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5-FU : 5-Fluoro-Uracile

ABC : ATP Binding Cassette

ACAT : Acyl-CoA Cholestérol Acyl Transférase
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aCGH : hybridation génomique comparative sur puce

ADAMI0 : A Disintegrin and metalloproteinase domain-
containing protein 10

ADC : Antibody Drug Conjugate

ADCC : antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity
ADN : Acide DesoxyriboNucléique

AKT : Protein kinase B
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AMP : Assistance Médicale a la Procréation
AMPK : AMP-activated protein kinase
ARNm : Acide RiboNucléique messager
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BRCAL : Breast Cancer 1

BRCA2 : Breast Cancer 2

CA15.3 : Cancer Antigen 15.3

CAR : Chimeric Antigen Receptor

Cav-1 : cavéoline-1

CCIS : Cancer Canalaire In Situ

CDK : Cyclin-Dependent Kinase

CEA : CarcinoEmbryonic Antigen

CETP : Cholesteryl Ester Transfer Protein
CIRC : Centre International de Recherche sur le Cancer
CLIS : Cancer Lobulaire In Situ

c-Met/HGFR: tyrosine-protein kinase Met ou hepatocyte
growth factor receptor

COP I/I1 : Coat protein complex I/11

CSMa : Cellule Souche Mammaire

CTLA-4 : Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated protein 4
DBD : DNA Binding Domain

ECD : Extracellular Domain of HER2

EGF : Epidermal Growth Factor

EGFR : Epidermal Growth Factor Receptor

ELISA : Enzyme-Linked Immunosorbent aAsay

EMA : European Medicines Agency

i1

EMT : Epithelial to Mesenchymal Transition

ER ou RE: Estrogen Receptor / Récepteurs aux
oestrogenes

ERC : Endocytic Recycling Compartment

ERE : Estrogen Response Elements

ERK : Extracellular signal-Regulated Kinase
FAK : Focal Adhesion Kinase

FFAT : Two Phenylalanines in an Acidic Tract
FDA : Food and Drug Administration

FGFR : Fibroblast Growth Factor Receptors
FISH : Fluorescence In situ Hybridization

FRAP : Fluorescence Recovery After Photobleaching
FSH : Follicle Stimulating Hormone

GAP : GTPase Activating Protein
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GEF : Guanosine Exchange Factor

GnRH : Gonadotropin Releasing Hormone

GRB?2 : Growth factor Receptor Bound Protein 2
GRB7 : Growth factor Receptor Bound Protein 7
GTP : Guanosine Tri-Phosphate

HBOC : Hereditary Breast and Ovarian Cancer
HB-EGF : Heparin-binding EGF-like growth factor
HDL : High Density Lipoprotein

HER : Human Epidermal Growth Factor Receptor

HER?2 : Epidermal growth Factor Receptor 2 (aussi appelé
ErbB2 ou EGFR2)

HIF1 : Hypoxia Inducible Factor 1

HMG-CoA : Hydroxy-M¢éthyl-Glutaryl-Coenzyme A
HMGCR : HMG-CoA réductase

HSP : Heat Shock Protein

IDL : Intermediates Density Liporpotein
IGFIR : Insulin-like Growth Factor 1 Receptor
IHC : Immunohistochimie

ILV : Intraluminal Vesicle

INCa : Institut National du Cancer

Insig-1 : Insulin-induced gene 1 protein

IPP : Pyrophosphate d'IsoPentényle

IRM : Imagerie par Résonance Magnétique

JAK : Janus Kinase



Kb : kilobase

KO : knock outSR

LBD : Ligand Binding Domain

LCAT : Lécithine-Cholestérol AcylTransférase
LDL : Low Density Lipoprotein

LDLR : Récepteur aux LDL

LFS : Li-Fraumeni Syndrome

LHRH : Luteinizing Hormone Releasing Hormone
LH : Luteinizing Hormone

LTP : Lipid Transfer Protein

LXR : Liver X Receptor

MAPK ou MEK: Mitogen-Activated Protein Kinase
MCS : Membrane Contact Site

MENTAL : MLN64-Nterminal domain

miARN : Micro-ARN

MLN : Metastatic Lymph Node

MMP11 : Matrix Mettaloproteinase-11

MOSPD?2 : Motile Sperm Domain Containing 2
MSP : Major Sperm Protein

mTOR : Mammalian target of Rapamycin
mTORCI : mTOR Complex 1

mTORC2 : mTOR Complex 2
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Mon travail de doctorat concerne 1’étude moléculaire de cancers ayant une altération commune,
I’amplification du gene HER?2. Cette altération a été identifiée il y a plus de trente ans dans les cancers
du sein et depuis les connaissances sur le récepteur HER2 n’ont cessé de croitre. Ces cancers,
caractérisés par I’amplification du géne HER?2, représentent un sous-type moléculaire des cancers du
sein et sont appelés cancers HER2 positifs. Les grandes lignes des connaissances actuelles sur le cancer
du sein et sur le récepteur HER2 font donc I’objet des premiers chapitres de 1’introduction.

Le profilage génétique des tumeurs HER2+ a démontré que ces tumeurs présentent des
altérations supplémentaires. En effet, plusieurs genes localisés au niveau du locus 17q12 sont co-
amplifiés et co-surexprimés avec HER2 dans ces tumeurs. Parmi ces génes, le laboratoire a identifié
STARD3 et a proposé que les génes co-amplifiés et co-exprimés avec HER2 puissent contribuer a la
biologie des cancers HER2+. En effet, des études sur des modéles cellulaires de cancer du sein HER2+
ont montré que STARD3 est essentielle a la croissance des cellules HER2+

. C’est pourquoi le 3™ chapitre de I’introduction
concerne la protéine STARD?3 et son implication dans le cancer HER2+. J’ai ajouté a ce chapitre une
revue parue dans le journal Contact que j’ai co-écrite et qui résume les fonctions connues de cette
protéine

Enfin, les rappels bibliographiques se terminent sur un chapitre concernant le cholestérol. En
effet, STARD3 est un transporteur spécifique du cholestérol au sein de la cellule. Nous avons émis
I’hypothese selon laquelle STARD3 agit sur la croissance des cellules cancéreuses HER2+ de maniére
indirecte en altérant la distribution normale du cholestérol et en modifiant la composition lipidique des
membranes cellulaires. Cette hypothése a servi de point de départ aux recherches effectuées au cours de
ma thése. Ce dernier chapitre décrit les fonctions cellulaires du cholestérol, les mécanismes de transport
et d’homéostasie du cholestérol ainsi que son implication dans le cancer.

Mon projet de theése était dans un premier temps de montrer que STARD?3 est essentielle a la
croissance des cellules cancéreuses HER2+ du sein et d'autres organes, et dans un deuxiéme temps
d’¢établir les mécanismes moléculaires a l'origine de la dépendance des tumeurs HER2+ pour STARD3.
La partie « Résultats » comprend 1’ensemble des résultats obtenus au cours de ma thése concernant le
role de STARD?3 dans la croissance des cellules cancéreuses HER2 positives. Ces résultats sont décrits
dans un manuscript que nous prévoyons de soumettre prochainement. Enfin, mon manuscrit se termine

par une partie discussion et perspectives.
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A. Incidence et mortalité

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent et la premiére cause de décés par cancer
chez la femme . Avec 28 % de I’ensemble
des cancers incidents chez la femme et 15 % des déces féminins par cancer, le cancer du sein
représente un probléme de santé publique majeur . Aprés avoir doublé entre
1980 et 2005, le taux d’incidence du cancer du sein est stable depuis 2005

. Les taux d’incidence les plus ¢élevés sont observés dans les pays les
plus développés. Dans le monde, 2,1 millions de nouveaux cas et 627000 déces sont estimés en
2018 selon le Global Cancer Observatory

Selon I’Institut National du Cancer (INCa), 58 459 nouveaux cas de cancers du sein ont ét¢
diagnostiqués chez les femmes en France en 2018, et 12 146 déces enregistrés. L’age moyen
au diagnostic est de 61 ans et 1’age moyen au déces est de 73 ans. Le taux standardisé de
mortalité par cancer du sein a diminué de 5% en 10 ans . Ce succes provient des
récents progres thérapeutiques mais également du dépistage organisé depuis 2004 qui favorise
les diagnostics précoces et permet de traiter la maladie avec une meilleure efficacité. Ainsi, on
observe une amélioration de la survie a 5 ans du cancer du sein qui est passée de 80 % pour les
femmes diagnostiquées entre 1989 et 1993 a 87 % pour celles diagnostiquées entre 2005 et 2010
(INCa). S'il est dépisté a un stade précoce, la survie a 5 ans est de 98 %. Cependant, la médiane
de survie des stades métastatiques de cancer du sein est seulement de 20 a 38 mois, ce qui

prouve la gravité de cette maladie

B. Etiologie

Les étiologies du cancer du sein sont nombreuses et complexes. En effet, différents
facteurs peuvent €tre liés au risque d’apparition du cancer du sein. Le sexe et 1’age représentent
les principaux facteurs de risque. Plus de 99% des cancers du sein touchent la femme et pres de

80% se développent apres 50 ans. D’autres facteurs comme les antécédents familiaux de
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Figure I1 : Classement des tumeurs solides par incidence et par mortalit¢é en France
métropolitaine en 2018 chez la femme

Le cancer du sein est la premiére cause de cancer et de déces par cancer chez la femme. (Sources
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depuis 1990 (Sources INCa).



cancers, les prédispositions génétiques au cancer, les traitements hormonaux et le mode de vie

sont également impliqués dans le risque de développer un cancer du sein.

1. Les facteurs génétiques

52410 % des cancers du sein sont héréditaires . Environ
30 genes sont connus pour étre impliqués dans le risque de cancer du sein. Parmi ces génes, on
trouve les génes BRCAI et BRCA?2 et des geénes impliqués dans des syndromes rares de cancer

. Les principaux genes impliqués
dans la transmission héréditaire du cancer du sein sont détaillés ci-dessous.

Les mutations des génes BRCAI (Breast cancer 1) et BRCA2 (Breast cancer 2)
représentent les causes génétiques les plus fréquentes du cancer du sein héréditaire. En effet,
elles sont retrouvées dans 80% des cancers du sein héréditaires. BRCAI (localisé sur le
chromosome 17) et BRCA2 (localisé sur le chromosome 13) sont tous les deux des genes
suppresseurs de tumeurs. Ces génes de prédisposition sont transmis selon un mode autosomique
dominant avec une pénétrance élevée. Les mutations des génes BRCAI et BRCA2 conduisent
au syndrome HBOC (Hereditary Breast and Ovarian Cancer syndrome)

BRCAI et BRCAZ2 sont impliqués dans la recombinaison homologue, un processus essentiel des
mécanismes de réparation de I’ADN . Il existe un
grand nombre de mutations des génes BRCAI et BRCA2. Dans plus de 90% des cas, les
mutations de BRCAI entrainent I’introduction d’un codon stop prématuré (PTC ou Premature
Stop Codon). Le mécanisme de dégradation des ARNm porteurs d’un PTC, le NMD (Nonsense
mediated mRNA Decay), reconnait ensuite ces ARNm et les dégrade

. Lamutation de ces génes entraine des erreurs dans le processus de réparation de I’ADN,
des instabilités chromosomiques et des cancers dus a I’incapacité de réguler la mort cellulaire
et a la croissance cellulaire incontr6lée. Dans la plupart des cas, les mutations du géne BRCA/
sont associées a des tumeurs de type triple négatif (RE-, RP-, HER2-) qui sont des tumeurs de
haut grade et de mauvais pronostic. A I’inverse, les patientes porteuses de mutations BRCA2
possedent des tumeurs plus souvent RE (Récepteur aux oestrogénes) et RP (Récepteur a la
progestérone) positives (phénotype luminal)

D’autres genes sont également impliqués dans des formes de cancer du sein héréditaires

. C’est le cas des genes TP53 et PTEN

. En effet, il existe différents syndromes associés a un haut
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risque de développer un cancer du sein. Des mutations du géne 7P53 sont responsables du
syndrome de Li-Fraumeni (LFS) . TP53 est localisé sur le
chromosome 17 et code pour la protéine p53. p53, également appelé¢ « DNA damage sensor »,
a pour role d’assurer la stabilité du génome en protégeant des dommages a I’ADN

. p53 est également impliqué dans 1’apoptose, la régulation du cycle cellulaire et
I’activation des protéines de réparation de I’ADN . Le syndrome de Li-Fraumeni
est un trouble héréditaire complexe de prédisposition au cancer. Il se manifeste par 1’apparition
précoce de cancers dans différents tissus (sarcomes osseux, cancer du sein, tumeurs cérébrales,
leucémies, cancers de la peau, du colon ou du pancréas). Ce syndrome est responsable d’1%
des cancers du sein . Les mutations germinales du géne 7P53
sont identifiées chez 75% des patients présentant une LFS. La probabilité pour un porteur de
mutation 7P53 de développer un cancer est de 75% chez les hommes et pres de 100% chez les
femmes . De plus, des mutations du gene PTEN (Phosphatase and
Tensin homolog) causent le syndrome de Cowden, un second syndrome de prédisposition
héréditaire aux cancers . Le géne PTEN est localisé sur le
chromosome 10. C’est un géne suppresseur de tumeur impliqué dans le contrdle du cycle
cellulaire et de la croissance cellulaire. La phosphatase PTEN module des voies de signalisation
en déphosphorylant le phosphatidylinositol triphosphate . Le
syndrome de Cowden est caractérisé par des hamartomes (malformations tissulaires) multiples
et disséminés et par un risque €levé de développer des tumeurs. C’est un syndrome de cancer
héréditaire autosomique dominant qui augmente le risque de cancers du sein, de la thyroide, du

rein, de ['utérus, ainsi que des problémes neurologiques et développementaux

Récemment, le Groupe Génétique et Cancer (GGC) - Unicancer a recommandé
I’analyse de 13 geénes face a un risque héréditaire de cancer du sein et de I’ovaire
. Ces genes sont BRCA1, BRCA2, PALB2, TP53, CDHI, PTEN, RADSIC,
RADSID, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 et EPCAM. Ces différents génes sont principalement
impliqués dans la réparation de I’ADN, la régulation du cycle cellulaire ainsi que les processus
d’adhésion cellulaire. La découverte de ces génes montre que le cancer du sein est une maladie
trés hétérogéne causée par la modification génétique des cellules épithéliales mammaires.
L’analyse de ces geénes a montré une utilité clinique et il existe des recommandations de

prévention ou dépistage des personnes porteuses d’une mutation d’un de ces genes (Tableau

1.
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Tableau 1 : Recommandations de prévention ou dépistage des personnes porteuses d’une
mutation d’un des génes du panel GGC (D’aprés GGC — Unicancer 2017).




2. Les facteurs hormonaux

Le second facteur de risque de développement d’un cancer du sein concerne les
hormones stéroides sexuelles. Les facteurs hormonaux jouent un rdéle majeur dans le
développement physiopathologique de la glande mammaire puisque celle-ci est soumise au
contrdle des hormones ovariennes jusqu’a la ménopause. Le développement du cancer du sein
est donc influencé par les fluctuations des taux d’cestrogeénes et de progestérone auxquelles la
femme est exposée au cours de sa vie . C’est ce qu’on appelle
I’imprégnation hormonale.

L’exposition prolongée a des cestrogénes endogenes (estradiol et progestérone) liée a
une puberté précoce, une ménopause tardive ou une premiere grossesse tardive (apres 35 ans)
augmente le risque de développer un cancer du sein . En effet, le risque est
légérement augmenté chez les femmes ayant été réglées avant I’age de 12 ans ou chez celles
dont la ménopause est survenue apres 55 ans. Cependant, les grossesses et 1’allaitement
semblent avoir un effet protecteur contre le cancer du sein . Les femmes
n’ayant pas eu d’enfant ou celles n’ayant pas allaité ont un risque de cancer du sein légérement
supérieur aux autres femmes. De plus, I’ovariectomie réduit le risque de cancer du sein. Dans
une ¢tude ancienne, il a €t¢ montré que la ménopause chirurgicalement induite réduit de moitié
le risque de cancer du sein par rapport a des femmes dont la ménopause est survenue
naturellement

D’autre part, les hormones exogénes entrainent ¢galement un risque plus €élevé de cancer
du sein. Les femmes utilisant des contraceptifs oraux ou un traitement hormonal substitutif de
la ménopause courent ainsi un risque plus élevé par rapport aux femmes qui ne les utilisent pas
(Tatrakis et al., 2011; Rozenberg et al., 2013). Aussi, les stimulations hormonales lors d’AMP
(Assistance Médicale a la Procréation) pourraient €également augmenter le risque de cancer du
sein (Lo Russo et al., 2013). Cependant, les résultats sont contradictoires puisqu’une étude a
montré qu’il n’y a pas de corrélation significative entre l'exposition aux traitements de fertilité

et le risque de cancer du sein

3. Les facteurs environnementaux et le mode de vie

D’autres facteurs sont également associés a une augmentation du risque de cancer du

sein. En effet, la consommation excessive d’alcool, la consommation de tabac, la sédentarité et
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I’obésité augmentent les risques de cancer du sein . Selon le Centre
International de Recherche sur le Cancer (CIRC), la consommation d'alcool, 1’obésité et le
manque d’activité physique seraient responsables respectivement de 15 %, 8 % et 3 % des cas
de cancer du sein en France. Une revue suggere ¢galement que la moiti¢ des cas de cancer du
sein pourraient étre évités en modifiant le mode de vie, par le maintien d'un poids santé, l'activité
physique réguliére et la consommation minimale d'alcool . On parle
alors de chimioprévention. Cependant, l'impact de 1'obésité sur le risque de cancer du sein
différe selon le statut ménopausique et les sous-types moléculaires de la maladie. Les données
actuelles suggerent qu'un indice de masse corporel élevé est associ¢ a un risque réduit de cancer
du sein avant la ménopause, alors qu'il est fortement corrélé a un risque accru apres la
ménopause . L'obésité post-ménopausique semble

étre un facteur de risque pour l'apparition du cancer du sein hormonodépendant

Des études ont également montré qu’une alimentation riche en graisse ainsi qu’une
hypercholestérolémie favorisaient la survenue de cancer du sein
. Cependant, les données épidémiologiques restent contradictoires. Certaines études
ont montré que I’usage de statines sur une période supérieure a 10 ans doublait le risque de
cancer du sein alors que d’autres études suggerent qu’il n’y pas de
corrélation entre 1’utilisation de statines et le risque de cancer du sein . Les
statines sont des médicaments qui bloquent la synthése de cholestérol en inhibant la HMG-CoA
réductase. Aussi, certains dérivés du cholestérol possédent des effets pro ou anti-cancéreux. Par
exemple, le 25-hydroxycholesterol a un effet antiprolifératif dans divers cancers alors que le
27-hydroxycholesterol agit comme un agoniste des récepteurs des cestrogeénes dans le cancer
du sein, induisant une croissance tumorale et des métastases
Le travail de nuit et le manque de sommeil prédisposent ¢galement au cancer du sein
. Le travail de nuit a été classé cancérogene
probable (groupe 2A) par le CIRC : il entraine des perturbations hormonales qui pourraient
favoriser I’apparition de cancers. De plus, I’incidence du cancer du sein est significativement
augmentée chez les hotesses de 1’air . Le travail de
nuit et le décalage horaire entrainant une perturbation du rythme circadien ainsi que 1’exposition
aux radiations cosmiques expliqueraient cette augmentation de risque.
Les perturbateurs endocriniens comme le dichlorodiphényldichloroéthane, les

polychlorobiphényles ou les dioxines sont suspectés d’avoir un role dans les cancers du sein

5



hormono-dépendants. Les liens entre I’exposition a ces substances et le risque de cancer du sein

restent cependant a établir. Aussi, I’exposition aux radiations ionisantes représente également
un facteur de risque du cancer du sein

Enfin, méme si la plupart des études ne sont pas concluantes, un risque accru de cancer

du sein chez les agricultrices exposées aux pesticides a été rapporté dans une étude américaine

Une seconde étude plus récente a également associé 1’exposition aux

pesticides et le risque accru de plusieurs cancers, notamment une augmentation des cancers du

sein triples négatifs

A. Anatomie du sein normal

Le sein est constitu¢ d’une glande mammaire exocrine dont la fonction biologique est
de produire le lait. Le lait maternel contient I’ensemble des nutriments nécessaires au
développement du nourrisson ainsi que les anticorps maternels (Immunoglobulines de type IgA
principalement) . La glande mammaire est entourée de tissu de soutien

composé de vaisseaux, de fibres et de graisse.

1. Anatomie de la glande mammaire

La glande mammaire est un organe spécifique des mammiferes, constituée de lobules et
de canaux galactophoriques . La glande
mammaire adulte comporte une vingtaine de lobes mammaires chacun drainé¢ par un canal
galactophore. Les canaux galactophoriques, reliés au mamelon et ramifiés, se terminent sur les
lobules. Chaque lobule est formé par un groupe de 10 a 100 acini mammaires ou alvéoles. Ces
alvéoles constituent la partie sécrétrice de la glande. Plusieurs lobules (20 a 40) forment le lobe
mammaire . Les lobules produisent le lait en
période d’allaitement et les canaux transportent le lait vers le mamelon. Ces éléments sont
entourés par du tissu conjonctif et du tissu adipeux. Des ligaments de soutien assurent
I’attachement du sein au muscle pectoral.

Des vaisseaux sanguins et des vaisseaux lymphatiques parcourent le sein afin d’assurer

sa nutrition et son drainage . Les ganglions et les vaisseaux lymphatiques
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Figure I3 : Structure du sein adulte normal

A. Anatomie du sein. La glande mammaire est constituée d’un systtme de canaux
galactophoriques entourés par du tissu conjonctif puis par du tissu adipeux. Les canaux émanent
des lobules et sont reliés au mamelon.

B.  Structure des lobules. Les lobules sont formés d’acini qui sont la partie sécrétrice de la glande
mammaire. Les canaux et lobules sont constitués d’une couche de cellules épithéliales entourée
de cellules myoépithéliales en contact avec la membrane basale (D’aprées le site du Centre de
sénologie des Coteaux et d’apres I’Institut National du Cancer).



forment le systéeme lymphatique qui permet de lutter contre les infections. Les ganglions
lymphatiques du sein sont situés au niveau de 1'aisselle (ganglions axillaires), au-dessus de la
clavicule (ganglions sus-claviculaires), sous la clavicule (ganglions sous-claviculaires) et a

l'intérieur du thorax (ganglions mammaires internes).

2. Organisation cellulaire de la glande mammaire

La glande mammaire est composée de deux compartiments cellulaires (épithélial et

mésenchymateux) qui contiennent chacun différents types cellulaires

a) Le compartiment épithélial

Le compartiment épithélial est en contact avec la membrane basale. Deux types de
cellules épithéliales sont retrouvés dans la glande mammaire :
o les cellules épithéliales luminales qui bordent la lumiére des acini et des canaux
permettant de produire le lait en période de lactation
e les cellules myoépithéliales qui entourent les cellules luminales qui possedent
une fonction contractile permettant d’acheminer le lait vers le mamelon

L'épithélium mammaire présente un fort potentiel régénérateur et la capacité de subir de
nombreux cycles de croissance suggérant I’existence de cellules souches épithéliales
mammaires. La capacité¢ de régénération de 1'épithélium mammaire a ét¢ démontrée pour la
premiere fois au début des années 1960 . Ensuite, il a été montré
qu’une glande mammaire fonctionnelle entiére peut étre dérivée d’une seule cellule soutenant

le fait que 1'épithélium mammaire posséde une population de cellules souches
. En effet, les cellules souches mammaires (CSMa) sont a 1’origine des cellules
¢pithéliales luminales et myoépithéliales. Les CSMa sont multipotentes, ¢’est-a-dire qu’elles
peuvent donner naissance a plusieurs types cellulaires, elles sont présentes en faible quantité et
possedent une capacité d’auto-renouvellement. Une hiérarchie cellulaire de la glande
mammaire a donc été établie . La cellule souche mammaire peut se diviser de
maniere symétrique ou asymeétrique . Au cours de la division symétrique, la
cellule souche donne deux cellules filles identiques gardant les propriétés de cellule souche
mere. Au cours de la division asymétrique, la cellule souche donne naissance a une cellule

identique et a une cellule appelée progéniteur : progéniteur luminal commun ou progéniteur
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Figure 14 : Hiérarchie cellulaire de la glande mammaire

La cellule souche mammaire est a l'origine des différentes lignées cellulaires de la glande
mammaire. Elle est capable de se diviser en progéniteur luminal commun ou progéniteur
myoépithélial. Le progéniteur luminal commun peut se diviser en deux progéniteurs donnant
naissance aux cellules différenciées composant les compartiments épithéliaux canalaire ou

alvéolaire. Le progéniteur myoépithélial donne naissance aux cellules du myoépithélium (D’apres
Visvader et al., 2014).



myoépithélial. Le progéniteur luminal se divise ensuite en progéniteur canalaire ou alvéolaire.
Apres différenciation et divisions, les progéniteurs donnent naissance aux cellules différenciées

composant la glande mammaire

b) Le compartiment mésenchymateux

La membrane basale sépare le compartiment mésenchymateux du compartiment
épithélial. Le compartiment mésenchymateux est également appelé stroma mammaire et est
composé¢ de cellules immunitaires, d’adipocytes, de fibroblastes, de vaisseaux sanguins et
lymphatiques ainsi que des constituants de la matrice extracellulaire comme des protéines et
des facteurs de croissance . Le compartiment mésenchymateux fait
partie du microenvironnement de la glande mammaire dont le réle principal est de participer a

son développement.

B. Les cancers du sein

Concernant le cancer du sein, il existe des tumeurs bénignes et des tumeurs malignes.
Les tumeurs bénignes du sein sont le plus souvent des fibroadénomes. Elles sont caractérisées
par des contours bien délimités et sont incapables de métastaser. Ces petites tumeurs sont
souvent laissées en place ou alors elles peuvent €tre enlevées par chirurgie lorsqu’elles sont
génantes pour la patiente. Les tumeurs malignes du sein sont des adénocarcinomes dans 95%
des cas, c’est-a-dire des cancers qui se développent a partir des cellules épithéliales
(=carcinome) de la glande (=adeno) mammaire. On distingue les cancers in situ et les cancers
invasifs ou infiltrants. Le reste des cancers du sein comprend les lymphomes mammaires et les

sarcomes, c’est-a-dire des cancers qui se développent a partir des cellules conjonctives.

1. Les carcinomes in situ

Le carcinome in situ est défini comme une prolifération de cellules cancéreuses
confinées a l'intérieur des canaux ou des lobules. Il est caractérisé par une tumeur bien délimitée
et par une absence de rupture de la membrane basale. C’est pourquoi il est également appelé
carcinome « non-invasif ». On peut distinguer les carcinomes canalaires in situ (CCIS) qui se

développent a partir des cellules épithéliales des canaux excréteurs de la glande mammaire des
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carcinomes lobulaires in situ (CLIS) qui se développent a partir des cellules épithéliales des
lobules mammaires. Le cancer canalaire in situ est le plus fréquent. En effet, huit a neuf cancers

in situ sur dix sont des cancers canalaires (Source INCa).

2. Les carcinomes infiltrants ou invasifs

Les carcinomes invasifs sont caractérisés par une rupture de la membrane basale. Les
cellules tumorales acquicrent de nouvelles propriétés biologiques leur permettant d’envahir le
tissu conjonctif. La tumeur n’est plus délimitée par une membrane basale intacte et peut ainsi
métastaser . En effet, des cellules
cancéreuses peuvent s’échapper de la tumeur primaire et aller coloniser une autre région du
corps grace a la circulation lymphatique et sanguine, pour y former une nouvelle tumeur qu’on
appelle tumeur secondaire ou métastase. Les carcinomes canalaires infiltrants représentent 75%

des cancers du sein invasifs.

3. Les formes rares de carcinomes

Les formes rares de carcinomes sont de meilleur pronostic que les carcinomes canalaires
infiltrants. Ils représentent chacun 1 a 2% des cancers du sein infiltrants et touchent
généralement les femmes agées.

Le carcinome médullaire est caractérisé par une bordure souvent ronde et bien définie
qui peut ressembler a un fibroadénome a la mammographie

Le carcinome mucineux, €¢galement appelé carcinome colloide, doit son nom au fait
qu’il est formé de cellules cancéreuses sécrétant du mucus

Le carcinome tubuleux doit son nom a l'aspect tubuleux des cellules au microscope. Il

est généralement de petite taille et se propage rarement aux ganglions lymphatiques axillaires

Le carcinome papillaire peut étre infiltrant ou non. Il est fait de structures papillaires



Le cancer du sein est une maladie trés hétérogene. La classification des tumeurs a pour
but d’évaluer la gravité de la maladie et d’orienter les médecins dans le choix de la stratégie
thérapeutique. Pour le cancer du sein, il existe trois classifications différentes couramment
utilisées : la classification clinique, histologique et moléculaire . Grace
a ces classifications, le médecin est capable d'évaluer les critéres diagnostiques mais aussi

pronostiques, conduisant a des traitements personnalisés.

A. Classification clinique

La classification clinique consiste a déterminer 1'étendue de la maladie au moment du
diagnostic. C’est ce qu’on appelle le stade du cancer. Pour évaluer I'é¢tendue d'un cancer du sein,
trois criteres sont pris en compte : la taille de la tumeur, l'atteinte ou non des ganglions
lymphatiques et la présence ou non de métastases. Ces criteres permettent d’obtenir la
classification clinique TNM (Tableau 2) . TNM vient de I’anglais «
Tumor, Nodes, Metastasis » ce qui signifie « tumeur, ganglions, métastases ». La classification
cTNM (c pour clinique) est obtenue avant tout traitement, c’est le stade pré-thérapeutique.
Apres la chirurgie, la classification pTNM (p pour post-chirurgical) est définie sur I’examen
anatomopathologique de la tumeur et I’analyse des ganglions prélevés. En fonction des
observations faites lors de cet examen, I’anatomopathologiste ajoute un chiffre aux lettres T, N
etM:

e T1aT4 pour la taille de la tumeur
e NO a N3 pour le degré d'envahissement des ganglions
e MO ou M1 pour la présence ou non de métastases
La lettre « x » est portée pour T, N ou M dans les cas ou le critére n’a pas pu étre évalué ou si

les informations sont insuffisantes pour conclure.

B. Classification histologique

L’examen anatomopathologique réalis¢ sur un échantillon de la tumeur permet de
définir le grade histo-pronostic d'Elston-Ellis . Cette classification refléte

I’agressivité de la tumeur. Trois parameétres morphologiques sont analysés : 1'architecture des
10



Taille de la tumeur primaire

Tx la tumeur primaire ne peut pas étre évaluée
TO la tumeur primaire n'est pas palpable
Tis tumeur in situ
tumeur £2 cm dans sa plus grande dimension
T1 <1 mm dans sa plus grande dimension
T1 mic
Tla 0,1 mm < tumeur £ 5 mm dans sa plus grande dimension
Tib 0,5 cm < tumeur £ 1 cm dans sa plus grande dimension
Tic 1 cm < tumeur £ 2 cm dans sa plus grande dimension
T2 2 cm < tumeur £ 5 cm dans sa plus grande dimension
T3 > 5 cm dans sa plus grande dimension

tumeur avec extension a la paroi thoracique ou a la peau,
ou tumeur inflammatoire

T4 Tda extension a la paroi thoracique
Tab cedéme (y compris peau d'orange), ulcération de la peau ou nodules de
perméation situés sur la peau méme du sein
T4c T4a + Tdab
Tad cancer inflammatoire

Ganglions lymphatiques régionaux

Nx I'envahissement des ganglions régionaux ne peut étre évalué
NO pas d'adénopathie axillaire
Nila envahissement de 1 a 3 ganglions axillaires

N1 | N1b | envahissement des ganglions de la chaine mammaire interne (CMI) détecté
sur ganglion sentinelle sans signe clinique

Nic Nila + N1b
N2a envahissement de 4 a 9 ganglions axillaires
N2 avec au moins un amas cellulaire >2 mm

N2b | envahissement des ganglions mammaires internes homolatéraux suspects,

en I'absence d'envahissement ganglionnaire axillaire

N3a envahissement d'au moins 10 ganglions axillaires ou envahissement des

ganglions sous-claviculaires

N3 N3b | envahissement des ganglions mammaires internes homolatéraux suspects

avec envahissement ganglionnaire axillaire ou envahissement de plus de 3
ganglions axillaire et envahissement des ganglions de la CMI détecté sur

ganglion sentinelle sans signe clinique

N3c envahissement des ganglions sus-claviculaire homolatéraux
Métastases
Mx renseignements insuffisants
MO absences de métastases a distance
M1 présence de métastases a distance

Tableau 2 : Classification TNM

La classification TNM permet d’obtenir le stade de la maladie. Elle repose sur 1’analyse de
trois criteres : la taille de la tumeur, I’envahissement des ganglions lymphatiques et la
présence ou non de métastases.



cellules tumorales, la forme et la taille du noyau cellulaire et le nombre de cellules qui se

divisent (ou activité mitotique) reflétant la vitesse a laquelle les cellules cancéreuses se

multiplient. Une note allant de 1 a 3 est attribuée a chaque critére. La somme des notes obtenues

pour chacun des trois criteéres permet d’obtenir le grade du cancer (Tableau 3). Les scores 3,4

et 5 correspondent aux tumeurs les moins agressives de grade I ; 6 et 7 au grade intermédiaire

IT et les scores 8 et 9 correspondent aux tumeurs les plus agressives de grade I1I.

C. Classification moléculaire

La conférence de Saint Gallen a permis de classer les cancers du sein selon cing sous-

types moléculaires principaux (Tableau 4) (Dai et al., 2015; Goldhirsch et al., 2011a;

Vasconcelos et al., 2016):

Les cancers du sein « luminaux » : luminal A ou luminal B, caractérisés par la
surexpression du récepteur aux cestrogenes (RE) et/ou du récepteur a la progestérone
(RP) représentent 65% des cancers du sein. Ces tumeurs sont appelées « luminal » car
elles ont le méme profil d’expression que les cellules épithéliales de la lumiere des
canaux et lobules de la glande mammaire. Les tumeurs « luminal » A ont un statut
prolifératif faible (Ki67 faible) par rapport aux « luminal » B de statut prolifératif fort
(Ki67 éleve) . Les tumeurs « luminal A » représentent a peu pres 50%
des cancers du sein et sont souvent de bas grade histologique avec un bon pronostic. Les
tumeurs « luminal B » ne représentent que 10 a 20% des cancers du sein et sont
habituellement de haut grade histologique et de moins bon pronostic. De plus, les
« luminal » B peuvent étre divisées en « luminal » B surexprimant ou non le récepteur
HER?2.

Les cancers du sein HER2-positifs (HER2+), caractérisés par l'amplification et la
surexpression du géne HER2 sur le chromosome 17q12 représentent 15% des cancers
du sein. Ces tumeurs sont de mauvais pronostic di au potentiel métastatique €levé.

Les cancers du sein de phénotype basal qui n’expriment ni les récepteurs hormonaux,
ni ’oncoprotéine HER2 et qui sont souvent désignés par le terme « triple négatif »
représentent 20% des cancers du sein. Ce type de cancer du sein touche généralement
les femmes jeunes. Il est associé a des tumeurs agressives présentant un haut risque de

récidive a 5 ans et une mauvaise survie globale par rapport aux autres types de cancer
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DIFFERENCIATION TUMORALE Score
proportion de tubes ou glandes dans la tumeur (en % de surface tumorale)
> 75 % : Tumeur bien différenci¢e 1
10-75 % : Tumeur moyennement différenciée 2
<10 % : Tumeur peu différenciée 3

NOYAUX CELLULAIRES
Noyaux petits, réguliers, uniformes 1
Pléomorphisme modéré 2
Variations marquées de taille, de forme, avec nucléoles proéminents 3
NOMBRE DE MITOSES
(a compter sur 10 champs au grossissement x 400)
0 a 6 mitoses 1
7 a 12 mitoses 2
> 12 mitoses 3
SOMME

Grade | 3,4,5
Grade 11 6,7
Grade 111 8,9

Tableau 3 : Grade histologique

Le grade histologique refléte 1’agressivité de la tumeur. Elle repose sur 1’analyse au microscope
de trois caractéristiques : la différenciation des cellules tumorales, la structure des noyaux et
I’activité mitotique. Un score de 1 a 3 est attribué a chaque critére. La somme des scores permet
d’obtenir le grade histologique.



L. i . Traitements
Sous-types Caractéristiques moléculaires .
médicamenteux
RE+ et/ou RP+/HER2- Hormonothérapie
Luminal A ' exclusive sauf si facteur
Ki67 bas de risques
RE+ et/ou RP+/ HER2- Hormonothérapie +/-
HER2 négatif evou P
Ki67 fort Chimiothérapie
Luminal B Chimiothérapie
RE+ et/ou RP+/
HER2 positif
posit HER2+Ki67 indifférent Trastuzumab
Hormonothérapie
HER2+ non Chimiothérapie
] RE-/RP-/HER2+
luminal Trastuzumab
Triple . .
RE-/RP-/HER2- Chimiothérapie
négatif

Tableau 4 : Classification moléculaire des cancers du sein et traitements associés
Le cancer du sein peut étre classé en cing sous-types moléculaires différents : luminal A et B
qui surexpriment les récepteurs hormonaux, HER2+ luminal ou non et les triples négatifs.




du sein . Les tumeurs présentant des mutations génétiques du géne

BRCAI sont fortement associées a ce type de cancer du sein.

Toute manifestation anormale au niveau du sein doit alerter les femmes et les conduire
a consulter un médecin. Ces symptomes sont principalement une boule dans le sein, des
ganglions durs au niveau de I’aisselle, une modification de la peau du sein, une modification
du mamelon (écoulement, suintement) ou un changement de la taille ou de la forme du sein
(rougeur, cedéme, chaleur importante). Lorsqu’une personne présente ces symptomes ou qu’une
anomalie est décelée lors d’un examen de dépistage, des examens doivent étre réalisés afin

d’établir un diagnostic.

A. Le dépistage organisé du cancer du sein

Le dépistage organisé du cancer du sein existe en France depuis 2004 et cible les femmes
agées de 50 a 74 ans. Elles sont invitées tous les deux ans a réaliser une mammographie et un
examen clinique des seins aupres d’un radiologue agréé . Cet examen est
pris en charge a 100 % par 1'assurance maladie. La mammographie est systématiquement lue
par deux radiologues. La double lecture a pour but d’augmenter la fiabilité du dépistage. En cas
d’absence de cancer détecté lors de la premiere lecture, une seconde lecture est réalisée.
Lorsqu'une anomalie est décelée, le radiologue pratique de suite un bilan diagnostique afin de
raccourcir le délai de prise en charge de la patiente. Malheureusement, en 2017, seulement
49.9 % (50.7 % en 2016) des femmes agées de 50 a 74 ans ont participé a ce dépistage (Source
INCa). Bien que la participation n’atteigne pas les 100 %, le dépistage organisé favorise un
diagnostic précoce et est en partie responsable de la baisse de la mortalité du cancer du sein

depuis 2005.

B. Les examens du bilan initial

Le bilan initial comprend un examen clinique des seins chez un médecin spécialisé et
une mammographie des deux seins, pouvant €tre associée a une échographie des seins et des

ganglions. Parfois une IRM mammaire peut également étre réalisée. Cependant, c’est I’examen
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anatomopathologique de prélevement au niveau de I’anomalie (biopsie) qui établit le

diagnostic. Le prélevement est réalisé par micro ou macrobiopsie a travers la peau.

C. Les examens du bilan d’extension

Ces examens ne sont pas systématiques pour toutes les patientes. A I’issue du bilan
initial, si les résultats laissent penser que les cellules cancéreuses ont pu former des métastases,
des examens supplémentaires sont réalisés. Le cancer du sein peut métastaser dans le foie, les
poumons, le cerveau et les os principalement. Les examens le plus souvent réalisés sont donc
une radiographie du thorax, une scintigraphie osseuse, un scanner, une ¢échographie
abdominale, ou une IRM. Un bilan sanguin complet est ¢galement réalisé afin d’évaluer 1’état

général de la patiente.

Plusieurs marqueurs biologiques sont disponibles afin de caractériser les cancers du sein

. Un marqueur est une caractéristique biologique mesurée de fagon précise

et reproductible, utilis¢ comme indicateur d’un état pathologique. Les marqueurs sont utilisés
en routine dans le cancer du sein a des fins diagnostique, pronostique, prédictive d’une réponse
thérapeutique, ou dans le cadre d’un suivi. De plus, les marqueurs permettent aux médecins
d’identifier le sous-type moléculaire du cancer du sein et ainsi décider d’un traitement adapté.
Aujourd’hui, il existe un réel besoin d’identifier de nouveaux marqueurs dans les cancers du
sein afin d’améliorer la prise en charge actuelle en développant de nouvelles thérapies ciblées.
On distingue les marqueurs « non circulants » qui sont réalisés sur les biopsies tumorales des

marqueurs circulants dans le sang.

A. Les marqueurs « non-circulants »

1. Les récepteurs hormonaux

Le récepteur aux cestrogénes (RE) et le récepteur a la progestérone (RP) sont les deux
récepteurs hormonaux principalement impliqués dans les cancers du sein. Leur surexpression

caractérise un sous-groupe moléculaire des cancers du sein appelés cancers luminaux
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(Goldhirsch et al., 2011a). Les récepteurs hormonaux sont de bons marqueurs pronostic et
prédictif de réponse thérapeutique des patientes traitées par hormonothérapie

. Ce sont des récepteurs nucléaires, des facteurs de transcription impliqués dans la
régulation de I’expression de nombreux genes cibles. Les récepteurs hormonaux possédent trois
domaines fonctionnels : le domaine NTD (NH2-terminal Domain), le domaine de liaison a
I’ADN (DBD, DNA-Binding Domain) et le domaine de liaison au ligand (LBD, Ligand-
Binding Domain) . Ces deux récepteurs possedent le méme mécanisme
d’action. En absence de ligand, le récepteur est li¢ a des protéines HSP (Heat Shock Protein)
dans le cytoplasme de la cellule. En présence de ligand (cestrogénes ou progestérone), le
récepteur subit des modifications conformationnelles le dissociant des protéines HSP et
permettant au récepteur d’€tre transloqué dans le noyau. Dans le noyau, le récepteur se dimérise
et se fixe sur les séquences régulatrices des génes cibles. Cette interaction entre le récepteur et
les génes cibles se fait par liaison directe du domaine DBD du récepteur a I'ADN via un élément
de réponse appelé ERE (Estrogen Response Elements) ou PRE (Progesterone Response
Elements) . Cela entraine ensuite la transcription des genes cibles.

Le RE posséde deux isoformes : REa et REP, codés par deux geénes distincts localisés
sur deux chromosomes distincts (6g25.1 pour REa et 14q23.2 pour RE). Le role du REP dans
le cancer du sein est encore mal connu. En revanche, REa joue un réle majeur dans la croissance
des cellules cancéreuses mammaires

Le RP possede également deux isoformes qui sont codés par le méme géne en 1122
mais transcrits par deux promoteurs différents et qui sont généralement co-exprimés

. Dans le cancer du sein, les cellules surexprimant le récepteur a la progestérone
liberent des facteurs prolifératifs qui induisent une signalisation paracrine et ont des effets

significatifs sur le maintien des cellules souches tumorales et la croissance tumorale

L’expression de RE et de RP dans la tumeur est évaluée par immunoshistochimie (IHC)
sur piece opératoire ou biopsie . Un score est obtenu grace a
I’analyse de deux criteéres : le pourcentage de cellules positives et I’intensité du marquage. RE
et RP sont tous les deux des marqueurs nucléaires avec des propriétés d’expression similaires
donc la procédure de « scoring » pour les deux marqueurs est identique. Deux scores peuvent
étre obtenus : le score H ou le score Allred. Le score H ou histo-score est calculé en multipliant
le pourcentage de cellules marquées par 1’intensité de la coloration. Un score H supérieur a 10

signifie que le cancer est RE+ ou RP+ nécessitant un traitement par hormonothérapie. Le score

14



Allred est un score allant de 0 a 8 qui additionne le pourcentage de cellules marquées (aucune
cellule marquée = 0, < 1% de cellules = 1, de 1 a 10% de cellules = 2, de 10 a 33% de cellules
=3,de 33 2 67% de cellules =4 et de 67% a 100% de cellules= 5) et I’intensité du signal (de 0
a3l) . Un score < 2 est considéré comme négatif. Le score Allred
évalue les cancers susceptibles de répondre a un traitement hormonal. En régle générale, les

cancers du sein ne répondent pas au tamoxiféne avec un score Allred < 6.

2. Le statut HER2 (Human Epidermal growth factor receptor 2)

Le proto-oncogene HER2 /ErbB2 est surexprimé et amplifié¢ dans 15 a 20% des cancers
du sein (Goldhirsch et al., 2011a; Slamon and Clark, 1988). HER2 appartient a la famille des
récepteurs au facteur de croissance EGFR/HER composée de quatre membres notés HERI,
HER2, HER3 et HER4. HER2 est un récepteur a activité tyrosine kinase qui active différentes
voies de signalisation dans la cellule comme la voie des MAPK ou la voie PI3K/Akt/mTOR.
Ces voies de signalisation favorisent la transcription de genes cibles permettant la survie
cellulaire, la prolifération cellulaire, I’invasion et I’angiogenese (Hynes and MacDonald, 2009;
Yarden and Sliwkowski, 2001). La structure et le mécanisme d’action de HER2 seront détaillés
plus précisément dans le chapitre 2.

Il a été¢ montré que ’amplification de HER2 est un marqueur de mauvais pronostic et
un marqueur prédictif de réponse aux thérapies ciblées anti-HER2 . La
surexpression de HER2 est détectée par immunohistochimie (IHC) grace a un
anticorps spécifique anti-HER?2 et I’amplification de HER2 est détectée par fluorescence in situ
hybridization (FISH) sur des fragments tumoraux. Le score obtenu par IHC repose
sur I’analyse de deux criteres : ’intensité du signal membranaire et le pourcentage de cellules
positives. Le score est noté de 0 a +++. Lorsque le score d’IHC est 0 ou +, le taux d’HER2 est
normal, la tumeur est HER2 négative, et la patiente ne sera pas ¢éligible a un traitement par
trastuzumab. Lorsque le score d’THC est +++, la tumeur est HER2 positive et le traitement par
trastuzumab est indiqué . Un score d’IHC intermédiaire (++) nécessite dans un
deuxiéme temps une FISH afin d’étudier ’amplification du géne (Tableau 5)

. Le principe de la FISH est d’hybrider I'ADN du patient avec deux sondes d’ADN
fluorescentes : une sonde complémentaire du géne HER2 et une deuxieme sonde reconnaissant
le centromere du chromosome 17 (le géene HER2 est situé sur le chromosome 17g21). L analyse

des cellules tumorales au microscope permet d'obtenir un ratio du nombre de copies du gene
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Figure IS : Diagnostic des cancers du sein HER2+ par immunohistochimie

Les noyaux des cellules sont marqués en bleu par ’hématoxyline. La protéine HER2,
localisée au niveau de la membrane plasmique est marquée en brun grace a un anticorps
spécifique de la protéine. Les images A, B, C et D montrent les différentes intensités de
marquage que I’on peut obtenir par IHC. (http://latestbreastcancer.blogspot.com/2011/05/
her2-part-4-how-doctors-determine-if.html)

*FISH positive FISH negative

Figure 16 : Diagnostic des cancers du sein HER2+ par FISH

Dans les cas ou le score HER2 par IHC est intermédiaire (2+), une FISH (Fluorescence
In Situ Hybridization) est réalisée. Les noyaux des cellules apparaissent en bleu. Le
centromere du chromosome 17 est marqué avec une sonde verte, le géne HER2 est
marqué avec une sonde rouge. A gauche, une FISH positive montre plus de 10 copies du
gene HER?2 par noyau avec présence de clusters par rapport a une FISH négative a droite.
(D'apres Qiu et al., 2017)



Marquage en IHC Indication thérapeutique anti-HER2

0 Absence de marquage ou
marquage membranaire Non

< 10 % de cellules invasives

+ Marquage membranaire
faible et incomplet > 10 % Non

des cellules invasives

++ Marquage membranaire ) ) ) , )
Oui, seulement si amplification prouvée

faible & modéré et complet >

) ) par FISH
10 % de cellules invasives
+++ Marquage membranaire fort
et complet > 30 % des Oui

cellules invasives

Tableau 5 : Score HER2 et indication aux thérapies ciblées anti-HER?2

Le marquage HER2 est déterminé par IHC. Un score de 0 a 3+ est obtenu en fonction de
I’intensité du signal et du pourcentage de cellules positives. 0 et 1+ signifient qu’HER2
n’est pas surexprimé et ne nécessite pas de thérapie anti-HER2. Un score de 3+ justifie
un traitement par trastuzumab. Pour un score intermédiaire de 2+, une FISH est
nécessaire.



