancer patients (P=0.96) (Figure 2 F).

ABSTRACT

Treatment of HER2-dependent cancer using an agent that modulates the activity of a miRNA 5

This invention relates to an agent that modulates the activity of a micro ribonucleic acid (miRNA), said miRNA being selected from the group consisting of miRNA 429, miRNA 29c-3p, miRNA 29a-3p, miRNA 29b-3p, miRNA 200a, miRNA 200b, miRNA 200c, miRNA 141-3p, miRNA 15a-5p, miRNA 15b-5p, miRNA 16-5p, miRNA 424, miRNA 497, miRNA 615-3p, miRNA 451a and miRNA 542-5p, for use in the treatment of HER2-dependent cancer.