HER?2 par rapport a celui du chromosome 17 . Il 'y a amplification du géne HER?2 si
le rapport HER2/chr 17 est supérieur ou égal a 2 ou si le nombre moyen de copies du géne
HER?2 par cellule est > 6 . L’amplification est négative si le rapport HER2/chr
17 est inférieur a 2 et que le nombre moyen de copies du géne HER2 par cellule est inférieur a
4. Si le ratio est entre 1.8 et 1.99 ou si le rapport HER2/chr 17 est inférieur a 2 avec un nombre

de copies entre 4 et 6, il faut recompter sur un plus grand nombre de cellules.

3. uPA et PAI-1

Les cellules cancéreuses doivent étre capables de franchir la membrane basale et
dégrader la matrice extracellulaire afin de disséminer dans la circulation sanguine et former des
métastases. Les protéases sont des enzymes protéolytiques qui dégradent la matrice
extracellulaire. La plasmine est responsable de 1’activation des proenzymes en protéases
actives. Le plasminogene est la forme inactive de la plasmine. uPA et PAI-1 sont des protéines
impliquées dans 1I’hémostase, elles appartiennent au systéme fibrinolytique activateur du
plasminogene. Ce systeme comprend cinq molécules majeures : uPA (urokinase Plasminogen
Activator) une protéase qui active le plasminogene en plasmine et son récepteur (UPAR) ; deux
inhibiteurs spécifiques d’'uPA nommés PAI-1 et PAI-2 et Dactivateur tissulaire du
plasminogene (tPA tissue Plasminogen Activator)

Différentes études ont montré que des taux €levés d’'uPA et de PAI-1 étaient associés a
un pronostic défavorable. En effet, des taux ¢levés d’uPA dans la tumeur sont associés a une
diminution de la survie sans récidive

Le dosage d’uPA et PAI-1 est réalisé¢ par un immunodosage ELISA sur pi¢ce opératoire.
Il est recommandé dans les cas de tumeurs HER2-, RE/RP+ sans atteinte ganglionnaire. Les
patientes ayant un faible taux d’uPA (< 3 ng/mg de protéines) et de PAI-1 (< 14 ng/mg de
protéines) sont considérées a faible risque de rechute et ne nécessitent pas de chimiothérapie
adjuvante . A I'inverse, une chimiothérapie sera discutée en réunion de

concertation pluridisciplinaire pour les patientes avec un taux élevé d’uPA et/ou de PAI-1.

4. Ki67

L’antigéne Ki67 est un marqueur de prolifération . Cette protéine,

codée par le gene MKI67, est impliquée dans le maintien de I’intégrit¢ des chromosomes
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mitotiques . Il est exprimé tout au long du cycle cellulaire et est absent des
cellules quiescentes . Sa détection est réalisée par immunohistochimie sur
des coupes de tumeurs a 1’aide d’un anticorps spécifique anti-Ki67. L’index Ki-67 représente
le pourcentage de noyaux colorés par ’anticorps. S’il est élevé, cela signifie que les cellules
cancéreuses se divisent rapidement. Dans ce cas, la chimiothérapie adjuvante est indiquée. Le
Ki-67 est un test utile afin de prévoir la sensibilité d'une tumeur aux agents cytotoxiques. Les
recommandations sont les suivantes . Une tumeur présentant un index Ki-
67 > 30% est considérée comme une tumeur a fort taux prolifératif et doit recevoir une
chimiothérapie. A I’inverse, une tumeur présentant un index Ki-67 < 10% ne nécessite pas de
chimiothérapie. Si la tumeur présente un index Ki-67 intermédiaire entre 11 et 30%, d’autres
critéres discutés en réunion de concertation pluridisciplinaire permettront de prendre la

décision.

B. Les marqueurs « circulants »

Les marqueurs biologiques circulants font partie d’une classe émergente de marqueurs non-
invasifs. Ils sont bien tolérés par la patiente par rapport aux biopsies tissulaires et ils fournissent
des informations lorsque la biopsie n’est pas réalisable. Les prélévements répétés sont possibles,
ce qui permet de suivre la réponse au traitement, de contrdler son efficacité et 1’apparition
d’éventuelles résistances.

Plus récemment, des méthodes visant a analyser I’ADN tumoral circulant ont émergé. En
effet, les cellules tumorales libérent du matériel génétique dans la circulation sanguine. Une
¢tude pionnicre a montré¢ I'intérét du séquencage de I’ADN tumoral circulant pour la
surveillance des cancers du sein métastasés . Notamment, il est possible
de focaliser les analyses sur I’identification de mutations ponctuelles des génes majeurs comme
TP53. Cette méthode de biopsie liquide représente une alternative non invasive pour le suivi
des patientes. L’acces a I’ADN tumoral circulant ouvre de nombreuses perspectives. En effet,
cela permettra de personnaliser le suivi des patientes en fonction du sous-type moléculaire de
la maladie et de cibler des mutations associées a la résistance aux traitements. La méthode de
biopsie liquide est en cours d’évaluation en France par des essais cliniques prospectifs comme

I’étude multicentrique ALIENOR.
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1. Le domaine extracellulaire de HER2 (ECD)

Le domaine extracellulaire (ECD Extracellular Domain) de HER2 est libéré dans le sang
par un mécanisme protéolytique appelé « ECD shedding ». Ce mécanisme est augmenté au
cours de la formation de métastases. C’est pourquoi le taux d’ECD dans le sérum a été proposé
comme un biomarqueur prometteur pour la récidive du cancer du sein et pour le suivi des
patientes surexprimant HER2 . Ce dosage est réalisé en
routine a I’hopital dans le suivi des patientes afin d’identifier d’éventuelles rechutes. Cependant,
son utilité reste encore fortement contredite puisqu’il ne semble pas étre corrélé a une

amélioration du taux de survie des patientes

2. L’antigéne CA15.3

L’antigene CA15.3 (Cancer Antigen 15.3) est une glycoprotéine qui appartient a la
famille des mucines. Le CA15.3 est un des épitopes d’une protéine codée par le gene MUCI.
Les produits du gene MUC-1 sont impliqués dans la cancérogenese. C’est le marqueur tumoral
le plus couramment utilis€. Le taux de cet antigéne dans le sang augmente dans les cas de
cancers du sein métastatiques . Son dosage est utilis¢é comme marqueur
de récidive. Le CA15.3 permet de diagnostiquer pres de 75 % des métastases en anticipant leur
détection par rapport aux méthodes conventionnelles d’imagerie médicale

. Cependant, aucun bénéfice d’un traitement précoce de ces métastases n’a été prouve, ni
sur ’espérance de vie des patientes, ni sur leur qualit¢ de vie en phase métastatique. Ce
marqueur n’est donc utilisé que pour le suivi et I’évaluation de la réponse thérapeutique en
phase métastatique . L’augmentation des taux sanguins de 1’antigéne
CA15.3 est généralement couplée a I’augmentation de ’antigéne CEA (Carcinoembryonic
Antigen). Le CEA est une glycoprotéine impliquée dans 1’adhésion cellulaire et détectée au
cours du développement feetal. Chez 1’adulte, la protéine est présente en tres faible quantité
mais il peut y avoir une hausse du taux sanguin du CEA en présence de certains cancers. Pour
certains, la combinaison CA15.3 + CEA présente un intérét limité. Pour d'autres, 1'association

CA15.3 + CEA permet d’améliorer la détection des récidives
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C. Les signatures moléculaires du cancer du sein

Ces derni¢res années, les progrés de la biologie moléculaire ont permis des
innovations dans le domaine du diagnostic et de la prise en charge du cancer du sein. En effet,
les techniques de PCR et de microarray ont permis le développement de signatures moléculaires
disponibles dans le commerce . Une signature moléculaire est un test
biologique réalisé sur la tumeur. Ces signatures représentent une nouvelle approche pour
prédire le pronostic et le risque de récidive d’une patiente en interprétant le profil d’expression
d’un panel de génes liés a la progression tumorale. La transcription de ces geénes est utilisée
comme marqueur du potentiel métastatique. Plusieurs signatures moléculaires sont
actuellement commercialisées . Les plus connues sont Oncotype DX,
MammaPrint, Prosigna et EndoPredict. Ces tests génétiques s’adressent aux femmes ayant un
cancer du sein hormono-dépendant et dont les ganglions de 1’aisselle ne sont pas touchés.

Cependant, ces signatures moléculaires ne se substituent pas au diagnostic classique
par immunohistochimie réalisé par les anatomopathologistes. En France, ['utilisation des
signatures moléculaires n’est pas recommandée car elles n’apportent pas d’informations utiles
pour les tumeurs de haut grade comme les tumeurs triples négatives ou les tumeurs HER2+
considérées comme des cancers de mauvais pronostic. De plus, ces tests cotlitent cher et ne sont

pas pris en charge par la sécurité sociale.

1. Signatures moléculaires de premiére génération : Oncotype DX® et Mammaprint®

Oncotype DX® et MammaPrint® sont les premiéres signatures moléculaires
commercialisées. Ces tests reposent sur la technique des puces a ADN. Ce sont des tests
centralisés, c’est-a-dire qu’ils sont uniquement réalisés aux Etats-Unis pour Oncotype DX® et
aux Pays-Bas pour MammaPrint®.

Oncotype DX® est un test diagnostic basé sur le niveau d’expression de 21 génes
(récepteurs hormonaux, récepteur HER2, génes du stroma mammaire comme la MMP11, geénes
impliqués dans la prolifération cellulaire comme le Ki67 et génes impliqués dans 1’invasion)
par RTqPCR . Il aide a la décision thérapeutique
chez les femmes atteintes de cancer du sein hormono-dépendant . 1l permet
d’estimer le bénéfice de la chimiothérapie et le risque de récidive a 10 ans. Un score de rechute

(RS) entre 0 et 100 est obtenu : un RS <18 est défini comme étant a faible risque, tandis qu'un
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score > 31 est défini comme étant a haut risque de récidive, 18 a 30 étant un risque intermédiaire
. Des ¢études ont montré que la chimiothérapie n’apportait pas de bénéfice
clinique chez les patientes atteintes d’un cancer du sein surexprimant le récepteur aux
cestrogenes avec un RS bas alors que des patientes avec RS ¢€levé bénéficiaient de 1’ajout de la
chimiothérapie a I’hormonothérapie . Comme tout biomarqueur, Oncotype
DX® a ses limites. Il n'a été validé que dans le cancer du sein a récepteurs hormonaux positifs.
Il n'y a pas de données sur I'utilité¢ d'Oncotype DX® pour d'autres sous-types de cancer du sein.
De plus, il existe un taux de faux négatifs relativement élevé pour HER2, ce qui pourrait
conduire a une sous-estimation du risque . Des données suggerent également
qu'Oncotype DX® ne fournit pas d'informations pronostiques indépendantes de celles fournies
par I'THC pour le Ki-67, le RE, le RP et HER2
MammaPrint® permet d’étudier par puce a ADN le profil d’expression de 70 genes
associés aux étapes essentielles de progression tumorale et métastatique (régulation du cycle
cellulaire, prolifération cellulaire, invasion, angiogenése) . Ce test permet de
classer les patientes en deux catégories : bon ou mauvais pronostic ¢’est-a-dire a faible ou fort
risque de développer des métastases . Il a été démontré que MammaPrint®
est un marqueur pronostique indépendant des facteurs cliniques et pathologiques classiques tels
que la taille de la tumeur, le statut des récepteurs hormonaux et le statut HER2. Ce test
génomique est approuvé par la FDA depuis 2008 chez des patientes agées de moins de 61 ans
atteintes d’un cancer du sein hormono-dépendant ou non, de moins de 5 cm, sans atteinte

ganglionnaire, et de stade I/I1.

2. Sienatures moléculaires de nouvelle génération : Prosigna® et EndoPredict®

Prosigna® (PAMS50) et EndoPredict® sont les signatures moléculaires les plus récentes.
Le test Prosigna® est appelé PAMSO0 pour Prediction Analysis of Microarrays. I mesure
l'expression de 50 genes par RTqPCR permettant d’identifier les sous-types moléculaires du
cancer du sein appelés luminal A, luminal B, HER2+ et de type basal .C’est
une signature de survie sans métastase a 10 ans qui a été approuvée par la FDA en 2013.
Différentes analyses ont montré que ce test est prédictif de la survie dans le cancer du sein
indépendamment des variables clinico-pathologiques telles que 1'état ganglionnaire, le RE et le

grade tumoral
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Le test EndoPredict® analyse I’expression de 12 génes associés aux cestrogenes et a la
prolifération cellulaire. Le score obtenu permet de prédire le risque de rechute a court et a long
terme . Il est utile pour déterminer la pertinence d'une chimiothérapie chez

les patientes atteintes d’un cancer du sein RE+.

Pour conclure, les tests génétiques prédisent le risque de récidive dans les 10 ans a venir
et ont prouvé leur efficacité. Cependant, les médecins frangais restent réticents a leur utilisation.
Dans 20 a 30 % des cas, ils n’identifient pas les mémes femmes a haut et bas risque que les
examens clinico-pathologiques classiques. C’est pourquoi I'INCa préfére ne pas les
recommander avant la publication de nouvelles études. Cependant, dans tous les pays ou les
tests génomiques sont réalisés, on assiste a une modification du plan thérapeutique initialement
prévu dans 30 a 35 % des cas, le plus souvent vers la désescalade, avec une abstention de
chimiothérapie. On pourrait donc estimer que chaque année, en France, des milliers de femmes
pourraient éviter une chimiothérapie peut-étre inutile. Le défi futur consiste donc a combiner

ces tests génomiques aux examens classiques réalisés par I’anatomopathologiste.

Suite au diagnostic et a la classification du cancer du sein, un traitement est décidé en
réunion de concertation pluridisciplinaire (RCP). Les différents types de traitement du cancer
du sein sont la chirurgie, la radiothérapie, 'hormonothérapie, la chimiothérapie et les thérapies

ciblées.

A. La chirurgie

Le traitement par chirurgie est le plus souvent réalisé en premier. Il peut étre suivi d'une
chimiothérapie et/ou d'une radiothérapie. Dans certains cas, afin de réduire la taille de la tumeur
et faciliter I’intervention chirurgicale, une chimiothérapie néoadjuvante précede la chirurgie.
La chirurgie mammaire peut étre conservatrice ou non. Dans le cas d’une chirurgie mammaire
conservatrice on parle de tumorectomie. Les chirurgies mammaires non conservatrices sont
appelées mastectomies.

La chirurgie conservatrice consiste a retirer la tumeur avec une marge saine afin de

s’assurer d’avoir enlevé la totalité des cellules cancéreuses. Elle est toujours complétée d’une
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radiothérapie. Elle est possible lorsque la tumeur est localisée a un seul endroit dans le sein et
lorsqu’elle est suffisamment petite par rapport a la taille du sein. Le but est d’enlever toute la
tumeur avec une marge saine suffisante pour éviter une récidive et avec un résultat esthétique
satisfaisant pour la patiente.

La chirurgie non conservatrice consiste a retirer la totalit¢ du sein. Dans ce cas, une
reconstruction mammaire et un soutien psychologique sont proposés a la patiente. La
mastectomie est envisagée lorsque la tumeur est trop volumineuse, si la localisation ou la forme
de la tumeur rend impossible la chirurgie conservatrice ou s’il y a plusieurs tumeurs dans le
meéme sein.

En cas de tumeur infiltrante, la chirurgie s’accompagne d’une exérése du ganglion
sentinelle. Cette technique consiste a enlever le ou les premiers ganglions lymphatiques de
l'aisselle pour vérifier, par analyse anatomopathologique, s'ils contiennent ou non des cellules
tumorales. L’analyse est réalisée extemporanément pendant que la patiente reste sous
anesthésie. L'objectif est de savoir si la tumeur s'étend au-dela du sein.

Si un envahissement ganglionnaire est observé au cours de l’analyse du ganglion
sentinelle, le chirurgien réalise un curage axillaire ou curage ganglionnaire. Cette technique
consiste a retirer une dizaine de ganglions lymphatiques de I’aisselle. Le but est d'enlever toutes
les cellules cancéreuses qui auraient pu se propager jusqu'aux ganglions lymphatiques et ainsi
diminuer le risque de formation de métastases. Le principal effet secondaire d’un curage

axillaire est le gonflement du bras appelé lymphcecedéme ou « gros bras ».

B. La radiothérapie

La radiothérapie est utilisée en complément de la chirurgie pour le traitement des
cancers du sein in situ et infiltrants. Le but est de détruire les cellules cancéreuses encore
présentes malgré la chirurgie et ainsi diminuer le risque de récidive. La radiothérapie utilise des
rayonnements ionisants a haute énergie émis en faisceaux. Ces rayons sont dirigés sur la zone
a traiter, tout en préservant le plus possible les tissus sains et les organes voisins. Les rayons
traversent la peau pour atteindre les tissus tumoraux et détruire les cellules cancéreuses. La
radiothérapie de la glande mammaire est quasiment toujours réalisée aprés une chirurgie
conservatrice. Apres une chirurgie non conservatrice, une radiothérapie au niveau de la paroi
thoracique est uniquement indiquée pour les cancers du sein infiltrants associés a des facteurs

de risque de récidive. Une étude en 2014 a montré que la radiothérapie aprés mastectomie
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réduisait le risque de récidive a 10 ans et la mortalité par cancer du sein a 20 ans
. Une radiothérapie peut
¢galement étre réalisée au niveau des ganglions lymphatiques apres une chirurgie conservatrice

ou non.

C. La chimiothérapie

Les médicaments de chimiothérapie sont cytotoxiques. Ils touchent les cellules
cancéreuses a fort pouvoir prolifératif mais €galement les cellules saines d’ou de nombreux
effets indésirables. La chimiothérapie peut étre néoadjuvante, c’est-a-dire qu’elle est
administrée avant la chirurgie pour diminuer la taille de la tumeur, ou adjuvante une fois que la
tumeur a été enlevée par chirurgie. Une association de plusieurs médicaments appelée poly-
chimiothérapie est généralement utilisée afin d’augmenter 1’efficacité du traitement. Différents
protocoles de chimiothérapie sont utilisés pour le traitement du cancer du sein (Tableau 6). Le
plus souvent, ils sont administrés en 4 a 6 séances tous les 21 jours. Les protocoles de
chimiothérapie les plus courants sont les suivants :

e 426 cycles de FEC toutes les trois semaines
e 4a6 cycles de FEC suivis de 3 a 4 cycles de docetaxel toutes les trois semaines ou 9 a

12 cycles de paclitaxel toutes les semaines
FEC est I’acronyme pour trois médicaments : le SFU ou 5-fluoro-uracile, le cyclophosphamide
et ’épirubicine. Le SFU est un antimétabolite analogue des pyrimidines. Il se comporte comme
un faux substrat, il entre dans le circuit métabolique classique et entraine une inhibition de la
syntheése des nucléotides. Le cyclophosphamide est un agent alkylant de I’ADN. L’épirubicine
est une anthracycline qui inhibe la topisomérase II. Le docetaxel et paclitaxel sont des taxanes
issus de I'If du Pacifique. Ils inhibent la dépolymérisation et stimule la polymérisation des
microtubules ce qui entraine la mort des cellules au cours de la mitose. Les taxanes sont
¢galement appelés poisons du fuseau.

Les principaux effets secondaires des chimiothérapies sont hématologiques avec une
neutropénie (augmentant le risque d’infections), une anémie (fatigue) et une thrombopénie
(augmentant le risque hémorragique) mais €galement gastriques avec des nausées et des

vomissements, une perte des cheveux ou des troubles cardiaques.
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POLY- MECANISME
SITUATION CHIMIOTHERAPIE MEDICAMENTS D’ACTION
5.FU Antlmetabo'hte? a.nalogue
des pyrimidines
S Anthracycline inhibiteur
Epirubicine de topoisomérases
FEC P
. Agent alkylant de
Cyclophopshamide ADN
Agent alkylant de
Cyclophosphamide I’ADN
CMF Meéthotrexate Antimétabolite analogue
Cancer du sein HER2 de I’acide folique
négatif Antimétabolite analogue
5-FU S
des pyrimidines
5. FU Antlmetabo.hte. a.nalogue
des pyrimidines
Doxorubicine Anthracycline inhibiteur
FAC (Adriblastine®) de topoisomérases
Agent alkylant de
Cyclophosphamide I’ADN
Docetaxel (Taxotere®) Poison du fuseau
TC Agent alkylant de
Cyclophosphamide I’ADN
5.FU Antlmetabo.htej* a-nalogue
des pyrimidines
o Anthracycline inhibiteur
Epirubicine . ,
FEC + trastuzumab de topoisomérases
Agent alkylant de
Cyclophosphamide I’ADN
Trastuzumab Anticorps anti-HER2
Doxorubicine Anthracycline inhibiteur
Cancer du sein HER2 (Adriblastine®) de topoisomérases
ositif AC + paclitaxel + Agent alkylant de
P P Cyclophosphamide I’ADN
trastuzumab
Paclitaxel Poison du fuseau
Trastuzumab Anticorps anti-HER2
Docetaxel (Taxotere®) Poison du fuseau
Agent alkylant de
TCH Cyclophosphamide I’ADN
Trastuzumab . .
(Herceptin®) Anticorps anti-HER2

Tableau 6 : Liste des protocoles de chimiothérapie utilisés en France pour le traitement

du cancer du sein




D. L’hormonothérapie

L’hormonothérapie est indiquée dans les cas des cancers du sein de type luminal
surexprimant les récepteurs aux cestrogénes et/ou a la progestérone. Ces cancers sont dits
hormono-sensibles ou hormono-dépendants. En effet, plus I’expression des récepteurs est
¢levée, plus la tumeur répondra aux traitements d’hormonothérapie. L'hormonothérapie a pour
but d’empécher l'action stimulante des hormones ovariennes sur les cellules cancéreuses.

L’hormonothérapie est généralement commencée a la suite de la chimiothérapie. Il
existe quatre catégories de médicaments utilisés dans 1’hormonothérapie contre le cancer du
sein : les anti-cestrogenes, les anti-aromatase, les analogues de la LH-RH et les progestatifs

. Les traitements
d’hormonothérapie sont généralement des traitements de longue durée (de 5 a 10 ans)
nécessitant une bonne observance des patientes.

Les anti-cestrogénes sont des médicaments qui entrent en compétition avec les
cestrogenes. Ils empéchent les cestrogénes de se fixer a leurs récepteurs en se fixant a leur place.
Cela entraine un blocage de I’activation du récepteur et des voies de signalisation en aval. Ils
sont utilisés chez la femme ménopausée ou non. On distingue deux types d’anti-cestrogénes :
les SERM (Selective Estrogen Receptor Modulator) comme le tamoxiféene et les SERD
(Selective Estrogen Receptor Down regulator) comme le fulvestrant. Le tamoxiféne posséde
une AMM en France pour le traitement des cancers du sein RE+ depuis 1996 et le fulvestrant
depuis 2004.

Les anti-aromatase sont des médicaments qui entrent en compétition et inhibent
l'aromatase. L’aromatase est une enzyme responsable de la synthése des cestrogeénes chez la
femme ménopausée. Les anti-aromatase sont donc indiqués dans le traitement du cancer du sein
hormono-dépendant chez la femme ménopausée depuis 1996. Les médicaments utilisés en
France sont I’anastrozole, le 1étrozole et I’exémestane.

Les agonistes de la LH-RH inhibent la production d’cestrogenes par les ovaires chez la
femme non ménopausée en bloquant la sécrétion de LH et FSH. La LH-RH (ou GnRH) est une
hormone produite par I'hypothalamus. Elle stimule I'hypophyse qui en réponse sécrete la LH et
la FSH. Ces hormones vont stimuler les ovaires qui vont alors sécréter des cestrogenes et de la
progestérone. Un agoniste est une substance qui peut prendre la place d’une autre substance et
jouer son role du fait de sa ressemblance avec celle-ci. Les analogues de la LH-RH induisent

une hyperstimulation de I'hypophyse qui finit par ne plus répondre et qui arréte de stimuler les
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ovaires. Cela revient a induire une ménopause avec les symptomes qui lui sont associ€s
(bouffées de chaleur, sudation excessive, diminution de la densité osseuse...). Les médicaments
utilisés sont la goséréline et leuproréline.

A fortes doses, les progestatifs permettent d’inhiber 1’axe hypothalamo-hypophysaire
entrainant une inhibition de sécrétion d’cestrogénes, de cortisol et d’androgenes. Les

médicaments utilisés sont I’acétate de médroxy-progestérone et 1’acétate de mégestrol.

E. Les thérapies ciblées (Tableau 7)

La thérapie ciblée consiste en ’utilisation d’un médicament qui cible spécifiquement
une protéine ou un mécanisme impliqué dans le développement de la tumeur. Le but est de
s’attaquer aux cellules cancéreuses en touchant le moins possible les cellules normales.
Différents types de thérapie ciblée sont utilisés dans le traitement du cancer du sein : les

thérapies anti-HER?2, anti-VEGF, anti-mTOR, anti-CDK et anti-PARP

1. Thérapies ciblant le récepteur HER2 (cf chapitre 2 sur le cancer HER2 positif)

2. Thérapies ciblant le récepteur au VEGF

Le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) est un facteur de croissance impliqué
dans I’angiogeneése. L'angiogenese est définie comme le développement de nouveaux vaisseaux
sanguins a partir de vaisseaux préexistants. L'angiogenese est un processus vital qui se produit
pendant le développement normal, la croissance et la cicatrisation. Cependant, ce processus est
dérégulé dans le cancer, grace a la capacité de la tumeur a sécréter des signaux qui stimulent
'angiogenese. Le sang apporté par ces nouveaux vaisseaux permet a la tumeur de grandir et aux
cellules de la tumeur primaire d’envahir localement les tissus voisins et former des métastases

. Le VEGF se lie a son récepteur transmembranaire VEGFR localis¢é a la
membrane des cellules endothéliales. VEGFR est un récepteur a activité tyrosine kinase. La
liaison du ligand a son récepteur induit la dimérisation du récepteur, sa phosphorylation et

I’activation de différentes voies de signalisation intracellulaire impliquées dans 1’angiogenése

Le Bevacizumab (Avastin®) est le seul médicament anti-angiogénique utilisé¢ dans le

traitement du cancer du sein. C’est un anticorps monoclonal humanisé anti-VEGF. 1l inhibe la
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Nom

Molécule . Cible Indications thérapeutiques
commercial
HER2+ métastatique en monothérapie ou en association
. avec paclitaxel/docetaxel/inhibiteur aromatase
Trastuzumab Herceptin
HER2+ précoce en monothérapie ou en association avec
paclitaxel/docetaxel
Trastuzumab . . .
. HER2+ métastatique ou localement avancé en
emtansine Kadcyla .
HER2 monothérapie
. HER2+ métastatique ou localement avancé en association
Petuzumab Perjeta e ,
avec trastuzumab et chimiothérapie (Docétaxel)
. . HER2+ métastatique ou localement avancé en association
Lapatinib Tyverb 1
avec capécitabine
Bevacizumab Avastin VEGF Métastatique en association a la chimiothérapie
. . Hormono-dépendant avancé en association avec
Everolimus Affinitor mTOR ,
exemestane
_ Hormono-dépendant métastatique ou localement avancé
Palbociclib | Ibrance | CDK4/6 ooep due on osaens
en association avec fulvestrant ou inhibiteur d’aromatase
Olaparib Lynparza
PARP Triple négatif métastatique avec mutations BRCA en
monothérapie
Talazoparib Talzenna

Tableau 7 : Liste des thérapies ciblées disposant d’'une AMM en France pour le traitement
du cancer du sein




liaison du VEGF a son récepteur entrainant une inhibition des voies de signalisation et de
I’angiogenese. Le bevacizumab fait régresser les vaisseaux tumoraux et inhibe la formation de
nouveaux vaisseaux, stoppant ainsi la croissance de la tumeur qui n’est plus approvisionnée en
nutriments et en oxygene . Le bevacizumab posséde une AMM en France pour le
traitement des cancers du sein métastatiques depuis 2004. Il est utilisé en association avec le
paclitaxel ou la capécitabine. Il est recommand¢ de poursuivre le traitement jusqu’a progression
de la maladie. Malheureusement, il a ét€ montré que ce traitement permet d’améliorer la survie

sans progression (PFS) mais pas la survie globale

3. Thérapies ciblant mTOR

mTOR (mammalian Target of Rapamycin) est une sérine/thréonine kinase impliquée
dans la voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR. Une fois activée par Akt, cette protéine forme
des complexes (MTORC1 et mTORC2) permettant la régulation de génes cibles. mTOR est
impliqué dans de nombreux processus cellulaires : régulation de la synthése protéique,
régulation du cycle cellulaire, de I’angiogenese, de 1’apoptose et contrdle du métabolisme
cellulaire de base . Les inhibiteurs de mTOR sont des dérivés de
la rapamycine. Depuis 2012, I’évérolimus (Affinitor®) est indiqué dans le traitement des
cancers du sein avancés, positifs pour les récepteurs hormonaux, en association avec
I’exémestane chez la femme ménopausée apres un échec de traitement par 1’exémestane seul.
L’évérolimus est un analogue de la rapamycine . Le traitement doit étre
poursuivi aussi longtemps qu'un bénéfice clinique est observé ou jusqu'a la survenue d'une

toxicité inacceptable.

4. Thérapie ciblant les CDK

Les CDK (Cyclin-Dependent Kinase) sont une classe de protéines kinases jouant un role
dans la régulation du cycle cellulaire. En 2016, le palbociclib (Ibrance®), un inhibiteur des
CDK4/6, a obtenu une AMM européenne pour le traitement des cancers du sein de type
« luminal A » localement avancés ou métastatiques en association avec le fulvestrant ou un
inhibiteur de I’aromatase. Selon les résultats de I'étude PALOMA-2, I’ajout du palbociclib
améliore la survie sans progression de la maladie mais n’a pas d’effet sur la survie globale. De
plus, une forte toxicité hématologique est fréquemment observée
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5. Thérapies ciblant les protéines PARP

Les inhibiteurs de PARP sont des thérapies ciblées qui inhibent les protéines poly (ADP-
ribose) polymérases (PARP), qui sont impliquées dans la réparation de 'ADN simple brin
. Deux médicaments ont récemment obtenu une AMM en 2019 : ’olaparib

(Lynparza®) et le talazoparib (Talzenna®). Ils sont indiqués dans le traitement des cancers du
sein triples négatifs avancés ou métastatiques présentant une mutation des génes BRCA
. IIs sont utilisés en seconde ligne aprés un traitement

par anthracycline ou taxane. L'inhibition des PARP provoque des cassures doubles brins de
I’ADN et I’apoptose des cellules tumorales avec mutation des genes BRCA qui sont déficientes
dans le processus de recombinaison homologue. Pour le moment, il n'existe pas de données
concernant I’efficacité ou la sécurité de ces médicaments chez les patientes atteintes d’un cancer

du sein.

F. L’immunothérapie

Depuis quelques années, le développement de I’immunothérapie est en plein essor.
L’objectif général de I'immunothérapie est de favoriser I’activation du systéme immunitaire
contre les cellules tumorales et induire leur destruction. Des succés d’'immunothérapie
anticancéreuse ont été observés dans de nombreux cancers comme le mélanome, le cancer du
poumon ou les lymphomes. Cependant, 1’efficacité de I’immunothérapie dans le traitement des
cancers du sein n’a pas encore €t¢ prouvée. Bien que le nombre d'essais cliniques testant
I'immunothérapie dans le cancer du sein soit en augmentation, aucune immunothérapie

expérimentale n'a ét¢ approuvée a ce jour comme cela a été le cas pour d'autres types de cancers

1. PD-1/PD-L1

Une limite majeure de I’immunothérapie anticancéreuse est le fait que les cellules
tumorales sont peu antigéniques, c'est-a-dire qu’elles ne sont pas ou peu reconnues comme
étrangeres par le systéme immunitaire. Une des stratégies actuelles consiste donc a cibler les
récepteurs des cellules immunitaires impliqués dans la tolérance comme par exemple PD1/PD-
L1 (Programmed Death-1/Programmed Death Ligand-1) . PD-1 est un récepteur
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exprimé a la surface des lymphocytes T. PD-L1 est le ligand de PD-1 exprimé a la surface des
cellules cancéreuses. L’interaction entre PD-1 et son ligand représente un des mécanismes
d’échappement a la surveillance antitumorale. Aujourd’hui, trois anticorps inhibant cette
interaction sont en cours d’étude clinique : le pembrolizumab (anti-PD-1), I’avelumab (anti-
PD-L1),) et I’atezolizumab (anti-PD-L1) . Cependant, I'expression de PD-L1 a
la surface des cellules tumorales dans le cancer du sein est faible et variable. Pour les tumeurs
triples négatives ou surexprimant le récepteur aux cestrogénes, seules 20 % des patientes
présentent plus de 1 % de cellules tumorales exprimant PD-L1
. Ces résultats montrent a nouveau a quel point les cancers du sein sont treés
hétérogenes. Bien que les cellules cancéreuses de carcinomes canalaires in situ présentent des
niveaux tres faibles de PD-L1, il a été montré que 81 % des Iésions contiennent des lymphocytes
infiltrant la tumeur (TILs Tumor Infiltrating Lymphocytes) qui expriment PD-L1
. Les lymphocytes infiltrant la tumeur avec des niveaux élevés d'expression de PD-
L1 n'ont été observés que dans les cancers canalaires in situ triples négatifs. Ce résultat suggere
un intérét potentiel de ces anticorps dans le traitement des cancers du sein de type basal like et
suggere également D'intérét des TILs comme marqueur prédictif de réponse a cette
immunothérapie . Malheureusement, différentes études ont montré que
les anticorps anti-PD-1 et anti-PD-L1 présentent des taux de réponse faibles (de 12 a 20 %)
chez des patientes atteintes d’un cancer du sein triple négatif
. Aujourd’hui, des essais cliniques sont toujours en cours afin d’étudier I’efficacité de ce

type d’immunothérapie contre le cancer du sein en combinaison avec d’autres traitements

2. CTLA-4

Deux anticorps monoclonaux humanisés anti-CTLA-4 sont étudiés en clinique pour le
traitement du cancer du sein : le tremelimumab et 'ipilimumab
. CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4) est un

récepteur protéique qui fonctionne comme un point de contrdle des réponses immunitaires.
CTLA-4 est surexprimé apres l'activation des cellules T, liant CD80/CD86 pour transmettre un
signal inhibiteur aux cellules T . CTLA-4 représente donc une cible
thérapeutique importante dans le traitement du cancer. Cependant, il a été montré que le blocage

de CTLA-4 par le tremelimumab chez des patientes atteintes d’un cancer du sein métastatique
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ER+ présente une activité clinique limitée . De nombreux essais
cliniques étudiant le role des anticorps anti-CTLA-4 dans les cancers du sein sont en cours ainsi

que I’étude de combinaisons d’anticorps anti-PD-1 et anti-CTLA-4

3. La vaccination thérapeutique

Le meilleur moyen d’induire une réponse immunitaire est naturellement le vaccin. Le
but de la vaccination thérapeutique est de provoquer une réaction du systéme immunitaire
spécifiquement contre les cellules cancéreuses en induisant la production d’anticorps. Un défi
pour les vaccins antitumoraux est que les antigénes tumoraux sont également des auto-protéines
normales non mutées qui ne sont pas reconnues par le systéme immunitaire, ce qui rend difficile
de concevoir des peptides tumoraux qui provoqueraient une forte réponse immunitaire.
Récemment, un laboratoire a montré que 1’introduction d'une modification post-traductionnelle,
la conversion d'un résidu d'acide aspartique en un résidu iso-aspartique supprime cette auto-
tolérance. Ils ont généré des peptides homologues a EGFR, HER2 et HER3 possédant cette
modification. IIs ont montré que I’injection de ces peptides chez la souris induisait une réponse
immunitaire par production d’anticorps anti-EGFR et entrainait une inhibition de la croissance
des cellules exprimant HER2 . Cette stratégie présente donc un avenir
prometteur dans le traitement des cancers du sein HER2+. Tout comme les autres traitements
d’immunothérapie, de nombreux essais cliniques sur des immunothérapies vaccinales a base de

peptides sont en cours pour le traitement du cancer du sein

4. Les cellules CAR-T

Les cellules CAR-T (ou CAR-T cells) signifient cellules T a récepteur antigénique
chimérique (Chimeric Antigen Receptor). Les cellules CAR-T constituent une nouvelle forme
d’immunothérapie en plein développement. Les propres lymphocytes T d’un patient sont
modifiés génétiquement afin que ceux-ci puissent reconnaitre et détruire les cellules
cancéreuses. En effet, une protéine chimérique spécifique est exprimée par modification
génétique a la surface des lymphocytes T, leur permettant alors de reconnaitre les cellules
cancéreuses . Une fois modifiés, les lymphocytes T sont réinjectés au
patient. Dans le cas des cancers hématologiques, des résultats cliniques impressionnants ont été
obtenus avec la thérapie cellulaire CAR-T. Deux CAR-T cells disposent d’'une AMM en France
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pour le traitement des lymphomes : Yescarta® et Kymriah®

Cependant, concernant le cancer du sein, les cellules CAR-T sont encore aux premiers stades
de développement ou ont échoué. Par exemple, I’utilisation de cellules CAR-T spécifiques de
HER2 a montré des régressions de la maladie chez quelques patientes atteintes de cancers
HER2+ avancés mais des effets secondaires mortels comme une détresse respiratoire et un

relargage de cytokines ont été observés

5. Les TILs comme marqueur pronostique et prédictif de réponse thérapeutique

Le cancer du sein est une maladie trés hétérogeéne qui nécessite des marqueurs prédictifs
de réponse thérapeutique. Les lymphocytes infiltrant la tumeur forment un sous-groupe de
leucocytes qui jouent un role central dans le microenvironnement tumoral par le biais des
facteurs qu'ils sécrétent, entrainant ainsi des activités pro- ou anti-tumorales. Parmi les TILs,
on retrouve par exemple les macrophages associés aux tumeurs, les cellules T helper, les
cellules T cytotoxiques, les cellules T régulatrices, les cellules B ou encore les cellules
dendritiques Dans le cancer du sein, une infiltration étendue de la
tumeur par les cellules T cytotoxiques CD8+ a été fortement associée a la survie des patientes
et a la réponse thérapeutique . Les TILs sont plus
nombreux dans le cancer du sein triple négatif (TNBC) que dans les autres sous-types
moléculaires de la maladie. En effet, il a ét¢ montré que I’infiltration de lymphocytes dans la
tumeur est un marqueur indépendant de la survie des patientes atteintes d’un cancer du sein
triple négatif . Dans le cancer du sein HER2+, les TILs
permettent ¢galement de prédire la survie globale des patientes. De plus, I'é¢tendue des TILs
permet de prédire une meilleure réponse a certaines thérapies, notamment la chimiothérapie
dans le cas du cancer du sein TNBC et le trastuzumab dans le cas du cancer du sein HER2+

. Ces marqueurs prédictifs s'appliquent donc a la fois a la
chimiothérapie a base d'anthracyclines et a la thérapie ciblée a base de trastuzumab. La valeur
prédictive des TILs dans les cancers du sein surexprimant le récepteur aux cestrogeénes n’est pas
encore claire. Le marquage hématoxyline/€osine et I'immunohistochimie ont été les principaux
outils de caractérisation des TILs dans le cancer du sein . Ainsi, le degré
d’infiltration en TILs pourrait devenir non seulement un marqueur pronostique majeur, mais
¢galement un marqueur prédictif de réponse au traitement, particulierement dans les cancers du
sein triple-négatifs et HER2+
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En conclusion, le développement de I’immunothérapie dans le traitement des cancers
du sein représente un enjeu majeur. De nombreux essais cliniques sont en cours afin d’étudier

I’efficacité de traitements alliant immunothérapie, chimiothérapie et thérapie ciblée.

G. L’apport du séquencage sur cellule unique dans le traitement du cancer du sein

L’essor des technologies de séquencage sur cellule unique (single-cell sequencing)
revét un grand intérét en cancérologie, en particulier dans le domaine du cancer du sein. Cette
technologie est définie comme un processus qui vise a séquencer une seule cellule a la fois
permettant ainsi d’étudier I'hétérogénéité cellulaire et d’obtenir une cartographie moléculaire
des tumeurs . Bien que les classifications moléculaires des cancers du sein
aient apporté un meilleur rationnel pour le choix des traitements, la maladie est tres hétérogene.
L’hétérogeénéité des cellules tumorales peut étre masquée par les méthodes traditionnelles de
séquencage qui ne peuvent détecter que des populations de cellules. C’est pourquoi de
nombreux programmes de recherche étudient I’hétérogénéité au sein des tumeurs par des
méthodes de single-cell sequencing . Ces méthodes permettent d’étudier
I’évolution des génomes au sein des tumeurs et au cours de la progression de la maladie en
¢tudiant les cellules tumorales circulantes. Par exemple, il est possible de savoir si des sous-
populations invasives émergent directement de sous-populations in situ dans les cancers du sein
de stade précoce, ou s'il s'agit de sous-populations de cellules évoluant indépendamment

. De plus, les technologies de
séquencgage sur cellule unique permettent €galement d’explorer le micro-environnement
tumoral du cancer du sein afin notamment d’identifier des différences dans 1'expression génique
des cellules immunitaires infiltrant la tumeur

Enfin, les techniques de séquencage sur cellule unique ont également été utilisées afin
d’étudier la chimiorésistance chez des patientes atteintes d un cancer du sein triple négatif

. Dans cette ¢tude, les auteurs ont révélé par s€équencage sur cellule unique que les
aberrations génomiques résistantes sont préexistantes au traitement et sont sélectionnées de
maniére adaptative au cours du traitement. La chimiothérapie induit une reprogrammation
transcriptionnelle des signatures résistantes préexistantes

Ainsi, I'analyse du génome d'une seule cellule pourrait avoir une utilité clinique dans le

traitement du cancer du sein. En effet, cette technique de séquencage permet de mieux
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caractériser les cancers du sein qui sont trés hétérogenes, de suivre la progression de la maladie

et d’adapter de manicére plus spécifique les traitements en fonction de I’évolution de la maladie.

En conclusion, le cancer du sein dispose d’un large panel de médicaments qui permet
aujourd’hui une médecine personnalisée. La médecine personnalisée est définie comme
I’administration du médicament le plus adapté au patient, au meilleur moment et a la posologie
la plus efficace si possible sans effets indésirables. Ainsi, le développement de nouvelles
thérapies ciblées, de I’'immunothérapie et de nouveaux tests prédictifs de réponse thérapeutique
afin d’éviter des traitements inadaptés représente les défis actuels des traitements du cancer du

sein.
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Les cancers du sein HER2+, caractérisés par une amplification et une surexpression du
proto-oncogene HER2, représentent 15 a 20% des cancers du sein et forment 1’un des
principaux sous-types moléculaires de la maladie . Dans ce second chapitre,
le récepteur et I’amplicon HER2 et son implication dans le cancer seront décrits ainsi que les

thérapies ciblées anti-HER2 et les mécanismes de résistance a ces traitements.

A. Les récepteurs tyrosine kinase

La transduction du signal est un mécanisme qui permet a une cellule de réguler des
cascades de signalisation et des processus cellulaires internes suite a la fixation extracellulaire
d’un messager sur un récepteur membranaire spécifique. Parmi ces récepteurs, on trouve par
exemple les récepteurs couplés a une protéine G, les récepteurs sérine/thréonine kinase et les
récepteurs tyrosine kinase (RTK). Les RTKs ont été découverts il y a 38 ans par Hunter et
Sefton . Environ 20% du génome humain code pour des protéines
impliquées dans la transduction du signal. Ces protéines sont des kinases et des phosphatases
qui permettent une régulation de la phosphorylation dans les cascades de signalisation
intracellulaire. Il existe de nombreuses familles de récepteurs tyrosine kinase comme les
récepteurs de la famille de ’EGFR, les récepteurs a I’insuline, les récepteurs au VEGF, les
récepteurs PDGFR ou encore le récepteur au facteur de croissance des hépatocytes c-Met. Dans
ce chapitre, nous nous consacrerons au récepteur HER2 qui appartient a la famille des

récepteurs de I’EGFR.

B. Découverte d’HER?2

Neu est le géne homologue de HER?2 chez le rongeur. Ils possédent 88% d’homologie
de séquence. HER? et neu ont été identifiés et nommeés indépendamment au début des années
1980 a partir de modeles de rongeurs et de modéles humains. Neu a initialement été décrit
comme un oncogene transformant découvert dans un mode¢le de tumeur cérébrale induite par

un cancérogene chez le rat ( . Ce gene Neu s'est révélé étre homologue a
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I'oncogene viral v-erbB (virus de I'érythroblastose aviaire) et au géne codant pour le récepteur
au facteur de croissance épidermique (EGFR) . De plus, dans des études
paralléles, un geéne proche d’EGFR a été retrouvé amplifié dans des cancers du sein humains
. Du fait de son homologie avec le gene EGFR aussi appelé HERI, ce gene
a ét¢ nommé HER2. En 1987, Dennis Slamon a démontré que 1I’amplification du gene HER2
dans les cancers du sein représente un facteur de mauvais pronostic . En
effet, I’amplification de HER?2 est associée a une évolution défavorable de la maladie due a une
augmentation des capacités de prolifération et de croissance des cellules tumorales
. Quelques années plus tard, la caractérisation du génome a permis de compléter la
description des récepteurs de la famille de ’EGFR. Cette famille est composée de quatre

membres notés HER1 (ou EGFR), HER2 (erbB2/neu), HER3 (erbB3) et HER4 (erbB4)

C. Role physiologique de HER2

HER?2 est une protéine ubiquitaire exprimée dans I’ensemble des tissus humains. HER2
est retrouvée en plus grande quantité dans la peau, le poumon, les tissus musculaires, le tractus
gastro-intestinal, les seins, 1’utérus et le placenta . HER2 posseéde une
fonction physiologique dans [’organogen¢se. Il est principalement impliqué dans le
développement du cceur . Il semble que la prot¢ine HER2 joue un réle
protecteur pour le coeur lorsqu’il est soumis a différents stress comme lors d’hypertension
artérielle. En effet, ’activation des récepteurs HER2 favorise 1’hypertrophie et la prolifération
des cellules musculaires cardiaques (cardiomyocytes) adultes et embryonnaires

. HER2 réduit également 1’apoptose des cardiomyocytes et participe a leurs mécanismes
de réparation. C’est pourquoi les souris invalidées pour HER2 meurent avant le 11 jour de
développement embryonnaire des suites d une malformation cardiaque .HER2
est également impliquée dans le développement normal de la glande mammaire. Il a ét€ montré
que des souris transgéniques exprimant un dominant négatif de HER2 présentent un retard dans

le développement mammaire et la lactation
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D. Structure du récepteur HER2

HER2 est codé par le géne HER2/neu situé sur le chromosome 17q12. La protéine HER2

est une glycoprotéine membranaire constituée de 1255 acides aminés et pesant 185 kDa. HER2

est présent a la surface des cellules sous forme monomérique. Les récepteurs de la famille de

I’EGFR possédent une structure commune . La structure des domaines

principaux de ces récepteurs a été obtenue par cristallographie

Les récepteurs tyrosine kinase

comme HER?2 sont des protéines de type I, c’est-a-dire que la partie N-terminale de la protéine

est située dans le milieu extracellulaire et la partie C-terminale dans le cytoplasme de la cellule.

IIs possedent trois domaines fonctionnels: un domaine extracellulaire, un domaine

transmembranaire et un domaine intracellulaire a activité tyrosine kinase

Le domaine extracellulaire est un domaine de liaison au ligand composé de quatre sous-
domaines. Il est constitu¢ de deux régions se liant au ligand et de deux régions riches en
cystéines impliquées dans la dimérisation du récepteur. Il existe dans une conformation
fermée inactive ou ouverte active en fonction de la liaison du ligand. Contrairement aux
autres membres de la famille HER, HER2 ne possede pas de ligand connu

. Le domaine extracellulaire de HER2 reste en conformation ouverte similaire a celle
du récepteur EGFR activé apres fixation de son ligand. Cette conformation ouverte permet
d’exposer la boucle de dimérisation de HER?2 a la surface des cellules. HER2 existe donc
dans une conformation favorable a la dimérisation, c’est pourquoi ce récepteur est un
partenaire privilégi¢ de dimérisation.
Le segment transmembranaire est une simple hélice constituée d’une courte séquence
d’acides aminés hydrophobes (environ 23 résidus) permettant aux récepteurs de s’ancrer
dans la membrane plasmique des cellules. Le domaine transmembranaire joue également
un role dans la dimérisation en stabilisant le dimere formé.
Le domaine intracellulaire a activité tyrosine kinase est impliqué dans la transduction du
signal. Le domaine intracellulaire est composé¢ d’un domaine juxta-membranaire, d’un
domaine catalytique tyrosine kinase et d’une région carboxy-terminale. Le domaine kinase
est constitu¢ de deux lobes, I'un du c6té N-terminal qui comprend des feuillets B et une
hélice a et I’autre du coté C-terminal qui comprend principalement des hélices a. Entre ces
deux lobes se trouve un sillon ou se fixe I’ATP. L’ ATP apporte le groupement phosphate

qui sera ajouté sur les fonctions alcool des tyrosines.
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Figure 17 : Structure des récepteurs de la famille de PEGFR

Les récepteurs de la famille de ’EGFR sont des récepteurs transmembranaires a activité
tyrosine kinase. Ils possédent deux régions se liant au ligand (LD1 et LD2), deux
régions riches en cystéines (CR1 et CR2), un domaine transmembranaire (TM), un
domaine a activité tyrosine kinase (TK) et une queue carboxy-terminale. (D’aprés
Moasser, 2007)



E. Mécanisme d’action d’HER?2

HER?2 est un récepteur transmembranaire a activité tyrosine kinase qui active des voies
de signalisation intracellulaire en réponse a des signaux extracellulaires. Il joue un réle central
dans I’initiation, I’invasion et la progression métastatique de nombreux cancers dont les cancers
du sein, du poumon et de I’estomac . En absence de ligand, les
récepteurs existent sous forme monomérique. La liaison du ligand sur le domaine extracellulaire
du récepteur de la famille de ’EGFR induit un changement de conformation de ce domaine
entrainant I’activation du récepteur et sa dimérisation . Cependant, pour HER2,
aucun ligand n’a été identifié a ce jour. Dans les cancers, c’est la surexpression d’HER2 qui
entraine sa dimérisation et stimule 1’activité tyrosine kinase intrinséque du récepteur. Le bras
de dimérisation du récepteur HER2 est donc constitutivement actif et exposé a ses partenaires
de dimérisation. HER2 forme préférentiellement des hétérodimeres avec les récepteurs EGFR
et HER3. La signalisation est induite par la liaison des ligands a ces deux partenaires. Les
principaux ligands de ’EGFR sont le facteur de croissance épidermique EGF, le facteur de
croissance transformant-o ou TGF-a, le facteur de croissance de type EGF fixant I’héparine ou
HB-EGF, I’amphiréguline et 1’épiréguline . Quant a HER3, il possede
comme ligand principal 1’héréguline ou neuréguline . La
dimérisation des récepteurs entraine 1’activation du site catalytique kinase qui déclenche la
phosphorylation des résidus tyrosine au sein du domaine cytoplasmique
C’est une transphosphorylation, chaque récepteur pourra phosphoryler son partenaire de
dimérisation. La proximité engendrée par la dimérisation des récepteurs suffit a déclencher la
phosphorylation des tyrosines et ne nécessite aucun changement conformationnel. Les résidus
de tyrosine phosphorylés permettent ensuite le recrutement de molécules de signalisation
intracellulaire entrainant 1’activation de différentes voies de signalisation

. En effet, la phosphorylation des résidus tyrosines du domaine kinase
génere des sites de fixation pour les protéines de signalisation pouvant reconnaitre des
séquences contenant des phosphotyrosines. Une cascade de signalisation est ensuite activée
dans le cytoplasme des cellules. La transduction du signal se poursuit ensuite dans le noyau, ou
la transcription de génes cibles est régulée. Ainsi, la surexpression de HER2 dans les cancers

dérégule les voies de signalisation et favorise les processus de cancérisation.

36



RasGDP | —>| RasGTP

Survie cellulaire Prolifération et survie cellulaire Prolifération cellulaire

Figure I8 : Récepteurs transmembranaires a activité tyrosine kinase (EGFR/HER2) et
voies de signalisation sous-jacentes favorisant la croissance tumorale

L’activation des récepteurs de la famille de ’EGFR entraine I’activation de la voie
JAK/STAT et de la voie PI3K/AKT/mtor. Ras, une GTPase monomérique active lorsqu’elle
est lice au GTP, est également activée. Le récepteur membranaire interagit avec Sos par
I’intermédiaire de GRB2. Sos permet I’échange de GDP en GTP. L’activation de Ras va
activer la voie Ras/Raf/MAPK. Ces voies de signalisation vont favoriser la transcription de
genes cibles favorisant la survie cellulaire, la prolifération cellulaire, I’invasion et
I’angiogenese.



F. Voies de signalisation issues de HER2

La dimérisation et la phosphorylation du récepteur HER2 entrainent I’activation de
voies de signalisation intracellulaire responsables de différents effets biologiques. HER2
permet d’activer plusieurs voies de signalisation: la voie Ras/Raf/MAPK, la voie
PI3BK/Akt/mTOR et la voie JAK/STAT. Ces voies de signalisation vont favoriser la
transcription de génes cibles impliqués dans la survie cellulaire, la prolifération cellulaire,

I’invasion et I’angiogeneése

1. Lavoie PI3K/Akt/mTOR

La voie PI3K/Akt/mTOR est une voie de signalisation intracellulaire jouant un réle clé
dans la régulation de I’apoptose, de la croissance cellulaire, du cycle cellulaire et de
I’angiogenese. Elle est également appelée « voie de survie cellulaire » et est fréquemment
dérégulée dans les cancers . Cette voie comprend différentes
protéines qui sont des génes suppresseurs de tumeurs ou des proto-oncogenes.

La partie intracellulaire de HER2 sert d’amarrage a la sous-unité régulatrice p85 de
PI3K (phosphoinositide 3 kinase). PI3K est une kinase constituée de deux protéines : une sous-
unité régulatrice p85 et une sous-unité catalytique p110. PI3K est directement phosphorylée par
HER2. Une fois activée, PI3K transforme le phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) en
phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate (PIP3) au niveau de la membrane plasmique. Le géne
suppresseur de tumeur PTEN a pour réle de déphosphoryler le PIP3 en PIP2. Le PIP3 permet
ensuite le recrutement de la sérine/thréonine kinase Akt (protéine kinase B) au niveau de la
membrane plasmique ou elle est phosphorylée par PDK1 (phosphatidylinositol 3-dependent
kinase 1). Akt phosphorylée va ensuite phosphoryler a son tour mTOR

. La protéine mTOR est une enzyme a activité sérine/thréonine kinase de 289 kDa.
Pour étre active, mTOR forme des complexes multiprotéiques : mTORCI1 dans lequel il est
associ¢ a RAPTOR ou mTORC?2 dans lequel il est associ¢ 8 RICTOR. mTOR est impliquée
dans la régulation de la synthése protéique, la régulation du cycle cellulaire, dans 1’apoptose et
dans le contrdle du cytosquelette . Par exemple, mTOR régule la
traduction de la cycline D1 impliquée dans la progression du cycle cellulaire ou encore HIF1

(Hypoxia inducible factor) impliqué dans 1’angiogenése. La localisation et la fonction du
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complexe mMTORCI a mis en lumiere le role fondamental du lysosome. Cet organite est

maintenant considéré comme un senseur et un régulateur essentiel du métabolisme cellulaire

2. Lavoie Ras/Raf/MAPK

La voie Ras/Raf/MAPK joue un role clé dans la régulation de la prolifération, de la

différenciation, de la migration cellulaire et de I’angiogenése

. Elle est principalement appelée « la voie de la
prolifération cellulaire » et est souvent dérégulée dans les cancers. Elle est en général activée
par le biais d’un récepteur membranaire de la famille de ’EGFR. Une cascade de
phosphorylation est ensuite activée.

Les protéines Ras sont des GTPases qui jouent un role important dans la transmission
de signaux cellulaires . Ces protéines sont ancrées au niveau de la
face interne de la bicouche lipidique de la membrane plasmique. Elles oscillent entre un état
actif 1i¢ au GTP (Guanosine Tri-Phosphate) permettant d’activer différentes molécules
intracellulaires et un état inactif 1i¢ au GDP (Guanosine Di-Phosphate). Le remplacement du
GDP en GTP est réalisé par des protéines GEF (Guanine Exchange Factor) et ’hydrolyse du
GTP en GDP par les protéines GAP (GTPase-Activating Proteins) . Les
protéines Ras sont activées par la protéine Sos qui fait partie des protéines GEF

. Sos interagit avec le récepteur tyrosine kinase grace a la protéine GRB2. En
effet, la protéine GRB2, une protéine adaptatrice des récepteurs HER2, interagit avec la forme
phosphorylée de HER2 par son domaine SH2 et avec la protéine Sos par son domaine SH3. Sos
transforme ensuite Ras GDP en Ras GTP . Puis, les protéines Ras activent et
phosphorylent les protéines de la famille Raf qui sont des sérine-thréonine kinases (ARAF,
BRAF, CRAF) . Raf est ensuite responsable de
I’activation par phosphorylation de la MAPK ou MEK. A son tour, MEK active par double
phosphorylation ERK, ce qui entraine sa translocation dans le noyau et 1’activation de génes

codant pour des facteurs de transcription

38



3. Lavoie JAK/STAT

La voie JAK/STAT est principalement impliquée dans la prolifération cellulaire, la

différenciation cellulaire et la réponse immunitaire

. La famille des protéines JAK (Janus Kinase)
comporte quatre membres notés JAK1, JAK2, JAK3 et TYK2 qui sont des tyrosine kinases.
Les protéines STAT (Signal Transducers and Activators of Transcription) sont a la fois des
transmetteurs du signal et des activateurs de la transcription. On en dénombre 7 chez les
mammiferes, de STAT1 a STAT?7. Elles sont présentes sous forme de monomeres inactifs dans
le cytoplasme.

La dimérisation du récepteur HER2 et sa phosphorylation permettent 1’association et le
recrutement des protéines JAK et STAT au niveau du récepteur. Une fois activée par HER2,
JAK phosphoryle les protéines STAT sur des résidus tyrosine

Cette phosphorylation permet la dimérisation (homo- ou
hétérodimérisation) des STAT et leur migration dans le noyau ou elles se fixent aux séquences
promotrices de génes cibles jouant ainsi le role de protéines activatrices de la transcription

. Cette double capacité des protéines STAT a répondre a un signal

extracellulaire et a favoriser la transcription est a I’origine de leur nom.

G. Endocytose et dégradation de HER?2

L’endocytose et le transport intracellulaire des récepteurs est un processus essentiel pour
la régulation de la signalisation . Mais a nouveau, HER2 ne se comporte
pas comme les autres récepteurs tyrosine kinase. Contrairement aux autres membres de la
famille des récepteurs de ’EGFR, HER2 serait résistant a l'internalisation et a la dégradation

. La conclusion selon laquelle HER2 résiste a 1'endocytose repose
en partie sur sa distribution, sans localisation détectable dans les endosomes, méme apres
incubation avec un inhibiteur du recyclage . HER2 reste donc a la surface
de la cellule pour assurer la transduction du signal sur de longues périodes aprés son activation.
Les mécanismes qui expliquent la rétention de HER2 a la surface cellulaire ne sont pas
complétement compris a ce jour. HER2 n’ayant pas de ligand connu, son internalisation est
difficile a étudier. L’interaction entre HER2 et HSP90 semble étre le principal mécanisme

rendant HER2 résistant a D’internalisation. En effet, les inhibiteurs d’HSP90 entrainent
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I’internalisation et la dégradation du récepteur HER2
I est possible que l'interaction entre HER2 avec HSP90 retienne

physiquement le récepteur au niveau de la membrane plasmique. Aussi, HSP90 peut garder
HER2 dans une conformation dans laquelle les signaux pour l'internalisation ne sont pas
reconnus. De plus, des études ont montré que HER2 doit interagir avec la protéine chaperonne
HSP90 et la pompe a calcium PMCA2 (Plasma Membrane Calcium ATPase2) dans des
domaines spécifiques de la membrane plasmique formant des protrusions afin de rester a la
surface cellulaire . En effet, la signalisation
issue de HER?2 elle-méme est importante pour la formation et le maintien de ces protrusions, au
moins en partie, en maintenant l'expression de PMCAZ2 et en prévenant une augmentation des
concentrations de calcium intracellulaire . L'inhibition pharmacologique de
la signalisation HER2 entraine la déplétion des protrusions membranaires et la perturbation des
interactions entre HER2 et HSP90. Ceci est associ¢ a l'ubiquitination de HER2, a son
internalisation avec EGFR ou HER3 et a sa dégradation dans la voie endo-lysosomale

. Ces résultats suggerent donc un modele par lequel un certain seuil de signalisation
HER?2 est requis pour la formation et le maintien de complexes protéiques qui renforcent et
prolongent la signalisation HER2/EGFR ou HER2/HER3 en inhibant l'ubiquitination et
l'internalisation de HER2. Aussi, ’expression de HER2 est associée a une diminution générale
de I’endocytose médiée par la clathrine . Cela
indique que la surexpression d'HER2 elle-méme est responsable de son faible taux
d'internalisation.

Cependant, certaines études ont montré que la localisation de HER2 au niveau de la
membrane plasmique est un processus dynamique gouverné par des mécanismes d'endocytose
et de recyclage . En 2000, Harari et Yarden montraient que les dimeres
EGFR-HER2 et HER2-HER3 ¢étaient endocytés grace aux puits recouverts de clathrine
induisant le recyclage ou la dégradation des récepteurs .Deplus, il a
¢galement ¢été montré que HER?2 est localisé au niveau de domaines de la membrane plasmique
riches en cavéoles . Les cavéoles sont des sous-domaines des radeaux
lipidiques qui sont dérégulés dans les cancers et enrichis en cholestérol et sphingolipides

. Il a été montré récemment que la déplétion de Cav-1, une des principales
protéines composant les cavéoles, augmente la demi-vie et la disponibilit¢ de HER2 au niveau
de la membrane plasmique . Ce résultat suggere que HER2 serait endocyté

par un mécanisme dépendant des cavéoles.
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Le trafic intracellulaire d’HER2 reste un sujet controversé¢ avec deux modeles
principaux qui s’affrontent et expliquent chacun a leur maniére la présence prédominante du
récepteur a la membrane plasmique. Dans un premier modele, HER2 est rapidement recyclé
apres son endocytose alors que dans un second modéle, les dimeres contenant HER2 sont

retenus a la surface de la cellule et résistent a I'endocytose.

HER2 est un proto-oncogene, c’est-a-dire un régulateur positif de la prolifération
cellulaire qui est présent normalement dans le génome mais qui suite a une altération, devient
un oncogene. Un oncogéne est un géne dont I’expression permet la survenue de cancers. Un
proto-oncogene peut étre activé en oncogeéne par différents processus génétiques :

e Une mutation
e Une augmentation de la quantité de protéine due a une dérégulation transcriptionnelle,
une duplication/amplification du géne ou une augmentation de la stabilité de ’ARNm
e Une translocation chromosomale
Dans le cas d’HER2, le proto-oncogeéne est principalement transformé en oncogeéne par

amplification et surexpression.

A. Surexpression de HER?2

La surexpression d’un geéne est définie comme 1’augmentation de la quantit¢ d’ARNm
transcrite alors que 1I’amplification est I’augmentation du nombre de copies d’ADN du géne.
Pour HER2, la surexpression peut provenir soit d’une amplification du nombre de copies du
gene soit d’une dérégulation transcriptionnelle.

HER2 est amplifié et surexprimé dans 15 a 20 % des cancers du sein représentant un
sous-type moléculaire de la maladie (cancer du sein HER2+). Il y a une corrélation entre le
nombre de copies du géne HER?2 et sa surexpression . Les cancers du sein
peuvent avoir jusqu'a 25 a 50 copies du géne HER2 et jusqu'a 40 a 100 fois plus de protéine
HER?2 exprimée, entrainant jusqu'a 2 millions de récepteurs exprimés a la surface des cellules
tumorales . Les mécanismes d’amplification de
HER?2 ne sont pas clairs mais seraient liés a des défauts de réplication de I’ADN

. HER2 n’est pas uniquement amplifi¢ et surexprimé dans le cancer du sein, il Iest
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¢galement dans d’autres types de cancers : cancer du poumon, de I’estomac, de I’cesophage, des
ovaires, de I’endométre et de la prostate

La surexpression de HER2 dans des cellules épithéliales mammaires induit une
augmentation de la prolifération cellulaire, des effets anti-apoptotiques et favorise la croissance
des cellules dans des modéeles 3D . De plus, I'utilisation de souris transgéniques
exprimant HER2 activé dans le tissu mammaire entraine la formation d’adénocarcinomes et le

développement de métastases attestant le pouvoir transformant de 1’oncogéne HER2

La surexpression de HER2 est détectée par immunohistochime sur des coupes de tumeur
a I’aide d’un anticorps spécifique de la protéine. En fonction de I’intensité du marquage
membranaire de HER2, I’anatomopathologiste donne un score de 0 a +++. Un score de 0 ou +
signifie que HER2 n’est pas surexprimée. Un score de +++ signifie que la patiente présente une
surexpression de HER2 et vraisemblablement une amplification et qu’elle est ¢ligible a un
traitement par thérapie ciblée. En cas de score intermédiaire ++, il y aura indication de
traitement ciblé si le gene est amplifié (cf chapitre I partie VA2).

La conséquence de la surexpression de HER2 est une augmentation de ’activité du
récepteur et des voies de signalisation intracellulaire. En effet, la surexpression de HER2 induit
une densité élevée de récepteurs a la surface cellulaire entrainant une augmentation de sa
dimérisation . La surexpression de HER2 va donc favoriser la prolifération
et la survie cellulaire, I’invasion et I’angiogenése. De plus, la surexpression de HER2 est un
marqueur de mauvais pronostic dii au potentiel métastatique €élevé et un marqueur prédictif de
réponse thérapeutique au trastuzumab
L’amplification de HER2 estimée soit indirectement par IHC ou directement par FISH est

obligatoire pour la prescription des thérapies ciblées anti-HER?2.

B. Mutations de HER2

Des mutations somatiques du géne HER2 ont ¢galement été¢ détectées dans différents
types de cancers chez 'Homme. Les données précliniques suggerent que ces mutations
activatrices d’HER2 conduisent au maintien du phénotype cancéreux de maniere similaire a
I'amplification du géne HER2 . De plus, les mutations du géne HER2 peuvent
¢galement conférer une sensibilité¢ aux thérapies ciblées anti-HER2. La majorité des cancers

présentant une mutation d’HER2 ne sont pas associés a une amplification simultanée du gene
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et représentent donc un sous-groupe de cancers dépendant d’HER2 qui ne sont pas identifiés
par les techniques classiques d’immunohistochimie et de FISH
Ces mutations apparaissent dans environ 3% des cancers du sein (http://cbioportal.org).

Les mutations sont trouvées sur tous les exons du géne HER2. Les mutations du geéne
HER2 affectent le domaine extracellulaire, le domaine transmembranaire ou le domaine
tyrosine kinase de la protéine HER2 et sont capables d’activer les voies de signalisation issues
de HER2

Ces mutations peuvent étre des mutations ponctuelles par substitution de nucléotide ou
des délétions. Par exemple, la mutation 1665V (remplacement d’un acide aminé isoleucine par
une valine en position 665) dans le domaine transmembranaire de HER2 confére un potentiel

accru de dimérisation et de signalisation.

C. Role de HER?2 dans la progression métastatique

Les localisations métastatiques préférentielles du cancer du sein sont les os, les
poumons, le cerveau et le foie. La surexpression de HER2 est associée a un potentiel
métastatique ¢levé en favorisant la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) et la perte de
polarité et d’adhésion cellulaire . La surexpression de HER2
augmente les capacités des cellules cancéreuses mammaires a métastaser dans le cerveau

. Les patientes atteintes d’un cancer du sein HER2+ ont environ deux fois
plus de risque de développer des tumeurs cérébrales secondaires. L’incidence de métastases
cérébrales est estimée a 33 % dans les formes HER2 positives avec une médiane de survie de
18 mois

La transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) induite par HER2 est médiée par le
TGFB (Transforming Growth Factor [3) . L’EMT est un processus
qui permet a des cellules épithéliales d’acquérir des propriétés morphologiques et
fonctionnelles de cellules mésenchymateuses . L’EMT est
impliquée dans le processus de progression tumorale. La surexpression de HER2 conduit a la
production de TGFB et a l'activation de la signalisation TGFB/SMAD impliquée dans
I’angiogeneése et le déclenchement de ’EMT. L’activation de SNAIL, SLUG et ZEB-1, les
répresseurs transcriptionnels de 1’E-cadhérine et 1’augmentation des caractéristiques

mésenchymateuses ont été observés dans des cellules surexprimant HER2
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En conclusion, la surexpression d’HER2 favorisant ’EMT représente un marqueur de
mauvais pronostic associé¢ a une diminution de la survie des patientes.
Il a également été montré que la surexpression de HER2 entraine la rupture de I’intégrité
¢épithéliale en provoquant une déformation morphologique de la membrane cellulaire
. Cela représente un mécanisme supplémentaire dans 1’acquisition du phénotype

invasif.

En plus de la chirurgie, de la radiothérapie et de la chimiothérapie, les patientes atteintes
d’un cancer du sein HER2+ sont traitées par des thérapies ciblées anti-HER2. Ces médicaments
ciblent spécifiquement le récepteur HER2. Le but est de s’attaquer aux cellules cancéreuses en
épargnant au maximum les cellules saines. La thérapie ciblée présente donc moins d’effets
secondaires que la chimiothérapie.

De plus, le concept de dépendance a un oncogene, basé sur le fait que certains cancers
dépendent d’un gene pour la maintenance du phénotype malin, a justifi¢ le développement des
thérapies ciblées . En clinique, I’efficacité de 1’anticorps trastuzumab ciblant
HER?2 chez des patientes atteintes d’un cancer du sein HER2+ illustre ce concept d’addiction a
un oncogeéne en montrant que certaines tumeurs mammaires ont besoin de la protéine HER2
pour leur phénotype malin.

Les patientes atteintes de cancer du sein HER2+ sont traitées par deux types de thérapie
ciblée : les anticorps monoclonaux comme le trastuzumab ou le pertuzumab et les inhibiteurs

de tyrosine kinase comme le lapatinib ou le nératinib

A. Les anticorps monoclonaux

1. Le trastuzumab

Le trastuzumab (Herceptin®) représente le traitement standard des cancers du sein
HER2+. C’est un anticorps monoclonal humanisé spécifique des récepteurs HER2 qui cible le
domaine extracellulaire de la protéine ce qui a pour conséquence d’inhiber
l'activation des voies de signalisation en aval du récepteur. Le trastuzumab se lie au domaine

juxtamembranaire IV de HER2 . L’activité¢ antitumorale du
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Figure 19 : Principales thérapies ciblées anti-HER2

Les thérapies ciblées anti-HER2 peuvent étre divisées en deux groupes : les anticorps
monoclonaux comme le trastuzumab ou le pertuzumab et les inhibiteurs de tyrosine kinase
comme le lapatinib et le nératinib. Le pertuzumab bloque la dimérisation du récepteur, le
trastuzumab cible le domaine extracellulaire de HER2 et le lapatinib/nératinib inhibibe
l’activité tyrosine kinase de HER2. Ces traitements permettent d’inhiber la phosphorylation du
récepteur et ainsi bloquer les voies de signalisation sous-jacentes.



trastuzumab serait liée d’une part a cette régulation négative des voies de signalisation
intracellulaire, en particulier via PI3K et MAPK, mais aussi a ’activation d’une réponse
immunitaire via la cytotoxicité cellulaire dépendante de I’anticorps (ADCC)

. L’ADCC est un mécanisme de défense par lequel une cellule immunitaire lyse une
cellule cible (ici cellule cancéreuse) en reconnaissant des anticorps spécifiques (ici
trastuzumab) a la surface de cette cellule. De plus, la liaison du trastuzumab a HER2 empéche
le clivage protéolytique de son domaine extracellulaire, qui est un mécanisme induisant
I’activation constitutive de HER2

Le trastuzumab posséde une AMM en France depuis 1’année 2000. II est indiqué dans
le traitement des cancers du sein présentant une surexpression de HER2 et dans les cancers du
sein HER2+ métastatiques. La survie moyenne en situation métastatique est passée de 22 a 31
mois grace au trastuzumab. Dans les situations métastatiques, le traitement est poursuivi jusqu’a
la progression éventuelle de la maladie.

De nombreux essais cliniques ont montré que le trastuzumab améliore la survie globale
des patientes. L’étude HERA (HERceptin Adjuvant) a évalué¢ I’intérét d’un traitement par
trastuzumab et a montré qu’il diminuait le risque relatif de décés de 34 % chez des patientes
atteintes d’un cancer HER2+. La survie a 10 ans passe de 63% a 69% pour le groupe traité par
trastuzumab pendant 1 an par rapport au groupe placebo . Dans le
domaine du traitement du cancer du sein, le trastuzumab représente le progres thérapeutique le
plus important depuis la découverte du tamoxiféne.

Les effets secondaires du trastuzumab sont principalement cardiaques di au rdle de
HER2 dans la signalisation anti-apoptotique des cardiomyocytes . De ce
fait, les patientes traitées par trastuzumab sont réguliérement suivies par un cardiologue.

Un autre médicament, le trastuzumab emtansine (T-DM1), a été développé dans le but
d’augmenter I’efficacité de la thérapie ciblée en couplant le trastuzumab a un agent cytotoxique

. Ce composé est un anticorps monoclonal conjugué (ADC, Antibody Drug
Conjugate), qui associe le trastuzumab permettant le ciblage des cellules cancéreuses HER2+ a
un inhibiteur de la polymérisation des microtubules, 1I’emtansine . L'effet
cytotoxique du T-DMI1 varie en fonction de la concentration intracellulaire d’emtansine
accumulée dans les cellules cancéreuses, des niveaux intracellulaires élevés entrainant une
apoptose rapide.

De plus, des médicaments biosimilaires du trastuzumab sont en développement. Un

médicament biosimilaire est un médicament de méme composition qualitative et quantitative
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en substance active et de méme forme pharmaceutique que le médicament biologique de
référence. Cependant, il n’est pas considéré comme une spécialité générique en raison de
différences liées a la matiére premiére ou aux procédés de fabrication (article L.5121-1, 15 du
code de santé publique). Le médicament biosimilaire et le médicament de référence présentent
une efficacité et des effets secondaires équivalents mais les biosimilaires ont 1’avantage de
couter moins cher. L’Agence Européenne du Médicament (EMA) a rendu en 2018 un avis
favorable a trois médicaments biosimilaires de I’Herceptin® : I’Ontruzant®, I’Herzuma® et le

Kanjinti®. 11 s'agit des premiers biosimilaires de 1'Herceptin® homologués en Europe

2. Le pertuzumab

D’autres anticorps monoclonaux ciblant HER2 ont été développés, comme le
pertuzumab (Perjeta®). Le pertuzumab est un anticorps monoclonal humanisé qui inhibe la
dimérisation de la protéine HER2 avec EGFR et HER3 en se fixant au domaine
d’hétérodimérisation II de la protéine . Le pertuzumab a obtenu
I’AMM en France en 2013. 1l est indiqué dans les cancers du sein HER2+ métastatiques en
association avec le trastuzumab et le docétaxel Une étude a montré que
le taux de réponse pathologique compléete (pCR rate) passe de 29% chez des patientes traitées
par trastuzumab et docetaxel a 45% chez des patientes traitées par trastuzumab, docetaxel et

pertuzumab

B. Les inhibiteurs de tvrosine Kinase

1. Le lapatinib

Le lapatinib (Tyverb®) est une petite molécule qui inhibe I’activité tyrosine kinase des
récepteurs EGFR et HER2 aboutissant au blocage des voies de signalisation sous-
jacentes par la diminution de phosphorylation des protéines cibles (Raf, ERK, Akt). Le lapatinib
inhibe I’activité tyrosine kinase des récepteurs en agissant comme un compétiteur de I’ATP

. Il inhibe donc le domaine catalytique intracellulaire de HER2
contrairement au trastuzumab qui inhibe le domaine extracellulaire. La liaison du lapatinib au

site de liaison de I’ATP est réversible. Le lapatinib permettrait également d’augmenter la
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cytotoxicité dépendante de I’anticorps du trastuzumab grace a une accumulation de HER2 a la
surface des cellules

Le lapatinib est indiqué en association a la capécitabine dans le traitement du cancer du
sein avancé ou métastatique, avec surexpression des récepteurs HER2 (IHC 3+ ou FISH
amplifi¢), chez des patientes réfractaires ayant recu un traitement par trastuzumab et pour
lesquelles la poursuite ou la reprise du trastuzumab ne sont pas indiquées. Il a’AMM en France
depuis 2008 et est administré par voie orale. Différentes études ont montré un avantage de
’association lapatinib-capécitabine par rapport a la capécitabine seule, en termes de temps sans

progression de la maladie

2. Le nératinib

Le nératinib est un inhibiteur irréversible de ’activité tyrosine kinase des récepteurs de
la famille de ’EGFR . Il entre également en compétition avec I’ATP. En se liant au
domaine tyrosine kinase des récepteurs, il bloque la liaison d’ATP et donc la phosphorylation
des récepteurs

Le neratinib a obtenu en juillet 2018 1’autorisation de commercialisation dans I’Union
Européenne par I’Agence Européene du Médicament (EMA) sous le nom de Nerlynx® dans le
traitement du cancer du sein HER2+. Un article en 2017 a rapporté les résultats d’un essai
clinique sur le nératinib. Chez des patientes atteintes de cancer du sein HER2+ ayant été traitées
par chimiothérapie plus trastuzumab, I’ajout d’un traitement par neratinib a diminué le nombre

de rechutes .

Bien que les thérapies ciblées anti-HER2 aient montré des bénéfices cliniques
significatifs, les résistances aux traitements sont fréquentes et constituent un réel probléme
. Plus de la moitié des patientes HER2+ ont des tumeurs qui deviennent

résistantes aux traitements ou présentent une absence de réponse thérapeutique
. Pour le trastuzumab en néoadjuvant, seulement 45% des patientes présentent
une réponse complete, 40% une réponse partielle et 15% ne répondent pas du tout au traitement
. Aussi, dans le cas de tumeurs métastatiques, des résistances au

trastuzumab ont été observées dés la premicre année de traitement . La
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découverte de nouvelles thérapies ou I’amélioration de la thérapie ciblée anti-HER?2 apparait
donc nécessaire pour traiter le cancer du sein HER2+ et empécher le développement de
résistances. L’hétérogénéité et I’instabilité génomique des cancers, menant a des mutations et a
I’activation d’autres voies de signalisation, sont vraisemblablement responsables de cette
résistance thérapeutique. Les mécanismes moléculaires expliquant ces résistances sont décrits

ci-dessous.

A. Mécanismes de résistance au trastuzumab

Une grande proportion de patientes atteintes de tumeurs HER2+ ne répondent pas au
trastuzumab ou développent une tolérance acquise a 1’anticorps, suggérant des mécanismes de
résistance de novo et acquis. Dans la plupart des cas, l'amplification du gene HER?2 et la
surexpression de la protéine sont maintenues dans les tumeurs HER2+ résistantes au
trastuzumab . Cela implique que les cellules tumorales résistantes continuent

de dépendre de I'oncogene HER2. Les mécanismes de résistance au trastuzumab sont multiples

Premiérement, la résistance au trastuzumab peut étre le résultat d’une signalisation
aberrante des voies en aval de HER2 comme la voie PI3K/Akt. Les principales mutations
rencontrées sont une mutation gain de fonction du géne PI3KCA codant pour la sous-unité
catalytique de PI3K , des mutation d’AKT ou la perte de PTEN, le
régulateur négatif de PI3K . Ces mutations entrainent une
activation de la signalisation PI3K/Akt indépendamment de HER2.

La signalisation par I’intermédiaire d’un autre récepteur constitue un second mécanisme
de résistance au trastuzumab. Par exemple, un autre récepteur transmembranaire a activité
tyrosine kinase, ’IGF-1R, interagit avec HER2 dans des lignées cellulaires résistantes au
trastuzumab, induisant sa phosphorylation. Dans ces mode¢les, le traitement par des drogues
anti-IGF-1R restaure la sensibilité des cellules au trastuzumab . De plus, les
homodimeres EGFR et les hétérodimeres EGFR/HER3 pourraient potentiellement contourner
le blocage de HER2 par le trastuzumab. Les niveaux d’expression et de phosphorylation de
EGFR et HER3 sont augmentés aprés exposition des cellules au trastuzumab sur une longue
période . Fréquemment co-exprimé¢ avec HER2, le récepteur c-Met
contribue également a la résistance au trastuzumab par une activation soutenue de Akt. Les

cellules cancéreuses du sein HER2+ répondent au trastuzumab en augmentant 1'expression du
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récepteur c-Met et I'activation de c-Met protége les cellules contre le trastuzumab

Enfin, I’altération de I’acces au récepteur HER2 représente un troisiéme mécanisme de
résistance au trastuzumab. En effet, le clivage du domaine extracellulaire de HER2 par
I’enzyme ADAMI10 entraine la formation d’un récepteur tronqué noté p9SHER2 et
constitutivement actif . Ce récepteur tronqué ne présente plus 1’épitope

reconnu par le trastuzumab mais possede toujours son activité catalytique intracellulaire.

B. Mécanismes de résistance au lapatinib

Dans le cas de la résistance au lapatinib, différents mécanismes moléculaires ont été
décrits . Comme pour le trastuzumab, les
mutations activatrices de PIK3CA, la perte du gene PTEN et I’implication d’autres voies de

signalisation activant PI3K-AKT permettent aux cellules cancéreuses d’échapper au lapatinib

D’autres kinases intracellulaires comme la protéine Src sont également impliquées dans
les résistances au lapatinib. Src est une protéine tyrosine kinase impliquée dans de nombreuses
voies de signalisation. Elle interagit avec les RTKs EGFR, HER2, MET, PDGFR, IGFR et
FGFR au niveau de la membrane plasmique , participant ainsi a la régulation
de la prolifération cellulaire, a la survie, a 1'adhésion, a I'invasion et a la migration cellulaire

. Src est surexprimée dans les cellules résistantes au lapatinib

induisant une activation de la voie PI3K/Akt malgré I'inhibition continue de HER2
induite par le lapatinib. Les inhibiteurs de Src bloquent 1'activation de PI3K dans les cellules
résistantes et rétablissent la sensibilité au lapatinib dans les xénogreffes résistantes.

L’activation d’autres récepteurs tyrosine kinase comme EGFR ou HER3 qui
transactivent HER2 et amplifient la transduction du signal en aval, contournant ainsi 'effet
inhibiteur du lapatinib représente également un mécanisme de résistance au lapatinib. En effet,
l'inhibition de HER2 par le lapatinib est suivie d'une régulation positive de HER3 et de phospho-
HER3 . Une combinaison de thérapie ciblée anti-HER2, anti-HER3 et anti-
PI3K devrait probablement étre utilisée chez ces patientes.

Un mécanisme de résistance commun aux inhibiteurs de tyrosine kinase est la mutation
du domaine kinase intracellulaire du récepteur. Des mutations dans le domaine kinase de HER2

ont été identifiées dans environ 2 a 5% de divers cancers humains
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. Une équipe a identifié¢ 17 substitutions d'acides aminés différentes dans le site
catalytique de HER2 associées a la résistance au lapatinib . Ces mutations
empéchent donc la fixation du lapatinib au domaine kinase du récepteur.

Enfin, I'implication de la signalisation du récepteur aux cestrogenes est aussi
responsable de la résistance au lapatinib. On parle de « crosstalk » entre HER2 et le récepteur
aux cestrogenes. La résistance au lapatinib s’accompagne d’une surexpression du récepteur aux
cestrogenes et de la protéine anti-apoptotique bcl-2, favorisant la survie des cellules résistantes

Il a été montré que 1’association de lapatinib et d’inhibiteurs du

récepteur aux cestrogénes supprime le développement de résistance acquise au lapatinib.

Pour conclure, les mécanismes de résistance aux thérapies ciblées anti-HER2 sont
multiples et fréquents. Au cours de ces résistances, les cancers du sein HER2+ restent
dépendants d’HER2, et le trastuzumab et le lapatinib en monothérapie ne suffisent pas a inhiber
completement le réseau de signalisation HER2. Il apparait donc nécessaire d’identifier de
nouvelles cibles dans les cancers du sein HER2+ afin de compléter 1’arsenal thérapeutique

contre ce cancer de mauvais pronostic.

Les cancers du sein HER2+ sont caractérisés par une amplification de la région q12-q21
du chromosome 17, entrainant la surexpression de HER2. Depuis I’identification de
I’amplification de HER?2 dans les cancers du sein, plusieurs génes ont été retrouvés co-amplifiés
avec HER?2 au niveau du locus 17q12

. Les genes co-amplifiés avec HER?2 ont ét¢ identifiés par différentes techniques de
biologie moléculaire comme 1’hybridation soustractive, I’hybridation génomique comparative
sur puce (aCGH), le southern blot et la fluorescence in situ hybridization (FISH). L’ensemble

de ces genes forme ce qu’on appelle aujourd’hui I’amplicon HER2.

A. Description de ’amplicon HER2

1. Définition, localisation et taille de [’amplicon
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Un amplicon est un fragment d’ADN génomique amplifié, donc présent en nombre de
copies anormalement ¢élevé. L’amplicon HER2 implique la région chromosomique 17q12-q21.
Cette dénomination provient de la caractérisation des chromosomes au cours du caryotypage.
En effet, lorsqu’un caryotype est réalis¢, les chromosomes en mitose sont colorés au giemsa
permettant I’apparition de bandes sombres et claires alternées. La topographie des bandes est
caractéristique d'un chromosome et permet de l'identifier. Le nombre 17 signifie que I’amplicon
est localisé sur le chromosome 17. L’abréviation « q » représente le bras long du chromosome.
« 12-21 » signifie que ’amplicon s’étale de la bande 2 de la premicre région chromosomique
jusqu’a la bande 1 de la deuxiéme région

L’amplicon HER2 n’est pas uniquement retrouvé dans les cancers du sein HER2
positifs. D’autres types de cancers présentent une amplification au niveau 17q12. C’est le cas
des cancers HER2+ de I’estomac, du poumon, des ovaires et de la prostate

Les limites de 'amplicon sont définies comme allant du premier géne amplifié¢ du coté
centromérique jusqu’au dernier gene amplifié du coté télomérique autour du gene HER2, sur le
bras long du chromosome 17. PLXDC1, FBXL20, PPARBP, CRK7 et STARD?3 ont ¢ét¢ identifiés
comme des frontieéres centromériques fréquentes et ZNZN1A3, PSMD3, THRA, WIRE, CDC6
et RARA comme frontieres télomériques fréquentes
Globalement, CRK7 et ZNZNI1A3 représentent les limites les plus courantes de 1’amplicon
HER?2.

L’amplicon HER2 présente de nombreuses hétérogénéités inter-individuelles. Tout
d’abord, la taille de I’amplicon et donc le nombre de génes amplifiés peut varier d’une patiente
a I’autre. La taille moyenne de 'amplicon observée dans les tumeurs est de 1,74 Mbp. La taille
de ’amplicon peut varier de 0.28 Mbp a 13.6 Mbp . La nature des genes
amplifiés n’est pas la méme d’une tumeur a 1’autre. C’est pourquoi, une région minimale
d’amplification a été identifiée. Elle correspond aux génes qui sont systématiquement co-
amplifiés avec HER2. Aussi, le nombre de copies pour chaque géne est également trés variable

d’une tumeur a ’autre.

2. La plus petite région commune d’amplification

L’amplicon HER2 est trés hétérogeéne. Cependant, plusieurs ¢tudes ont montré que la
plus petite région amplifiée et commune a I’ensemble des cancers HER2+ mesure 280 kb et

contient une dizaine de génes dont les génes STARD3, GRB7 et HER2
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bras long q
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Symbole Autres noms

Description

TRAF4
TIAF1
MLLT6
LOC284106
PCGF2
PSMB3
PIP5K2B
RPL23
LASP1
FLJ43826
PLXDC1
ARL12
CACNB1
RPL19
STAC2
FBXL20
PPARB
CRK7

MLN62

Chr17

ZNF144

)

MLN50

L]

TRAP220 / MED1

TNF receptor-associated factor 4

TGFB1-induced anti-apoptotic factor 1
Myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia; translocated to, 6
Hypothetical protein LOC284106

Polycomb group ring finger 2

Proteasome (prosome, macropain) subunit, b type, 3
P hos phatidylinositol-4-phos phate 5-kinase, type I, b
Ribosomal protein L23

LIM and SH3 protein 1

FLJ43826 protein

Plexin domain containing 1

ADP-ribosylation factor-like 12

Calcium channel, voltage-dependent, b1 subunit
Ribosomal protein L19

SH3 and cysteine rich domain 2

F-box and leucine-rich repeat protein 20
PPAR-binding protein

CDC2-related protein kinase 7

NEUROD2
PPP1R1B
STARD3
TCAP
PNMT
PERLD1
ERBB2
C170rf3
GRB7
ZNFN1A3

DARPP-32
MLN64

L[ [
q12-g21
SRA

MGC9753

MGC14832

IKZF3

Neurogenic differentiation 2

Protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 1B
START domain containing 3

Titin-cap (telethonin)

P henylethanolamine N-methyltransferase

perl1-like domain containing 1

v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2
Chromosome 17 open reading frame 37

Growth factor receptor-bound protein 7

Zinc finger protein, subfamily 1A, 3 (Aiolos)

ZPBP2
GSDML
ORMDL3
GSDM1
PSMD3
CSF3
THRAP4
THRA
NR1D1
CASC3
RAPGEFL1
WIRE
CDCé
RARA
GJC1
TOP2A
IGFBP4
CCR7
SMARCE1

TRAP100
c-erbA

MLN51

TMEM99
KRT20
KRTHA4
KRT19

Zona pellucida binding protein 2

Gasdermin-like

ORM1-like 3

Gasdermin 1

Proteasome (prosome, macropain) 265 subunit, non-ATPase, 3
Colony stimulating factor 3 (granulocyte)

Thyroid hormone receptor associated protein 4
Thyroid hormone receptor, a

Nuclear receptor subfamily 1, group D, member 1
Cancer susceptibility candidate 3

Rap guanine nucleotide exchange factor (GEF)-like 1
WIRE protein

CDC6 cell division cycle 6 homolog

Retinoic acid receptor, a

Gap junction protein, ¢ 1, 31.9kDa (connexin 31.9)
Topoisomerase (DNA) Il a 170kDa

Insulin-like growth factor binding protein 4

Chemokine receptor 7

SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent regulator of
chromatin subfamily E member 1

Transmembrane protein 99

Keratin 20

Keratin 34

Keratin 19

Figure 110 : Description de ’amplicon HER2

A.

Structure du chromosome 17 et localisation de 1’amplicon HER2. Le bras court du
chromosome est noté p et le bras long noté q. Les deux bras du chromosome sont séparés

par le centromére (CEN). L’amplicon HER2 est situé sur le locus q12-qg21.

Liste des genes de I’amplicon HER2. La plus petite région commune d’amplification
(SRA) comprend les géenes NEUROD?2, PPPIRIB, STARD3, TCAP. PNMT, PERLDI,

HER?2, Cl70rf3, GRB7 et ZNFNIA3. (D’apres Kauraniemi et al.,, 2001)
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Figure I11 : HER2, STARD3 et GRB7 sont au cceur de ’amplicon

L’amplification de nombreux génes sur le locus 17q12-q21 a été mesurée par hybridation
génomique comparative sur puce a partir de lignées cellulaires de cancers du sein HER2+ et
de tumeurs primaires de patientes. La zone grisée montre que les génes HER2, STARD3 et
GRB7 appartiennent a la plus petite région commune d’amplification au niveau 17q12-q21.
(D’aprés Kao et Pollack, 2006)



. En effet, une corrélation statistique entre le niveau d’amplification d’HER?2 et le
niveau d’amplification de GRB7 ou STARD3 a été établie . On dit que ces
genes sont au coeur de I’amplicon HER2 au niveau 17q12. Dans la littérature, cette région est
appelée SRA pour « Smallest Region of Amplification ». Sur le locus 17q12, HER?2 est localisé
entre GRB7 et STARD3. GRB7 est situ¢ a 47 kb de HER2 et STARD3 a 40 kb. GRB7 appartient
a une famille de protéines adaptatrices de la signalisation par les récepteurs tyrosine kinase

. Lors de I’activation de HER2, GRB7 interagit directement avec HER2 au
sein d’un complexe contenant I’adaptateur She et ce complexe mene a ’activation de Ras
. STARD3 appartient a la famille des protéines a domaine START qui sont
des protéines d’échange de lipides (LTP Lipid Transfert Proteins) . La
protéine STARD3 sera décrite plus en détail dans le chapitre suivant. GRB7 et STARD3 sont

donc co-amplifiés et co-surexprimés avec HER2 dans les cancers du sein HER2+
. Les autres genes identifiés comme appartenant a la région SRA

sont : NEUROD2, TCAP, PNMT, PPPIRIB, Cl170rf37, PERLDI et ZNFNIA3

Dans la plupart des tumeurs, la taille de I'amplicon dépasse cette région minimale.

3. Corrélation entre le nombre de copies des genes et I’expression

Pour HER2, il y a une corrélation entre I’amplification du géne et la surexpression. En
analysant I’expression des génes par RTqPCR ou northern blot, il a été montré que ce n’est pas
le cas pour I’ensemble des génes de 1’amplicon . Par exemple, au niveau de
la plus petite région commune d’amplification, certains génes sont co-surexprimés avec HER2
et d’autres ne le sont pas . En effet, les genes HER2, GRB7, PNMT et STARD3
présentent une corrélation significative entre le niveau d'amplification et le niveau d'expression.
A Dinverse, I’analyse par RTqPCR d’échantillons tumoraux a montré que les niveaux
d'expression de TCAP (telethonin), DARPP32 (PPP1R1B) et de NEUROD?2 sont tres faibles
ou absents . Cela montre que la co-amplification
d'un groupe de geénes n'est pas suffisante pour conduire a leur co-surexpression et indique qu'en
plus de leur localisation chromosomique commune, les génes co-amplifiés et co-surexprimés
peuvent partager des mécanismes transcriptionnels

De plus, HER? est le géne de I’amplicon présentant le nombre de copies le plus élevé.

I1 a été montré que la fréquence d'amplification d'un géne diminue avec sa distance par rapport
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Figure 112 : HER2 et STARD3 sont co-amplifiés et co-surexprimés
A.
B.

Représentation schématique d’une partie des genes de I’amplicon HER2.

L’amplification et 1’expression de différents genes de 1’amplicon ont été mesurées
respectivement par southern blot et northern blot dans des lignées cellulaires. Dans les
cellules de cancer du sein HER2+ (SK-BR3 et BT474) et de cancer de I’ovaire HER2+ (SK-
OV-3), HER2 est co-amplifi¢ avec STARD3, DARPP32 et la téléthonine. Cependant, parmi
ces génes seul STARD3 est systématiquement co-surexprimé avec HER2. (D’apres Alpy et
Tomasetto, 2014)

Immunohistochimie sur une coupe de tumeur HER2+ avec un anticorps spécifique anti-
STARD3. STARD3, en brun, est surexprimé par les cellules cancéreuses et non par les
cellules normales. (D’aprés Alpy et al., 2003; Alpy et al., 2009)



a HER? . Ces résultats suggerent que l'instabilité au sein du chromosome 17
est provoquée par l'amplification de HER?2. En effet, les tumeurs HER2-positives présentent
des niveaux plus ¢élevés d'instabilité génomique globale que les tumeurs HER2-négatives, ce
qui conforte 1'idée que l'amplification de HER2 est impliquée de maniere fonctionnelle dans

l'instabilité chromosomique au niveau du bras long du chromosome 17

B. Implications biologique et clinique de génes co-amplifiés avec HER2

Le profilage génétique des tumeurs HER2 positives a démontré que ces tumeurs ont des
altérations supplémentaires. En effet, plusieurs geénes localisés a proximité de HER2, en 17q12,
sont co-amplifiés et co-surexprimés avec HER2 dans ces tumeurs. Le laboratoire de biologie
moléculaire et cellulaire des cancers du sein a Illkirch a fait une des premiéres observations de
ce type et a proposé que ces genes co-amplifiés puissent contribuer a la biologie des cancers
HER2+. En jouant un role important dans la progression tumorale, ces geénes pourraient
représenter des dépendances génétiques dans les cancers HER2+ et donc des cibles
thérapeutiques potentielles. Par exemple, il a été montré que GRB7 a une influence directe sur
I’agressivité des cellules de cancer du sein. En utilisant une stratégie de perte de fonction de
GRB7, plusieurs études ont montré que GRB7 participe a la croissance et a la migration des
cellules de cancer du sein HER2+

. Aussi, il a ét¢ montré que la perte de fonction de GRB7, PSMD3 et PERLDI1 en
combinaison avec HER2 conduit a une diminution additive de la prolifération cellulaire par
rapport a la perte d’expression de HER2 seule ou par rapport au traitement par trastuzumab seul

. En conclusion, certains geénes co-amplifi€és et co-surexprimés avec

HER?2 constituent de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles dans le traitement des cancers

HER2+. Parmi ces genes, le laboratoire s’est concentré sur STARD3. En effet, des études sur

des mode¢les cellulaires de cancers du sein HER2+ ont montré que STARD3 est essentielle pour
la croissance des cellules HER2+

. De maniére intéressante, le laboratoire a montré que 1’effet de STARD3

sur la croissance cellulaire est limité aux cellules HER2 positives. En effet, dans des cellules ne

présentant pas d’amplification en 17q12-g21, I’inhibition d’expression de STARD3 n’affecte

pas leur croissance . Ces résultats ont donc conduit a mon projet de thése portant

sur 1’étude du mécanisme moléculaire d’addiction des cellules cancéreuses HER2+ pour

STARD3.
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Figure 113 : STARD?3 est essentielle a la croissance des cellules HER2+

A. Courbes de croissance des cellules SKBR3 (gauche) et HelLa (droite) apres perte de
fonction de STARD3. Une stratégie de perte de fonction de STARD3 par des petits
ARN interférents a été utilisée. Les courbes montrent que les cellules HER2+
n’exprimant plus STARD3 (courbes rouges) poussent trés lentement par rapport aux
cellules contrdles (courbes bleues). Cet effet est restreint aux cellules HER2+ puisque
la perte de fonction de STARD3 dans les cellules HeLa n’a pas d’effet sur la
croissance. (D'apres Alpy et al., 2014)

B. Immunoblot confirmant la diminution d’expression de STARD3 apres transfection
avec les ARN interférents.



A. Découverte de STARD3

Dans les années 1990s, afin d’identifier des génes dont I’expression était corrélée a la
progression tumorale, le laboratoire a réalis¢é un criblage différentiel sur des biopsies
chirurgicales de ganglions lymphatiques axillaires métastasés. Grace a cette technique, le
laboratoire a isolé 10 génes surexprimés dans les métastases ganglionnaires par rapport au
fibroadénome, une tumeur bénigne du sein . Chacun d’eux a été nommé
MLN (Metastatic Lymph Node) suivi du numéro de clone. Parmi ces geénes, le géne MLN64 a
été identifié. Ce n’est que plus tard que MLN64 deviendra STARD3 du fait de son homologie
de séquence avec la protéine STARD1/StAR

B. Les souris knock-out pour le géne STARD3

Au laboratoire, il a été généré des souris Knock-out (KO) pour le géne STARD3 par
recombinaison homologue. Le phénotype de ces souris a ensuite été étudié a I’Institut Clinique
de la Souris (ICS, Illkirch). Les souris KO pour STARD3 (STARD3-/-) sont viables et fertiles.
Ces souris sont de plus grande taille et en surpoids. Elles présentent ¢galement des anomalies
métaboliques caractérisées par une augmentation des taux de glucose, de triglycérides et de
cholestérol dans le sang. Ces observations suggerent donc que STARD3 a un impact sur le

métabolisme général.

C. Structure, localisation et fonctions de la protéine STARD3

La protéine STARD3 (START domain containing protein 3) posseéde 445 acides aminés
pour un poids moléculaire de 50 kDa. STARD3 est une protéine conservée au cours de
I’évolution. Elle est présente dans I’ensemble du régne animal ainsi que dans les organismes
unicellulaires étroitement liés aux animaux. STARD3 est une protéine ubiquitaire exprimée

dans la plupart des tissus a un niveau faible. Des études de localisation subcellulaire de
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STARD3 par immunofluorescence ont montré que cette protéine est localisée au niveau des
endosomes tardifs
STARD?3 appartient a la famille des protéines & domaine START (Steroidogenic acute
regulatory protein (StAR)-related lipid transfer) qui sont des protéines d’échange de lipides
(LTP, Lipid Transfer Proteins). Ces protéines sont importantes dans le transport intracellulaire
des lipides. Elles agissent en parallele au transport assuré par le systéme vésiculaire. La famille
START est composée de quinze protéines chez les mammiferes (STARD1 a STARD15)
. Le domaine START est un module d’environ 210 acides aminés présent a
I’extrémité carboxy-terminale des protéines de la famille . C’est un domaine qui
permet I’échange de lipides entre les membranes. En effet, le domaine START est constitué
d’une poche amphiphile ou se fixe le ligand hydrophobe qui se trouve ainsi isolé du milieu

aqueux. STARD3 est impliquée dans le transport spécifique du cholestérol

En plus de son domaine START, STARD3 possede un domaine additionnel appelé le
domaine MENTAL . Ce domaine régule I’adressage de la protéine aux endosomes
et permet a STARD3 de s’ancrer dans la membrane des endosomes tardifs
Le domaine MENTAL permet la formation de microdomaines enrichis en cholestérol a la
surface des endosomes se traduisant par une altération morphologique du compartiment endo-
lysosomal

De plus, il a été montré par le laboratoire que STARD3, ancrée dans la membrane des
endosomes tardifs, interagit grace a son motif FFAT-like (two phenylalanines in an acidic tract)
avec les protéines VAPs (VAP-A et VAP-B) ou avec la protéine MOSPD2 du réticulum
endoplasmique pour former un site de contact membranaire (MCS, Membrane Contact Site)
entre ces deux organites . Les sites de contact
membranaire sont des régions cellulaires spécifiques caractérisées par un rapprochement entre
deux organites distincts (< 30nm), qui permettent 1’échange de métabolites et d’informations

. Les MCS permettent de réduire la distance entre les organites et donc
faciliter le transport de certains composés comme les lipides

Récemment, le laboratoire a montré que la formation de sites de contact membranaire
engendrée par I’interaction entre STARD3 et VAPs permet au domaine START de STARD3
de transporter le cholestérol du réticulum endoplasmique vers les endosomes tardifs aux

dépends de la membrane plasmique . Ainsi, les cellules
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Figure 114 : STARD3 est une protéine endosomale 2 domaine START qui forme des sites
de contact membranaire et transporte du cholestérol

A-B. Représentation schématique de STARD3. La protéine STARD3 posseéde un domaine
START qui permet I’échange de cholestérol et un domaine MENTAL qui ancre la protéine dans
la membrane des endosomes tardifs (ET) grace a quatre hélices transmembranaires (bleu
foncé). STARD3 possede également un motif FFAT (two phenylalanines in an acidic tract) sur
son domaine MENTAL (rouge).

C. La protéine STARD3 interagit avec le domaine MSP des protéines VAP et MOSPD?2 via son
motif FFAT (triangle rouge) formant ainsi un site de contact membranaire entre les endosomes
tardifs et le réticulum endoplasmique. L’interaction STARD3-VAP permet le transport de
cholestérol du RE vers les endosomes. (D'apreés Voilquin et al., 2019)



surexprimant STARD3 présentent une accumulation de cholestérol dans les endosomes

associée a une diminution de cholestérol au niveau de la membrane plasmique.

STARD3 est donc une protéine positionnée a I’interface entre deux organites impliqués
dans le métabolisme du cholestérol. La fonction de STARD3 dans le transport intracellulaire
du cholestérol ainsi que 1’impact de I’interaction STARD3/VAPs-MOSPD2 sur I’architecture
et la dynamique des endosomes ont été¢ décrits plus précisément dans une revue que j’ai co-
écrite et qui a été publié¢ en 2019 dans le journal Contact . Dans la
littérature, STARD3 a également été impliquée dans la synthése d’hormones thyroidiennes, le
transport de caroténoides et la réplication virale. Ces autres fonctions de STARD3 sont

¢galement discutées dans cette revue, présentée ci-apres.
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Abstract

Intracellular cholesterol transport is a complex process involving specific carrier proteins. Cholesterol-binding proteins, such
as the lipid transfer protein steroidogenic acute regulatory-related lipid transfer domain-3 (STARD3), are implicated in
cholesterol movements between organelles. Indeed, STARD3 modulates intracellular cholesterol allocation by reducing it
from the plasma membrane and favoring its passage from the endoplasmic reticulum (ER) to endosomes, where the protein
is localized. STARD3 interacts with ER-anchored partners, notably vesicle-associated membrane protein-associated proteins
(VAP-A and VAP-B) and motile sperm domain-containing 2 (MOSPD2), to create ER-endosome membrane contacts.
Mechanistic studies showed that at ER—endosome contacts, STARD3 and VAP proteins build a molecular machine able
to rapidly transfer cholesterol. This review presents the current knowledge on the molecular and cellular function of

STARD3 in intracellular cholesterol traffic.
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Introduction

Steroidogenic acute regulatory (StAR)-related lipid
transfer domain-3 (STARD3) was identified using a bed-
side to bench approach. It was isolated from human
breast biopsies in a screen designed to identify new
genes implicated in breast cancer. In early publications,
STARD3 was named Metastatic Lymph Node clone 64
(MLNG64), as it was the 64 hit isolated in the screen
(Tomasetto et al., 1995). Its current name STARD3
was given with respect to its homology with the StAR
protein, also referred to as STARDI (Alpy &
Tomasetto, 2005; Stocco & Clark, 1996). On the
human genome, the STARD?3 gene lies next to the onco-
gene human epidermal growth factor receptor 2 (HER?2)
on chromosome 17ql1-12 (Tomasetto et al., 1995).
Amplification of this chromosomal subregion explains
the co-expression between STARD3 and HER2 in
breast cancer cells (Alpy et al., 2003; Bieche et al.,
1996; Tomasetto et al., 1995). Remarkably, several stud-
ies showed that STARD?3 contributes to the growth of
HER2-positive cancer cells, but given that both proteins

do not directly interact the molecular mechanism
remains unclear (Alpy & Tomasetto, 2014b). Over the
last years, the basic function of STARD?3 has been clar-
ified. Notably, it was showed to be a cholesterol trans-
porter working at contact sites between endosomes and
the endoplasmic reticulum (ER) (Alpy et al., 2013;
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Wilhelm et al., 2017). In this article, we review the liter-
ature on STARD?3 structure and function on intracellu-
lar sterol transfer.

STARD?3 Is a Lipid Transfer Protein From
the START Protein Superfamily

STARD3 contains an MLN64 N-terminal (MENTAL)
domain, anchoring the protein to the endosome mem-
brane, a central two phenylalanines in an acidic tract-

(a)

MENTAL START

like motif (FFAT-like) suggesting the binding to resident
proteins from the ER, and a C-terminal StAR-related
lipid transfer (START) domain able to transfer choles-
terol (Figure 1(a)).

The START Lipid Transfer Domain

The presence of the START domain at the C-terminus
qualifies STARD3 as a lipid transfer protein (LTP) from
the START superfamily (Figure 1; Alpy & Tomasetto,
2014a; Ponting & Aravind, 1999; Soccio & Breslow,

(b)

endosome
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Figure |I. STARD3 protein organization. (a) Schematic representation of STARD3 protein containing a conserved MENTAL domain made of
four transmembrane helices (blue), an FFAT-like motif (red), and a START domain (magenta). (b) STARDS3 is positioned in endosomes and the
START domain is in the cytosol. (c) Models of cholesterol transfer by the START domain. (d) The MENTAL domain mediates the formation of
homo- and heterodimers or oligomers with STARD3NL. These interactions may create microdomains enriched in cholesterol at the surface
of endosomes. These microdomains may serve to concentrate cholesterol next to the START domain or as sensing domains. MENTAL:
MLNé4 N-terminal domain; FFAT: two phenylalanines in an acidic tract motif, START: steroidogenic acute regulatory-related lipid transfer
domain; STARD3: steroidogenic acute regulatory-related lipid transfer domain-3; STARD3NL: STARD3 N-terminal like.
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2003). The START domain of STARD3 adopts an
alpha-helix/beta-strand grip fold structure with an inter-
nal cavity matching the size and hydrophobicity of a
cholesterol molecule (Figure 2(a); Letourneau,

(@ STARD3

Membrane

(¢} STARD3/AsterA

Membrane

Lefebvre, Lavigne, & LeHoux, 2015; Tsujishita &
Hurley, 2000). The affinity of the START domain for
cholesterol is around 1.5 uM, a low range consistent with
a transport activity (Tsujishita & Hurley, 2000).

‘ ‘:"‘ r\. -
g
‘ﬁ_ﬁf"

Ay s

Figure 2. The START domain of STARD3, a cholesterol transfer interface. (a) Three-dimensional (3D) structure of the START domain of
STARD3 shown as cartoon (left) or surface (middle) representation. The protein ribbon is rainbow-colored from blue (N-terminus) to red
(C-terminus). On the right, a cutaway view of the surface of the domain showing a part of the cholesterol-binding pocket. (b) 3D structure
of the START domain of STARD4 alone (green, left) and aligned with STARD3 (magenta, middle). The right-hand panel is rotated 90° about
the x-axis. The two structures are highly similar. (c) 3D structure of the START-like domain of Aster-A alone (blue, left) and aligned with
STARD3 (magenta, middle). The ligand of Aster-A, 25-hydroxycholesterol, is shown as sticks: green, carbon and red, oxygen. The right-
hand panel is rotated 90° about the x-axis. The main difference between the two structures resides in the extended N-terminal o helix
present in STARD3 but absent in Aster-A. STARD3: steroidogenic acute regulatory-related lipid transfer domain-3.
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Surprisingly, the domain structure was similar to that of
the birch pollen allergen Bet vl (Horvath et al., 2016;
Tsujishita & Hurley, 2000). Since then, the Bet v1 struc-
ture revealed the existence of a large superfamily of
structurally related proteins. Eleven Pfam families were
determined to be members of the Bet vi-like superfamily
also known as the SRPBCC (START/RHO_alpha_C/
PITP/Bet_v1/CoxG/CalC) ligand-binding  domain
superfamily (Iyer, Koonin, & Aravind, 2001; Radauer,
Lackner, & Breiteneder, 2008). Among them, two fam-
ilies are distributed in all three superkingdoms: the poly-
ketide cyclase and the activator of heat shock protein 90
(Hsp90) ATPase homologue 1 families. The ring hydrox-
ylases and the CoxG families are only present in bacteria
and archaea. Two families are specific to eukaryotes:
Phosphatidylinositol transfer protein family is present
in most eukaryotes, while the Bet vl family is only pre-
sent in plants. Of interest, while START proteins were
thought to be absent from yeast, in silico analyses, based
on both sequence comparison and secondary structure
prediction, showed recently that a large family of
eukaryotic proteins contains a domain resembling the
START domain (Gatta et al., 2015; Khafif, Cottret,
Balague, & Raffaele, 2014). This family comprises
three human proteins (Aster-A, B, and C; encoded by
the GRAMDIA, B, and C genes, respectively) and six
proteins from yeast (Lamlp/Ysplp, Lam2p/Ysp2p,
Lam3p/Sip3p, Lam4p, Lam5p, and Lam6p/Lctl; Gatta
et al., 2015). Moreover, these novel START-like con-
taining proteins bind and transport sterols (Gatta
et al., 2015; Horemcamp, Valverde, Nunnari, &
Reinisch, 2018; Murley et al., 2015; Murley et al.,
2017; Sandhu et al., 2018). It was tempting to speculate
that the structure of the START-like domain first
defined by Gatta et al. (2015) shares the Bet vl fold.
This assumption was confirmed recently by the crystal
structure of the START-like domains of Lam2, Lam4,
and Aster-A, which have a similar overall structure
to the one of STARD3 and STARD4 (Horenkamp,
2018; Jentsch et al., 2018; Sandhu et al., 2018; Tong,
Manik, & Im, 2018; Figure 2(b)). Interestingly, the iso-
lated sterol-binding domains of Lam2p, Lam4, and
Aster-A proteins were co-crystallized with sterols,
which was present in the ligand-binding pocket created
by the concave beta-sheet, and the long C-terminal helix
(Horenkamp et al., 2018; Jentsch et al., 2018; Sandhu
et al., 2018; Tong et al., 2018). These data strengthen
previous predictions regarding the orientation of the
sterol molecule in the START domain, and thus the ori-
entation of the START domain in relation to the mem-
brane for sterol loading and unloading (Figure 2;
Murcia, Faraldo-Gomez, Maxfield, & Roux, 2006;
Tsujishita & Hurley, 2000). However, we can speculate
that the mode or the efficiency of transfer differs
between the STARD and the Lam/Aster/Gram proteins.

Indeed, in the Lam/Aster/Gram subfamily, the START-
like domain is embedded in the protein and the C-termi-
nal helix is not free while all the STARD proteins have a
free C-terminal helix.

Mechanism of Sterol Transport

The molecular mechanism implicated in the entry and
exit of cholesterol from the START domain is a matter
of debate. Several models were proposed: a tunnel
hypothesis, an intermediate state model implicating
movements of the C-terminal alpha 4 helix and the
omega 1 loop, and the molten globule hypothesis
where the structure of the protein unfolds upon interac-
tion with the acidic environment of the membrane
(Figure 1; Bose, Whittal, Baldwin, & Miller, 1999;
laea, Dikiy, Kiburu, Eliezer, & Maxfield, 2015;
Lavigne, Najmanivich, & LeHoux, 2010; Murcia et al.,
2006) reviewed in (Letourneau et al., 2015). The tunnel
hypothesis is based on the presence of two openings in
the structure but given their limited diameters, the
authors suggested that additional movements in the
alpha 4 helix and omega | loop would be necessary to
allow sterol entry and exit (Tsujishita & Hurley, 2000;
Figures 1(c) and 2(a)). The molten globule hypothesis is
based on experimental data showing unfolding of
STARDI at acidic pH (Bose et al., 1999). The model
is consistent with the delivery of sterol in the membrane,
but it is challenged by the fact that under this unfolded
form, the START domain cannot hold a sterol molecule
(Roostaee, Barbar, Lehoux, & Lavigne, 2009). The inter-
mediate state model originates from the local unfolding
and movement of the C-terminal alpha 4 helix of
STARDI1 wupon interaction with the membrane
(Mathieu, Fleury, Ducharme, Lavigne, & LeHoux,
2002; Roostaee, Barbar, Lavigne, & LeHoux, 2009;
Roostaee, Barbar, Lehoux, & Lavigne, 2008). This
model is completed by other studies showing movements
of the omega 1 loop upon cholesterol loading (Murcia
et al.,, 2006). The intermediate-state model including
notably conformational changes in the omega 1 loop,
and the alpha 4 helix interacting with the membrane is
today a good model to explain cholesterol binding and
delivery by the START domain (Figure 1(c)).

START Domains Are Not Equal in Terms of Transfer

Early in vivo and in vitro studies using either steroido-
genic assays in transfected cells or synthetic donor and
acceptor vesicles showed that—in isolation—the
START domain of STARD3 had a sterol transfer capac-
ity similar to that of STARDI (Bose, Whittal, Huang,
Baldwin, & Miller, 2000; Watari et al., 1997). Later, a
comparative study on the activity and structure of
STARD proteins from the sterol binder subgroup
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(STARD?2, D3, D4, D5 and D6) was done by the Bose
and Miller’ s groups (Bose et al., 2008). This seminal
study using recombinant START domains in isolation
for STARDI1 and D3 and the whole STARD4, D5 and
D6 proteins showed that cholesterol-binding capacity
does not predict steroidogenic activity, in other words,
the ability for a given START domain to move choles-
terol. Bose et al. (2008) showed that although cholesterol
binding was quite similar for all the STARD proteins
from this subgroup, their capacities to transfer choles-
terol were different. In fact STARDI, D6 and D3 were
able to rapidly induce pregnenolone production using
isolated mitochondria, while STARD4 and D5 had
little activity (Bose et al., 2008). This is surprising
because the crystal structures of STARD3 and D4 are
very similar (Figure 2; Romanowski, Soccio, Breslow, &
Burley, 2002). It is also puzzling because STARD4 is an
efficient sterol transporter (Mesmin et al., 2011) able to
transfer dehydroergosterol (DHE) from donor to accep-
tor liposome at a rate of seven molecules of DHE per
molecule of STARD4 per minute (Iaea et al., 2015). It is
difficult to compare transfer activities from different
experimental settings, but we showed that under its sol-
uble form (similar to that of STARD4), the START
domain of STARD?3 had a transfer capacity of 1 DHE
molecule per molecule of STARD3 per min (Wilhelm
et al., 2017), more modest than STARD4’s. These data
indicate that lipid transfer activities between synthetic
membranes do not always predict biological activities.
Of interest, Taeca et al. (2015) showed that the surface
charge of donor and acceptor vesicles modulated
STARD4 transfer capacity. Horenkamp et al. (2018)
made a similar observation for the isolated START-
like domain of Lam2p/Ysp2p and Aster-B/GramD1b.
It is then very likely that the donor and acceptor mem-
brane identities in terms of lipid and protein composi-
tions regulate sterol transfer by the START domain.
START proteins have a conserved fold, but their prima-
ry sequences are different, leaving room for selectivity in
their binding with other partner membranes or proteins.

STARD3 Is an Endosome-Bound
Sterol Transporter

STARD?3 distinguishes itself by the presence of a mem-
brane spanning domain composed of four transmem-
brane helices (Figure 1(a) and (b); Alpy et al., 2001;
Moog-Lutz et al, 1997). The membrane spanning
region is critical for the addressing and the proper local-
ization of STARD3 in endosomes (Alpy et al., 2001). We
named this region MENTAL domain (Alpy et al., 2005;
Alpy, Wendling, Rio, & Tomasetto, 2002) because it is
also found in a second human protein called STARD3
N-terminal like (STARD3NL), originally called MLN64

N-terminal domain (MENTAL) homologue
(MENTHO) (Figure 1(d); Alpy et al.,, 2002). The
MENTAL domain anchors the protein in endosomes
leaving the START domain in the cytosol (Figure 1(b);
Alpy et al., 2001). Overexpression of STARD3NL, or of
a truncated STARD3 protein containing only the
MENTAL domain, results in the enlargement of endo-
somes (Alpy et al., 2005). In addition, this domain allows
the homo- and hetero-oligomerization of both proteins
and binds cholesterol (Alpy et al., 2005; Figure 1(d)). Of
interest, proteome-wide mapping of cholesterol-
interacting proteins using the click chemistry methodol-
ogy confirmed this finding; several cholesterol-bound
peptides were identified in the MENTAL domain
(STARD3NL, residues 23-37 and 185-196; Hulce,
Cognetta, Niphakis, Tully, & Cravatt, 2013).
Altogether, thanks to its ability to dimerize and oligo-
merize (Alpy et al.,, 2005), we speculate that the
MENTAL domain of STARD3 and STARD3NL
build quaternary structures or microdomains at the
endosome surface possibly acting as sterol reservoir
(Figure 1(d)). In support to this, STARD3 immunolab-
eling in electron microscopy showed that the protein is
not evenly localized on the limiting membrane of endo-
somes, the labeling appearing as patches, which is com-
patible with the formation of microdomains (Alpy et al.,
2001). Another possibility is that the MENTAL domain
acts as a sterol sensing domain to regulate the activity of
the START domain.

One study argued that STARD3 was present on a
subpopulation of late endosomes positive for the choles-
terol transporter ATP-binding cassette subfamily
A member 3 and negative for the oxysterol-binding pro-
tein-related protein 1L (ORPI1L) and the Niemann—Pick
type Cl1 (NPCI1) proteins (van der Kant, Zondervan,
Janssen, & Neefjes, 2013). Experiments were done in
a malignant melanoma cell line (MelJuSo) using over-
expression of fluorescent protein tagged STARD3 at the
C-terminus. This study is not consistent with results
obtained in other cells including HeLa cells, where
untagged STARD3 was localizing with the late endoso-
mal markers LAMPI1, CD63, Rab7, and BMP (Alpy
et al., 2001; Wilhelm et al., 2017), therefore overlapping
with ORPI1L- and NPCl-positive endosomes. This dis-
crepancy may reflect cell specific differences in the endo-
somal compartment; it is known that melanocytes have a
cell-type specific endosomal system to generate melano-
somes which are lysosome related organelles (Raposo &
Marks, 2007). It may also be caused by the presence of
the fluorescent protein at the C-terminus that possibly
impairs the function of the START domain. Indeed, the
START domain is always present at the C-terminus of
all STARD proteins, leaving the alpha 4 helix free to
interact with acceptor membranes (Alpy & Tomasetto,
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2005; Taea et al., 2015; Tsujishita & Hurley, 2000;
Figure 2).

STARD3 Is Ubiquitously Expressed and
Regulated in a Cell-Specific Manner

STARD3 is a conserved protein present in the whole
animal kingdom as well as in unicellular organisms
closely related to animals (Figure 3). STARD3NL is
only present in vertebrates evoking a more recent
appearance of this protein (Alpy & Tomasetto, 2014b).
STARD?3 is expressed in most tissues at low levels.

Sequence analysis of the gene 5’ region revealed a high
GC-content (or guanine-cytosine content) and the
absence of canonical promoter elements such as a
TATA box. A short promoter of about 200 base pairs
upstream of the transcription start sites was sufficient to
drive high expression of a reporter gene in vitro (Alpy
et al., 2003). In breast cancer cells, there is a strong cor-
relation between STARD?3 gene DNA copy number and
transcript levels, arguing that amplification of the gene is
the main driver for the overexpression (Alpy et al., 2003;
Bicche et al., 1996; Tomasetto et al., 1995). In other cells
and tissues, STARD3 is likely regulated in a cell-specific

( Actinopteri
=== Amphibia

=== Anthozoa

=== Arachnida
=== Ascidiacea
= Aves

=== Chromadorea
=== Enoplea

=== |nsecta

\ === Mammalia

Figure 3. Phylogenetic tree of STARD3 orthologs from |15 species. The whole amino acid sequences were aligned by the Clustal Omega
program (McWilliam, Li, Uludag, Squizzato, Park, Buso, Cowley & Lopez. , 2013). The phylogenetic tree was drawn with R Studio, R

version 3.5.1 (2018-07-02) and the packages ggtree, seginr, and msa.
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manner. A detailed analysis of STARD3 expression in
the brain showed a heterogeneous immunostaining of
the protein, indicating selective expression in discrete
specific cell populations and regions (King et al., 2006).
As another example, STARD3 gene expression was
shown to be upregulated by 9-cis-retinoic acid in macro-
phages (Borthwick, Allen, Taylor, & Graham, 2010),
and repressed by all-trans-retinoic acid in lymphoma
cells (Wang, Cheng, Chuang, Hsu, & Su, 2000). The
promoter region of STARD?3 gene contains several puta-
tive sites for Sterol regulatory element-binding proteins
(SREBPs) transcription factors binding; in macro-
phages, STARD3 mRNA decreases during macrophage
differentiation and cholesterol loading and increases fol-
lowing acute cholesterol depletion from the plasma
membrane (PM) by methyl beta-cyclodextrin and in
response to the release of sequestered SREBPs by
LY295427 (Borthwick et al., 2010). Of interest, hepatic
expression of STARD3 protein was found to be
repressed by genetic obesity in both males and females
suggesting that STARD3 might facilitate lipid export,
rather than its retention in the liver (Soffientini,
Caridis, Dolan, & Graham, 2014). One study recently
reported a function of STARD?3 in osteoporosis (Lei,
Xueming, & Ruihang, 2018). Interestingly, it shows
that STARD3 promoted osteoclast differentiation pos-
sibly by increasing an inflammatory response (Lei
et al., 2018).

Intracellular Functions of STARD3

The presence of a START domain in STARD?3 is a
strong argument for a role of this protein in intracellular
sterol transport. By immobilizing the protein on endo-
somes, the MENTAL domain restricts its sterol
transfer activity to the endocytic compartment territory
(Figure 1). However, as the endocytic compartment
is highly dynamic and connected with many other
cellular organelles, STARD3 may act on many cellu-
lar organelles.

Does STARD3 Function in the PM?

Several studies reported that STARD3 was addressed to
the PM en route to late endosomes (Holtta-Vuori et al.,
2005; Liapis, Chen, Davies, Wang, & loannou, 2012;
van der Kant et al., 2013; Vassilev et al., 2015; Zhang
et al., 2002), supporting the idea that STARD3 might
transport sterol at the cell surface. In our laboratory, we
occasionally observed STARD3 at the PM in cells
expressing very high amounts of the protein, but we
interpreted this localization as an overexpression arti-
fact; our opinion is that under physiological conditions,
STARD?3 is mainly in endosomes (Alpy et al., 2001).
However, live cells imaging showed that the protein

was in endosomal tubules (our unpublished data;
Zhang et al.,, 2002). It is possible that endosome
tubules-containing STARD3 reach the PM bringing
STARD3 transiently at PM-endosome contacts. In
fact, Vassilev et al. (2015) reported that overexpression
of STARD?3 tagged with green fluorescent protein (GFP)
in a breast cancer cell line, resulted in STARD3 locali-
zation in endosomes and for a subset of cells at the PM.
The PM staining was attributed to a localization in
microdomains in the PM or in vesicles at the proximity
of the PM (Vassilev et al., 2015). This observation is
consistent with the transient presence of STARD3 in
endosomal tubules reaching the PM; whether it is func-
tional is unknown.

Does STARD3 Transport Cholesterol to
the Mitochondria?

The literature generally presents STARD3 as an LTP
able to make contacts between endosomes and mito-
chondria, implying a role in transferring cholesterol
into the mitochondria (Wong, Gatta, & Levine, 2019).
The first study by Watari et al. (1997) showed that
STARD?3 is able to transfer cholesterol to the mitochon-
dria. There, STARD3 was able to induce the first step of
steroidogenesis in Chinese hamster ovary (CHO) cells
modified to sustain steroidogenesis. It showed that this
activity was low when the full-length protein was
expressed. In fact, only a construct corresponding to a
free START domain (lacking the MENTAL domain and
the FFAT motif) was able to sustain steroidogenesis at
levels similar to that of STARD1 (Watari et al., 1997).
The interpretation of these data was that the sterol trans-
fer function of STARD3 to the mitochondria was not a
physiological process. The hypothesis of a proteolytic
cleavage of the protein freeing the START domain was
then proposed to support the idea of a role of STARD?3
in steroidogenesis (Watari et al., 1997). This notion was
not confirmed. Actually, STARD3-deficient mice were
not impaired for steroid production (Alpy &
Tomasetto, 2014b; Kishida et al., 2004). In addition,
STARD3 cannot compensate for the lack of STARDI1
in lipoid congenital adrenal hyperplasia, a condition
where mutations in the StAR gene (aka STARDI) total-
ly prevent steroidogenesis (Stocco, 2001). Nevertheless,
correlation between STARD3 expression and either
endosome—mitochondria contacts (Zhang et al., 2002)
or with cholesterol entry in the mitochondria (Balboa
et al., 2017; Charman, Kennedy, Osborne, & Karten,
2010) was reported. Zhang et al. (2002) used live imaging
to show that endosomes marked by STARD3-GFP
made contacts with mitochondria. However, in this pio-
neer study, contacts were not quantified and not com-
pared with cells marked with a different endosome
marker. Although the authors interpreted the presence



Contact

of contacts between endosomes and mitochondria as the
result of STARD?3 expression, it was not confirmed by
later studies. A study in liver cells showed that STARD3
overexpression results in severe liver damage and apo-
ptosis (Tichauer et al., 2007). By looking at the molecu-
lar mechanisms involved, Balboa et al. (2017) concluded
that overexpression of STARD3 was associated with
increased mitochondrial cholesterol and with mitochon-
drial morphologic and metabolic alterations in hepatic
cells. Unfortunately, they did not document the changes
that are expected to be seen upon STARD3 overexpres-
sion, notably cholesterol accumulation in endosomes,
and therefore it is difficult to know if the mitochondrial
phenotype is due to a direct action of STARD3 on mito-
chondria or is a result of late endosomal cholesterol
accumulation that is deleterious to the cell. Charman
et al. (2010) showed that silencing STARD3 reduced ste-
roidogenesis (a read-out for cholesterol transport into
the mitochondria) in modified CHO cells and decreased
mitochondrial cholesterol content but only in CHO cells
deficient for the NPC1 protein. In addition, they showed
that some of the mitochondrial metabolic alterations
seen in NPCl-deficient-CHO cells can be rescued by
STARD?3 silencing (Balboa et al., 2017; Kennedy
et al., 2014). However, the reduction of STARD3
alone in CHO cells had no effect on mitochondrial
metabolism (Kennedy et al., 2014). It is possible that
endosome—mitochondria contacts created by other
mechanisms, such as endosome enlargement and choles-
terol accumulation as in NPCl1-deficient cells, may bring
STARD3 at the periphery of mitochondria where it can
transfer cholesterol to mitochondria by the START
domain. This transport appears to play a role in CHO-
NPCl1-deficient cells, but it is unclear that it is relevant
in other cells.

STARD3 Makes Specific Contacts With the ER
Through VAPs and MOSPD2

A conserved FFAT-like motif marks the end of the
MENTAL domain (Figure 1(a) and (b)). This motif is
present in an unstructured region between the
MENTAL and the START domain. Canonical FFAT
motifs were originally described as linear peptide sequen-
ces (EFFDAXE) flanked by an acidic region (Loewen,
Roy, & Levine, 2003). FFAT motifs are signals for the
interaction with proteins containing a major sperm pro-
tein (MSP) domain including vesicle-associated mem-
brane protein-associated proteins (VAP-A and VAP-
B), (Furuita, Jee, Fukada, Mishima, & Kojima, 2010;
Kaiser et al., 2005; Loewen et al., 2003; Mikitova &
Levine, 2012) and motile sperm domain containing 2
(MOSPD2), (Di Mattia et al., 2018). MOSPD2 and
VAP proteins contain an MSP domain able to recognize

FFAT motifs and to bind to FFAT-containing proteins
like STARD3 and STARD3NL (Alpy et al., 2013;
Di Mattia et al., 2018). The MSP domain has an
immunoglobulin-like fold based on a seven-stranded
beta-sandwich (Bullock, Roberts, & Stewart, 1996;
Kaiser et al., 2005). Our in vitro analyses revealed
that, despite sharing limited sequence homology, the
MSP domains of MOSPD2 and VAPs have a conserved
fold, the same mode of FFAT motif recognition, and
similar affinities (Di Mattia et al., 2018). VAP-A,
VAP-B, and MOSPD?2 are tail-anchored proteins local-
ized on the ER (Figure 4; Di Mattia et al., 2018; Lev,
Ben Halevy, Peretti, & Dahan, 2008). In addition, these
MSP domain-containing proteins are able to build ER—
endosome contacts with STARD3 (Figure 4). It is
unclear whether STARD3 competes with VAPs and
MOSPD?2 for binding and whether contact sites can con-
tain different tethers. Of note, at the resolution of light
microscopy (200-300 nm), we observed both VAPs and
MOSPD?2 in a given subdomain of the ER engaged in
a contact with endosomes (Di Mattia et al., 2018).
However, we cannot affirm that the presence of multiple
tethers in the same region indicates that all of them are
in complex with a partner on the facing membrane as
most of these proteins can dimerize. Interestingly, con-
tacts made by VAP and MOSPD?2 are likely functionally
different (Figure 4). Indeed, MOSPD2 is more than a
VAP homolog; it contains an N-terminal cellular
retinaldehyde-binding protein and triple functional
domain protein (CRAL-TRIO) domain. This lipophilic
domain was first identified in the Sec14-protein (Secl4p)
of yeast and functions in exchanging phosphatidylinosi-
tol and phosphatidylcholine between lipid membrane
bilayers (Bankaitis, Aitken, Cleves, & Dowhan, 1990).
The function of the CRAL-TRIO domain of MOSPD2
is unknown, but we can speculate that its association
with STARD3 might form a molecular machine able
to counterexchange sterol with another lipid (Figure 4).

The Interaction Between STARD3, STARDNL, and
VAPIMOSPD2 Proteins Has a Strong Impact on
the Subcellular Architecture and on

Endosome Dynamics

In cells overexpressing either STARD3 or STARD3NL,
endosomes are covered by the ER. This ER—endosome
tethering results in the formation of extended membrane
contact sites where the distance between the ER and
endosome membranes is less than 10 nm (Alpy et al.,
2013). Of interest, extended ER-—endosome contacts
mediated by STARD3NL alter the dynamics of the
endosomal compartment by preventing vesicle-to-
tubule transitions (Alpy et al, 2013). Membrane
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(a)

endosome lumen

cytosol

MOSPD2

endoplasmic reticulum lumen

Figure 4. STARD3 creates membrane contacts between endosomes and the ER. (a) Schematic representation of STARD3 positioning in
the context of the endocytic compartment and ER—endosome contact via interaction with the ER—proteins VAP and MOSPD2. (b)
Localization of STARD3 with VAP and MOSPD2 at ER-endosome contacts. Merge images on the left of STARD3 (magenta) and VAP
(green) labeling and on the right of STARD3 (magenta) and MOSPD?2 (green) labeling. Insets correspond to a 3.5 x magnification. Scale bar:
10 um. VAP: vesicle-associated membrane protein-associated proteins; MOSPD2: motile sperm domain-containing 2; MSP: major sperm
protein domain; CRAL-TRIO: cellular retinaldehyde-binding protein and triple functional domain protein domain; STARD3: steroidogenic

acute regulatory-related lipid transfer domain-3.

contacts between the ER and endosomes have been pre-
viously described in the context of intracellular cholester-
ol sensing. They involved another sterol transfer protein
named ORPIL (Johansson, Lehto, Tanhuanpaa, Cover,
& Olkkonen, 2005; Rocha et al., 2009). Of note, both
STARD3 and ORPIL interact with VAPs and
MOSPD2 proteins in the ER (Alpy et al., 2013; Di
Mattia et al., 2018). However, at contacts between endo-
somes and the ER, ORPI1L mediates cholesterol transfer
from endosomes to the ER (Ridgway & Zhao, 2018;
Zhao & Ridgway, 2017), while STARD3 mediates cho-
lesterol transfer from the ER to endosomes (Wilhelm
et al., 2017). In addition, in cells grown in the absence
of low-density lipoprotein (LDL) cholesterol condition,
VAPs and ORPIL are required for transport of ER-
derived cholesterol to a subpopulation of endosomes
(Eden et al., 2016). These results support the idea that

ER-endosome contacts are built by distinct protein com-
plexes and lipid transport at these sites might be flexible.

STARD3 and VAP Form an Autonomous
Sterol Transfer Machine

STARD3 builds physical contacts between endosomes
and the ER. How these contacts function in sterol
exchange was recently uncovered using in vitro and in
vivo approaches.

STARD3 Favors Cholesterol Transport in Endosomes
and Reduces PM Cholesterol
Cholesterol in situ labeling in cells expressing high

amount of STARD3 showed that STARD3 modulates
the intracellular repartition of cholesterol (Wilhelm
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et al., 2017). Consistent with earlier studies, STARD3
expression is associated with increased cholesterol in
late endosomes (Alpy et al., 2001). To better understand
the mechanism of this accumulation, we used STARD3
mutants impaired in their ability either to transfer cho-
lesterol or to make contact sites. Mutants lacking the
START domain or containing a two amino acid substi-
tution in the START domain lipid-binding cavity did
not accumulate cholesterol in endosomes. Likewise,
mutation in the FFAT motif inactivating binding with
VAP prevented cholesterol accumulation in endosome
(Wilhelm et al., 2017). As the PM is enriched in choles-
terol, we studied its cholesterol content in the context of
STARD3 expression. The PM contains different pools
of cholesterol (Das, Brown, Anderson, Goldstein, &
Radhakrishnan, 2014). Cholesterol-enriched domains
are accessible to the domain 4 (D4) of Perfringolysin O
(® toxin), a cholesterol-binding toxin (Ohno-Iwashita
et al., 2004). Using a fluorescent protein tagged GFP-
D4 as a biosensor for membrane cholesterol in living
cells, we showed that STARD3 expression was associat-
ed with a reduction of signal at the PM that we assumed
reflects a reduction of PM cholesterol. Of note, Vassilev
et al. (2015) reported that STARD3-GFP was implicated
in cholesterol delivery in the PM at the expense of the
ER in MCF7 cells. As we observed an opposite results in
HeLa cells, where STARD3 expression is associated
with cholesterol accumulation in endosome and choles-
terol reduction at the PM (Wilhelm et al., 2017),
we overexpressed an untagged version of STARD?3 in
MCEF7 cells and looked at cholesterol distribution. We
could not confirm Vassilev et al. (2015) observations; in
MCF7 cells, STARD3 expression results in cholesterol
accumulation in late endosomes and a reduction of PM
cholesterol (our unpublished data).

Membrane Tethering Boosts Sterol Transport by
the START Domain

In vivo studies support the model in which STARD3
and VAP-made late endosome—ER contacts allow cho-
lesterol transport. To have direct evidence of this trans-
port, we reconstituted the tethering complex in vitro
using recombinant proteins and synthetic liposomes.
As mentioned earlier, compared with STARD4, and
indirectly with Lamp proteins (Taca et al., 2015;
Jentsch et al., 2018), the sterol transfer function of the
soluble START domain of STARD3 is modest. But in
contrast to STARD4, which is free, STARD3 is hooked
on endosomes by the MENTAL domain and attached to
the ER by a FFAT-MSP interaction (Figure 4). To test
sterol transport in this defined context, contact sites were
mimicked in vitro, by STARD3-decorated endosome-
like liposomes and VAP-decorated ER-like liposomes,
and sterol transport was measured in real time using a

fluorescence resonance energy transfer-based assay
(Mesmin et al., 2011; Moser von Filseck, Vanni,
Mesmin, Antonny, & Drin, 2015). In this in vitro setting,
within the first second, endosome-ER contact formation
occurred and was associated with a fast sterol transport;
the equilibrium in sterol between both populations of
liposomes was reached within few minutes. The initial
transport rate was about 24 sterol molecules/min
transported by one STARD3 molecule, an order of mag-
nitude higher than unattached STARD3 (Wilhelm et al.,
2017). This was not observed for START-like proteins;
curiously, the sterol transfer capacity of Lam2p/Ysp2p
and Aster B/GramDI1b is not favored by tethering
(Horenkamp et al., 2018). In the case of STARDS3,
sterol transport assays are consistent with in vivo studies
(Wilhelm et al., 2017), showing that the complex formed
by STARD3 and VAP in membrane contacts functions
as an independent molecular machine transferring ster-
ols in a rapid manner.

STARD3/VAP Contacts Move Cholesterol From the
ER to Endosomes

It was first thought that STARD?3 could export LDL-
derived cholesterol from endosome to the ER where it is
esterified. Many lines of evidence are against this idea:
the expression of STARD3 in different cell lines includ-
ing CHO, HeLa, and cells being CV-1 (simian) in Origin
(COS) results in cholesterol accumulation in endosomes
(Alpy et al., 2001; Holtta-Vuori et al., 2005; Liapis et al.,
2012). In addition, STARD3 overexpression did not
cause a significant change in cholesterol esterification
(Liapis et al., 2012). Finally, STARD3 expression in
NPC1- and NPC2-deficient fibroblasts does not alleviate
cholesterol accumulation in endosomes, it rather
increases sterol load (Alpy et al., 2001, 2002; Holtta-
Vuori et al., 2005). To have a better insight on the
source of cholesterol mobilized by STARD3/VAP con-
tacts, we labeled cholesterol in situ in cells expressing
STARD3, in the absence of LDL cholesterol, and in
the absence of de novo synthetized cholesterol. Of inter-
est, while the absence of LDL-derived cholesterol had no
significant effect on cholesterol accumulation driven by
STARD3, in the absence of de novo synthesis, choles-
terol was not accumulated in endosomes. These results
support the notion that STARD3/VAP contacts are
involved in the delivery of neosynthetized cholesterol
in endosomes (Wilhelm et al., 2017). The cellular pro-
cesses involved in sterol uptake and synthesis are tightly
regulated by the transcription factors from the SREBPs
family (Horton, Goldstein, & Brown, 2002). Notably,
SREBP-2 is a transcriptional regulator of genes partici-
pating in the synthesis and uptake of cholesterol. We
were surprised to note that the endosomal-cholesterol
accumulation and PM depletion driven by STARD?3/
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VAP contacts were imperceptible to the SREBP2 tran-
scription factor despite the fact that the pathway was
still functional (Wilhelm et al., 2017). All these results
suggest that different pools of cholesterol coexist in
endosomes, notably the LDL-cholesterol en route to
the ER, and a pool of newly formed cholesterol
moving to endosomes.

STARD3/VAP Contacts Modulate the Inner
Membrane Composition of Endosomes

Endosomes are cholesterol rich organelles, and therefore
bringing more cholesterol from the ER to endosomes
appears counterintuitive. One recent study showed that
cholesterol can move from the ER to endosomes. Eden
et al. (2016) reported that ER—endosome contacts made
by Annexin Al and S100A11 support cholesterol trans-
port by ORPIL from the ER to endosome in the context
of Epidermal Growth Factor signaling. This ER-
to-endosome transport made by ORPIL and VAP is
involved in the formation of endosome intraluminal
vesicles (Eden et al., 2016). Actually, the morphology
of endosomes under conditions of VAP/STARD?3 con-
tacts is changed. Endosomes with homogenous intralu-
minal vesicles were rarer in these cells compared with
control cells. The endosomes were generally pleomor-
phic and enriched in internal membranes including mul-
tilamellar and multivesicular structures (Wilhelm et al.,
2017). Given that the complex formed by STARD3 and
VAP fluxes cholesterol toward endosomes, this pool of
cholesterol might be preferentially used to make inner
membranes in endosomes.

STARD3, More Than a Cholesterol
Transporter

A surprising function for STARD3 was discovered in
silkworms (Bombyx mori). Silkworm larvae build
cocoons in silk which naturally displays a yellow color.
This color results from the presence of carotenoids in the
silk, a chemical which is not synthetized by these animal
but taken up from mulberry leaves through the alimen-
tation (Sakudoh et al., 2007; Sakudoh & Tsuchida,
2009). Genetic analyses showed that in silkworms, the
STARD?3 gene has evolved to produce two different pro-
teins by alternative promoter usage and splicing:
A START-only protein named carotinoid-binding pro-
tein which is involved in carotenoid transport in the silk
glands, and Bombyx mori Startl, which has the same
structure as STARD3 found in other animals, and is
likely involved in cholesterol transport (Sakudoh,
Tsuchida, & Kataoka, 2005; Tabunoki et al., 2002). Of
note, in humans, two carotenoids, lutein and zeaxanthin,
accumulate in the central region of the retina, the macula
lutea, that is responsible for central vision. The name

macula lutea originates from the yellow color of this
structure, which results from the presence of carote-
noids. Interestingly, a carotenoid-binding protein was
purified from human retina (Bhosale et al., 2009). This
protein binds lutein with a K; of 0.45 uM. Based on the
molecular weight of this protein and its detection by
anticarotinoid-binding protein antibodies, STARD3
was proposed to be the carotenoid-binding protein in
human eyes (Bhosale et al., 2009). Accordingly, the
START domain of STARD3 was shown to bind lutein
with a K, similar to that of cholesterol of 0.45uM
(Li, Vachali, Frederick, & Bernstein, 2011). These data
suggest that STARD?3 might be responsible for caroten-
oid accumulation in the human retina, thus implying
that STARD3 could bind several ligands, and therefore
have a general function in cholesterol transport and a
specialized role in the retina.

STARD3 has been recently incriminated in viral
infection and replication. Actually, factors implicated
in endocytosis and intracellular cholesterol homeostasis
are generally needed for viral infection. The NPC1 pro-
tein has been shown to be essential for filovirus infection
notably Ebola virus infection (Carette et al., 2011; Cote
et al., 2011; Herbert et al., 2015). In that case, the protein
itself acts as a viral receptor. However, for many other
viruses, endosomal cholesterol contributes to their entry
and replication: notably Chikungunya, Zika, West Nile,
and Dengue viruses (Wichit et al., 2017). Of interest,
a recent publication reported that NPC1 and STARD?3
were implicated in the entry and replication of Hepatitis
C virus, and not of the Dengue virus (Stoeck et al.,
2018). While the molecular mechanism implicating
STARD?3 is not known, it might bring cholesterol to
the replication organelle, a structure composed of
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Figure 5. Title visual narrative. MENTAL: MLN64 N-terminal
domain; FFAT: two phenylalanines in an acidic tract motif; START:
steroidogenic acute regulatory-related lipid transfer domain; ER:
endoplasmic reticulum; STARD3: steroidogenic acute regulatory-
related lipid transfer domain-3.
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single and double membrane vesicles (Romero-Brey
et al., 2012). This study supports the idea that individual
LTPs like STARD3 may represent new vulnerabilities
for many viruses.

Conclusion

STARD?3 is an LTP able to transport cholesterol; the
different structural and functional regions present in
the protein cooperate to ensure a fast and efficient intra-
cellular transport of cholesterol between endosomes and
the ER (Figure 5). The fact that STARD3 can partner
with three different ER receptors (VAPs and MOSPD?2)
suggests that it might be involved in the transport of
different pools of cholesterol, coming and leaving endo-
somes, involving the ER and perhaps other organelles
and LTPs. Along this line, the physiological relevance of
a complex made of STARD3 and MOSPD?2 on intracel-
lular lipid transport needs to be addressed. The isolation,
purification, and molecular characterization of the con-
tacts made by STARD?3 under different conditions will
clarify its role in pathophysiological pathways. In addi-
tion, structure function experiments with the complete
protein in complex with either VAP or MOSPD2 will
help to capture the mechanism of sterol transport. The
role of STARDNL, the START domain-less protein,
remains enigmatic and should be clarified. We speculate
that STARD3NL assists STARD3 by the creation of
microdomains at the surface of late endosomes ready
to assemble into extended membrane contact sites and
to store a pool of cholesterol to be transferred by the
START domain. The role of STARD?3 in binding and
trafficking other ligands has been established in silk-
worm and in the human retina; more studies are
needed to understand the function of this transport.
STARD3/VAP and STARD3/MOSPD?2 complexes are
examples of a growing number of molecular complexes
implicated in inter-organelle communication and
exchange, and their characterization will provide new
insights about intracellular communication and lipid
distribution.
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A. STARD?3 appartient a Pamplicon HER?2

Le géne STARD3 est situé¢ a 40 kb du gene HER?2 sur le chromosome 17. STARD3
appartient a la plus petite région commune d’amplification au niveau 17q12-q21
. Dans les cellules de cancer
HER2+, il existe une forte corrélation entre le nombre de copies d'ADN du gene STARD?3 et les
niveaux de transcription, suggérant que I'amplification du geéne est principalement responsable
de sa surexpression. En plus de la proximité génique de STARD3 et HER? participant a leur co-
amplification, ces deux genes partagent des facteurs de transcription communs. Ils ont tous les
deux des sites de reconnaissance pour les facteurs de transcription de la famille Sp1 (Specificity
protein 1) dans leurs promoteurs proximaux . STARD3 et HER2 sont donc

co-amplifiés et co-surexprimeés dans 98 % des cancers HER2+

B. Implications biologiques de STARD3 dans le cancer HER2+

STARD3 est surexprimée par les cellules épithéliales cancéreuses dans les cancers du
sein HER2+ . Des études sur
des modeles cellulaires de cancers du sein HER2+ ont montré que STARD3 est essentielle pour
la croissance des cellules HER2+ . De
maniére intéressante, 1’effet de STARD?3 sur la croissance cellulaire est limité aux cellules
HER?2 positives. En effet, dans des cellules ne présentant pas d’amplification en 17q12-q21,
I’inhibition d’expression de STARD3 n’affecte pas leur croissance

Sahlberg et al. ont également montré que la perte de STARD3 dans des lignées
cellulaires HER2+ provoque une diminution de la croissance cellulaire, une diminution de la
prolifération cellulaire, une diminution de la phosphorylation d’Akt et une apoptose accrue

L’effet de STARD3 sur la prolifération cellulaire est encore plus
prononcé lorsque STARD3 et HER2 sont co-inhibés.

Récemment, une étude a montré que STARD3 participe a la prolifération et a la
migration de cellules de cancers gastriques HER2+ . Ils ont montré que la
perte d’expression de STARD3 diminue la croissance des cellules de cancers gastriques HER2+
et induit un blocage des cellules en phase G2/M du cycle cellulaire.

58



De plus, Cai et al. ont montré que STARD3 influence I’adhésion cellulaire
. Dans des cellules de cancer du sein triple négatives ou surexprimant le récepteur aux
cestrogénes (non amplifiées pour HER2), la perte d’expression de STARD3 augmente
I’adhésion cellulaire et augmente I’expression de la protéine FAK (Focal Adhesion Kinase).
STARD3 pourrait donc contribuer a la progression tumorale des cancers du sein en régulant les
capacités d’adhésion des cellules cancéreuses. Cependant, le mécanisme moléculaire n’est pas
encore compris et ce résultat nécessite d’étre confirmé dans des cellules amplifiées pour HER2.
En conclusion, I’ensemble des études publiées s’accordent et incriminent STARD3 dans
la croissance des cellules HER2+. Toutes ces études ne proposent pas de mécanisme
moléculaire expliquant cette fonction spécifique de STARD3. L’hypothése défendue par notre
équipe est que les cellules amplifiées pour HER2 sont devenues dépendantes de STARD3 pour
leur croissance en paralléle de leur transformation cancéreuse. Les travaux du laboratoire ont
montré le role de STARD3 dans I’homéostasie intracellulaire du cholestérol
. Ces données mécanistiques ont permis d’établir un rationnel quant au réle de STARD3
dans la croissance des cellules HER2+. En effet, au début de ma thése, nous avons émis
I’hypothese que STARD3, en modifiant la composition lipidique de la membrane plasmique,

modifierait la signalisation issue de HER2.

C. STARD3 est un marqueur de mauvais pronostic

Une ¢étude clinique a montré qu’un niveau d’expression élevé de STARD?3 est corrélé a
des stades avancés de la classification TNM, a la propagation de la tumeur et a une diminution
de la survie des patientes atteintes d’un cancer du sein . De plus, deux autres
équipes ont étudié I'amplification du gene STARD3 comme marqueur pronostique dans une
cohorte de cancers du sein HER2+. Lamy et al. ont inclus 86 patientes et n'ont trouvé aucune
association entre STARD3 et la survie globale et sans rechute , tandis que
Vinatzer et al. ont établi une cohorte de 136 patientes et ont montré une relation statistiquement
significative entre I’expression de STARD3 et la survie globale et sans maladie

. Une autre étude s’est concentrée sur l'expression de la protéine STARD3 dans une
cohorte rétrospective de 2200 patientes atteintes d'un cancer du sein, HER2 positifs et négatifs,
afin d'évaluer I'impact pronostique de STARD3 . Dans 85.6 % des cas, la
surexpression de STARD?3 est corrélée a celle de HER2 et a une diminution de la survie globale

des patientes. Ainsi, Vinatzer et al et Vassilev et al ont montré que STARD3 est un marqueur
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de mauvais pronostic. Cependant, dans les deux cas, il a ét¢ montré que STARD3 n’est pas un
marqueur pronostic indépendant de HER2. Pour Vinatzer et al, I’intérét d’utiliser STARD3
comme marqueur pronostic serait d’ordre pratique. En effet, en clinique, lorsque le score de
HER2 mesuré par immunohistochimie est intermédiaire, les laboratoires doivent réaliser une
FISH afin de diagnostiquer un cancer HER2+ de mauvais pronostic. Ainsi, il serait plus facile
en pratique d’étudier la surexpression de STARD3 par immunohistochimie pour les laboratoires

non équipés de FISH.

D. STARD?3 est une cible potentielle pour lutter contre la résistance aux thérapies

Afin d’étudier le rdle des geénes de I’amplicon dans la résistance aux thérapies ciblées,
Salhberg et al., ont utilisé des lignées cellulaires HER2+ résistantes au trastuzumab
. Ils ont étudié la viabilité de ces différentes lignées cellulaires apres transfection
avec des combinaisons d’ARN interférents (siRNA) permettant d’inhiber 1’expression des
genes de ’amplicon et apres traitement avec le trastuzumab. IIs ont montré que I’inhibition de
STARD?3 potentialise I’apoptose induite par le trastuzumab dans une lignée cellulaire résistante
a la drogue
Aussi, une seconde étude a montré que I’expression de STARD3 est significativement

augmentée dans une lignée cellulaire résistante au lapatinib par rapport a la lignée parentale

Ces résultats suggerent donc que STARD3 participe a la résistance aux thérapies anti-

HER2.

E. STARD3 est un marqueur prédictif de 1a réponse aux thérapies

Une premiere étude sur une petite cohorte a identifi¢ STARD3 comme un biomarqueur
de réponse a un inhibiteur d’Akt dans un essai clinique de phase Ib . Au
cours de cette étude, 16 patients atteints d’un cancer métastatique HER2 positif (12 cancers du
sein, 3 cancers gastriques et 1 cancer de I’cesophage) ont été traités toutes les semaines par
I’inhibiteur d’Akt MK-2206 en combinaison avec le paclitaxel et le trastuzumab. L’analyse de
I’expression des geénes par séquencage de ’ARN a montré que dans ces tumeurs, STARD3
représente un important marqueur prédictif de réponse puisque son niveau d’expression était
corrélé a la réponse des patients au MK-2206.
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De plus, en 2013, un laboratoire a voulu identifier des signatures moléculaires qui
pourraient étre utilisées afin d’attribuer un traitement spécifique et individuel a chaque patiente
atteinte d’un cancer du sein . Ils ont d’abord analysé les signatures
omiques (niveau d’expression d’ARNm, expression protéique, nombre de copies des genes,
méthylation du promoteur, mutations génétiques, séquencage de I’ARN) de 70 lignées
cellulaires de cancer du sein tous types confondus. Ils ont ensuite traité ces lignées par 90
composés thérapeutiques. Les composés utilisés comprennent des agents cytotoxiques
classiques comme les taxanes ou les anthracyclines mais également des thérapies ciblant les
récepteurs hormonaux ou les récepteurs tyrosine kinase. Ils ont réalisé des tests d’inhibition de
croissance pour chaque composé et chaque lignée afin d’obtenir une concentration de
médicament inhibant la croissance de 50% des cellules. Cela a permis de classer les lignées
cellulaires en lignées résistantes ou sensibles a chaque composé. L’ensemble des données
(caractéristiques moléculaires et réponses thérapeutiques) a été obtenu pour 48 lignées
cellulaires. La corrélation entre la réponse thérapeutique a chaque composé et les signatures
omiques de chaque lignée a ensuite été analysée par des techniques biostatistiques. Ces
signatures permettent de prédire la réponse thérapeutique pour 51 composés testés. Pour 13 de
ces 51 composés, la réponse thérapeutique est corrélée au sous-type moléculaire de la lignée
cellulaire. Ainsi, 1’utilisation du sous-type transcriptionnel seul peut prédire la réponse
thérapeutique de certains composés. Par exemple, la sensibilité au lapatinib est spécifique aux
patientes HER2+. Cependant, pour 65% des composés testés, un profilage génétique et
moléculaire complet des lignées cellulaires permet une prédiction de réponse thérapeutique plus
précise. Les génes identifiés comme prédicteurs de réponse thérapeutique codent pour des
protéines intervenant dans différentes voies de signalisation ou processus cellulaires comme la
régulation du cycle cellulaire, la régulation de la mort cellulaire, le métabolisme, I’activité des
protéines kinase ou encore la polymérisation des microtubules. Parmi les geénes identifiés
comme signature de réponse thérapeutique, les auteurs ont montré que STARD3 est un bon
prédicteur de réponse au lapatinib . Aujourd’hui, la personnalisation des
traitements des cancers du sein est basée sur le statut du récepteur HER2 et du récepteur aux
cestrogenes mais les taux de réponse au trastuzumab et au tamoxiféne restent faibles
(respectivement 15-50 % et 25 %). Ainsi, les marqueurs de réponse basés sur le profilage
omique aideraient a choisir des options thérapeutiques plus appropriées pour les patientes triple
négatives et permettraient d’identifier des traitements secondaires pour celles qui ne répondent

pas aux thérapies anti-HER2 ou a I’hormonothérapie.
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Enfin, une étude rétrospective sur I’intérét de STARD3 comme marqueur prédictif de la
réponse aux thérapies ciblées anti-HER2 a été menée au laboratoire en collaboration avec
I’hopital de Hautepierre . Dans cette étude, une cohorte de 62
patientes diagnostiquées d’un cancer du sein HER2+ entre 2011 et 2017 a ¢été utilisée. Elles
présentaient toutes un score HER2 3+ par immunohistochimie et ont été traitées par
chimiothérapie néoadjuvante avec trastuzumab puis par chirurgie. Parmi les 62 patientes, 27
ont présenté une réponse complete (43,5%) tandis que 35 ont partiellement ou n’ont pas
répondu au traitement (56,4%). Pour chaque patiente, un immunoscore de STARD3 a été évalué
par immunohistochimie sur la biopsie initiale faite lors du diagnostic. Toutes les patientes ayant
un score négatif de STARD3 ont présenté une réponse partielle ou absente au traitement. Ces
résultats suggerent que la surexpression de STARD3 pourrait étre utilisée en clinique comme
marqueur prédictif de réponse aux thérapies anti-HER2. En effet, les patientes présentant une
surexpression de HER2 due a une dérégulation transcriptionnelle et non a 1’amplification du
gene ne répondent pas au trastuzumab. La raison n’est pas connue mais peut-étre que dans ces
tumeurs, HER2 n’est pas le seul geéne « driver » de la maladie. Par conséquent, 1’analyse de la
surexpression de HER2 conjointement a celle de STARD3 par immunohistochimie pourrait étre
utilisée en clinique pour diagnostiquer les patientes HER2+ et pour confirmer 1’indication d’un
traitement par thérapie anti-HER2. En effet, les patientes HER2+ et susceptibles de répondre
au trastuzumab présentent une co-amplification de STARD3 et HER? et les techniques de FISH
permettant de diagnostiquer des amplifications de geénes ne sont réalisées qu’en cas
d’immunoscore HER2 intermédiaire du fait du colt élevé de cette méthode. Tout comme
Vinatzer I’avait suggéré, STARD3 n’est pas un marqueur indépendant de HER2 mais pourrait
étre utilisé comme marqueur prédictif additionnel en cas de doutes de I’amplification de HER2.
En pratique, il est plus simple et moins colteux de réaliser une immunohistochimie

supplémentaire plutot qu'une FISH.

En conclusion, les cancers du sein HER2+ ne dépendent pas uniquement de I'oncogene
HER?2 mais ¢également de STARD3. STARD3 n’est pas directement oncogénique, mais il est
devenu nécessaire a la progression tumorale. Ceci est conforme au concept d’addiction a des
«non oncogenes » dans les cellules cancéreuses. Ainsi, I’étude du mécanisme moléculaire
d’addiction des cellules HER2+ pour STARD3 était nécessaire avant d’envisager STARD3
comme une cible thérapeutique pour un traitement combinatoire avec les thérapies anti-HER2

existantes. De plus, les études cliniques concernant le role de STARD3 comme marqueur
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pronostic et prédictif de réponse thérapeutique ne sont pas claires. Ainsi, I’étude concernant
l'intérét potentiel de STARD3 comme biomarqueur prédictif de la réponse aux thérapies
néoadjuvantes anti-HER2 permettra d’apporter plus d’informations quant a la signification
clinique de la surexpression de STARD3 . Ce travail, encore en

cours, est réalisé en collaboration avec les cliniciens du CHU de Strasbourg.
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STARD3 est un transporteur spécifique du cholestérol au sein de la cellule. C’est
pourquoi la derniére partie des rappels bibliographiques porte sur le métabolisme du cholestérol

et sur son role dans les cancers.

Le cholestérol est un lipide appartenant a la famille des stérols. Il est retrouvé
uniquement chez les mammiféres. Le cholestérol est remplacé par des phytostérols chez les
plantes et par I’ergostérol chez la levure. Son nom vient du grec ancien. Chole signifie bile et
stereos signifie solide, du fait qu'il a été identifié¢ pour la premiere fois comme un composant
solide des calculs biliaires. En effet, le cholestérol a été isolé pour la premicre fois a partir de
calculs biliaires en 1768 par Francgois Poulletier de la Salle. Mais ce n'est qu'en 1816 que le
chimiste francais Michel Eugene Chevreul a identifié et purifié cette substance cristalline a
partir de calculs biliaires et 1'a nommée cholestérol

Le cholestérol contient quatre cycles carbonés formant le noyau stéroide, un groupement
hydroxyle pouvant étre estérifi¢ par des acides gras et une chaine hydrocarbonée. Du fait de de
sa composition, le cholestérol est hydrophobe. Cependant, la présence du groupe hydroxyle
rend cette molécule également partiellement hydrophile, ce qui lui confére une propriété
amphiphile, caractéristique des composants lipidiques des membranes cellulaires.

Le cholestérol est un composé important des membranes cellulaires, en particulier de la
membrane plasmique ou il est retrouvé en plus grande quantité

. En effet, la membrane plasmique, puis 1’appareil de Golgi et les
endosomes, et enfin le RE et les mitochondries contiennent respectivement de forte, moyenne
et faible concentrations de cholestérol . Les taux de cholestérol dans les membranes
intracellulaires sont constamment ajustés pour correspondre aux fonctions spécifiques de
chaque organite. Le cholestérol est maintenu a un niveau élevé dans la membrane plasmique du
fait de sa fonction de barriere avec le milieu extérieur, tandis que des niveaux bas sont trouveés
dans le réticulum endoplasmique ou le cholestérol intervient dans le contrdle de sa propre
synthese. En effet, 60 a 70 % du cholestérol cellulaire est localisé dans la membrane plasmique

tandis que le réticulum endoplasmique n’en contient que 5 %. Ce gradient de concentration en
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Figure I15 : Composition lipidique des différentes membranes cellulaires

Les données de composition lipidiques sont exprimées en pourcentage total de
phospholipides (PL) chez les mammiferes (bleu) et la levure (bleu clair). Comme mesure de
la teneur en cholestérol, le rapport molaire du cholestérol (CHOL) aux phospholipides est
indiqué en gras . (D’aprés Van Meer et al., 2008)



cholestérol est donc important pour le transport de lipides entre les différentes membranes
cellulaires

Le cholestérol s’insere entre les phospholipides pour former la bicouche lipidique de la
membrane plasmique et seul le groupe hydroxyle fait face a I'environnement extérieur

. Son positionnement dans la bicouche lipidique et son interaction

avec d'autres lipides ont un rdle important dans la fluidit¢ de la membrane. En effet, le
cholestérol a pour role de rigidifier les membranes. En interagissant avec la sphingomyéline, il
permet la formation de phases liquides ordonnées plus compactes et moins fluides appelées
radeaux lipidiques . Ces microdomaines de la membrane plasmique sont des
structures dynamiques riches en cholestérol et en sphingomy¢line
Les radeaux lipidiques servent d’ancrage a des protéines fonctionnelles et sont impliqués dans
la transduction du signal intracellulaire . En effet, les radeaux
lipidiques favorisent les interactions protéine-protéine spécifiques ce qui entraine l'activation
de cascades de signalisation. Les radeaux lipidiques peuvent donc étre vus comme des
plateformes ou se concentrent des récepteurs.

Enfin, le cholestérol est également le précurseur de nombreuses molécules comme les
hormones stéroidiennes (cortisone, costisol, aldostérone), les hormones sexuelles (cestrogene,

progestérone et testostérone), la vitamine D (cholécalciférol) ou encore les sels biliaires.

Dans la cellule, le cholestérol peut provenir de deux voies différentes : la voie endogene
caractérisée par la synthése de novo du cholestérol dans le réticulum endoplasmique et la voie
exogene avec les lipoprotéines. Selon le type cellulaire, I’apport de cholestérol par chacune de
ces deux voies est tres variable . En effet, chaque cellule régule
étroitement ses niveaux de cholestérol en controlant la synthese, 1'estérification et 1'absorption

exogene du cholestérol.

A. La biosynthése du cholestérol

La synthése du cholestérol a lieu dans le réticulum endoplasmique et implique de
nombreuses réactions enzymatiques . La synthése du

cholestérol débute a partir de l'acétyl-CoA, qui est principalement issu d'une réaction
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Figure 116 : Représentation schématique de la membrane plasmique

La bicouche lipidique de la membrane plasmique est constituée d’un feuillet interne et d’un
feuillet externe. Le cholestérol s’insére entre les glycérolipides et les sphingolipides. Chaque
lipide possede une téte polaire orientée vers I’extérieur de la membrane et une queue
apolaire orientée vers l'intérieur. Les radeaux lipidiques sont des microdomaines de la
membrane enrichis en cholestérol et sphingomyéline qui servent d’ancrage a des protéines
fonctionnelles. (D’aprées Pollard et al., 2008)



d'oxydation dans les mitochondries. Cependant, I'acétyl-CoA peut également étre dérivé de
l'oxydation cytoplasmique de I'é¢thanol par l'acétyl-CoA synthétase. L'acétyl-CoA est ensuite
converti en 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-CoA (HMG-CoA) par 1’enzyme HMG-CoA
synthétase. Puis 'HMG-CoA est convertie en mévalonate par 'HMG-CoA réductase
(HMGCR) . Cette réaction est I’étape limitante de la synthése du cholestérol et est
réalisée grace au NADPH, qui est utilis¢ comme cofacteur pour toutes les réactions de réduction
tout au long de la synthése du cholestérol. Le mévalonate subit ensuite une série de
phosphorylations et une décarboxylation pour donner un isoprénoide, le pyrophosphate
d'isopentényle (IPP). Une série de réactions de polymérisation se produit, catalysées par la
squaléne synthase, conduisant a la production de squaléne. La conversion du squaléne en
lanostérol puis en cholestérol nécessite 19 étapes de réaction supplémentaires comprenant des

réactions de cyclisation et d’oxydo-réduction.

B. Le cholestérol exogéne

Un mécanisme paralléle a la biosyntheése du cholestérol a été mis en place afin de
capturer le cholestérol présent dans le milieu extracellulaire appelé cholestérol exogéne. Du fait
de son caractére hydrophobe, le cholestérol n’est pas soluble dans le sang et doit étre transporté
grace a des particules, les lipoprotéines. La fonction premiere des lipoprotéines est le transport
et I'acheminement des acides gras, du triacylglycérol et du cholestérol vers et depuis les cellules
cibles de nombreux organes

Les lipoprotéines sont des particules complexes qui ont un noyau hydrophobe contenant
des lipides non polaires, principalement des esters de cholestérol et des triglycérides. Ce noyau
hydrophobe est entour¢ d'une membrane amphiphile composée de phospholipides, de
cholestérol libre et d'apolipoprotéines Les
lipoprotéines sont divisées en cinq classes selon leur taille, leur composition lipidique et leurs
apolipoprotéines . Les apolipoprotéines jouent un role dans la formation et la
structure des lipoprotéines, elles servent de ligands pour les récepteurs des lipoprotéines

et elles dirigent les lipoprotéines vers les sites appropriés du
métabolisme

Les lipoprotéines sont classées en fonction de leur densité. On distingue les
chylomicrons, les VLDL (Very Low Density Lipoprotein), les IDL (Intermediates Density
Lipoprotein), les LDL (Low Density Lipoprotein) et les HDL (High Density Lipoprotein).
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Figure 117 : La biosynthese du cholestérol dans le réticulum endoplasmique
L'acétyl-CoA est converti en HMG-CoA par I’enzyme HMG-CoA synthétase. L'HMG-CoA
est ensuite convertie en mévalonate par 'HMG-CoA réductase (HMGCR). Le mévalonate
subit ensuite une série de phosphorylations et une décarboxylation pour donner le
pyrophosphate d'isopentényle (IPP). Une série de réactions catalysées notamment par la
squaleéne synthase, conduisent a la production de squaleéne. Enfin, le squaléne est converti en
lanostérol puis en cholestérol.



Comme les lipides ont une densité inférieure a celle de 1'eau, la densité des lipoprotéines dépend
du rapport entre les lipides et les protéines. Plus le ratio lipides/protéines est faible, plus les
lipoprotéines sont denses

Les chylomicrons sont les plus grandes lipoprotéines. Elles ont le plus grand rapport
lipides/protéines (environ 90 % de lipides) et donc la plus faible densité. Les chylomicrons sont
produits par les entérocytes et incorporent les lipides absorbés lors de 1’alimentation par les
cellules de la paroi intestinale . La teneur en triglycérides, en
esters de cholestérol et en cholestérol libre de ces particules provient donc de la digestion des
graisses alimentaires. Les chylomicrons sont ensuite sécrétés dans la circulation lymphatique
puis dans la circulation sanguine. Leurs principales destinations sont le muscle cardiaque, le
muscle squelettique, le tissu adipeux et le tissu mammaire en lactation.

Les VLDL sont des lipoprotéines synthétisées par le foie et sont riches en triglycérides.
Son réle est également de délivrer des triglycérides, des esters de cholestérol et du cholestérol
aux tissus périphériques. L'élimination des triglycérides des VLDL par le muscle et le tissu
adipeux entraine la formation de particules IDL qui sont enrichies en cholestérol.

Les LDL sont dérivées des particules VLDL et IDL et elles sont encore plus enrichies
en cholestérol et en esters de cholestérol. Les LDL transportent la majorité du cholestérol qui
se trouve dans la circulation sanguine. Il a ét¢ montré qu’une abondance de particules LDL est
associée a une hypertriglycéridémie, un faible taux de HDL, a une obésité et au diabéte de type
2. La décharge du contenu lipidique des LDL aux cellules nécessite la reconnaissance de
'apoprotéine ApoB par un récepteur situé a la surface des cellules. Lorsque 1’apoprotéine est
liée au récepteur des LDL (LDLR), le complexe LDLR-LDL est endocyté. La baisse du pH
dans les endosomes permet la dissociation du complexe LDLR-LDL. Le récepteur est ensuite
recyclé a la membrane plasmique tandis que la particule de LDL est dégradée dans les
lysosomes et libére son contenu a l'intérieur de la cellule

. La découverte du processus d'absorption cellulaire des particules de LDL
par Michael Brown et Joseph Goldstein leur a valu le prix Nobel de Physiologie et de Médecine
en 1985 . De plus, il a ét¢ montré que des mutations du gene codant
pour le récepteur aux LDL induisent des défauts d’internalisation du complexe LDLR-LDL
responsable d’une augmentation du taux de LDL dans le sang et jouant un role majeur dans des

maladies comme [I’hypercholestérolémie familiale
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Figure 118 : Les lipoprotéines plasmatiques

A. Représentation schématique des lipoprotéines. Les lipoprotéines sont constituées d’un
noyau hydrophobe contenant des lipides non polaires (esters de cholestérol et triglycérides)
et d’une membrane hydrophile composée de phospholipides, de cholestérol libre et

d'apolipoprotéines.

B. Les lipoprotéines sont classées en fonction de leur densité. Elles se différencient les une
des autres en fonction de leur composition lipidique et de leurs apolipoprotéines. (D’apres

Feinglod and Grunfeld, 2015)



Les HDL quant a eux sont impliqués dans le transport réverse du cholestérol, c’est-a-
dire le transport du cholestérol des tissus périphériques vers le foie. Il a été montré que le flux
de cholestérol des macrophages vers les HDL joue un réle majeur dans la protection contre le

développement de I'athérosclérose et des maladies cardiaques

Ainsi, en fonction de leurs besoins, les cellules sont capables de néosynthétiser du
cholestérol au niveau du réticulum endoplasmique mais également de capter le cholestérol

exogene en endocytant des lipoprotéines LDL.

Les cellules périphériques accumulent le cholestérol par I'absorption des lipoprotéines
circulantes et la biosynthese du cholestérol. Les cellules des organes stéroidogéniques peuvent
convertir le cholestérol en hormones stéroidiennes. Cependant, la plupart des cellules ne sont
pas capables de cataboliser le cholestérol. C’est pourquoi un mécanisme de transport réverse
du cholestérol a été mis en place. Le transport réverse du cholestérol est défini comme le
transport du cholestérol des cellules périphériques au foie par les HDL pour son excrétion dans
la bile

Les HDL sont les principales lipoprotéines impliquées dans ce processus. Tout d'abord,
l'intestin et le foie synthétisent la protéine Apo A-1, I’apolipoprotéine majeure des HDL, qui
entre dans la circulation sanguine et se dirige vers les tissus périphériques. Puis, le cholestérol
est transporté¢ de la membrane plasmique des cellules périphériques a la protéine Apo A-1.
L’efflux de cholestérol vers 'Apo A-I nouvellement synthétisée est facilité par les transporteurs
de la famille ABC (ATP Binding Cassette). Les transporteurs ABC forment une large famille
de protéines transmembranaires dont le rdle est de transporter des stérols a travers la membrane
plasmique . IIs utilisent I'hydrolyse de I'ATP comme source
d'énergie pour ce transport. Deux principaux transporteurs impliqués dans D’efflux du
cholestérol des macrophages vers les lipoprotéines HDL ont été décrits : ABCA1 et ABCGI

. ABCAI facilite le transport de cholestérol a la protéine Apo A-1 générant
un HDL «naissant » ou pré-B-HDL tandis que ABCGI transfert le cholestérol aux HDL
matures . Le transfert de cholestérol a la protéine Apo A-1 est appelée
lipidation de I’apolipoprotéine . De plus, les particules HDL « naissants »

peuvent également servir de substrats pour 1'exportation de cholestérol par ABCG1.
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Figure I19 : Le transport réverse du cholestérol

L'intestin et le foie synthétisent la protéine ApoA-1 qui entre dans la circulation sanguine et
se dirige vers les tissus périphériques. Les transporteurs ABC (ABCG1 et ABCA1) facilite le
transport du cholestérol aux particules HDL. Dans les HDL, I’enzyme LCAT catalyse la
réaction d’estérification du cholestérol. Les esters de cholestérol des HDL matures sont
absorbés par le foie soit par un transport direct via I’interaction avec le récepteur SR-BI soit
par un transport indirect via ’enzyme CETP qui transfert le cholestérol des HDL aux
LDL/VLDL. Enfin, les esters de cholestérol sont excrétés dans la bile. (D’apres Feinglod
and Grunfeld, 2015)



Le cholestérol qui est transféré des cellules vers les HDL est du cholestérol libre et est
localisé a la surface des particules de HDL. Afin de former de grandes particules sphériques de
HDL matures avec un noyau d'esters de cholestérol, le cholestérol libre a la surface des
particules de HDL doit étre estérifié. La LCAT (Lécithine-Cholestérol AcylTransférase), une
enzyme associée aux HDL, catalyse le transfert d'un acide gras des phospholipides vers le
cholestérol libre, ce qui entraine la formation d'esters de cholestérol
L'ester de cholestérol formé est alors capable de se déplacer de la surface de la particule HDL
vers le noyau. L'activité de ’enzyme LCAT est donc nécessaire a la formation de grandes
particules de HDL.

Une fois que le cholestérol est transféré des cellules aux particules HDL, il existe deux
voies pour que le cholestérol soit absorbé par le foie : un transport direct via ’interaction avec
le récepteur SR-BI (Scavenger receptor class B member 1) et un transport indirect via I’enzyme
CETP (Cholesteryl Ester Transfer Protein) . En effet, les particules de
HDL peuvent directement interagir avec les récepteurs hépatiques SR-BI, ce qui entraine
l'absorption sélective des esters de cholestérol des particules de HDL . Ce
mécanisme ne nécessite pas d’énergie. De plus, I’enzyme CETP peut également transférer le
cholestérol des particules de HDL vers des particules contenant de I'Apo B (VLDL et LDL) en
¢change de triacylglycérol, induisant 1'absorption de ces lipoprotéines par le foie

. Les esters de cholestérol absorbés dans le foie sont ensuite excrétés dans la bile.

Ainsi, il existe un mécanisme de transport réverse du cholestérol afin d’induire son
catabolisme. Ce processus de transport est réalisé par les lipoprotéines HDL et implique
différentes étapes et acteurs comme des transporteurs ABC, des récepteurs « scavenger » et des

enzymes.

L'homéostasie du cholestérol est essentielle au bon fonctionnement des cellules. La
perte d’homéostasie du cholestérol est la cause de nombreuses maladies dont les maladies
cardiovasculaires, mais aussi d'un nombre croissant d'autres maladies telles que les maladies
neurodégénératives et les cancers. Afin d’assurer I’homéostasie du cholestérol, il existe

différents mécanismes cellulaires impliquant les facteurs de transcription SREBPs, les facteurs
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de transcription LXRs, I’enzyme HMGCoA réductase ainsi que les micro-ARNs

A. Les facteurs de transcription SREBPs

La concentration en cholestérol dans les cellules est finement régulée par un systeme de
rétrocontrdle. En effet, le réticulum endoplasmique est principalement responsable de la
régulation de la synthése du cholestérol. Des protéines responsables de la détection des stérols
sont capables de fournir un contréle tres précis de la synthése du cholestérol au niveau de cet
organite. Afin de réguler les concentrations de stérols et ajuster leur synthése et absorption, les
cellules utilisent une famille de facteurs de transcription, les protéines SREBPs (Sterol
Regulatory Element-Binding Proteins),

Les protéines SREBPs sont une famille de facteurs de transcription qui régulent
I'homéostasie des lipides en contrélant l'expression de génes impliqués dans la synthese
endogene du cholestérol, des acides gras, du triacylglycérol et des phospholipides. Il existe trois
isoformes de SREBP présentant des roles différents dans la synthése des lipides : SREBP-1a,
SREBP-1c et SREBP-2 . Des études in vivo utilisant des souris
transgéniques et des souris knockout ont montré que SREBP-1c¢ est impliqué dans la synthése
des acides gras et le métabolisme du glucose (en particulier dans la lipogenese), tandis que
SREBP-2 est spécifique a la synthése du cholestérol . L'isoforme
SREBP-1a quant a lui semble étre impliquée dans les deux voies. Les facteurs de transcription
SREBPs sont synthétisés sous forme de précurseurs inactifs liés aux membranes du réticulum
endoplasmique.

SREBP-2 est appelé un « senseur » du cholestérol. Son activité est régulée par la teneur
en cholestérol cellulaire. A 1’état basal, SREBP-2 forme avec la protéine SCAP (SREBP
Cleavage-Activating Protein) un complexe retenu dans la membrane du réticulum
endoplasmique . En effet, SCAP interagit avec la protéine Insig-1 (Insulin-induced
gene 1 protein) afin de maintenir le complexe au niveau du réticulum . La
protéine SCAP agit comme une protéine chaperonne de SREBP-2 et est sensible aux taux de
cholestérol grace a son domaine SSD (Sterol Sensing Domain) (Levine, 2004a; Radhakrishnan
et al., 2004). Lorsque le taux de cholestérol cellulaire diminue, la protéine SCAP change de
conformation induisant la libération du complexe SREBP-2/SCAP

SREBP-2 est alors pris en charge par les vésicules de transport COP II afin d’étre transporté
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Figure 120 : Régulation de I’homéostasie du cholestérol

SREBP2 forme avec SCAP un complexe retenu dans la membrane du réticulum endoplasmique
par la protéine INSIG. Lorsque la concentration en cholestérol diminue, SCAP change de
conformation et le complexe SREBP2-SCAP est transporté dans le Golgi par des vésicules COP I1.
Dans le Golgi, SREBP2 est activé apres clivage par les protéases S1P et S2P. SREBP2 actif est
transporté dans le noyau ou il se fixe sur les séquences SRE afin d’induire la transcription de génes
cibles.

D’autre part, I’accumulation de lanostérol stimule la liaison de 'HMGCR a la protéine INSIG, ce
qui induit l'ubiquitination de 'HMGCR et sa dégradation dans le protéasome. (D’aprés Ikonen,
2008)



vers ’appareil de Golgi ou les protéases S1P (site 1 protease) et S2P (site 2 protease) clivent et
activent SREBP-2. Une fois activé, SREBP-2 migre dans le noyau et active la transcription de
genes cibles comme 1’enzyme HMG-CoA réductase ou le récepteur aux LDL

. En effet, I’ensemble des genes cibles possédent une séquence SRE (Sterol
Response Element) dans leurs régions promotrices permettant au facteur de transcription
SREPB-2 de se fixer et d’induire leur expression. L’activation de SREBP-2 entraine donc une
augmentation de la capture du cholestérol via I’endocytose des particules LDL ainsi qu’une
augmentation de la néosynthése du cholestérol. Enfin, le systéme ubiquitine-protéasome

dégrade SREBP-2

B. Les facteurs de transcription LXRs

Les récepteurs LXR (Liver X Receptor) sont des récepteurs nucléaires impliqués dans
I'homéostasie du cholestérol. Il existe deux isoformes des récepteurs LXR nommés LXRa et
LXRp qui sont régulées par la liaison de ligands physiologiques . Les ligands
naturels des récepteurs LXR sont des dérivés des stérols comme les oxystérols

. Chez 1'homme, LXRa et LXR[P sont situés respectivement sur le bras court du
chromosome 11 et le bras long du chromosome 19. Alors que LXRf est exprimé de manicre
ubiquitaire, LXRa est principalement exprimé dans le foie, les tissus adipeux et les
macrophages jouant donc un role important dans le métabolisme des lipides

. LXRa (447 acides aminés) et LXRP (460 acides aminés) partagent 77 % d’homologie
de séquence . Les récepteurs LXR contiennent quatre domaines principaux :
un domaine N-terminal d'activation indépendant du ligand, un domaine de liaison a I'ADN
(DBD), un domaine de liaison au ligand (LBD) et un domaine C-terminal d'activation
dépendante du ligand qui stimule la transcription de génes cibles en réponse a la liaison du
ligand et est nécessaire pour la liaison des co-activateurs ou co-répresseurs.

Lorsque les niveaux de cholestérol cellulaire sont €levés, les transporteurs ABCAT et
ABCG]1 sont surexprimés par le facteur de transcription LXR

. En effet, I'efflux de cholestérol est favorisé
par le récepteur LXR en réponse a un exces de cholestérol. Lors de la liaison du ligand, le
récepteur LXR s'hétérodimérise avec le récepteur RXR (Retinoide X receptor) pour réguler
positivement 1’expression de geénes cibles tels que ABCA1, qui catalyse la premiére étape du

transport réverse du cholestérol par les lipoprotéines HDL.
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Des ¢études in vivo ont montré que les souris déficientes en récepteurs LXR accumulent
des stérols dans leurs tissus et développent rapidement une athérosclérose
De plus, les agonistes synthétiques des récepteurs LXR sont capables de stimuler I'expression
de ABCA1 et promouvoir le transport réverse du cholestérol. Les agonistes des récepteurs LXR

représentent donc des cibles potentielles pour le traitement de maladies cardiovasculaires

C. L’enzyme HMG-CoA réductase

Le métabolisme du cholestérol est également régulé au niveau post-transcriptionnel par
divers mécanismes controlant 1’activit¢ de 'HMGCR. La conversion de 'HMG-CoA en
mévalonate par I'HMG-CoA réductase (HMCGR) est 1'étape limitante de la biosynthése du
cholestérol et est soumise a une régulation stricte. En plus d’avoir son expression contrdlée par
le facteur de transcription SREBP-2, ’activit¢ de THMGCR dépend de la présence de son
substrat, "HMG-CoA, au niveau du réticulum endoplasmique. De plus, "THMGCR posséde un
domaine senseur du cholestérol appelé domaine SSD (Sterol Sensing Domain) qui lui permet
de réguler son activité en fonction de la teneur en cholestérol dans la membrane du réticulum
endoplasmique

Le controle de la dégradation et phosphorylation de ’'HMGCR participe également a
I’homéostasie du cholestérol en contrdlant I’activité de ’"HMGCR. En effet, il a ét€ montré que
le lanostérol stimule la dégradation de 'HMGCR . Le lanostérol est le
premier stérol synthétisé a partir du mévalonate dans la voie des stérols. L’accumulation de
lanostérol stimule la liaison de 'HMGCR a la protéine INSIG, ce qui induit I'ubiquitination de
I'HMGCR sur deux lysines cytosoliques et sa dégradation ultérieure par le protéasome

. De maniére intéressante, il a également été montré que la protéine

kinase AMPK est capable de phosphoryler "THMGCR sur la sérine 871 et inhiber son activité
Du fait de son role majeur dans I’homéostasie du cholestérol, 'HMGCR est devenue la

cible de médicaments, les statines, qui sont utilisées en clinique pour traiter les

hypercholestérolémies et diminuer les taux de cholestérol sanguins
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D. Les micro-ARNs

En plus des mécanismes de régulation classiques, les micro-ARNs (miARNs) régulent
¢galement 1'expression de genes cibles dans le métabolisme du cholestérol. Les miARNs sont
des petits ARN non codants (~ 22 nucléotides) et simple brin qui régulent 1’expression post-
transcriptionnelle des genes. Dans la plupart des cas, les miARNSs interagissent avec la région
3" UTR des ARNm cibles portant une séquence homologue et induisent une dégradation des
ARNmM et une répression de la traduction

Plusieurs microARN ont été décrits dans la littérature comme régulant le métabolisme
des lipides, y compris les miR-122, miR-370, miR-378,miR-143, miR-27, miR-335 et miR-33

. Par exemple, miR-33 a été identifi¢ comme un
régulateur majeur de I’homéostasie du cholestérol. En cas de carence en cholestérol, miR-33
est co-transcrit avec SREBP-2 et SREBP-1 servant ainsi a augmenter les taux de cholestérol
cellulaires en régulant a la baisse 1’expression des transporteurs ABCA1 et ABCGI et donc en

limitant I'efflux de cholestérol

Ainsi, les micro-ARNs participent a la régulation de I’homéostasie intracellulaire du
cholestérol en intervenant post-transcriptionnellement et représentent donc de bons candidats

pour le traitement de maladies cardiovasculaires comme I’athérosclérose

La distribution correcte du cholestérol entre les membranes cellulaires est essentielle
pour de nombreuses fonctions biologiques notamment la transduction du signal ou le trafic
membranaire. Chaque organite posséde une composition en cholestérol unique adaptée a ses
fonctions. La régulation du transport intracellulaire de cholestérol est donc primordiale. Il existe
deux types de transport lipidiques au sein des cellules

: le transport vésiculaire constitué¢ principalement par I’endocytose et
I’exocytose et le transport non vésiculaire par I’ intermédiaire de protéines spécialisées, les Lipid
Transfer Proteins (LTPs), qui agissent au sein de régions de contact étroit entre organites

appelés sites de contact membranaire (MCS Membrane Contact Site)
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Figure 121 : Transport cellulaire des lipides
A. 1l existe différents types de transports lipidiques au sein des cellules : la diffusion (trés peu
efficace du fait de la nature hydrophobe des lipides), le transport vésiculaire et le transport non
vésiculaire par I’intermédiaire des Lipid Transfer Proteins (LTPs) qui agissent au niveau de
sites de contact membranaire. (D’aprés Holthuis and Levine, 2005)
B. Représentation schématique du transport vésiculaire

C. Représentation schématique des différents mécanismes de formation de sites de contact

entre organites.




. Le cholestérol peut étre transporté par ces deux voies

(vésiculaire ou non) mais la voie non vésiculaire reste majoritaire.

A. Transport vésiculaire du cholestérol

Le transport vésiculaire participe aux voies d’endocytose et de sécrétion et peut étre
divisé en plusieurs étapes
- La vésicule se forme a partir d’un bourgeon de la membrane donneuse. Au niveau de ce
bourgeon se trouve des protéines du manteau (clathrine, protéine COP I/I...) et des
protéines adaptatrices.

- Lavésicule est libérée dans le cytoplasme par scission et se déplace le long du cytosquelette.

- La vésicule est arrimée au niveau de la membrane acceptrice grice a des protéines
d’arrimage.

- La vésicule fusionne avec la membrane acceptrice en interagissant avec les protéines
SNARE et libére son contenu.

Le cholestérol peut étre transporté de la membrane d'un organite a un autre dans des
vésicules ou des tubules de transport . Le cholestérol est
synthétis¢ dans le RE et peut ensuite étre transporté vers la membrane plasmique par un
processus dépendant de 'ATP . Cependant, la voie vésiculaire ne joue qu'un
role mineur dans le transfert du cholestérol du site de synthése, le réticulum endoplasmique,
vers la membrane plasmique.

Aussi, il a été proposé que les cavéoles et la cavéoline jouent un réle important dans le
transport intracellulaire du cholestérol. Il semblerait que la cavéoline forme un complexe avec
des protéines chaperonnes permettant d’acheminer le cholestérol du réticulum endoplasmique
vers la membrane plasmique

Les cellules obtiennent également du cholestérol par endocytose de lipoprotéines LDL
qui interagissent avec leur récepteur a la surface des cellules. Une fois livrés aux endosomes
tardifs ou lysosomes, les esters de cholestérol des lipoprotéines LDL sont hydrolysés et le

cholestérol libre est rapidement recyclé vers la membrane plasmique
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B. Transport non vésiculaire du cholestérol

Le cholestérol est transport¢ dynamiquement entre les organites cellulaires
principalement par des mécanismes non vésiculaires. Le transport non vésiculaire du
cholestérol est médié par des protéines appelées LTP (Lipid Transfer Protein). Les LTPs sont
divisées en plusieurs sous-familles de protéines selon leur similarité de séquence et de structure

. Les LTPs sont capables de capter une molécule de lipide dans leur
poche hydrophobe et transférer ce lipide entre les membranes cellulaires
. De plus, il semble que I’action des LTPs soit facilitée au niveau de sites de contact
membranaire (MCS) . Les sites de contact membranaire sont des régions
cellulaires spécifiques caractérisées par un rapprochement entre deux organites distincts (<
30nm), qui permettent 1’échange de métabolites et d’informations . Ces
contacts sont formés par des interactions protéine-protéine ou protéine-lipide
Les MCS permettent de réduire la distance entre les organites et donc faciliter le transport des
lipides . Depuis leur découverte, de nombreuses LTPs impliquées dans le transport

du cholestérol ont été identifiées et sont décrites ci-dessous.

1. Les protéines a domaine START

Les protéines a domaine START (Steroidogenic Acute Regulatory protein (StAR)-
related lipid transfer) constituent une famille de quinze protéines chez les mammiféres
(STARDI1 a STARD15) qui transportent les lipides au sein de la cellule . Le
domaine START est un module d’environ 210 acides aminés présent a I’extrémité carboxy-
terminale des protéines qui permet 1’échange de lipides entre les membranes sans faire appel a
des vésicules membranaires . Le domaine START est constitué
d’une poche amphiphile ou se fixe le ligand lipidique hydrophobe qui se trouve ainsi isolé du
milieu aqueux. Parmi les protéines a domaine START, STARDI1, STARD3, STARD4 et
STARDG6 sont impliquées dans le transport du cholestérol.

STARDI1 est une protéine mitochondriale principalement exprimée par les gonades et
les glandes surrénales. Cette protéine posséde un signal d’adressage a la mitochondrie a son
extrémité N-terminale. STARDI est impliquée dans la stéroidogenese. La biosynthése des
hormones stéroidiennes nécessite le transfert de cholestérol vers la membrane mitochondriale

interne, ou la stéroidogenése commence par la conversion du cholestérol en prégnénolone
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. STARDI1 est impliquée dans la stéroidogenése en rendant le
cholestérol accessible au complexe P450scc (side chain cleaving) ou CYP11A1
. P450scc est un complexe enzymatique mitochondrial responsable du clivage de la chalne
latérale du cholestérol pour donner la prégnénolone. Chez I’'Homme, des mutations
inactivatrices de STARDI1 sont responsables d’une maladie génétique appelée hyperplasie
congénitale des surrénales et caractérisée par une absence de synthése d’hormones
stéroidiennes

STARD3 est une protéine endosomale qui transporte le cholestérol du réticulum
endoplasmique aux endosomes tardifs au niveau de sites de contact membranaire formés par
I’interaction entre STARD3 et les protéines VAPs (cf chapitre 3 sur
STARD3).

STARDA4 est uniquement constituée d’un domaine START et lie spécifiquement le
cholestérol. STARD4 est une LTP impliquée dans le maintien de I'homéostasie du cholestérol.
La perte d’expression de STARD4 diminue l'activation de SREBP-2 par le cholestérol, tandis
que sa surexpression amplifie la détection des stérols par SCAP/SREBP-2

. De plus, I’expression de STARDA4 est controlée au niveau transcriptionnel par les stérols.
En effet, STARD4 est régulée par SREBP-2 . Aussi, dans un environnement
pauvre en cholestérol, il a été constaté qu'une diminution de I'expression de STARD4 entraine
une rétention du cholestérol au niveau de la membrane plasmique, une réduction du cholestérol
associé au réticulum endoplasmique et une diminution des esters de cholestérol synthétisés par
I'ACAT . En outre, la perte d’expression de STARD4 réduit le transport
de cholestérol vers le compartiment de recyclage ERC (endosomal recycling compartment).
STARD4 est donc un transporteur cytoplasmique dont le role est d’équilibrer le cholestérol
entre les différents organites

STARDSG est également constituée uniquement du domaine START. STARDG6 présente
une activité similaire a celle de STARDI en ce qui concerne sa liaison au cholestérol et son
association avec la membrane externe de la mitochondrie. De maniére intéressante, STARD6
est presque exclusivement exprimeée par les cellules germinales males

. De ce fait, elle ne remplace pas I’activité de STARDI1 qui, elle, est restreinte aux
cellules des gonades et des glandes surrénales. Cela suggére une fonction importante de
STARDG6 au niveau de la mitochondrie des cellules germinales males mais son role reste a

définir
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2. Les protéines appartenant a la famille des ORPs

Parmi les protéines appartenant a la famille des ORPs (Oxysterol-binding protein
(OSBP)-Related Proteins), il existe principalement deux protéines impliquées dans le transport
du cholestérol : ORP1L (OSBP-related protein 1L) et OSBP (Oxysterol-Binding Protein). Ces
protéines possédent un domaine ORD (Oxysterol-Related Domain) capable de lier le
cholestérol.

En plus de son domaine ORD, ORPIL posséde une région « ankyrin repeat » et un
motif FFAT qui lui permet d’interagir avec les protéines VAPs. Il a été¢ montré que la protéine
ORPIL est un transporteur de cholestérol lors du trafic du récepteur membranaire EGFR

. Apres liaison du ligand EGF, le récepteur EGFR est activé et endocyté. Il se forme
alors des contacts entre le RE et les endosomes. Au niveau de ces contacts, la phosphatase
PTP1B localisée sur le RE interagit avec EGFR et le déphosphoryle. Cela entraine la formation
d’ILV (intraluminal vesicles) ou est séquestré le récepteur. Aussi, pour former ces vésicules
dans la lumiere des endosomes, un transport de cholestérol du RE vers les endosomes est
nécessaire. Ce transport de cholestérol est médié¢ par le complexe ORP1L-VAP.

La protéine OSBP possede un domaine ORD, un motif FFAT et un domaine PH. Son
domaine PH permet a la protéine d’interagir avec le PI4P (phosphatidylinositol-4-phosphate)
du Golgi tandis que son motif FFAT lui permet d’interagir avec les protéines VAPs du RE.
Ainsi, au niveau de ce contact membranaire entre le RE et le Golgi, OSBP est capable
d’échanger une molécule de cholestérol contre une molécule de PI4P. Ainsi, le gradient de PI4P

généré permet de créer un gradient de concentration de cholestérol

3. Les protéines NPC1 et NPC2

NPC1 et NPC2 sont deux protéines impliquées dans la sortie du cholestérol des
endosomes. NPC1 est une grande protéine transmembranaire localisée au niveau de la
membrane limitante des endosomes tardifs/lysosomes. NPC2 est une petite protéine luminale
soluble qui transporte le cholestérol des membranes des vésicules intra-lysosomales vers le
domaine N-terminal de la protéine NPC1. Des mutations des génes NPCI ou NPC2 sont
responsables d’une maladie neurodégénérative appelée la maladie de Niemann-Pick de type C

(NPC), caractérisée au niveau cellulaire par 1'accumulation de cholestérol dans les lysosomes.
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La maladie NPC est causée par des mutations des génes codant pour les protéines lysosomales
NPC1 (95% des cas) ou NPC2 (5% des cas). La mutation de I’un ou de I’autre entraine le méme
phénotype suggérant un rdle étroitement li¢ de ces deux protéines dans le transport du
cholestérol. Cependant, le mode de fonctionnement précis de ces protéines dans le transport du
cholestérol n’est pas encore clair a ce jour.
Une ¢étude a montré que NPC1 interagit avec la protéine ORPS5 résidente du RE et que
NPC1 et ORPS5 sont toutes deux nécessaires pour la sortie du cholestérol endocyté vers le RE
. Récemment, une seconde étude a montré que NPC1 régule la formation de
sites de contact membranaire entre les endosomes tardifs/lysosomes et le RE en interagissant
avec la protéine de transport des stérols Gramd1b localisée dans le RE. Les protéines Gramd1
sont connues pour transférer les stérols via leur domaine de type START. Ainsi, dans des
conditions de cholestérol endocyté élevé, NPC1 interagit avec Gramd1b pour transporter du

cholestérol vers le réticulum endoplasmique

4. Les protéines Aster ou Gramd

Les protéines Aster sont des protéines résidentes du réticulum endoplasmique qui lient

le cholestérol et facilitent son retrait de la membrane plasmique des cellules
. Il existe trois protéines dans cette famille nommeées Aster-A, Aster-B et Aster-C qui sont
respectivement codées par les genes Gramdla, Gramdlb et Gramdlc. Les protéines Aster
contiennent un domaine GRAM du c6té N-terminal, qui est structurellement similaire a un
domaine PH, un domaine transmembranaire prés de l'extrémité C-terminale et un domaine
central appelé¢ domaine ASTER qui ressemble structurellement au domaine START. Une étude
récente a montré que ces protéines sont ancrées dans la membrane du réticulum endoplasmique
par leur domaine transmembranaire et sont recrutées au niveau de la membrane plasmique
lorsque le taux de cholestérol dans la membrane plasmique dépasse les niveaux homéostatiques
. En effet, les protéines Aster permettent de transporter 1’exces de
cholestérol de la membrane plasmique vers le réticulum au niveau de sites de contact

membranaire RE-PM via leur domaine ASTER

Ainsi, il existe de nombreuses LTP transportant le cholestérol au sein de la cellule et

certaines semblent agir préférentiellement au niveau de sites de contact membranaire. Ces sites
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jouent donc un réle majeur dans le transport du cholestérol entre les organites ainsi que dans le

controle de I’homéostasie du cholestérol.

Le role du cholestérol dans le développement du cancer et la possibilité de cibler le
cholestérol des cellules cancéreuses afin de traiter cette maladie est un sujet trés controversé
. De multiples mécanismes favorisant la perte d'homéostasie du cholestérol

et pouvant conduire au développement de cancers ont été identifiés. Cependant, de nombreuses

¢tudes contradictoires ont été publiées dans la littérature.

A. Etudes épidémiologiques

Certaines études €épidémiologiques suggerent une association positive entre un taux de
cholestérol sérique ¢levé et le risque de développer certains types de cancers. Par exemple, une
augmentation de 10 mg/dL de cholestérol dans le sang a été associée a une augmentation de 9
% de la récurrence du cancer de la prostate . Aussi, une autre étude suggere
que l'utilisation de statines est associée a une diminution du risque de mélanome, de lymphome
non hodgkinien, de cancer de I'endométre et de cancer du sein

. Un autre rapport documente une réduction dose-dépendante de la mortalité par
cancer colorectal avec I'utilisation de statines . Enfin, une étude portant
sur 295 925 patients atteints de cancer a suggéré un lien entre 'utilisation de statines et une
légere réduction de la mortalité pour 13 types de cancer . Bien que ces
¢tudes épidémiologiques suggerent un réle de la cholestérolémie et des statines dans le cancer,
elles ont largement ¢été critiquées. En effet, il existe un nombre égal d'études qui ne suggere
aucune association entre le cholestérol et le cancer. Dans certaines publications, les statines
présentent méme des propriétés cancérigenes

. Par exemple, une étude a montré que I’usage de statines sur une période supérieure a 10
ans double le risque de cancer du sein

Le role du cholestérol alimentaire dans le développement du cancer est également
controversé. De nombreuses études ont suggéré une corrélation positive entre les risques de
plusieurs cancers et I'absorption de cholestérol alimentaire . Cependant, les

niveaux de cholestérol intracellulaire dans la cellule cancéreuse pourraient étre plus importants
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que le cholestérol sérique et le cholestérol alimentaire dans le développement du cancer

En conclusion, les résultats ne sont toujours pas clairs concernant le lien entre le

cholestérol total, le taux de HDL ou de LDL dans le sang et le risque de développer un cancer.

B. Reprogrammation du métabolisme du cholestérol dans le cancer

La reprogrammation métabolique est désormais établie comme une caractéristique des
cellules cancéreuses . Afin d’assurer une prolifération cellulaire
incontrolée, les tumeurs doivent produire efficacement de 1'énergie. L’altération des voies
associées au métabolisme du cholestérol dans les tumeurs a été fréquemment décrite dans la
littérature . Les cellules cancéreuses
hautement prolifératives présentent une forte avidité pour le cholestérol .En
effet, elles augmentent 1'absorption de cholestérol exogene ou elles sollicitent leur synthése
endogéne . De nombreux mécanismes impliqués dans le métabolisme du
cholestérol et pouvant conduire au développement de cancers ont été décrits. Selon le type de
cancer, différentes enzymes impliquées dans la biosyntheése du cholestérol sont surexprimées.
Par exemple, les cancers gastriques, les glioblastomes et les cancer du sein surexpriment
I’enzyme HMGCR . De plus, plusieurs signaux oncogéniques, tels que
PI3K/AKT/mTOR et TP53 sont impliqués dans la modulation de la synthése du cholestérol
dans les cellules cancéreuses. L'activation constitutive de la signalisation PI3K/AKT favorise
les niveaux de cholestérol intracellulaire de maniére dépendante de mTORCI1 en induisant la
syntheése du cholestérol par 'activation de SREBP, en induisant 1'importation du cholestérol par
les récepteurs LDL et en inhibant I'exportation du cholestérol médi¢ par ABCA1

. Par exemple, dans le cancer de la prostate, I’augmentation du
cholestérol intracellulaire par Akt favorise 1’agressivité des cellules cancéreuses et la formation
de métastases osseuses . Dans le cancer du sein, il a été
montré que la perte de 7P53 augmente I’expression de genes impliqués dans la synthése du
cholestérol ce qui perturbe 1’architecture du tissu mammaire et favorise la prolifération des
cellules cancéreuses . De plus, les cellules cancéreuses sont
¢galement capables d’augmenter I’import de cholestérol en surexprimant les récepteurs aux

LDL. En effet, il a ét¢ démontré que le récepteur aux LDL est surexprimé dans les cancers du
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sein, les glioblastomes et les adénocarcinomes du pancréas

L'exceés de lipides, notamment de cholestérol intracellulaire, est stocké dans les
gouttelettes lipidiques . Il a été montré qu’un nombre ¢levé de
gouttelettes lipidiques et une importante teneur en esters de cholestérol stockée dans les cellules
tumorales reflétent I'agressivité du cancer

De plus, les radeaux lipidiques qui sont principalement constitués de cholestérol et
sphingomy¢éline sont renforcés dans la membrane de multiples cellules cancéreuses

De nombreuses protéines de signalisation et des récepteurs
transmembranaires sont localisés au niveau de ces radeaux lipidiques et participent a la
cancérogeénese.

Enfin, les métabolites du cholestérol sont également associés au développement de
divers cancers . Les enzymes de la famille du cytochrome P450
métabolisent le cholestérol en stéroides et en oxystérols. L'implication de certains stéroides
comme les cestrogenes et la progestérone, est bien connue dans le développement du cancer du
sein puisque la surexpression de leurs récepteurs caractérise un sous-type moléculaire de la
maladie . Les androgenes, d’autres stéroides qui dérivent du
cholestérol, sont également impliqués dans le développement du cancer de la prostate hormono-
dépendant . Aussi, de nombreux oxystérols comme le 25-hydroxycholestérol
ont des effets antiprolifératifs dans divers types de cancer . Cependant,
il a ét¢ montré que le 27-hydroxycholestérol agit comme un agoniste des récepteurs aux
cestrogénes dans le cancer du sein, induisant une croissance tumorale et la formation de
métastases

En conclusion, les cellules cancéreuses reprogramment leur métabolisme pour
proliférer. La dépendance des cellules cancéreuses pour le cholestérol ainsi que ses métabolites
pourraient donc étre utilisés comme des cibles thérapeutiques potentielles pour traiter les

cancers.

C. Cibler le cholestérol pour traiter le cancer

La perte d’homéostasie du cholestérol dans les cellules cancéreuses entraine une
accumulation intracellulaire de cholestérol ce qui permet aux cellules d'échapper aux processus

de signalisation apoptotique et de maintenir une prolifération cellulaire continue. Par
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conséquent, la réduction du cholestérol intracellulaire a été envisagée comme une stratégie
anticancéreuse potentielle
Les statines sont une famille de médicaments utilisée pour traiter I’hypercholestérolémie
. Leur mécanisme d’action consiste a inhiber ’HMGCoA-réductase,
I’enzyme limitante de la biosynthése du cholestérol dans le réticulum endoplasmique. Des
¢tudes ont montré que les statines peuvent avoir un effet antitumoral . En effet,
les statines peuvent déclencher une apoptose caspase-dépendante des cellules tumorales
. Ainsi, elles exercent des effets antiprolifératifs, pro-apoptotiques et anti-invasifs
dans différentes lignées cellulaires cancéreuses
. C’est pourquoi les statines sont actuellement en cours d'essais cliniques
pour un traitement anticancéreux . Aussi, certaines études suggerent
que les statines peuvent agir en synergie avec les agents de chimiothérapie. Par exemple, la
lovastatine entraine la mort des cellules tumorales ovariennes par deux mécanismes:
premiérement en bloquant l'activité de 'THMGCR et deuxiémement, en sensibilisant les cellules
a la doxorubicine . Toutefois, il est important de noter que les statines
présentent plusieurs effets secondaires modérés a graves comme une atteinte musculaire ou
hépatique . De plus, les statines font preuve d'une efficacité sur certains
types de tumeurs mais pas sur tous. Par exemple, il a été montré qu’un traitement a base de
faibles doses de statines augmente 1’agressivité du cancer de la prostate
. Une ¢étude a également montré qu’un traitement par atorvastatine est capable de
moduler des signaux a la fois anti-prolifératifs et pro-prolifératifs dans des cellules mammaires
HER2+
Une stratégie thérapeutique ciblant le récepteur aux LDL peut également étre envisagé
pour le traitement du cancer. En effet, le récepteur des lipoprotéines de basse densité¢ (LDLR)
est surexprimé dans certains types de cancers. Ainsi, il a été montré que la perte d’expression
du LDLR, dans les cellules tumorales du pancréas, réduit nettement l'absorption du cholestérol,
diminue la prolifération des cellules tumorales et limite 1'activation de la voie de prolifération
des MAPK . De plus, le blocage de I'absorption du cholestérol semble
sensibiliser les cellules aux agents de chimiothérapie dans les adénocarcinomes du pancréas.
Aussi, un autre moyen de traiter le cancer est en ciblant les radeaux lipidiques. La
méthyl-f-cyclodextrine (MBCD) est 1'un des agents les plus étudiés. La MBCD a montré des
effets anticancéreux importants dans un certain nombre de cancers en réduisant efficacement le

cholestérol membranaire et en perturbant les radeaux lipidiques
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. Dans une étude in vivo chez la souris, le traitement par MBCD a montré une réduction
d'environ 50 % du volume tumoral . Cependant, d'autres études ont montré

différents niveaux de cytotoxicité de la MBCD sur divers modeles cellulaires cancéreux ou non

Enfin, le transport intracellulaire du cholestérol peut également étre ciblé afin de traiter
le cancer. La leelamine, un produit naturel issu de 1’écorce des pins, est un composé
lysosomotrope, ce qui conduit a son accumulation dans les organites acides tels que les
lysosomes. Il a été montré que I'accumulation de leelamine dans les lysosomes provoque le
blocage du transport de cholestérol des lysosomes vers le cytoplasme, rendant ce dernier non
disponible pour les activités des cellules cancéreuses . Ainsi, la leelamine
cible indirectement des voies de signalisation oncogéniques en induisant un déséquilibre dans
I’homéostasie du cholestérol ce qui perturbe le flux autophagique et I’endocytose des
récepteurs. Différents mécanismes d’action anticancéreux de la leelamine ont été décrits dans

le mélanome, le cancer de la prostate et le cancer du sein

En conclusion, le cholestérol des cellules tumorales semble représenter une cible
thérapeutique pour le traitement des cancers. Cependant, les thérapies testées actuellement
présentent une efficacité trés variable en fonction du type de cancer et certaines études sont

controversées.
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RESULTATS



D’apres des résultats préliminaires du laboratoire, STARD?3 participe spécifiquement a
la croissance des cellules cancéreuses HER2+ par un mécanisme inconnu . Mon
projet de these était dans un premier temps de décrire la dépendance des cellules cancéreuses
amplifiées pour HER2 au-dela du cancer du sein, et dans un second temps de montrer que
l'origine de cette dépendance des tumeurs HER2+ pour STARD3 était liée aux transports
intracellulaires de cholestérol médiés par cette protéine. L hypothése selon laquelle STARD3
agirait sur la croissance des cellules cancéreuses HER2+ de maniére indirecte en altérant la
distribution normale du cholestérol et en modifiant la composition lipidique des membranes

cellulaires a fondé le deuxiéme volet de mon travail de these.

Dans le but d’¢étudier la redistribution du cholestérol médi¢e par STARD3 au sein des
cellules cancéreuses HER2+, j’ai participé a la mise au point d’une technique de marquage et
de quantification du cholestérol, en collaboration avec Léa Wilhelm, une ancienne étudiante du
laboratoire. Cette technique, basée sur I’utilisation des sondes filipine et GFP-D4, a été publiée

en 2019 dans un livre intitulé « Intracellular lipid transport ». La publication se trouve ci-apres.
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i Chapter 11

Intracellular and Plasma Membrane Cholesterol Labeling
and Quantification Using Filipin and GFP-D4

Léa P. Wilhelm, Laetitia Voilquin, Toshihide Kobayashi,
Catherine Tomasetto, and Fabien Alpy

Abstract

Cholesterol, a major component of biological membranes, is rapidly trafficked and unevenly distributed
between organelles. Anomalies of intracellular cholesterol distribution are the hallmark of a number of
lysosomal lipid storage disorders. A major methodological obstacle for studying cholesterol trafficking is
tracing this molecule in situ. The use of fluorescent probes that specifically bind cholesterol allows the
visualization and imaging of cellular cholesterol. Here, we describe a series of assays optimized for
quantifying free cholesterol in cell populations and at the single cell level, both at the plasma membrane
and inside cells. These methods use two fluorescent probes: the D4 fragment of perfringolysin O fused to
GFP (GFP-D4) and the polyene macrolide filipin. First, we report a robust method for quantifying plasma
membrane cholesterol by flow cytometry using the GFP-D4 probe. Second, to optically distinguish and
quantify intracellular cholesterol accumulation, we have adapted the classical filipin cholesterol staining
protocol. Indeed, we observed that treatment of living cells with methyl-p-cyclodextrin, a chemical known
to extract cholesterol from the plasma membrane, improves the visualization of the intracellular cholesterol
pool with filipin. To complement these staining procedures, we developed an image analysis protocol based
on image segmentation to quantify, in a robust manner, intracellular cholesterol stained with filipin. Thus,
this chapter is a guideline for cellular cholesterol staining and signal quantification.

Key words Cholesterol, Perfringolysin O, Filipin, Plasma membrane, Endosome

1 Introduction

Cholesterol is a key molecule in biology, as a major structural
component of cell membranes, and as a precursor of other vital
compounds, such as hormones and bile [1, 2]. Interestingly, sterol
levels are regulated at the subcellular scale. Indeed high, interme-
diate, and low levels of sterol are found in the plasma membrane,
endosome /Golgi apparatus, and mitochondria/endoplasmic retic-
ulum, respectively [3, 4]. This uneven sterol distribution between
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organelles results both from vesicular and non-vesicular transport
mechanisms [5]. In particular, a class of proteins named Lipid
Transfer Proteins (LTPs) plays a crucial role in the latter process.
LTPs are cytosolic proteins which have a pocket that accommodates
a lipid molecule; LTPs can capture, move, and deliver this lipid
molecule within the cell [6-8]. The study of sterol transport inside
cells faces a major obstacle, which is the ability to trace this type of
molecule in situ. However, the use of natural fluorescent sterols
that closely mimic cholesterol, fluorophore-labeled sterols, or fluo-
rescent probes that can trace cholesterol distribution in cells, have
advanced the understanding of sterol transport [9]. In this chapter,
we describe the use of two fluorescent probes, GFP-D4 and filipin,
to label and quantify plasma membrane and intracellular cholesterol
levels.

The GFP-D4 probe is a fusion between the fluorescent protein
GFP and the D4 fragment of perfringolysin O (referred to as 0
toxin), a pore-forming toxin from the bacterium Clostridium per-
fringens. Perfringolysin O is a cholesterol-dependent cytolysin
secreted as a water-soluble monomer that recognizes and binds
cholesterol-rich membranes where it oligomerizes and creates
pores. The D4 fragment of perfringolysin O is able to bind
cholesterol-rich membranes (>30 mol% cholesterol) but is devoid
of pore-forming activity [10-13]. Interestingly, mutants of
GFP-D4, able to bind membranes with less cholesterol, have been
generated [ 14, 15]. In this chapter, we describe the use of recom-
binant GFP-D4 to stain intracellular cholesterol, and to label
plasma membrane cholesterol followed by its quantification by
flow cytometry.

Filipin is a polyene macrolide extracted from the bacterium
Streptomyces filipinensis [9, 16]. Filipin is naturally fluorescent and
specifically binds to sterols but not to esterified sterols. Owing to its
toxicity, filipin is used on fixed cells. The use of filipin to label and
quantify intracellular cholesterol is technically challenging: first, the
probe is very sensitive to photobleaching which impedes its use for
quantification; and second, it labels total cellular cholesterol, and
especially the plasma membrane, making intracellular cholesterol
difficult to image. Thus, to bypass these technical limits, we set up a
new protocol, also described in this chapter, which allows the
imaging and quantification of intracellular cholesterol using filipin
[17]. To avoid filipin photobleaching, we used a new generation
confocal microscope equipped with a 355 nm UV-laser and ultra-
sensitive detectors. In addition, to visualize intracellular cholesterol
pools, we treated live cells with methyl-B-cyclodextrin (MBCD), a
molecule able to deplete cholesterol from the plasma
membrane [18].
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2 Materials

2.1 Chemicals 1.

and Buffers
2
3
4
5
6
7
8
9
10.

2.2 GFP-D4 1.

Production

Ul8666A  [(3p)-3-[2-(Diethylamino)ethoxy Jandrost-5-en-
17-one hydrochloride]: 1 mg/mL in water (stock solution).
Store at —20 °C.

. Methyl-B-cyclodextrin (MPCD) solution: Dissolve 660 mg of

MBCD powder in 1 mL of water. Heat at 65 °C for 15 min to
dissolve, and vortex several times. Store this stock solution
(500 mM) at —20 °C. Heat at 65 °C for 15 min before use.

. MBCD-cholesterol complex (MPCD /cholesterol molar ratio:

6.5/1) solution: Dissolve 2.65 g of MBCD in 25 mL of buffer
(150 mM NaCl, 20 mM HEPES-NaOH, pH 7.5, 1 mM
CaCl,, 5 mM KCI, 1 mM MgCl,). Add 0.119 g of cholesterol
powder (Sigma), mix, sonicate three times (10 min each) and
heat (15 min at 65 °C) to solubilize cholesterol. Store this stock
solution (80 mM) at —20 °C. Heat at 65 °C for 15 min
before use.

. Phosphate-buffered saline (PBS) 1x: 134 mM NaCl, 2.7 mM

KCl, 8.1 mM Na,HPOy, 1.47 mM KH,PO,, pH 7.4.

. Paraformaldehyde (PFA) stock solution: 16% (w/v) in water

(EMS). Store at room temperature (see Note 1).

. PFA solution (4% (w/v) in PBS 1x). Mix 10 mL of PFA stock

solution (16%) with 4 mL of PBS 10x and 26 mL of water.
Store at 4 °C (see Note 1).

. Filipin solution. To prepare 50 mL of filipin solution (0.1 mg/

mL), first dissolve 5 mg of filipin powder in 200 pL of dimethyl
sulfoxide (DMSO). Add this solution dropwise to 50 mL of
PBS 1x under constant vortexing. Keep filipin protected from
light. Aliquot this solution and store at —20 °C.

. 10% (w/v) bovine serum albumin (BSA) solution: Dissolve 1 g

of BSA (Fraction V) in 10 mL of PBS 1x. Store the stock
solution at —20 °C.

. Blocking solution: 1% (w/v) BSA in PBS 1 x.

Cell culture medium with and without serum. Trypsin solution
(~30 pg/mL) and Trypsin-EDTA (~30 pg/mL, 0.53 mM).

GFP-D4  expression plasmid (pET28/His6-EGFP-D4;
RIKEN BioResource Research Center; RDB13961). This plas-
mid can be amplified in E. coli DH5a bacteria.

2. E. coli BL21 (DE3) competent bacteria.

. LB broth and LB agar plates containing 40 pg,/mL kanamycin.
. IPTG (isopropyl p-D-1-thiogalactopyranoside): A 1 M stock

solution is prepared by dissolving IPTG in water, and stored at
—20°C.
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2.3 Flow Cytometry
and Imaging

5.

Conical flasks.

6. Lysis buffer: 50 mM NaH,PO,/Na,HPO,, 300 mM NaCl,

11.
12.

13.

14.
15.

A

10 mM imidazole, pH 8. Add 58.25 mL of Na,HPOy4 (0.2 M),
4.25 mL of NaH,PO4 (0.2 M), 15 mL of NaCl (5 M), and
2.5 mL of imidazole (1 M) to a graduated cylinder. Add water
to a volume of 250 mL, mix, and store at 4 °C. Before use, add
1 tablet of EDTA-free complete protease inhibitor cocktail
(Roche) in 50 mL of lysis Buffer.

His-Select Nickel Affinity Gel (Sigma).

. Elution buffer: 20 mM NaH,PO,/Na,HPO,, 250 mM imid-

azole,pH 7.4. Add 1.935 mL of Na,HPO, (0.2 M), 0.565 mL
of NaH,PO4 (0.2 M), and 6.25 mL of imidazole (1 M) to a
graduated cylinder. Add water to a volume of 25 mL, mix, and
store at 4 °C.

. Phosphate buffer (PB): 20 mM NaH,PO,/Na,HPO4,pH 7 4.
10.

Ultrafiltration units (Ultra-15 Amicon, MWCO 10 kDa,
Millipore).
Glycerol (molecular biology grade).

Sonicator (Sonics Vibra-Cell 750 W equipped with a 13 mm
probe).

Chromatography column (Bio-Rad Poly-Prep chromatogra-
phy column).

Peristaltic pump (Gilson).
Spectrophotometer (Nanodrop, Thermo Scientific).

Round cover glasses (diameter 12 mm, N°. 1.5H).
Superfrost microscope slides.

24-well plates.

P150 plates.

Propidium iodide (PI) (50 pg/mL stock solution, stored at
4 °C) is diluted in PBS to a final concentration of 0.35 pg,/mL.
TO-PRO-3 iodide solution: Dilute a 1 mM stock solution in
DMSO (ThermoFisher scientific, stored at —20 °C) in PBS to a
final concentration of 0.35 pg/mlL.

. Hoechst-33258 solution: Prepare a stock solution of the dye at

10 mg/mL in water. Dilute the dye in PBS to a final concen-
tration of 10 pg/mL.

. Anti-CD63 mouse monoclonal antibody (Developmental

Studies Hybridoma Bank (DSHB) H5C6; deposited to the
DSHB by August, J.T./Hildreth, J.E.K.). The hybridoma
supernatant is diluted 100 times in blocking solution.

Mounting medium (ProLong Gold, Invitrogen).
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10.

11.

12.
13.

Confocal laser scanning microscope (Leica SP8) equipped with
a 355 nm optically pumped semiconductor laser (Coherent),
super-sensitive detectors (HyD, Leica), and a 63x objective
(oil, NA 1.4).

Image analysis software: Fiji software (http://fiji.sc) or Cell-
Profiler (http://cellprofiler.org/).

Flow cytometer (BD FACS Celesta) or similar.
Flowjo software (FlowJo LLC) or similar.

3 Methods

3.1 GFP-D4
Production
and Purification

. Transform competent E. coli BL21 (DE3) cells with the

pET28 /His6-EGFP-D4 vector according to the manufac-
turer’s instructions.

. Spread bacteria on LB agar plates with kanamycin and incubate

overnight at 37 °C.

. Transfer one colony to 10 mL of LB broth with kanamycin.

Incubate for 16 h at 37 °C under agitation.

. Transfer this pre-culture to a 5 L conical flask containing 1 L of

LB broth with kanamycin.

. Incubate at 37 °C under agitation. Measure the optical density

(ODgponm) at a wavelength of 600 nm with a spectrophotome-
ter. When the ODggonm has reached 0.4-0.6, cool down the
culture to 18 °C.

Add IPTG to a final concentration of 0.4 mM.

7. Incubate under agitation for 16 h at 18 °C.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

. Transfer the culture medium to centrifugation tubes. Pellet the

cells by centrifugation at 3500 x g4 for 15 min.

. Discard the supernatant. Resuspend the cell pellet in 100 mL of

lysis bufter.

Sonicate the suspension for 10 min (40% amplitude, on/off
cycles 10s/20s) on ice under constant stirring.

Centrifuge twice at 3500 x g for 15 min at 4 °C. Keep the
supernatant.

Centrifuge twice at 11,000 x g for 30 min at 4 °C. Keep the
supernatant.

Add 1.5 mL of nickel-charged resin into a chromatography
column. Connect the column to a peristaltic pump (see
Note 2).

Wash the resin with 16 mL of lysis buffer (flow rate ~1 mL/
min).

Load the supernatant on the resin (se¢ Note 3).
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16.
17.
18.
19.
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23.
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4.
5.
6.
7.
8.
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Wash the column with 30 mL of lysis buffer.
Elute the GFP-D4 probe with 6 mL of elution bufter.

The buffer is then exchanged and the probe concentrated with
an ultrafiltration unit. First, equilibrate the membrane of a
centrifugal filter by adding 5 mL of phosphate bufter. Centri-
fuge for 10 min at 3500 x 4. Discard the liquid.

Add the GFP-D4 probe to the ultrafiltration unit. Spin at
4500 x g for 30 min in a fixed-angle rotor (se¢ Note 4).
Discard the flow-through.

Add 7 mL of PB buffer and spin at 4500 x g for 30 min (see
Note 4). Discard the flow-through.

Repeat two times the step 20.

Final spin at 4500 x gand stop when the probe is concentrated
in ~1 mL. Recover the probe and measure its concentration
with a spectrometer (molar extinction coefficient
€280nm = 05,320 M~ t.cm™!; molecular weight: 42.1 kDa).

Add 1 mL of glycerol and store the probe at —20 °C.

. Day 0: Plate cells on a glass coverslip (se¢ Notes 5 and 6).
. Day 1: Incubate with the GFP-D4 solution (1: 200 in PBS

containing 1% BSA) for 30 min at 37 °C (see Notes 7 and 8).

. Quickly wash with 1 mL of PBS at room temperature (sec Note

9).

Fix the cells with 0.5 mL of PFA solution for 10 min at room
temperature.

Wash with 1 mL of PBS for 5 min at room temperature.

Stain nuclei with the DNA marker Hoechst-33258 for 5 min.
Wash with 1 mL of PBS for 5 min at room temperature.
Mount the sample (see Note 10).

Acquire images with a confocal laser scanning microscope
equipped with an Argon Laser (488 nm line for GEFP excita-
tion) and a 405 nm diode laser (Hoechst-33258 excitation)
(Fig. 1a).

. Day 0: Plate 600,000 cells in a P150 plate.
. Day 1: Rinse the cells with PBS. Trypsinize the cells and

resuspend them in 5 mL of PBS (se¢ Notes 6 and 11).

. Centrifuge for 5 min at 230 x g.
. Resuspend the cells in 800 pL of PBS. Aliquot in three tubes

(250 pL in each tube) to have a technical triplicate.

. Add 250 pL of GFP-D4 (10 pg/mL) diluted in PBS containing

2% (w/v) BSA in each tube (see Notes 7 and 12).
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Fig. 1 Plasma membrane and intracellular cholesterol staining with the GFP-D4 probe (a) Plasma membrane
cholesterol staining of HeLa cells with the GFP-D4 probe. Live cells were left untreated (top image) or treated
with MBCD (10 mM in medium without serum for 30 min at 37 °C; bottom image), then stained with the
GFP-D4 probe and fixed. The nucleus staining is shown in blue. Scale bar: 10 um. (b) Intracellular cholesterol
staining of HelLa cells with the GFP-D4 probe. Live cells were left untreated (top image) or treated with
U18666A (2.5 pg/mL in normal medium for 16 h at 37 °C; bottom image), fixed, permeabilized, and then
stained with the GFP-D4 probe. Nuclei staining is shown in blue. Scale bar: 10 um. In panel (a) and (b), a
confocal section image and a higher magnification (2.5 x) image of the area outlined in white are displayed.
(c) Flow cytometry analysis of plasma membrane cholesterol staining with the GFP-D4 probe. Live HelLa cells
were left untreated (green curve), or were treated with MBCD (10 mM for 30 min at 37 °C; purple curve) or with
MpBCD complexed to cholesterol (500 uM for 2 h at 37 °C; blue curve). (d) Flow cytometry analysis of live HeLa
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6. Incubate for 30 min at 37 °C under gentle agitation.

7. Fix the cells by adding 500 pL of PFA working solution. Mix
gently. Incubate for 10 min at room temperature (see Note 1).

8. DPellet the cells by centrifugation for 5 min at 230 x 4.
9. Resuspend the cells in 1 mL of PBS.

10. Analyze GFP-D4 fluorescence on individual cells by flow
cytometry.

11. Single cells are discriminated from doublets using forward
scatter height (FSC-H) and forward scatter area (FSC-A) mea-
sures. FCS-A and FCS-H are plotted and cells along the diago-
nal are gated. GFP fluorescence is measured on individual cells
using blue laser (488 nm) excitation and a FITC filter (band
pass filter 530,/30 nm). A minimum of 10,000 events must be
counted.

12. Analyze the results with Flowjo software: Viable cells are man-
ually gated using SSC (Side-scattered) and FSC (Forward-
scattered ) parameters. Data are represented as single-parameter
histograms showing GFP fluorescence intensity (x-axis) and
the number of events (y-axis). The mean of GFP fluorescence
is also measured (Fig. lc, d).

3.4 Intracellular 1. Day 0: Plate ~10,000-15,000 cells on a glass coverslip (see

Cholesterol Labeling Note 5).

with the GFP-D4 Probe 2. Day 1: Wash with 1 mL of PBS at room temperature for 2 s (see
Note 13).

3. Fix the cells with 500 pL of PFA solution at room temperature
for 10 min (see Note 1).

4. Wash twice with 1 mL of PBS at room temperature (5 min).
Keep the cells in PBS.

5. Permeabilize the cells using a liquid nitrogen bath: Take the
coverslip out of the 24-well plate, remove the excess of PBS,
and put the coverslip in liquid nitrogen. Wait for 5 s. Place the
coverslip back into the 24-well plate in PBS.

6. Incubate with 500 pL of blocking solution at room tempera-
ture for 30 min, under gentle agitation.

<

Fig. 1 (continued) cells which are untreated (green curve), or treated with U18666A (2.5 pg/mL for 16 h at
37 °C; yellow curve). After the different treatments, the cells were stained with the GFP-D4 probe, fixed, and
GFP-D4 staining intensity was analyzed by flow cytometry. These representative histograms display the
number of cells analyzed (normalized to mode) as a function of GFP-D4 fluorescence (log intensity). Unstained
cells (gray curve) are shown. Note that HelLa cells are strongly labeled with the GFP-D4 probe; MBCD and
MpCD/cholesterol treatments prior to labeling strongly decrease and increase GFP-D4 signal intensity,
respectively; U18666A treatment decreases GFP-D4 signal intensity. Indeed, U18666A was shown to induce
cholesterol accumulation in the endocytic pathway at the expense of the plasma membrane
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3.5 Cholesterol
Labeling with Filipin,
Followed by Gonfocal
Imaging and Image
Analysis

3.5.1 Labeling and Image
Acquisition

7.

10.

11.
12.
13.
14.

10.

Incubate with the GFP-D4 solution (1:200 in PBS containing
1% BSA) for 1 hour at room temperature (see Notes 7 and 12).

Quickly wash with 1 mL of PBS at room temperature (see
Note 9).

. Fix the cells with 500 pL of PFA solution for 10 min at room

temperature (see Note 1).

Wash with 1 mL of PBS at room temperature for 5 min (see
Note 14).

Stain nuclei with 1 mL of Hoechst-33258 solution.
Wash with 1 mL of PBS at room temperature for 5 min.
Mount the sample (se¢ Note 10).

Acquire images with a confocal laser scanning microscope
equipped with an Argon Laser (488 nm line for GFP excita-
tion) and a 405 nm diode laser (Hoechst-33258 excitation)
(Fig. 1b).

. Day 0: Plate ~10,000-15,000 cells on a glass coverslip (see

Note 5).

. Day 1: Wash twice with 1 mL of PBS at room temperature

(2 s each).

. In order to facilitate intracellular cholesterol visualization,

remove plasma membrane cholesterol with MBCD: Dilute the
MBCD stock 50 times with preheated culture medium without
serum, to obtain a 10 mM MBCD concentration. Add 500 pL.
of MBCD solution onto the cells, and incubate at 37 °C for
30 min.

. Wash twice with 1 mL of PBS at room temperature

(2 min each).

. Fix the cells with 500 pL of PFA solution at room temperature

for 10 min (see Note 1).

. Wash with 1 mL of PBS at room temperature (5 min).

. Incubate with 500 pL of filipin solution at room temperature

for 30 min, under gentle agitation (se¢ Note 7).

. Remove the filipin solution and wash the cells with 1 mL of

PBS at room temperature for 2 min (sec Notes 15 and 16).

. Cells are labeled with propidium iodide (PI) (0.35 pg/mL in

PBS) for 5 min, which labels nucleic acids (both DNA and
RNA), and thus delineates the cell morphology, an important
step for image analysis. Alternatively, cell nuclei are labeled with
the DNA marker TO-PRO-3 iodide (0.35 pg/mL in PBS) for
5 min.

Wash twice with 1 mL of PBS at room temperature (2 min
each time).
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3.5.2 Quantification
of Cholesterol in Discrete
Subcellular Structures

a No treatment b MBCD
C U18666A d U18666A + MBCD

? ke ’ P

Fig. 2 Whole-cell and intracellular cholesterol staining with filipin. (a) Live HelLa
cells were fixed and stained with filipin. (b) Cells were treated with MBCD
(10 mM in serum-free medium; 30 min at 37 °C) before fixation and filipin
staining. (c) Live HelLa cells were treated with U18666A to induce cholesterol
accumulation in endosomes/lysosomes before fixation and filipin staining. (d)
Cells were treated with U18666A and then with MBCD, before fixation and filipin
staining. Each panel display a confocal section image and a higher magnification
(2.5x) image of the area outlined in white. Scale bars: 10 um. Note that MpCD
treatment, by removing cholesterol from the plasma membrane, improves the
visualization of intracellular cholesterol pools

11. Mount the sample (se¢ Note 10).

12. Acquire images with a confocal laser scanning microscope
equipped with a 355 nm optically pumped semiconductor
laser to excite filipin. Acquisitions are made using the photon
counting mode with a super-sensitive detector to decrease light
dosage and thus filipin photobleaching (Fig. 2). Typically, a
single optical section comprising multiple randomly chosen
cells is acquired (Fig. 3a).

We use the Fiji software or CellProfiler to automate the analysis.
The quantification of cholesterol accumulation in discrete subcel-
lular structures is based on signal intensity thresholding

1. Individual cells are segmented on images using the PI staining
(Fig. 3b). First an intensity threshold is applied to determine
the cell contours. Nuclei positions, manually selected on the PI
staining image, are used to divide the image into discrete areas
with a watershed algorithm (Find maxima). Then, the
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a Confocal images

Filipin _ PI
b Image segmentation
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LY L 48

/ P1 staining Thresholded image [ |

Segmentation mask

Manual selection Nuclei positions mask Segmented paicles

of nuclei positions

C Intensity thresholding and filipin quantification

Signal intensity

measurement
Filipin staining Thresholded image Segmented image in each cell
d CD63 mask and filipin quantification T

CD63 staining Thresholded image Filipin staining

in CD63 mask

Segmented image

Fig. 3 Filipin staining quantification by image analysis. (a) HeLa cells were stained with filipin (blue), anti-CD63
antibodies (green), and propidium iodide (PI, red). Images were acquired with a confocal microscope and
analyzed with Fiji. Scale bar: 30 pm. (b) Image segmentation: First an intensity threshold is applied to
determine the cell contours (Thresholded image). Nuclei positions (Nuclei positions mask), manually selected
on the Pl staining image (Manual selection of nuclei positions), are used to divide the image into discrete areas
with a watershed algorithm (Segmented particles). Then, the thresholded and the segmented images are
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2.
3.

thresholded and the segmented images are combined to build a
segmentation mask showing the contour of individual cells.

Apply a threshold value to the filipin image (see Note 17).

Then, apply the segmentation mask and measure filipin staining
intensity in individual cells (Fig. 3c).

3.5.3 Quantification The second method is based on the use of a mask to restrict the
of Cholesterol in a Specific ~ analysis to a specific cellular compartment (Fig. 3d; illustrated with

Subcellular Compartment a

labeling of late endosomes/lysosomes with anti-CD63

antibodies).

1.

Individual cells are segmented as described in step 1 of Sub-
heading 3.5.2.

Apply an intensity threshold to the image of the subcellular
compartment marker staining.

Generate a mask from this threshold.

. Combine the threshold and the segmentation masks, and mea-

sure filipin staining intensity in individual cells.

4 Notes

. Manipulate PFA under a fume hood. Wear protective gloves,

protective clothing, and eye protection.

. Alternatively, use an automated purification system with a

pre-packed immobilized metal ion affinity chromatography
(IMAC) column.

The green color of GFP facilitates the purification since the
protein can easily be followed when bound to the resin and
during elution.

. Adjust the centrifugation time to the volume remaining on the

filter which should not be lower than ~1 mL.

. Under sterile condition, put a glass coverslip in each well of a

24-well plate. Add 500 pL of preheated medium and the cell
suspension (~10,000-15,000 cells). The confluency should be
low (around 20-30%) to have isolated cells.

<

Fig. 3 (continued) combined to generate a mask showing the contour of individual cells (Segmentation mask).
(c) A threshold is applied on the filipin staining image to decrease the background signal and to focus the
analysis on filipin bright spots corresponding to cholesterol accumulations. The segmentation mask is applied
on this thresholded image, and filipin signal intensity is measured in each cell. (d) A threshold is applied on
CD63 staining image to delineate late endosomes and lysosomes positive for this marker. The segmentation
mask is applied on this thresholded image, and filipin signal intensity is measured in each cell
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6.

7.

10.

11.

12.

13.

For cells which have a tendency to form clusters, trypsin EDTA
can be used to detach and dissociate cells before the plating.

Protect the samples from light during all steps, once filipin or
GFP-D4 has been added.

. Optional: The cells can be pretreated with MPCD to remove

cholesterol from the plasma membrane as negative control.
Dilute the MPCD stock 50 times with preheated medium
without serum, to obtain a 10 mM MBCD solution in culture
medium. Wash the cells twice with PBS. Add 0.5 mL of MBCD
solution onto the cells, and incubate at 37 °C for 30 min.
Remove the MBCD solution and wash the cells once with PBS.

. This step allows the removal of the excess probe. Remove the

probe solution, add 1 mL of PBS at room temperature, and
immediately remove it. A longer incubation in PBS would
enable the GFP-D4 probe to detach from the membrane
before the fixation step.

Apply a drop of mounting medium on a glass slide. Take out
the cover glass carefully from the well, remove the excess
of PBS, and carefully place over the mounting medium with
the cells face down. Incubate at least for 2 h at room tempera-
ture before use. Slides can be stored at 4 °C protected from
light.

On Day 1, positive and negative control samples can be
obtained by adding or removing cholesterol from the plasma
membrane before trypsinization. Plasma membrane choles-
terol levels can be reduced by MPCD or U18666A treatment,
or increased by MPCD-cholesterol treatment. MPCD treat-
ment: Dilute the MPCD stock 50 times with preheated
medium without serum, to obtain a 10 mM MBCD solution
in culture medium; wash the cells twice with PBS; add 5 mL of
MBCD solution onto the cells and incubate at 37 °C for
30 min. U18666A treatment: Wash the cells twice with PBS;
treat the cells with U18666A (2.5 pg/mL) in normal culture
medium for 16 h at 37 °C. MBCD-cholesterol treatment:
Dilute the MPCD-cholesterol complex stock 160 times with
preheated medium without serum, to obtain a 500 pM MBCD-
cholesterol complex solution in culture medium; wash the cells
twice with PBS; add 5 mL of MBCD-cholesterol complex
solution onto the cells, and incubate at 37 °C for 2 h.

The concentration of GFP-D4 has to be adjusted to the sam-
ples analyzed. Increasing the concentration of GFP-D4 will
increase the fluorescent signal proportionally.

On Day 1, positive control samples can be obtained by treating
cells with U18666A to induce cholesterol accumulation in
endosomes. Treat the cells with U18666A (2.5 pg/mL) in
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14.

15.

16.

17.

normal culture medium for 16 h at 37 °C, and then wash
with PBS.

At this step, an immunofluorescence staining can be done to
detect the protein of interest in addition to cholesterol.

(a) Incubate the cells with 500 pL of blocking solution at
room temperature for 30 min, under gentle agitation.

(b) Add appropriate primary antibody diluted in 250 pL of
blocking solution, and incubate for 3 h at room tempera-
ture, or overnight at 4 °C, under gentle agitation.

(c) Wash 3 times with 1 mL of PBS (5 min each time).

(d) Add fluorescently conjugated secondary antibodies (Alexa
Fluor 488), and incubate for 1 h at room temperature,
under gentle agitation.

(e) Wash three times with 1 mL of PBS at room temperature
(5 min each time).

At this step, an immunofluorescence staining can be done to
detect the protein of interest in addition to cholesterol.

(a) Incubate the cells with 500 pL of blocking solution at
room temperature for 30 min, under gentle agitation.

(b) Add appropriate primary antibody diluted in 250 pL of
blocking solution, and incubate for 3 h at room tempera-
ture, or overnight at 4 °C, under gentle agitation.

(¢) Wash three times with 1 mL of PBS (5 min each time).

(d) Add fluorescently conjugated secondary antibodies (Alexa
Fluor 488), and incubate for 1 h at room temperature,
under gentle agitation.

(e) Wash three times with 1 mL of PBS at room temperature
(5 min each time).

(f) Incubate the cells with 500 pL of filipin solution at room
temperature for 30 min, under gentle agitation.

(g) Wash twice with 1 mL of PBS at room temperature (5 min
each time).

Since filipin permeabilizes membranes, it allows antibody entry
inside cells. Note that only some antibodies work in the pres-
ence of filipin; this has to be tested for your specific application.

The choice of the threshold value is somehow arbitrary. How-
ever, in order to allow a comparison between experiments, the
threshold can be determined in control cells (no cholesterol
accumulation) as the 99th percentile of pixel intensity values.
Evaluate this value for all images of control cells and calculate a
mean intensity which will be defined as the threshold value.
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Résumé des résultats :

Afin d’étudier le role de STARD?3 dans la croissance des cellules HER2+, une stratégie
de perte de fonction grace a des siRNA a ¢été utilisée. Les résultats obtenus ont confirmé que
STARD3 contribue a la croissance des cellules HER2+. La croissance cellulaire a été mesurée
par un test de clonogénicité dans plusieurs lignées cellulaires amplifiées pour HER2 provenant
de différents organes (sein, poumon, ovaire et estomac). La perte d’expression de STARD3
dans les cellules HER2 négatives n'a montré aucune altération de la croissance cellulaire. Ainsi,
nous avons confirmé que STARD3 agit spécifiquement sur la croissance des cellules
cancéreuses HER2-positives provenant de différents types de tumeurs. De plus, nous avons
montré par un test de soft agar que STARD3 est essentielle a la formation de colonies en
absence d'ancrage dans les lignées cellulaires HER2-positives et non dans les cellules non
amplifiées.

Afin d’identifier le processus cellulaire régulé par STARD3 dans les cellules HER2+,
nous avons étudié la prolifération et I'apoptose dans des conditions de perte de fonction de
STARD3. Le taux de prolifération est similaire dans les cellules silencées pour STARD3 et
dans les cellules contrdles. Cependant, le taux d'apoptose mesuré par cytométrie en flux est
augmenté dans les cellules HER2+ ou I’expression de STARD3 est inhibée. Ces résultats
indiquent une fonction de STARD?3 dans la survie des cellules cancéreuses HER2+. Nous avons
¢galement identifié¢ la voie de signalisation régulée par STARD3 par protéine array puis western
blot. Nous avons montré que la perte d’expression de STARD3 dans une lignée cellulaire de
cancer du sein HER2+ et dans une lignée de cancer de I’estomac HER2+ diminue la
phosphorylation de HER2, la phosphorylation de ses deux partenaires de dimérisation EGFR et
HER3, et l'activation d'Akt. Cet effet sur la voie PI3K/Akt confirme le role de STARD3 dans
la survie des cellules HER2+. De plus, nous avons également montré que la perte d’expression
de STARD3 diminue le nombre d’homodimeéres HER2-HER?2 et d’hétérodimeéres HER2-EGFR
ou HER2-HER3 dans les cellules de cancer du sein HER2+.

Ensuite, nous avons étudié le rdle des mouvements intracellulaires de cholestérol médiés
par STARD?3 dans la croissance des cellules HER2+. Nous avons montré que STARD3 module
la distribution intracellulaire du cholestérol. En effet, la perte d’expression de STARD3 diminue

la quantité de cholestérol dans les endosomes tardifs et augmente le cholestérol au niveau de la
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membrane plasmique dans les cellules HER2+ du sein et de I’estomac. De plus, nous avons
confirmé que la croissance des cellules HER2+ dépend des mouvements intracellulaires du
cholestérol médiés par STARD?3 en faisant une expérience de sauvetage. Nous avons généré
des mutants de STARD?3 insensibles a la transfection de siRNA, et incapables de transférer du
cholestérol ou d'interagir avec les protéines VAPs/MOSPD2. Contrairement a la protéine
STARD3 sauvage, ces différents mutants sont incapables de restaurer la croissance des cellules
HER2+. Ainsi, la croissance des cellules HER2+ dépend du transport de cholestérol médié par
STARD?3 et de sa capacité a créer un site de contact membranaire endosomes tardifs-RE.

Pour conclure, ces travaux de thése montrent que les modifications de la composition
lipidique de la membrane plasmique médiées par STARD?3 peuvent affecter la dimérisation des
récepteurs et les voies de signalisation en aval de HER2 pour favoriser la survie des cellules

cancéreuses HER2+.
L’ensemble de ces résultats est décrit dans un article intitulé « Intracellular cholesterol

traffic represents a new dependence for HER2-amplified cancers » que nous prévoyons de

soumettre prochainement et qui se trouve ci-apres.
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Abstract

HER2 is a tyrosine kinase receptor from the
EGFR family that plays a central role in tumor
progression of lung, breast, ovary, and gastric
cancers. HER2-positive cancers are
characterized by HER2 amplification and
overexpression. StAR-related lipid transfer
domain-3 (STARD3) is a gene co-amplified and
co-expressed with HER2 in cancers. The
encoded protein, STARD3, is an endosomal
thether involved in the formation of ER-
endosomes membrane contacts and
intracellular cholesterol trafficking. However,
how STARD3 participates in tumorigenesis
remains unclear. Here, we showed that loss of
STARD3 expression inhibits specifically HER2-
positive cancer cell growth and does not affect
other cancer cell types. STARD3 acts specifically

on HER2+ cancer cell growth through an
indirect mechanism, by altering the normal
cholesterol distribution and modifying the lipid
composition of the plasma membrane. These
changes favor the dimerization and activation
of HER2 and the activation of the PI3K/Akt
pathway to promote cancer cell survival. This
study reveals that HER2-amplified cancer cell
growth depends on intracellular cholesterol
movements mediated by STARD3 at ER-
endosome contacts and reinforce the idea that
STARD3 may have a therapeutic potential in
HER2-positive cancers.

Introduction

The gene encoding the human epidermal
growth factor receptor 2 (HER2), also known as
Receptor Tyrosine Kinase ErbB2, is amplified and
overexpressed in breast and other cancers (Hynes
and MacDonald, 2009). In breast cancers, HER2
amplification defines one of the principal subtype of
tumors named HER2-positive breast cancers. The
two other main subtypes are luminal cancers
expressing the estrogen receptor (ER) and triple-
negative cancers lacking both ER and HER2
expression. For patient care, amplification of HER2 in
tumor biopsies is the indication for specific anti-HER2
targeted therapies blocking either the receptor itself
or its tyrosine kinase activity. These therapies such as
trastuzumab, pertuzumab and lapatinib have largely
improved the care of HER2-positive cancer, but de
novo and acquired resistance are common (Gianni et
al., 2010; van Ramshorst et al., 2018; Romond et al.,
2005), underlying the clinical diversity of these
tumors and the need for additional treatment
(Garrett and Arteaga, 2011; Pohlmann et al., 2009).
Some studies that have profiled the genetic
alterations in breast cancers concluded that HER2-
amplified breast cancers have a higher level of
genomic heterogeneity than non-amplified cancers
(Vanden Bempt et al., 2007). This finding suggests
that genetic instability might be responsible for the
observed clinical diversity. Accordingly, the
complexity of gene amplification patterns at the
HER2-gene locus has often been reported,
underlining the notion that the HER2 amplicon differs
in size and in copy number (Jacot et al., 2013;
Kauraniemi and Kallioniemi, 2006). Early studies on
that matter identified several genes co-amplified and
co-expressed with HER2 such as TOPA2 and GRB7
(Jarvinen et al., 1999; Stein et al., 1994). Around that
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time, our group identified, by differential screening
of breast tumors, four novel genes (TRAF4, LASP1,
CASC3 and STARD3) co-amplified and co-expressed
with HER2 (Bieche et al., 1996; Tomasetto et al.,
1995). These genes were thought to represent good
candidates as additional drivers for HER2-amplified
tumors. STARD3 distinguished itself from the other
identified neighboring genes because it is present in
the common minimal region of amplification of HER2
cancers (Kauraniemi et al., 2001; Sahlberg et al.,
2013), and its silencing reduces the growth of HER2-
amplified derived cells (Kao and Pollack, 2006).
Although STARDS3 is overexpressed in HER2-positive
breast cancers, how STARD3 participates in
tumorigenesis remains unclear.

STARDS3 is a lipid transfer protein (LTP) from
the START (StAR-related lipid-transfer) protein family
(Alpy and Tomasetto, 2014; Voilquin et al., 2019). It
contains a carboxy-terminal START domain able to
bind and exchange cholesterol, a FFAT-like motif and
an amino-terminal MENTAL domain composed of
four transmembrane helices (Voilquin et al., 2019).
The MENTAL domain addresses the protein to
endosomes, and is able to bind cholesterol and to
mediate homotypic and heterotypic interactions
with a close homolog called STARD3NL (Alpy et al.,
2005). We recently uncovered that STARD3 functions
in intracellular cholesterol transport by favoring the
flux of endoplasmic reticulum (ER) cholesterol to
endosomes (Wilhelm et al., 2017). This transport is
associated with a decrease of cholesterol at the
plasma membrane. We solved the mechanism of
transport by showing that STARD3 forms membrane
contacts between the ER and late endosomes by
interacting with the ER receptors VAP-A/B and
MOSPD?2 (Alpy et al., 2013; Mattia et al., 2018). This
interaction, based on the recognition of the FFAT-like
motif present on STARD3 by the MSP domain of VAP-
A/B and MOSPD2, is instrumental for the sterol
transport function of the START domain. Indeed, the
kinetics of sterol transport was increased by an order
of magnitude when STARD3 was present in
reconstituted ER-endosome membrane contacts.
Thus, in vitro and in vivo assays showed that the
formation of complexes between VAP and STARD3 is
necessary to build inter-organelle contacts where a
fast transport of cholesterol occurs (Wilhelm et al.,
2017).

STARD3 appears as a general modulator of
intracellular distribution of cholesterol. In normal
tissues, STARD3 is expressed at a basal level and its
function is probably balanced by other homeostatic
mechanisms regulating cholesterol distribution. In
HER2-amplified cancer, STARD3 is overexpressed to

high levels. We speculate that this increased
expression is associated with an alteration of the
intracellular cholesterol distribution that cannot be
compensated. In turn, HER2-amplified cancer cells
have adapted to the presence of elevated level of
STARD3. In this study using a variety of HER2-
amplified cell lines, we show that HER2-amplified
tumors have a unique dependency towards STARD3
expression and intracellular cholesterol distribution.

Results

Association between STARD3 and HER2 in
breast cancers

Gene amplification is an important
mechanism in cancer leading to increased gene
expression and gain of function (Vogelstein et al.,
2013). In our previous studies, using cell lines and
breast tumors, we showed that STARD3 gene
amplification and overexpression paralleled that of
HER2 (Bieche et al., 1996; Tomasetto et al., 1995). In
order to establish with precision the relationship
between DNA copy number and RNA expression for
STARD3 and other genes from the HER2 amplicon,
we took advantage of the CCLE (Cancer Cell Line
Encyclopedia) project (Barretina et al.,, 2012). We
extracted DNA copy number and RNA expression
data for HER2, GRB7, STARD3 and TOPA2 genes in 51
breast cancer cell lines (Supplementary Table S1).
The correlation coefficient between DNA copy
number and RNA expression was calculated for the
different genes tested. Interestingly, STARD3
expression showed a strong positive correlation with
its own DNA copy number (Figure 1A), a feature
shared by HER2 and GRB7 (Figure 1B). More
important, STARD3 DNA copy number showed a
strong positive correlation with HER2 DNA copy
number, and both STARD3 DNA copy number and
expression (RNA level) are strongly correlated with
HER2’s (Figure 1). To substantiate this finding, we
analyzed STARD3 protein expression on a series of
108 HER2-positive invasive breast cancers by
immunohistochemistry (IHC) (Supplementary Table
S2). To this aim, we generated a monoclonal
antibody with high specificity (Supplementary Figure
S1). All these tumors were classified in the HER2-
positive subgroup by routine immunohistochemistry
performed on initial biopsy. STARD3 expression was
scored on initial biopsies according to signal intensity
and to the number of positive cancer cells. High
STARD3 expression was found in the majority of
samples: out of 108 samples, 98 tumors were
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positive and 10 were negative (Supplementary Table
S2). We also looked at the percentage of cancer cells
positive for STARD3 in these samples. In the 98
STARD3-positive  tumors, the protein was
overexpressed in all cancer cells (Figure 1C).
Consistent with the known localization of STARD3 in
endosomes, in cancer cells the protein was found in
cytoplasmic puncta in all positive cases (Alpy et al.,
2001). Thus, in our clinical series, STARD3 is
overexpressed at the protein level in 91 % of the
HER2-positive tumors scored by routine IHC.

Amplification at the HER2 locus is not specific
to invasive ductal carcinoma (IDC). Many studies
reported that ductal carcinoma in situ (DCIS) have
HER2 amplification and overexpression (Latta et al.,
2002). In particular, one study in pure DCIS showed
co-amplification and overexpression of the 17q12
genes including STARD3 and GRB7 with HER2
(Vincent-Salomon et al., 2008). Because the presence
of DCIS lesions is frequent in invasive ductal
carcinoma, we observed STARD3 expression in the in
situ and invasive components of tumors from our
series. We found 56 admixed DCIS in the series
representing about half of the samples. In all these
cases, the level of STARD3 expression was identical in
the invasive and in situ components of the tumors,
and 52 cases were STARD3-positive and 4 were
STARD3-negative (Supplementary Table S2).

Consistent with previous reports, we show
here that the STARD3 gene is co-amplified with HER2
in the majority of this subtype of breast cancers. This
amplification is  accompanied by mRNA
overexpression and protein overexpression. The
strong positive correlation between HER2 and
STARD3 supports the notion of a synergistic function
of STARD3 with HER2 in these cancers.

STARD3 contributes to HER2-amplified cancer
cell growth

To examine the role of STARD3 in HER2-
amplified cancer cells, we reduced STARD3
expression by RNA interference (RNAi) using a pool
of four small interfering RNAs (siRNAs) in HER2-
amplified and non-amplified cell lines. We first
examined the kinetics of down-regulation in two
representative HER2-amplified cell lines from the
breast (HCC1954) and the stomach (NCI-N87). In
both cell lines, an efficient down regulation of
STARD3 was observed from day 2 to day 6-8 after
transfection (Supplementary Figure S2). Of interest,
the expression of HER2 was not significantly affected
by STARDS3 silencing. Second, to analyze the effect of

STARD3 silencing on long term cancer cell growth, we
performed clonogenic assays in 6 HER2-amplified cell
lines from the breast (HCC1954, SK-BR3, BT474),
ovary (SK-OV-3), stomach (NCI-N87) and lung (Calu-
3), and in 4 non-amplified cell lines from the breast
(MCF10A, MCF7 and MDA-MB-231) and cervix
(HelLa). As shown in figure 2A, reduction of STARD3
expression in representative cell lines from the
breast either HER2-amplified (HCC1954) or non-
amplified (MDA-MB-231) decreased clonogenicity in
HCC1954 cells and had no effect on MDA-MB-231
cells. Quantification of clonogenic assays in all the
cell lines mentioned above showed that STARD3
silencing reduced dramatically the ability to form
clones in all HER2-amplified cell lines tested but had
no effect in the non-amplified cell lines (Figure 2B).
We also determined the impact of STARD3 on short
term cell growth using the MTT tetrazolium assay.
After 4 days of STARD3 down regulation, a reduction
of viable cell number was observed in all HER2-
amplified cell lines tested (Figure 2C). Conversely, the
non-amplified cell lines tested were unaffected.
Finally, we also looked at anchorage-independent
growth in two representative cells lines, the NCI-N87
(HER2-amplified) and the MDA-MB-231 cells.
Remarkably, down regulation of STARD3 reduced the
ability of NCI-N87 cells to grow independently of a
solid surface (Figure 2E), while it had no effect on
HER2-negative MDA-MB-231 cells.

Collectively, these data show that the growth
of HER2-amplified cancer cells requires STARD3
expression; in contrast the growth of cancer cells
non-amplified for HER2 does not. Thus, these results
reveal that HER2-amplified cancer cells are
specifically dependent on STARD3 expression.

STARD3 modulates cholesterol distribution in
cancer cells

We established previously in Hela cells that
exogenous expression of STARD3 was associated
with the increase of cholesterol level in endosomes,
and its reduction in the plasma membrane (PM)
(Wilhelm et al., 2017). Since STARD3 is endogenously
expressed at high levels in HER2-amplified cancer
cells, we reasoned that the intracellular distribution
of cholesterol in these cancer cells might be under
STARD3 control. We first sought to study endosomal
cholesterol in the breast-derived HER2-amplified
cancer cell line, HCC1954. To do so, we used filipin
staining in cells treated with MBCD to specifically
remove PM cholesterol. In HCC1954 cells, the
cholesterol probe filipin showed the presence of
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cholesterol-loaded intracellular vesicles (Figure 3A).
Moreover co-staining with STARD3 showed that
most filipin-labeled vesicles were STARD3 positive,
and both signal were correlated (Figure 3B). To
confirm the endosomal identity of STARD3-positive
vesicles, cells were also stained with antibodies
against early endosome (EEA1) and late
endosome/lysosome (Lampl, CD63 and Rab7)
markers (Figure 3). As shown in Figure 3A and B,
STARD3 strongly colocalized with all the late
endosome/lysosome proteins tested, and not with
the early endosome protein EEA1 (Figure 3B). We
then studied cholesterol localization in a second
HER2-amplified cell line the NCI-N87 cells.
Consistently, in these cells STARD3 was present in
cholesterol-loaded endosomes (Supplementary
Figure S3 A-B). These data indicate that in HER2-
amplified cells, STARD3 is predominantly localized in
late endosomes that are loaded with cholesterol.
Second, to address whether STARD3 was involved in
this accumulation of cholesterol in endosomes, we
silenced STARD3 and measured total, endosome and
PM-cholesterol levels. Total cholesterol levels,
measured biochemically, were unchanged by
STARD3 silencing (Figure 3G and S3G). To quantify
cholesterol in late endosomes, we used an in situ
cholesterol labelling procedure with filipin and a
devised method allowing cholesterol quantification
in late endosomes labeled with CD63 (see methods
and Supplementary Figure S4) (Wilhelm et al., 2019).
Compared with control cells, less filipin-signals in
vesicles were observed in cells silenced for STARD3 in
both HCC1954 and NCI-N87 cells (Figure 3C-D and
Supplementary Figure S3C-D). Next, we measured
PM cholesterol in STARD3 down regulated HCC1954
and NCI-N87 cells. We used live cell membrane
cholesterol staining with the GFP-D4 probe to image
and quantify plasma membrane cholesterol.
Quantification was achieved by flow cytometry
(Wilhelm et al.,, 2019). Compared to control or
parental cells, STARD3 silencing was associated with
increased PM cholesterol labelling by the GFP-D4
probe in both HCC1954 and NCI-N87 cells (Figure 3E-
F and Supplementary S3E-F).

To further explore the function of STARD3 on
plasma membrane lipids, we  quantified
sphingomyelin  and  sphingomyelin/cholesterol
complexes in these cells. To measure and quantify
sphingomyelin (SM), we used the non-toxic lysenin
protein fused with GFP probe (GFP-Lysenin)
(Shogomori and Kobayashi, 2008). Similarly, to image
and quantify sphingomyelin/cholesterol complexes
we employed the GFP-tagged pleurotolysin A2
(PlyA2) probe (Bhat et al., 2013). Quantification was

done by flow cytometry. We controlled the
specificity of these probes by treating live cell before
staining, with methyl-beta-cyclodextrin (MBCD) and
sphingomyelinase (SMase) to remove cell surface
cholesterol and SM, respectively. These treatments
reduced considerably the PM staining of SM and
SM/cholesterol complexes by GFP-lysenin and PlyA2-
GFP, respectively (Supplementary Figure S5). These
probes were then used to stain HER2-positive cells in
which STARD3 expression was down-regulated. In
HCC1954 cells, GFP-lysenin binding was only slightly
increased in the absence of STARD3 but PlyA2-GFP
binding was clearly elevated in cells lacking STARD3
(Figure 3E-F).

Taken together, these data indicate that in
HER2-amplified cancer cells, STARD3 modulates the
intracellular repartition of cholesterol, by favoring its
presence in the endocytic compartment, and
reducing its level at the PM. In addition to
cholesterol, in the breast cell line HCC1954, STARD3
controls the amount of cell surface cholesterol and
SM/cholesterol complexes, which are major
components of lipid rafts.

HER2-amplified cells are dependent on
cholesterol transport at contact sites

Our results indicate that in HER2-amplified
cells, the distribution of intracellular cholesterol is ,
in part, under STARD3 control. We know that the
function of STARD3 on cholesterol distribution
requires a two-step molecular mechanism, one is the
formation of membrane contacts between the ER
and endosomes, the second is the transfer of
cholesterol between the two organelles by the START
domain (Voilquin et al., 2019; Wilhelm et al., 2017).
STARD3 is a modular protein containing a non-
conventional FFAT motif able to interact with VAP
proteins and make ER-endosome contacts (Alpy et
al.,, 2013; Voilquin et al., 2019). To know if HER2-
amplified cells have ER-endosome contacts made by
STARD3, we looked at the subcellular localization of
the molecular components of these contacts:
STARD3 and VAP-A. Immunofluorescence
experiments made in HCC1954 cells showed typical
endosome and ER signals for STARD3 and VAP-A,
respectively (Figure 4A). STARD3 signal was found in
close proximity with the dense network of ER labeled
by VAP-A. To circumvent the limited resolution of
confocal microscopy, we next applied the sensitive
technique of in situ proximity ligation assay (PLA) to
test for the presence of ER-endosome contacts in
HCC1954 cells. With this assay, proximity (< 40 nm)
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between two proteins is revealed by fluorescent dots
(Soderberg et al.,, 2006). Using antibodies to
endogenous STARD3 and VAP-A proteins, we
demonstrated proximity between endosomes and
the ER. Many PLA-positive fluorescent dots were
seen in wild-type HCC1954 cells, indicating the
presence of MCSs (Figure 4B-C). In contrast, only a
few dots were formed in cells knocked down for
either STARD3, VAP-A and for both STARD3 and VAP-
A, confirming the specificity of the antibodies used
for PLA (Figure 4B-C). Thus, this experiment shows
that endogenous STARD3 and VAP-A are in close
proximity, most likely in ER-endosome contacts in
HCC1954 cells.

The presence of STARD3-VAP-A complexes is
consistent with the ability of STARD3 to transport
cholesterol at the ER-endosome interface by its
START domain. To determine if the ER-to endosome
transport of cholesterol contributes to HER2-
amplified cell growth, we used functionally impaired
STARD3 mutants in rescue experiments. We used a
series of mutations which impair the cholesterol
transfer function of STARD3 at different steps (Figure
5A) (Wilhelm et al.,, 2017). The STARD3 FA/YA
mutant, which possesses a defective FFAT motif,
belongs to the first class of mutants, characterized by
their inability to mediate the formation of ER-
endosome contacts. Then, the STARD3 MR/ND and
the STARD3 BSTART belong to the second class of
mutants which cannot transfer cholesterol. Next, we
used these mutants in rescue experiments (Figure 5).
To this aim, a construct insensitive to siRNAs was
used to express wild-type and mutant STARD3 in
HCC1954 cells (Figure 5B). Transfection with
synthetic siRNA resulted in the loss of the
endogenous protein while the ectopic expression of
the wild-type and mutant proteins was unaffected
(Figure 5B). Then, we measured the ability of wild-
type and mutant STARD3 expression to restore cell
growth defect induced by endogenous STARD3
silencing. Cell growth measurements showed that
while the wild-type protein restored cell growth, the
two classes of mutants, either unable to make ER-
endosome contacts or to transfer cholesterol, did not
restore cell growth (Figure 5C).

These results show that the repartition of
intracellular cholesterol governed by STARD3 is
essential for the growth of HER2-amplified cancer
cells.

STARD3 favors HER2 activation
To determine by which molecular
mechanisms HER2-amplified cells require STARD3 to

grow, we examined several scenarios. We initially
thought that both proteins may directly interact and
form a functional complex. The colocalization and
interaction results did not support this idea. In all
HER2-amplified cancer cells tested, STARD3 and
HER2 do not colocalize (Alpy and Tomasetto, 2014)
(Supplementary Figure S6A-B) and do not interact
(Supplementary Figure S6C). Considering that the
function of STARD3 on cholesterol transport was
required to support HER2-amplified cancer cell
growth, we reasoned that STARD3 might indirectly
influence HER2 signaling activity. To identify proteins
differentially activated in the presence of STARD3 in
HER2+ cells, we used commercial protein arrays.
First, we compared the phosphorylation profile of 49
tyrosine kinase receptors (RTK) in HCC1954 control
cells and STARD3 knock down cells (Supplementary
Figure S7A-B). The main findings of this phospho-RTK
array, which were consistent between two
independent experiments, were that reduction of
STARD3 was associated with a strong decrease of the
phosphorylation of HER2, EGFR and cMet (HGFR). A
slight decrease of Insulin receptor and IGF-1R
phosphorylation was observed. Most of the other
receptors present in the array were not detected in
both control and silenced cells indicating that the
HER2 signaling pathway is predominant in these cells
(Supplementary Figure S7A). Second, we decided to
focus our analysis on intracellular signaling
pathways. We analyzed the phosphorylation status
of 26 kinases: mitogen-activated protein kinases
(MAPKs), extracellular signal-regulated kinases
(ERK1/2), c-Jun N-terminal kinases (JNK1-3), different
p38 isoforms and other intracellular proteins such as
Akt, GSK-3, p70 S6 kinase, TOR and p53. Again,
results consistent between two independent
experiments showed that the loss of STARD3 reduced
activation of Akt (Supplementary Figure S7C-D).
Based on these results, we next tested signaling
receptors and molecules individually by immunoblot
on control and STARD3 silenced HCC1954 and NCI-
N87 cells. We choose these two cell lines because
they have a different status regarding the
phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/AKT/mTOR
pathway. The HCC1954 cell line has a frequently
observed gain-of-function mutation in the kinase
domain of PI3K (H1047R), while the NCI-N87 has a
wild-type PI3K (Yarar et al., 2015). We examined the
activated status of cMet ; a tyrosine kinase receptor
transducing mitogenic and motogenic signals. We
confirmed that in HCC1954 and NCI-N87 cells, cMet
(HGFR) phosphorylation was strongly decreased by
STARDS3 silencing (Figure 6). We then focused on the
EGFR and HER2 pathways. Down regulation of
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STARD3 was associated in a consistent manner with
a clear reduction of EGFR, HER2 and HER3
phosphorylation (Figure 6). Next we looked at the
activation of kinases downstream of HER2,
phosphorylation of ERK and mTOR were not affected
by the loss of STARD3, while AKT phosphorylation
was clearly reduced (Figure 6).

Having established that STARD3 reduces PM
cholesterol and that its reduction is notably
associated with a decrease of HER2 phosphorylation,
a further step was to see whether reducing PM
cholesterol by a pharmacological intervention could
mimic STARD3 function and activate HER2
phosphorylation. To address this, wild-type HCC1954
cells were treated with methyl-B-cyclodextrin
(MBEICD), a chemical known to remove cholesterol
from the PM. Alternatively, PM cholesterol was
elevated by adding exogenous cholesterol (+chol)
(Figure 7A). Of interest, HER2, EGFR and HER3 were
activated upon membrane cholesterol depletion,
while HER2 downstream targets responded
differently (Figure 7B). In fact, ERK phosphorylation
was increased while AKT was not activated. When
exogenous cholesterol was added to the PM, the
activation status of these proteins was similar than in
non-treated cells (Figure 7B). These experiments
show that the reduction of PM cholesterol by a
chemical agent in HCC1954 cells mimics some but not
all of the features associated with STARD3
expression.

Collectively, these experiments showed that
STARD3 elevated expression in HER2-amplified
cancer cells favors the activation of a number of
membrane receptors notably HER2 and other RTK
including EGFR, HER3 and c-Met.

STARD3 favors HER2 interaction/dimerization
with EGFR and HER3

Having observed that ablation of STARD3
decreased HER receptors phosphorylation without
altering their global levels (Figure 6), we reasoned
that STARD3 may control HER2 activation by
increasing its presence and ability to form homo and
heterodimers at the PM. It is known that HER2 forms
homodimers in the absence of ligand in HER2-
overexpressing cells (Yarden and Sliwkowski, 2001).
In addition, HER2 associates with other members of
the family especially EGFR and HER3 contributing to
their dysregulated signaling (Citri and Yarden, 2006;
Graus-Porta et al.,, 1997; Tzahar et al.,, 1997). To
measure the presence of homo HER2-HER2 and
hetero HER2-EGFR and HER2-HER3 dimers in STARD3

silenced cells, we used the PLA assay (Figure 8). This
method has already been used to quantify the
amount of HER2-HER2 and HER2-HER3 dimers in
human breast carcinomas (Spears et al., 2012). To
validate the specificity of the method, HER2 was also
silenced in HCC1954 cells (Figure 8) prior to the PLA
assay. Upon HER2 silencing, the protein was
undetectable by immunoblot (Figure 8A). Under
STARD3 silencing conditions, the total level of HER2
protein remained unchanged (Figure 8A). In the
absence of HER2, no to very few PLA signals
corresponding to HER2-HER2, HER2-EGFR and HER2-
HER3 dimers were detected (Figure 8C). In the
absence of STARD3, signals corresponding to HER2-
HER2, HER2-EGFR and HER2-HER3 dimers were
decreased by half (Figure 8B, 8C and 8D).

Taken together these results show that
STARD3 favors HER2 ability to form homo and
heterodimers and subsequently its activation.

Discussion

In this study, we showed that HER2 amplified
cancer cells have a growth dependency for STARD3,
a neighboring gene on chromosome 17qg. This
dependency is specific to HER2-amplified cancer cells
since non-amplified cells are not sensitive to the loss
of STARD3 expression. Consistent with the notion
that HER2 amplification is a pan-cancer subtype
(Chmielecki et al.,, 2015), we found that STARD3
dependency was not unique to breast cancer cells
but was shared with other type of cancers. Thus, the
dependency on STARD3 is a general phenomenon of
HER2-amplified cells and not a peculiarity of one or
two cell lines. We uncovered an indirect mechanism
explaining how STARD3 impacts specifically the
growth of HER2-amplified cancer cells (Figure 9). In
these cells, STARD3 governs the intracellular
distribution of cholesterol, by making ER-endosome
contacts and favoring cholesterol accumulation in
endosomes. In HER2-amplified cells, STARD3 does
not change the global level of cellular cholesterol but
favors its presence in endosomes at the expense of
the PM, possibly by hijacking a route bringing
cholesterol from the ER to the PM (Figure 9). Thus
STARD3 appears as a regulator of the lipid
composition of the PM. Consistent with the primary
role of the PM in receptor activation; we showed
here that in HER2-amplified cells, STARD3 enhances
HER2 homo- and hetero-dimerization with EGFR and
HER3 and their subsequent signaling. Interestingly,
HER2 activation is associated with the activation of
many cellular responses including proliferation,
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survival, loss of polarity, and invasion relayed by
downstream pathways (Moasser, 2007; Yarden and
Sliwkowski, 2001). Here, while loss of STARD3
decreased strongly HER2 phosphorylation, most of
the downstream kinases including MAPK were not
affected and remained activated. One major
exception being AKT whose phosphorylation is
dependent on STARD3. The fact that downstream
signaling was not affected despite a reduction of
HER2 phosphorylation may be explained by our
experimental setting. All the experiments were done
in serum containing medium and many mitogenic
signals likely converge to MAPK independently from
HER2 activation. It was surprising to observe a
decrease of AKT phosphorylation. Among the two
cell lines examined in details in this study, the NCI-
N87 cell line is wild-type for PI3K, the kinase
upstream from AKT, while the other one, HCC1954,
has constitutive activating mutation of the PI3K and
loss of phosphatase and tensin homolog (PTEN), the
negative regulator of the RTK/PI3K pathway
(Jernstrom et al., 2017; Manning and Cantley, 2007;
Yarar et al., 2015). The finding that reduction of
STARD3 expression is associated with a decrease of
AKT phosphorylation suggests that STARD3 acts on a
pathway independent from RTK/PI3K by either
activating AKT alternate kinases or inactivating AKT
phosphatases. Many alternate AKT kinases have
been described (Bozulic et al., 2008; Faes and
Dormond, 2015; Ou et al., 2011). Whether STARD3
regulates AKT activity independently from RTK/PI3K
should be examined in future studies.

Whether genes co-amplified and co-
expressed with a driving oncogene are important for
the biology of cancer is a matter of debate. One
considers co-amplified genes as passive passenger
genes accompanying a driving oncogene, we and
others consider that co-amplified and co-expressed
genes contribute to the biology of cancer and
importantly may represent a vulnerability that can be
exploited for therapy. The detailed characterization
of the HER2 amplicon provides evidences that co-
amplified genes matter (Glynn et al., 2010). In breast
cancer, amplification of HER2 marks a specific
subtype originally described as aggressive and
associated with a poor prognosis (Slamon et al.,
1987). A treatment targeting the HER2 protein by the
trastuzumab antibody showed prolonged disease-
free survival especially in association with
chemotherapy (Piccart-Gebhart et al., 2005; Robert
et al., 2006; Romond et al., 2005). This targeted
therapy had a profound impact on patient care and
improved prognosis. Several lines of evidence
suggested however that HER2 was not the unique

cancer driver gene. For instance, genetically
engineered mice designed to support the idea that
HER2 is oncogenic showed that it is more
complicated (Ursini-Siegel et al., 2007). Early studies
showed that overexpression of an activated mutated
form of the murine equivalent of HER2 (Neu-NT)
caused the development of multiple invasive
carcinomas, while the over expression of a wild-type
construct gave focal mammary tumors after a long
latency. Given that in human cancers, the wild-type
HER2 is amplified and overexpressed, other mouse
models were created to better mimic the human
disease and understand the different signaling
pathways activated by HER2. Among them, a knock-
in model where the activated murine receptor is
expressed under the control of the endogenous
mouse promoter was very interesting since it showed
many similarities with the human disease (Andrechek
et al., 2000). In this mammary-gland specific knock-in
of the activated receptor (NEU-NT), focal tumors
developed with a long latency and in most tumors,
overexpression was achieved by amplification of the
locus. Similarly to the human disease, genes like
GRB7 and STARD3 were also amplified and
overexpressed in this knock-in model (Schade et al.,
2013). This mouse model supports the idea that in
mammary gland tumors, co-amplified genes
contribute to the biology of HER2-positive cancer
cells. Studies performed on GRB7 (Bai and Luoh,
2008; Fiddes et al., 1998; Nadler et al., 2010; Stein et
al., 1994) and this work provide additional evidences
that HER2-amplified tumors are indeed addicted to
HER2 but also to other genes present in the
amplicon.

STARD3 is an organelle bound protein. Its
attachment to endosomes limits spatially its sterol
transfer activity. Its interaction with ER-bound
proteins VAP and MOSPD2 results in the formation of
inter-organelle contacts where cholesterol s
efficiently transferred. Previous studies showed that
the sterol transfer activity of the START domain of
STARD3 in isolation is weak compared to other
related LTP like STARDA4 (laea et al., 2015; Voilquin et
al., 2019). A key finding was that the sterol transfer
activity of STARD3 was enhanced by an order of
magnitude in assays reconstituting inter-organelle
contacts showing that the function of STARD3 relied
on contact site formation and sterol transfer
(Wilhelm et al., 2017). Consistent with this notion,
we show here that these two activities are necessary
for the growth of HER2-amplified cells. Although the
role of membrane contact sites in cancer has been
speculated (Peretti et al., 2019), our study is to our
knowledge the first to show that a protein is
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implicated in HER2 oncogenesis through the
formation of membrane contact sites.

STARD3 is a cholesterol transport protein;
the role of cholesterol in cancer has been the scope
of many investigations. The levels of intratumoral
cholesterol are generally higher in cancer than in
normal tissue, but the meaning is unclear, it could
reflect altered cancer metabolism (Mollinedo and
Gajate, 2020). Epidemiologic studies that have
interrogated the association between circulating
cholesterol levels and cancer are inconclusive
(Nelson et al., 2014). However, a positive association
was found between accumulation of intracellular
cholesterol and increased cancer risk in pancreatic
cancer (Chen et al., 2015). This was supported by
experimental studies showing that pancreatic ductal
adenocarcinoma (PDAC) were dependent for their
growth on cholesterol uptake by the low-density
lipoprotein receptor (LDLR) pathway (Guillaumond et
al., 2015). These studies indicate that pancreatic
cancer cells adapt their need for cholesterol by
favoring its uptake from lipoproteins and support the
idea that targeting LDLR may be a therapeutic
strategy. Besides transport and uptake, synthesis,
increased storage in lipid droplets and decrease
efflux have been described as ways for cancer cells to
adapt to their important need for cholesterol (Petan
et al.,, 2018; Tosi and Tugnoli, 2005; Vasseur and
Guillaumond, 2015). In this study we add to the list
intracellular cholesterol distribution in HER2-
amplified cancers.

To conclude, these results revealed the
molecular mechanism of STARD3 addiction in HER2
tumors. Indeed, HER2-amplified cancer cell growth
depends on intracellular cholesterol movements
mediated by STARD3 at ER-endosome contacts.
Given this unique dependency, STARD3 is a good
target to better treat HER2-amplified cancers in
association with anti-HER2 targeted therapies.

Material and methods

RNA and DNA correlations

Data were extracted from the Cancer Cell Line
Encyclopedia website, Broad Institute of MIT & Harvard
(Barretina et al., 2012). We collected mRNA expression
(RNAseq) and DNA copy number for each gene on 51
different breast cancer cell lines (Supplementary table
S1). Statistical analyses and graphical plotting were
carried out using R version 3.6.1 (2019-07-05) and R
packages Hmisc, ggpubr and ggplot2. For correlation, we
used Pearson correlation test and regression line was
made with a linear model.

STARD3 immunohistochemistry assay on human breast
cancer

We conducted a retrospective analysis of STARD3
expression in HER2-positive human breast cancer. For
that, we constituted a cohort of patients diagnosed with a
HER2-positive primary breast cancer by routine
immunohistochemistry (score 3+) treated at the
Strasbourg University Hospital between 2011 and 2019.
For each patient, we gathered clinical and pathological
data. Then, for each patient we unarchived the initial core
biopsy of the tumor which was previously fixed in
formaldehyde and embedded in a paraffin block. Each
block was cut in 4 um slices using a microtome. The slices
were placed on positive-charged glass slides [VWR
SuperFrost® Plus] after a bath in 40°C water. Each slide
was identified with a bar code and specimen and protocol
identification. We then proceeded to automated
deparaffinization and staining using BenchMark Ultra IHC
slide staining system automat (Ventana, Roche) with
UltraView Universal DAB detection kit (Ventana, Roche).
The first step was deparaffinization by heating slides to
72°C then washing them four times with EZ Prep™ 1x (950-
102, Ventana) solution. Then, a pre-treatment was
performed by association of heating to 95°C and Cell
Conditioning 1™ solution (CC1, Ventana, Roche) with the
64-minutes standard protocol. At the end of pre-
treatment, slides were heated to 36°C until the end of the
whole protocol. Slides were washed 3 times with reaction
buffer. Endogenous enzyme inhibition was obtained with
UltraView Inhibitor™ (Ventana, Roche) applied for 4
minutes. Slides were washed 2 times with reaction buffer.
Then, anti-STARD3 3G11 primary antibody (mouse
monoclonal antibody, IGBMC) at 1/500 dilution was
applied for 32 min at 36°C. Initially, different anti-STARD3
antibodies and different dilutions were tested in order to
choose the best experimental situation. Slides were
washed 2 times with reaction buffer. Next, secondary anti-
mouse antibody coupled with horseradish peroxidase
[UltraView HRP Multimer™(Ventana, Roche)] was applied
for 8 minutes at 36°C. Slides were washed 3 times with
reaction buffer. At this point, UltraView DAB™ and DAB
H202™ (Ventana, Roche) were applied on the slides for 8
minutes at 36°C and UltraView Copper™ (Ventana, Roche)
was used to improve staining readability. Slides were
washed once with reaction buffer. Ultimately, a
counterstaining with Hematoxylin 1l (Ventana, Roche) for
8 minutes was performed. Slides were dehydrated with
ethanol and xylene then mounted with the machine Cover
Tech Microm CTM6 (Thermo Scientific) using Pertex® rapid
drying medium for mounting (Histolab) and 24x50 mm
cover slips (Mezel-Gloser). For each patient, we examined
STARD3 and HER2 immunohistochemistry assays using
brightfield microscopy and those slides were scanned with
NanoZoomer-XR (Hamamatsu) using the whole slide
imaging system.
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Human breast cancer tumors came from the tumor bank
“Centre de Ressources Biologiques” of the “Hopitaux
Universitaires de Strasbourg” (number 1970 390 v0). All
the samples were collected from patients treated in the
Strasbourg University Hospital. All patients gave written
informed consent for research use of these tumors. Local
Ethics Committee gave his approbation for the study.

Cloning and constructs

STARD3 insensitive mutant (STARD3ins) was synthetized
by GenScript. Silencing mutations were made in all the
sequences targeted by STARD3 siRNAs to obtain a
resistant cDNA with the same coding sequence. From this
insensitive mutant, the STARD3 ASTARTins (Q14849-1,
residues 1-235), STARD3 M307R/N311Dins (referred to as
MR/NDins mutant), and STARD3 F207A/Y208Ains
(referred to as FA/YAins mutant) double mutants were
constructed by linked-PCR. The different mutants were
then cloned in the lentiviral expression vector pLenti PGK.
The expression vectors encoding the GFP-D4, GFP-Lysenin
and PlyA2-GFP probes were previously described (Bhat et
al.,, 2013; Ohno-lwashita et al., 2004; Shogomori and
Kobayashi, 2008).

All constructs were verified by DNA sequencing.

Cell culture, transfections and infections

HCC1954 (American Type Culture Collection CRL-2338),
NCI-N87 (ATCC CRL-5822) and MDA-MB-231 (ATCC HTB-
26) cells were maintained in RPMI w/o HEPES with 10 %
fetal calf serum (FCS) and 40 ug/ml gentamycin. SK-BR-3
(ATCC HTB-30) cells were maintained in DMEM with 10 %
FCS and 40 pg/ml gentamycin. BT-474 (ATCC HTB-20) cells
were maintained in RPMI w/o HEPES with 10 % FCS, 10
pg/ml insulin and 40 pg/ml gentamycin. SK-OV-3 (ATCC
HTB-77) cells were maintained in Mc Coy’s 5a medium
with 10 % FCS and 40 pg/ml gentamycin. Calu-3 (ATCC
HTB-55) cells were maintained in MEM with 10 % FCS,
AANE, 1 mM sodium pyruvate and 40 ug/ml gentamycin.
Hela (ATCC CCL-2) cells were maintained in DMEM with 5
% FCS and 40 pg/ml gentamycin. MCF10A (ATCC CRL-
10317) cells were maintained in DMEM/HAM F12 (1:1)
with 10 % horse serum, 5 pg/ml insulin, 40 pg/ml
gentamycin, 2 mM L-Glutamin, 0.5 pg/ml hydrocortisone,
2 ng/ml human Epidermal Growth Factor (hEGF) and 0.1
ug/ml cholera toxin. MCF7 (ATCC HTB-22) cells in DMEM
with 10 % FCS, 0.6 pg/ml insulin and 40 ug/ml gentamycin.
293T (ATCC CRL-3216) cells were maintained in DMEM
with 10 % fetal calf serum (FCS), penicillin 100 Ul/ml and
streptomycin 100 pug/ml.

Transient siRNA transfections were performed using
Lipofectamine RNAIMAX (Invitrogen, P/N 56532)
according to the manufacturer’s instructions. STARD3-
targeting siRNAs and HER2-targeting siRNAs were
SMARTpool ON-TARGETplus obtained from Dharmacon.
For controls, siRNAs ON-TARGETplus non-targeting pool
from Dharmacon were used. SiRNAs were used at 10 nM

final concentration and cells were transfected 24 h - 72 h
prior to experiments.

For lentiviral infection, plLenti plasmids expressing the
different mutants of STARD3 were co-transfected with
three packaging plasmids pLP1, pLP2, and pLP/VSVG
(Invitrogen) into 293T cell line for 48 h using X-tremeGENE
9 DNA Transfection Reagent (Roche). Viral particles
supplemented with 10 pg/ml polybrene were then
incubated with HCC1954 cells for 48 h. HCC1954 selection
was performed using 0.25 pug/ml puromycin.

Chemicals treatment

Cells were treated for 2 h at 37°C in medium without
serum with 1 mM MBCD (C4555, Sigma) or 500 uM
MPBCD/cholesterol (C4951 Sigma) to deplete or load the
cells with cholesterol, respectively. To deplete plasma
membrane sphingomyelin, cells were treated with 2.5 U of
sphingomyelinase from Staphylococcus aureus (S8633,
Sigma) in medium without serum at 37°C for 2 h.

Immunofluorescence

HCC1954 and NCI-N87 cells were grown to 70 %
confluence on glass coverslips. After washing with
phosphate-buffered saline (PBS), cells were fixed 10 min at
room temperature in 4 % paraformaldehyde in PBS or in a
glyoxal solution for Calnexin and VAP-A staining (7.8 %
glyoxal (Sigma, 128464), 20 % ethanol, 0.75 % aceticacid,
pH 5) and permeabilized for 10 min with 0.1 % Triton X-
100 in PBS. After blocking in 1 % bovine serum albumin in
PBS, cells were incubated at 4°C overnight with the
primary antibodies. Primary antibodies were rabbit anti-
STARD3 pABMLN64-Nt-1611 (1:1000), mouse anti-
STARD3 3G11 (1:1000), mouse anti-EEA1 (1:1000 ; 610457
BD Biosciences), mouse anti-CD63 H5C6 (1:100; DSHB),
mouse anti-Lamp1 H4A3 (1:50 ; DSHB), rabbit anti-Rab7L1
(1:1000, Abcam ab199644), goat anti-VAP-A K-15 (1:1000,
sc-48698 Santa Cruz biotechnology) and rabbit anti-
Calnexin C4731 (1:200, Sigma). Slides were mounted in
ProLong Gold (Invitrogen). Observations were made with
a confocal microscope (Leica SP8 UV, 63x, NA 1.4).

Colocalization analysis

Colocalization coefficients (Pearson correlation
coefficient) were determined using the Coloc2 plugin in Fiji
software. The auto-thresholding was performed using the
Costes method.

Filipin staining and quantification

Cells were grown on glass coverslips. In order to allow a
better visualization of intracellular cholesterol, cells were
treated with 10 mM methyl-B-cyclodextrin (MBCD, Sigma)
for 30 min at 37°C to remove plasma membrane
cholesterol. Cells were then fixed for 10 min at RT with 4
% paraformaldehyde in phosphate-buffered saline (PBS).
Cells were incubated with a solution of filipin (0.1 mg/ml,
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F-9765 Sigma) for 30 min at RT. After washing and blocking
in 1 % bovine serum albumin (BSA) in PBS, cells were
incubated with the primary antibodies overnight at 4°C.
After two washes in PBS, cells were incubated for 1 h with
Cy3- and Alexa488-conjugated secondary antibodies
(Invitrogen Molecular Probes). After two washes in PBS,
cells were re-incubated in the filipin solution for 30 min.
Finally, after two washes, cells were counterstained with
TO-PRO-3 iodide (1:1000; Invitrogen Molecular Probes)
for 5 min. Slides were mounted in Prolong Gold
(Invitrogen). Image acquisition was performed with a Leica
SP8 UV (63x, NA 1.4) confocal microscope using the
photon counting mode; a 355 nm optically pumped
semiconductor laser was used to excite filipin. The Fiji
software was used to quantify filipin fluorescence
intensity. A mask of the CD63 endosomal marker was
applied on the filipin staining. Cells were segmented using
ROI tool and the filipin staining intensity was measured in
each cell.

GFP-D4, GFP-Lysenin and PlyA2-GFP production and
staining

Proteins were overexpressed overnight in E.coli BL21
(DE3) at 20°C for 16 h upon induction with 0.4 mM (GFP-
D4) or 1 mM (PlyA2-GFP) isopropyl-B-
thiogalactopyranoside (IPTG, Sigma) (at an optical
density ODsoonm = 0.5). The cell pellet was lysed and
sonicated in 50 ml of lysis buffer (50 mM
NaH2PO4/Na2HPO4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazole,
pH 8.0) complemented with EDTA-free cOmplete
protease inhibitor (Roche). The lysate was first
centrifuged at 3,500 g for 15 min, then at 50,000 g for 45
min, and filtered through a 0.22 pum membrane.
Purification was performed on an AKTA Start
chromatography system (GE Healthcare Life Sciences)
using HisTrap HP 1 mL columns. Bound proteins were
eluted with elution buffer (20 mM NaH2P0O4/Na2HPO4,
250 mM imidazole, pH 7.4). Eluted fraction was dialyzed
using Amicon Ultra-15 into phosphate buffer (20 mM
NaH2PO4/Na2HPO4 pH 7.4, EDTA-free cOmplete).
Protein concentration was determined by UV-
spectroscopy.

For GFP-NT-Lysenin production, the probe was expressed
in E.coli BL21 (DE3) and was grown at 37°C in LB medium
containing 50 pug/mL kanamycin to an OD of 2.3. Protein
expression was induced with 125 uM IPTG. The culture
was continued for 18 hours at 18°C. Bacteria were
harvested by centrifugation at 8000 rpm for 5 minutes at
4°C. Harvested bacteria were lysed using BugBuster
Master Mix (EMD Millipore) at 4°C for 20 minutes with
protease inhibitor with constant shaking. Obtained lysate
was clarified by centrifugation at 11000 rpm for 20
minutes at 4°C. For further purification, the obtained
supernatant containing His6-GFP-NT-Lysenin was passed
through HiTrap TALON crude (GE Healthcare) column.
The column was washed with 10 mL Wash buffer (50 mM
sodium phosphate buffer, 300 mM NaCL and 10 mM
imidazole, pH 7). The bound protein was eluted using 5

mL elution buffer (50 mL sodium phosphate buffer, 300
mL NaCL and 400 mM imidazole, pH 7). The eluted
protein was dialyzed for overnight against 1X PBS at 4°C
using slide-A-Lyzer Dialysis cassette (10,000 MWC) to
remove the imidazole and further purified protein was
pooled and concentrated using Amicon Ultra-15
Centrifugal filters (Merck Milipore, regenerated cellulose
10,000 NMWL). The fluorescent proteins were then
stored at -20°C after adding glycerol (final concentration
50%).

For confocal acquisitions, cells were grown on glass
coverslips, washed with PBS, and incubated in GFP-D4,
GFP-lysenin or PlyA2-GFP solution (1:200 in 1x PBS, 1 %
BSA) for 30 min at 37°C. After a rapid wash, cells were
fixed with 4 % paraformaldehyde in PBS and nuclei were
counterstained with Hoescht-33258 dye. Slides were
mounted in ProLong Gold (Invitrogen).

For flow cytometry analysis, 5.10° cells were plated in a
T75 flask 24 h before the experiment. Cells were
trypsinized and incubated in a solution of GFP-D4, GFP-
lysenin or PlyA2-GFP probe (1:200 in 1 PBS, 1 % BSA) for
30 min at 37°C. Cells were then fixed for 10 min at RT with
4 % paraformaldehyde in PBS, centrifuged, and finally
resuspended in PBS before FACS analysis (FACS Celesta
BD biosciences). At least 10* cells were analyzed in
duplicate. Cells were gated (FlowJo) and the mean of
fluorescence was measured in this cell population.

Lipids extraction and quantification

One million cells were plated in 150 mm petri dishes 24
h before the experiment. Cells were treated with 10 mM
methyl-B-cyclodextrin (MBCD, C4555 Sigma) for 30 min
at 37°C for the positive control. Cells were washed three
times and scraped in 1 mL of SDS 0.1 % in PBS. Proteins
were quantified and the lysate equivalent to 200 pg of
proteins was transfered and the volume was adjusted to
800 pL with 0.1% SDS. Proteins were mixed with 3 ml of
chloroform/methanol (1/2) solution in a screw-cap glass
tube. After vortexing, 1 mL of chloroform and 1 mL of
water were added. After 5 min of centrifugation at 3000
rpm, the lower phase-containing lipids were transferred
in new glass tubes and dried under nitrogen stream. For
the lipids quantification, dried lipids were solubilized in
EtOH 95% solution. Cholesterol quantification was
performed with the AmplexRed cholesterol assay
(A12216 Invitrogen) and phospholipids quan-tification
was performed with LabAssay phospholipid (296-
63801Wako Chemicals) according to the manufacturer’s
instructions.

Viability assay

After 24 hours of siRNAs transfection, cells were counted,
seeded in 96-well plates in triplicate (1000-5000
cells/well) and allowed to grow for further 3 days. Cell
viability was assessed using an MTT assay (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-ditetrazolium bromide, M-
2128 Sigma). In each well, 100 pL of MTT (1 mg/ml in PBS)
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were added and the plates were incubated at 37°C for 1
h in the dark. After careful aspiration of the culture
medium, 100 pL of dimethylsulfoxide (DMSO) were
added to each well and the plates were incubated for a
further 30 min under shaking. Absorbance was measured
at 590 nm using a plate reader.

Clonogenicity assay

After 24 h of siRNAs transfection, the different cell lines
were trypsinized and plated at a low density (500-2000
cells/petri dish culture 10 cm). The cells were cultivated
for 7-20 days and the medium was refreshed every four
days. The colonies were fixed with ethanol for 20 minutes
and stained with crystal violet for 20 minutes (0.1% in
H20) (C-0775 Sigma). The number of colonies was
counted for each condition using Icy software.

Anchorage-independent growth

Onto a culture plate, it was poured 0.6 % UltraPure Low
Melting Point Agarose (Invitrogen) in the appropriate
medium. On the top of this layer, a gel containing 5x103
MDA-MB-231 cells or 20x10° NCI-N87 cells in 0.3%
UltraPure LMP Agarose in appropriate cell medium was
added. After 15 days for MDA-MB-231 or 30 days for NCI-
N87, colonies were stained with MTT (1 mg/ml) and
counted using Icy software.

SDS-PAGE and Western blot analysis

SDS—PAGE and Western blot analysis were performed as
previously described (Alpy et al, 2005) using the following
antibodies: STARD3: 3G11; pAbMLN64-Nt-1611 (Alpy et
al, 2001); VAP-A: 4C12 sc-293278 (Santa Cruz
biotechnology); actin: ACT-2D7 (Euromedex); a-tubulin:
B-5-1-2 sc-23948 (Santa Cruz biotechnology); HER2: CB11
ab8054 (Abcam); phospho HER2: Tyr1248 #2247 (Cell
Signaling); EGFR: 6F1 sc-57092 (San Cruz biotechnology);
phospho EGFR: Tyr1173 53A3 #4407 (Cell Signaling);
HER3: C-17 sc-295 (Santa Cruz biotechnology); phospho
HER3: Tyr1289 21D3 #4791 (Cell Signaling); Akt : #9272
(Cell Signaling); phospho Akt: Ser473 #4060 (Cell
Signaling); ERK: K-23 sc-94 (Santa Cruz biotechnology);
phospho ERK: Tyr202/Tyr204 D13.14.4E #4370 (Cell
Signaling); mTOR: 7C10 #2980 (Cell Signaling); phospho
mTOR: Ser2448 D9C2 #5536 (Cell Signaling); c-Met: 25H2
#3127 (Cell Signaling); phospho c-Met: Tyr1234/1235
D26 #3077 (Cell Signaling); Caveolin-1: 7C8 sc-53564
(Santa Cruz biotechnology).

Proximity ligation assay

Cells were transfected with siRNAs in 6-well plates. After
48h of siRNAs transfection, cells were plated on glass
coverslips and allowed to grow for further 24 h. Cells
were fixed 10 min at room temperature in 4 %
paraformaldehyde in PBS and permeabilized for 10 min

with 0.1 % Triton X-100 in PBS. After blocking in 1 % BSA
in PBS, cells were incubated at 4°C overnight with the
primary antibodies. The following antibodies were used:
mouse anti-HER2 CB11 ab8054 1:1000; rabbit anti-HER2
DAKO 1:1000; mouse anti-EGFR 6F1 sc-57092 1:100;
rabbit anti-HER3 C-17 sc-295 1:100. PLA was carried out
using DuolLink® in situ detection reagents green kit
(Sigma) according to manufacturer’s instructions. PLA
plus and minus probes (Duolink® in situ PLA probe anti-
mouse minus and anti-rabbit plus, Sigma) (containing the
secondary antibodies conjugated with oligonucleotides)
were added and incubated at 37°C for 1 h. The ligase
solution was incubated for 30 min at 37°C. The DNA was
then amplified (rolling circle amplification) using a
polymerase solution incubated for 100 min at 37°C
resulting in green fluorescence signals. Finally, cells were
counterstained with Hoescht-33258. The slides were
mounted with ProLong Gold (Invitrogen). Observations
were made with a confocal microscope (Leica SP8 UV,
63x, NA 1.4) and PLA dots were quantified using Icy
software.

Protein array

Human phospho-RTK array kit and human phospho-
MAPK array kit (Proteome Profiler™ Antibody arrays)
were obtained from R&D Systems and used according to
the manufacturer’s instructions.
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Figure 1. STARD3 and HER2 expression are correlated in breast cancers.

A. Pearson coefficient and regression line showing the correlation between STARD3 DNA, ERBB2
RNA, ERBB2 DNA, GRB7 RNA, TOP2A DNA, TOP2A RNA and STARD3 RNA. RNA and DNA data
were obtained from the Cancer Cell Line Encyclopedia database.

B. Pearson correlation coefficient (r) matrix and its significativity (*** = p <0.001, **=p <0.01, *=p
< 0.05) between STARD3, HER2 (ERBB2), GRB7, TOP2A DNA and RNA. STARD3 is correlated
with ERBB2 and GRB7 but not with TOP2A.

C. Immunohistochemistry on three different HER2-amplified breast tumor sections (Score 3+) using
anti-STARD3 3G11 antibody. The subpanels (a) and (b) show STARD3 positive tumors whereas
subpanel (c) is STARD3 negative.



Figure S1
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Figure S1. The 3G11 antibody is specific for STARD3.

A. Western blot analysis of HCC1954 cells (wt, siCtrl or siSTARD3) and in HeLa cells tran-
siently expressing STARD1, STARD3, STARD4, STARDS and STARDG fused to GFP
(GFP-STARD) using anti-STARD3 3G11 antibody. Anti-Rab7 antibody was used as a loading
control.

B. HCC1954 cells (WT) and HCC1954 cells transfected with a control siRNA (siCtrl), and with
siRNA targeting STARDS3 (siSTARD3) were labeled with the anti-STARD3 3G11 antibody
(red). Nuclei are stained in blue. Scale bar: 10 ym

C. Immunohistochemistry on HER2- (a) and on HER2+ (b) breast tumor sections using
anti-STARD3 3G11 antibody. The subpanel (c) is a higher magnification image (4.5%) of the
area outlined in black in (b).



Table S1

Cell line STARD3 DNA STARD3 RNA ERBB2 DNA ERBB2 RNA GRB7 DNA GRB7 RNA TOP2A DNA TOP2A RNA
HCC2157_BREAST 0.1564 3.74063845437235 0.1564 5.63829493052793 0.1564 2.96930694015867 -0.3172 5.70830257216067
HS739T_BREAST -0.0051 3.25807672387796 -0.0051 3.73013280363337 -0.0051 -4.31975230706319 -0.0051 4.3255995827299
HCC38_BREAST 0.7078 4.83359688879628 0.7078 5.9548827461824 0.7078 3.58027605188479 0.7078 7.14424264372184
DU4475_BREAST 0.019 7.1598527096141 0.019 2.18445770149488 0.019 4.02041641170907 0.019 7.2771277426148
MDAMB175VII_BREAST 0.0605 4.37996779284518 0.0605 6.68207346026197 0.0605 3.83357063936939 0.0605 5.59797955459457
YMB1_BREAST -0.1421 -0.1421 -0.1421 -0.1421
T47D_BREAST 0.5089 4.72530446715759 0.5089 5.54019935614196 0.5089 3.21078844862327 0.5089 6.95375152798261
HS742T_BREAST 0.0148 3.2110150521835 0.0148 3.13704913657676 0.0148 -5.39582697933276 0.0148 1.82886689518906
KPL1_BREAST -0.6172 3.68569124041783 -0.6172 4.76386974251808 -0.6172 2.80704030691793 -0.6172 5.60956236391112
MDAMB231_BREAST 0.0894 4.21969512986467 0.0894 3.68157321832868 0.0894 -0.388193728164394 0.0894 7.27015072345395
HCC2218_BREAST 2.7086 7.66630484868248 2.7086 10.3054489294019 2.7086 6.7814142466291 -1.0392 3.87039341247196
HCC1954_BREAST 3.4633 9.8289510304321 3.4633 10.8645630695722 3.4633 9.2044248757925 0.1955 7.08915448210724
CAMA1_BREAST 0.1513 4.38695563351516 0.1513 5.26993721498624 0.1513 2.16993050487664 0.1513 6.56366330194949
HMC18_BREAST 0.4785 4.38825737984208 0.4785 2.80062939135374 0.4785 -3.69812777076163 0.4785 6.7590887625639
AU565_BREAST 2.7059 7.38804094174984 2.7059 10.6940484654529 2.7059 7.5787128929942 1.1804 7.09138873492062
HS578T_BREAST -0.2712 3.43313713721291 -0.2712 3.18307938383293 -0.2712 -4.73745505381874 -0.2712 5.64634610977208
BT20_BREAST -0.2918 3.39505867715947 -0.2918 5.11392335112202 -0.2918 2.80711756647533 -0.2918 6.68093528156465
MDAMB361_BREAST 2.2175 7.19202952822555 2.2175 8.61560146354524 2.2175 5.81121993948943 -1.1373 5.46878672132309
MDAMB436_BREAST -0.555 3.51725548172696 -0.555 2.85581347749338 -0.555 -5.30999595215064 -0.555 5.39903157083463
HCC1143_BREAST 0.1433 4.07595941469333 0.1433 4.11091830262162 0.1433 3.09781289262447 -0.7577 5.5006732949005
HCC1937_BREAST -0.0018 4.04331520761467 -0.0018 4.63438799130223 -0.0018 3.6424316354395 0.0262 6.91493151789707
HCC1569_BREAST 2.3818 4.97004417169738 3.065 10.0785935405511 3.065 6.37328933572826 -0.1087 6.41174255050665
HCC1395_BREAST -0.5071 3.93189602393376 -0.5071 2.96718693698403 -0.434 0.282921420263094 -0.434 6.65591477358628
HCC1187_BREAST -0.3027 3.4654830800928 -0.3027 5.71072100299536 -0.3027 1.99166949086345 -0.3027 6.74667648105317
ZR751_BREAST -0.0934 3.77062175487836 -0.0934 5.74732125025357 -0.0934 3.37686925989682 -0.0934 6.30642527090342
HCC70_BREAST -0.5539 3.67819263188211 -0.5539 4.36845410706142 -0.5539 3.17902401647112 -0.5539 6.24890693891603
MCF7_BREAST -0.9661 3.29188648783331 -0.9661 4.6458804769145 -0.9661 1.35363441226023 -0.3149 5.46644345110357
MCF7_BREAST -0.9661 3.29188648783331 -0.9661 4.6458804769145 -0.9661 1.35363441226023 -0.3149 5.46644345110357
MDAMB157_BREAST -0.1929 3.80000100365021 -0.1929 3.42395209518789 -0.1929 -4.0374539635549 -0.1929 7.11015845301091
EFM192A BREAST 2.7249 8.59930131959605 2.7249 10.7140980178049 2.7249 7.85504172541497 0.8409 7.46975545230188
EVSAT_BREAST 0.1365 0.1365 0.1365 0.6773
MDAMBA453_BREAST 1.1586 5.56520994911134 1.1586 7.32570072243021 1.1586 4.54636968309572 -1.0613 5.33303384278408
EFM19_BREAST 0.6518 5.2169477048811 0.6518 6.54989580461561 0.6518 3.47788101968784 0.6518 7.25859493005535
BT474_BREAST 2.6813 7.87067955753244 3.956 9.7643424545196 2.8149 7.09369528404834 -0.2824 6.03378777919526
HS606T_BREAST -0.0002 3.55221468031118 -0.0002 3.78199487134591 -0.0002 -4.67899829465597 -0.0002 4.57808920550719
MDAMB415_BREAST -0.0879 4.18439882854458 -0.0879 5.05475880978133 -0.0879 3.2657426528061 -0.0879 4.63988792675961
MDAMB468_BREAST -0.3901 4.02676268270358 1.6605 3.57698652531407 -0.358 2.93823121592141 -0.358 6.1436466545837
BT549_BREAST -0.4759 3.42163431011318 -1.351 3.1576655024163 -0.3831 -1.86834223664296 -0.3831 6.51711956957627
CAL851_BREAST 0.1725 4.23951418615034 0.1725 4.69243001536711 0.1725 3.38726770217246 0.1725 5.75039265194264
HMEL_BREAST 0.0144 4.49089885037763 0.0144 4.405345092458 0.0144 2.91820167160757 0.0144 5.40640770612766
HCC1806_BREAST -0.1256 3.56085034219227 -0.1256 4.42364965757414 -0.1256 3.48372329183038 -0.1256 5.76913363430976
UACC812_BREAST 2.3893 7.89966927731364 4.3523 10.3662170779417 2.3946 7.89569638197368 1.5054 7.26917620038326
UACC893_BREAST 3.0726 8.72958050107719 3.0726 10.8356523179996 3.0726 8.69945701862981 -0.4519 4.97521395428991
HDQP1_BREAST 0.0894 4.02531650672027 0.0894 4.82636402524222 0.0894 3.41077700869197 0.0894 5.64156813530351
HCC1419_BREAST 2.5161 8.60776205788882 2.5161 10.7187986369465 2.5161 8.14951797197079 -0.7071 5.5550496623068
HS274T_BREAST 0.0059 3.48620407761891 0.0059 3.92191301338029 0.0059 -4.40964001538879 0.0059 6.59511654084131
ZR7530_BREAST 2.7367 8.25017001655364 2.7367 10.5732000246994 2.7367 7.75750446121823 -0.8426 5.17238004661442
HS343T_BREAST 0.0135 3.42626257891994 0.0135 3.5280036895078 0.0135 -4.68550249706072 0.0135 5.92231653786233
CAL51_BREAST 0.0298 3.76819422084561 0.0298 5.24723246371957 0.0298 3.14499906610743 0.0298 7.0210275675462
CAL120_BREAST -0.1496 3.53044420208868 -0.1496 3.56941005015947 -0.1496 -0.338644954942298 -0.1496 5.81415762664775
JIMT1_BREAST 2.4607 7.14801194873919 2.4607 7.60529616186604 2.4607 6.45840260788093 -0.317 6.1381380314502

Table S1. mRNA expression and DNA copy number for each gene on 51 different breast cancer cell lines.
Data were collected from the Cancer Cell Line Encyclopedia website, Broad Institute of MIT & Harvard.




Table S2

STARD3 STARD3 Difference
Total " ) I
n (%) positive negative (p-value,
n (%) n (%) test)
108 (100) 98 (91) 10 (9)

. MO 90 (83) 80 (74) 10 (9) 0.207,
Metastatic M+ 18 (17) 18 (17) 0 Fisher
0.249,
NO 82 (76) 76 (70) 6 (6) Fisher
Lymph 0.236
Node : ’
Status N+ 25 (23) 21 (19) 4 (4) Fisher
> 0.9,
ND 1(1) 1(1) 0(0) Fisher
Histological IDC 103 (95) 94 (87) 9(8) 0.391,
subtypes others 5 (5) 4 (4) 1(1) Fisher
Admixed Yes 56 (52) 52 (48) 4 (4) 0517
IDC and L
DCIS No 52 (48) 46 (43) 6 (6) Fisher
High (=30%) | 82 (76) 75 (69) 7.(6) %Zﬁ;;
Intermediate 0.689,
Kie7 (15-29%) 24 (22) 21 (19) 3(3) Fisher
Low (< 15%) 2(2) 2(2) 0(0) ;isoﬁz’r

Positive (H-
RE Score > 10) 61(56) 53 (49) 8(7) 0.181,
Negative (H- 47 (44) 45 (42) 2(2) Fisher

Score < 10)

Positive (H-
P Score > 10) 46 (43) 43 (40) 3(3) 0.511,
Negative (H- Fisher

Score < 10) 62 (57) 55 (51) 7 (6)

Table S2. STARD3 expression and characteristics of the 108 HER2-positive tumors

analyzed.

Among the 108 tumors, 98 were STARD3 positive and 10 were negative. No statistical
correlations were observed between STARD3 expression and the lymph node status, the
histological subtype, the Ki67 score, the estrogen receptor (ER) or progesterone receptor (PR)
status of the tumors.
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Figure S2. STARD3 is silenced from day 2 to day 8 after siRNA transfection.

Western blot analysis and quantification of STARD3 and HER2 levels in HCC1954 cells (A) and
NCI-N87 (B) cells. Cells were transfected with siRNAs targeting STARD3 at Day 0 (D0) and analy-
zed for 12 days (D1 — D12). Controls correspond to unstransfected cells (WT) and cells transfected
with a control siRNA (siCtrl; D1). Relative protein levels of STARD3 and HERZ2 are measured in
function of tubulin expression and are normalized to wild type cells.
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Figure 2. STARD3 is required specifically for HER2+ cell growth and not for HER2- cells.

A. Clonogenicity assay of HER2+ (HCC1954) and HER2- (MDA-MB-231) cells untransfected (WT)
and transfected with control siRNA (siCtrl) or targeting STARD3 (siSTARD3). After 7 days
(MDA-MB-231) or 21 days (HCC1954) of culture, colonies were stained with crystal violet and
imaged. Representative images are shown. Scale bars : 25 mm.

B. Quantification of clonogenicity assays performed in HER2-amplified (HCC1954, SK-BR-3,
SK-0OV-3, NCI-N87, Calu-3) and non-amplified (HeLa, MCF10A, MCF7, MDA-MB-231) cell lines. n =
3 independent experiments; mean + SD; *** p < 0.001, ANOVA with Tukey’s multiple comparison
test. Statistics are performed between wt, siCtrl and siSTARD3 for each cell line.

C. MTT assay four days after transfection in the same cell lines as in B. n = 3 independent experi-
ments; mean = SD; *** p < 0.001, ANOVA with Tukey’s multiple comparison test.

D. Western blot analysis of STARD3 and HER2 expression in HER2-amplified and non-amplified
cell lines used in B and C. Tubulin was used as loading control.

E. Soft agar assays of HER2+ (NCI-N87) and HER2- (MDA-MB-231) cells untransfected (WT) and

transfected with control siRNA (siCtrl) or targeting STARDS3 (siSTARD3). Colonies were stained with
MTT and imaged. Representative images (top) and quantification (bottom) of colonies are shown. n
= 3 independent experiments; mean £ SD; *** p < 0.001; ANOVA with Tukey’s multiple comparison
test. Scale bar: 2.5mm (NCI-N87); 5mm (MDA-MB-231).
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Figure 3. STARD3 modulates cholesterol distribution in HCC1954 cancer cells.

A. HCC1954 cells were co-labeled with anti-STARD3 (magenta), with the fluorescent choles-
terol probe filipin (cyan Hot) and with endosomal markers in green: anti-EEA1, anti-CD63,
anti-Lamp1 or anti-Rab7 antibodies. Nuclei were stained in blue. Merged images are shown on the
right. The subpanels on the right are higher magnification (4.5x) images of the area outlined in
white. Scale bars: 10 um

B. Pearson correlation coefficients between STARD3 and the endocytic markers EEA1,
Lamp1, CD63 Rab7, and between STARDS3 and filipin are shown; each dot represents one single
cell; cells originate from three independent experiments. Horizontal lines show the mean * SD.

C. Co-staining of CD63, STARD3 and filipin in HCC1954 wt, control and STARD3 knockdown
cells. Merged images are shown on the right. Scale bar: 10 ym

D. Filipin quantification in HCC1954 wt, control and STARD3 knockdown cells. Each dot
represents one single cell (wt 228 cells; siCtrl 201 cells; siSTARD3 208 cells). Cells originates from
four independent experiments. *** p < 0.001, ANOVA with Tukey’s multiple comparison test.

E. To mark cholesterol and/or sphingomyelin at the plasma membrane, HCC1954 control and
STARD3 knockdown cells were stained with the GFP-D4 probe, the GFP-Lysenin probe and the
PlyA2-GFP probe. Scale bar: 10 um

F. Plasma membrane cholesterol and/or sphingomyelin quantification in HCC1954 wt, control
and STARD3 knockdown cells using fluorescent probes by flow cytometry. * p < 0.1, ** p < 0.01, ***
p < 0.001, ANOVA with Tukey’s multiple comparison test.

G. Total free cholesterol quantification after total lipid extraction in control cells and STARD3
knockdown cells (n=3 independent experiments). Mean + SD.
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Figure S3. STARD3 modulates cholesterol distribution in NCI-N87 cancer cells.

A. NCI-N87 cells were co-labeled with anti-STARD3 (magenta), with the fluorescent cholesterol
probe filipin (cyan Hot) and with endosomal markers in green: anti-EEA1, anti-CD63, anti-Lamp1
or anti-Rab7 antibodies. Nuclei were stained in blue. Merged images are shown at right. The
subpanels on the right are higher magnification (5%) images of the area outlined in white. Scale
bars: 10 ym

B. Pearson correlation coefficients between STARD3 and the endocytic markers EEA1, Lamp1,
CD63 Rab7, and between STARD3 and filipin are shown; each dot represents one single cell;
cells originate from three independent experiments. The horizontal lines show the mean £ SD.
C. Co-staining of CD63, STARD3 and filipin in NCI-N87 wt, control and STARD3 knockdown
cells. Merged images are shown at right. Scale bar: 10 um

D. Filipin quantification in NCI-N87 wt, control and STARD3 knockdown cells. Each dot repre-
sents one single cell (wt 218 cells; siCtrl 273 cells; siSTARD3 261 cells). Cells originates from
four independent experiments. *** p < 0.001, ANOVA with Tukey’s multiple comparison test.

E. To mark cholesterol at the plasma membrane, NCI-N87 control and STARD3 knockdown cells
were stained with the GFP-D4 probe. Scale bar: 10 um

F. Plasma membrane cholesterol quantification in NCI-N87 wt, control and STARD3 knockdown
cells using the GFP-D4 probe by flow cytometry. *** p < 0.001, ANOVA with Tukey’s multiple
comparison test.

G. Total free cholesterol quantification after total lipid extraction in control cells and STARD3
knockdown cells (n=3 independent experiments). Please note that NCI-N87 cells treated with M3
CD have a significant depletion of total cholesterol. Mean + SD.



Figure S4

A. Confocal images
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Figure S4. Image analysis procedure for filipin staining intensity quantification.

A. Field containing two cells labeled with TO-PRO-3, anti-CD63, anti-STARD3 and filipin were
randomly acquired by confocal microscopy in four-channel images.

B. Image analysis was performed with Fiji (http:/fiji.sc/). An intensity threshold was applied on the
CD63 staining. A mask of the CD63 staining was then applied on the filipin staining to quantify the
cholesterol in late endosomes. Cell were segmented manually and the filipin staining intensity was
measured in individual cells.
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Figure S5. The GFP-D4, Lysenin and PlyA2 probes are specific for cholesterol and/or
sphingomyelin.

The fluorescence intensity of the different probes was quantified by flow cytometry in
HCC1954 (A) (n=3) and in NCI-N87 (B) (n=2) cells treated for 2 hours with MBCD or SMase.
*p<0.1,*™* p<0.001, ANOVA with Tukey’s multiple comparison test.
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Figure 4. STARD3 and VAP-A are in close proximity in HER2+ cells.

A. Endogenous VAP-A (green) and STARD3 (magenta) labeling in HCC1954 cells transfected with
siCtrl, siSTARD3, siVAP-A or siSTARD3 and siVAP-A. Merge images are shown at right. Scale bar:
10 ym

B. PLA signal (green) obtained in the same cells than in A using anti-VAP-A and anti-STARD3 antibo-
dies. Scale bar: 10 ym

C. Quantification of the number of PLA dots per cell in HCC1954 cells transfected with siCtrl,
siSTARD3, siVAP-A or siSTARD3 and siVAP-A using Icy software (wt 77 cells; siCtrl 76 cells;
siSTARD3 65 cells ; siVAP-A 50 cells ; siVAP-A siSTARD3 72 cells from at least 2 independent
experiments).

D. Western blot analysis of STARD3 and VAP-A expression in HCC1954 cells used in A, B and C.
Actin was used as a loading control.

E. Labeling of Calnexin (red left) and CD63 (red right) in HCC1954 cells transfected with siCtrl,
siSTARD3, siVAP-A or siSTARD3 and siVAP-A showing that the ER and late endosomes are not
altered in knockdown cells. Scale bar: 10 um
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Figure 5. STARD3-mediated cholesterol transport is required for HER2+ cell growth.

A. Schematic representation of the different STARDS3 insensitive mutants used in the study. The
MENTAL domain in light blue contains 4 transmembrane helices (dark blue) and a FFAT motif (red);
the START domain in pink contains two essential residues involved in cholesterol binding (M307 and
N311). Point mutation positions are labeled in black. STARD3ins was obtained through silent muta-

tions in the sequences targeted by siSTARD3.

B. Western blot analysis of STARD3 expression in the different cell lines. The expression of HER2
protein is unchanged; tubulin was used as a loading control.

C. MTT assay four days after transfection in the same cell lines than in B. n = 4 independent experi-
ments; mean = SD; *** p < 0.001, ANOVA with Tukey’s multiple comparison test.
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Figure S6. STARD3 and HER2 do not colocalize and do not interact in HER2+ cells.

A. HER2+ cells were labeled with anti-STARD3 (green) and anti-HER2 (red) antibodies. Merge
images are shown at right. Scale bars: 10 ym

B. Pearson correlation coefficients between STARD3 and HER2. Each dot represents a single cell.
C. Immunoprecipitation experiments between STARD3 and HER2 in HCC1954, NCI-N87 and Calu-3
cells using either anti-HER2 antibody, anti-STARD3 antibody or anti-Rab7 antibody as a negative
control. Immunoprecipitated material was analyzed using anti-HER2, anti-STARD3 and anti-Rab7
antibodies.
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Figure S7. STARD3 favors RTK and Akt phosphoryla-
tion.

A. Phospho-RTK protein arrays in HCC1954 siCtrl and
siSTARD3 cells (72 h post-transfection).

B. Quantification of EGFR, HER2, c-Met (HGFR), Insu-
linR and IGF-IR phosphorylation observed by protein
arrays in HCC1954 siCtrl and siSTARD3 cells.

C. Phospho-MAPK protein arrays in HCC1954 siCtrl and
siSTARD3 cells (72 h post-transfection).

D. Quantification of MAPK proteins phosphorylation
observed by protein arrays in HCC1954 siCtrl and
siSTARDS cells.

E. List of proteins analyzed in C and D with their coordi-
nates on the array and their phosphorylation sites.
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Figure 6. STARD3 favors HER2 signaling.

A. Western blot analysis of RTK, Akt, ERK and mTOR phosphorylation in HCC1954 and NCI-N87
control and STARD3 knockdown cells

B. Quantification of proteins phosphorylation in HCC1954 cells.

C. Quantification of proteins phosphorylation in NCI-N87 cells.

n=3 independent experiments * p < 0.1, ** p < 0.01, *** p < 0.001, ANOVA with Tukey’s multiple com-
parison test.
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Figure 7. HER2, EGFR and HERS3 are sensitive to the PM cholesterol for their activation.

A. Plasma membrane cholesterol quantification in HCC1954 by flow cytometry using the GFP-D4
fluorescent probe. Cells were treated for 2 hours in a medium without serum, with MBCD (1 mM)
or MBCD/Cholesterol (500 pM) at 37°C. n=4 independent experiments, *** p < 0.001, ANOVA with

Tukey’s multiple comparison test.

B. Western blot analysis of RTK, Akt and ERK phosphorylation in HCC1954 cultured in a medium
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without serum containing MBCD (0.5 uM for 2 hours or 5 mM for 30 minutes) or M3

CD/Cholesterol (500 pM for 2 hours). Wild-type cells were cultured in a medium without serum for

2 hours.



Figure 8

A HCC1954 B
o
& 6\C" ‘?‘ HER2-HER2 EGFR-HER2 HER2-HER3
STARD3 | PP E|
prerz e |
CB11 ab8054 DAKO  6F1 sc-57092 DAKO CB11 ab8054 C17 sc-285
HER2 IEI mouse rabbit mouse rabbit mouse rabblt
antibody antibbody  antibody antibody antibody antibody
Cc siCtrl siSTARD3 SiHER2
N
o
L
-
N
o
L
I
o
o
L
O]
L
N
nd
L
I
™
o
L
+
N
o
L
I
D HER2-HER2 HER2-EGFR HER2-HER3
*kk
— TL\ — ek — Hkk
860, —— 8.1000- S 8 400- —
g . ‘g— — E,_ —ns
? - - 8001 . S g00{
54004 3 2
ko] o, T 6004 2 ho]
< < M < 200+
o 200 & 4007 . o 200
y— *kk Yy— P *kk w— 1004 *kk
° O 2004 T, e o : [ T .
@ “bhac - 0] ey L @
2 o] W s 2 0 % a2 07 Soaduar-
=) T T T T =) T T T T > T T T T
z WT siCtrl  siSTARD3 siHER2 z WT siCtrl siSTARD3 siHER2 z WT siCtrl  siSTARD3 siHER2

Figure 8. STARD3 favors HER2 homodimers and heterodimers.

A. Western blot analysis of STARD3 expression and HER2 expression and phosphorylation in siRNAs
transfected HCC1954 cells.

B. Schematic representation of the antibodies used in the PLA experiment to observe HER2-HER2,
HER2-EGFR and HER2-HER3 dimers.

C. PLA signals (green) obtained in HCC1954 cells transfected with siCtrl, sSiSTARD3 or siHERZ2.

D. Quantification of the number of PLA dots per cell in the same cells than in C. Each point represents
the number of PLA dots for one single cell; cells originates from four independent experiments. The
horizontal lines show the mean + SD. * p < 0.1, ** p < 0.01, *** p < 0.001, ANOVA with Tukey’s multiple
comparison test.
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Figure 9. Schematic representation of the molecular mechanism of STARD3 addiction in HER2
tumors.

HER2 and STARD3 are co-amplified and co-expressed in HER2+ cancer cells. STARD3 forms a
membrane contact site between the ER and endosomes by interacting with VAPs proteins. At these
contacts, STARD3 transports cholesterol from the ER to the late endosomes inducing a cholesterol
accumulation in the late endosomes at the expense of the plasma membrane. The decrease in
plasma membrane cholesterol promotes the dimerization of EGFR receptors leading to their phospho-
rylation and to the activation of the PI3K/Akt survival pathway.



Aprées avoir confirmé la dépendance de la croissance des cellules HER2 positives pour le
transporteur de cholestérol STARD3, j’ai étudié 1’effet de la perte d’expression de STARD3
sur le phénotype cellulaire

La croissance cellulaire est la résultante de la prolifération et de la mort cellulaire. Afin de
comprendre le réle de STARD3 sur ces deux processus, j’ai tout d’abord quantifié I’effet de la
perte d’expression de STARD3 sur le pourcentage de cellules en prolifération dans les cellules
HER2+ HCC1954. Pour cela, j’ai utilisé la phosphorylation de la sérine 10 de I’histone 3
comme marqueur de prolifération. Cette expérience a montré que la perte d’expression de
STARD3 n’a pas d’effet sur la prolifération cellulaire . Ensuite, afin d’étudier la
mort cellulaire, j’ai mesuré le pourcentage de cellules en apoptose par cytométrie en flux grace
aux marqueurs Annexine V et lodure de propidium. Les résultats ont montré que la perte
d’expression de STARD3 augmente le pourcentage de cellules apoptotiques
Ainsi, dans les cellules HER2+, STARD3 agit indirectement sur la survie cellulaire et non sur
la prolifération. Ces résultats sont en accord avec I’effet de STARD3 sur I’activation de la voie
PI3K/Akt.

J’ai ensuite analysé le cycle cellulaire par cytométrie en flux apres marquage des cellules a
I’iodure de propidium. La perte d’expression de STARD3 n’induit pas de différence
significative sur le cycle cellulaire des cellules HER2+ HCC1954 . Enfin, j’ai
¢galement ¢tudié la migration cellulaire en utilisant des chambres de Boyden. Les résultats
montrent que la perte d’expression de STARD3 réduit drastiquement la migration des cellules
HER2+ HCC1954

En conclusion, I’ensemble de ces résultats montrent que STARD?3 agit sur la survie et la
migration des cellules HER2+. Cependant, un certain nombre de processus cellulaires restent a

étre étudiés comme 1’adhésion, la sénescence ou encore 1’invasion.
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Figure R1 : STARD3 agit sur la survie et la migration des cellules HER2+
A. Le pourcentage de cellules en prolifération est quantifi¢ grace a un anticorps détectant la
phosphorylation de | "histone 3 (PH3) dans les cellules HCC1954 contrdles et siSTARD3. n=5

expériences indépendantes

B. Le pourcentage de cellules HCC1954 apoptotiques est quantifié par cytométrie en flux
graice a un marquage a l’annexine V et a l'iodure de propidium. n=4 expériences

indépendantes

C. Le cycle cellulaire est analysé¢ par cytométrie en flux aprés marquage des cellules
HCC1954 controles et siSTARD3 a I’iodure de propidium. n=3 expériences indépendantes

D. Apres 6h de culture a 37°C, les noyaux des cellules ayant migré a travers la membrane de
I’insert sont colorés au Hoechst. Le pourcentage relatif de cellules ayant migré est quantifié au
microscope a épifluorescence. n=5 expériences indépendantes
Moyenne + Ecart-type; Test ANOVA avec comparaison multiple de Tukey



Au cours de ma these, j’ai participé a un travail collaboratif qui a permis de montrer que
les sites de contact membranaire impliquant la protéine STARD3 sont régulés. En effet, la
phosphorylation d’une sérine au sein du motif FFAT de STARD3 est essentielle pour
I’interaction entre STARD3 et les protéines VAPs/MOSPD2. Les expériences que j’ai réalisées
ont permis de montrer que la perte de phosphorylation de la sérine S209 au sein du motif FFAT
de STARD3 diminue I’accumulation de cholestérol dans les endosomes tardifs. Ainsi, la
phosphorylation du motif FFAT de STARD3 constitue un systéme « ON-OFF » qui régule la
formation des MCS et le transfert de cholestérol

. Ce travail est actuellement en révision dans EMBO Journal. Le manuscrit

intitulé¢ « Phosphorylation switches on inter-organelle contacts » se trouve ci-apres.
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Abstract

Organelles are physically connected in membrane contact sites. The endoplasmic reticulum possesses
three major receptors, VAP-A, VAP-B and MOSPD2, which interact with proteins at the surface of other
organelles to build contacts. VAP-A, VAP-B and MOSPD2 contain an MSP domain which binds a motif
named FFAT [two phenylalanines in an acidic tract]. In this study, we identified a non-conventional
FFAT motif where a conserved acidic residue is replaced by a serine/threonine. We show that
phosphorylation of this serine/threonine is critical for non-conventional FFAT motifs (named Phospho-
FFAT) to be recognized by the MSP domain. Moreover, structural analyses of the MSP domain alone
orin complex with conventional and Phospho-FFAT peptides revealed new mechanisms of interaction.
Using a prototypical tethering complex made by STARD3 and VAP, we showed that phosphorylation is
instrumental for the formation of ER-endosome contacts, and their sterol transfer function. Based on
these new insights, we produced a novel prediction algorithm which expands the repertoire of
candidate proteins with a Phospho-FFAT. This study reveals that phosphorylation acts as a general
switch for inter-organelle contacts.
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Introduction

The endoplasmic reticulum (ER) is a membrane-bound organelle primarily involved in protein
and lipid synthesis. The ER consists of the nuclear envelope as well as tubes and sheets spreading
throughout the cytosol up to the plasma membrane (PM) (Westrate et al, 2015). In the cytosol, the ER
physically contacts other organelles including mitochondria, endosomes/lysosomes, autophagic
structures, peroxisomes, lipid droplets as well as the PM. These contacts, termed membrane contact
sites (MCSs), correspond to close appositions, usually within 30 nm, of the ER membrane with the
limiting membrane of another organelle; they do not result in the fusion of the two membranes (Levine
& Loewen, 2006; Wu et al, 2018). MCSs are involved in major cellular processes such as lipid and
calcium transport, and organelle positioning and dynamics (Prinz et al, 2019; Wu et al, 2018).

Contacts between the ER and another organelle require tether proteins that bridge their two
membranes via protein-membrane or protein-protein interactions. The ER possesses three major
receptors atits surface which allow the recruitment of proteins associated with the membrane of other
organelles. These proteins named Vesicle-Associated Membrane Protein-Associated Proteins (VAP) A
and B, and Motile Sperm Domain-containing Protein 2 (MOSPD2), are members of the Major Sperm
protein (MSP) domain-containing family. VAP-A, VAP-B and MOSPD2 are anchored in the ER
membrane by a carboxyl-terminal transmembrane domain with their MSP domain projecting into the
cytosol. The MSP domains of VAP-A/VAP-B/MOSPD?2 interact with small linear motifs named FFAT [two
phenylalanines (FF) in an acidic tract (AT)] (Di Mattia et al, 2018; Loewen et al, 2003; Murphy & Levine,
2016). Contact sites are built by the direct binding between VAP-A/VAP-B/MOSPD?2 at the ER surface
and FFAT-containing partners which are bound to another organelle, such as endosomes,
mitochondria, peroxisomes, the Golgi, and the plasma membrane (Alpy et al, 2013; Amarilio et al,
2005; Costello et al, 2017a, 2017b; De Vos et al, 2012; Dong et al, 2016; Johnson et al, 2018; Kawano
et al, 2006; Kirmiz et al, 2018, 2; Mesmin et al, 2013; Rocha et al, 2009; Di Mattia et al, 2018).

MCSs are functional structures that physically attach two distinct organelles to each other.
Visualization of contacts by microscopy on live cells revealed that they are dynamic, with organelles
associating and dissociating over time (Friedman et al, 2013; Valm et al, 2017). This observation implies
that mechanisms regulating these processes must exist. While the molecular organization and function
of MCSs are better understood, the regulation of the formation and disassembly of these structures
remains quite unknown. In this study, we uncovered that some partners of VAP-A/VAP-B/MOSPD2
possess a special type of FFAT motif that can be phosphorylated on a discrete site, and that we
consequently named Phospho-FFAT. The phosphorylation of Phospho-FFATs is essential for the
interaction of VAP-A/VAP-B/MOSPD2 with their Phospho-FFAT containing partners. This reveals the
existence of a general molecular mechanism regulating the formation of inter-organelle contact
formation and function.
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Results

Identification and functional characterization of a novel category of FFAT motifs potentially
regulated by phosphorylation

Conventional FFATs have 7 core residues: E;F,F3D4AsxsE7, and an acidic flanking region (Fig. 1A)
(Loewen et al, 2003; Murphy & Levine, 2016). The residue at the fourth position is invariably acidic,
either E or D; its substitution by an alanine precludes the interaction with the MSP domain (Kawano et
al, 2006; Loewen et al, 2003). A survey of the literature revealed that some FFAT sequences differ from
the conventional sequence: their core FFAT motif comprises a serine or a threonine residue at the
fourth position instead of an acidic residue (Fig. 1A). Because serine and threonine are polar amino
acids that can gain a negative charge once their hydroxyl group is phosphorylated, we surmised that
these residues might be phosphorylated to be able to bind the MSP domain. We identified 6 distinct
VAP-A/VAP-B/MOSPD?2 partners with a FFAT motif having this characteristics: STARD3 (Steroidogenic
acute regulatory (StAR)-related lipid transfer Domain containing 3), a late endosome (LE) protein
involved in ER-LE cholesterol transport; FIP200 also known as RB1-Inducible Coiled-Coil Protein 1
(RB1CC1; RBCC1), a cytosolic protein involved in autophagosome formation (Hara et al, 2008; Zhao et
al, 2018); Mitoguardin2 (MIGA2), also known as FAM73B, a mitochondrial outer membrane protein
involved in mitochondria dynamics (Huttlin et al, 2015; Murphy & Levine, 2016; Zhang et al, 2016;
Freyre et al, 2019); PTPIP51 (Protein Tyrosine Phosphatase-Interacting Protein-51, aka regulator of
Microtubule Dynamics Protein 3, RMDN3; RMD3), a mitochondria protein involved in ER-Mitochondria
contact formation and possessing two FFATs, a conventional one and a non-conventional FFAT with a
threonine at the 4" position (Di Mattia et al, 2018; Huttlin et al, 2017; Murphy & Levine, 2016; Stoica
et al,2014); Kv2.1 and Kv2.2 (also known as Potassium Voltage-Gated Channel Subfamily B Member 1
(KCNB1) and KCNB2, respectively) are voltage-gated potassium channels involved in neuronal
excitability and in the formation of ER-plasma membrane contacts (Fox et al, 2015; Johnson et al, 2018;
Kirmiz et al, 2018; Lim et al, 2000).

To test if these non-conventional FFAT motifs are genuine binding sites, we examined the
binding of the 6 proteins identified above to VAPs or MOSPD2. More precisely we asked if the
phosphorylation of the fourth residue of their FFAT motifs was implicated in binding with the MSP
domain. To this end, we carried out pull-down assays of whole cell protein extracts using synthetic
biotinylated peptides encompassing STARD3, FIP200, MIGA2, PTPIP51, Kv2.1 and Kv2.2 FFAT
sequences whose fourth residue (serine or threonine) was phosphorylated and non-phosphorylated
(Fig. 1B). These peptides were attached to streptavidin beads, and incubated with Hela cell protein
extracts. Bound proteins were detected by SDS—PAGE followed by Western blot using antibodies
against VAP-A, VAP-B and MOSPD?2 (Fig. 1C). Peptides corresponding to the non-phosphorylated FFAT
motifs of STARD3, FIP200, MIGA2, PTPIP51, Kv2.1 and Kv2.2 retained none of the three proteins (Fig.
1C). In contrast, VAP proteins were efficiently pulled down by all the peptides whose FFAT motif was
phosphorylated (STARD3, FIP200, MIGA2, PTPIP51, Kv2.1 and Kv2.2). MOSPD?2 interacted with the
phosphorylated FFAT of STARD3, FIP200 and MIGA2, showing that the interaction of MOSPD2 with
these FFATs requires phosphorylation. However, MOSPD2 did not interact with the phosphorylated
FFAT of PTPIP51, Kv2.1 and Kv2.2. This result was surprising but not unexpected because the candidate
proteins were primarily described as VAP-A and B partners in the literature. This suggests that the
landscape of MOSPD2 partners is different from that of VAP proteins.

lointly, these data suggest that the interaction between VAP-A/VAP-B/MOSPD2 and several
binding partnersis activated by phosphorylation. To differentiate FFAT motifs characterized by a serine
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or a threonine in position 4 and turned on by phosphorylation from conventional ones, we named
them Phospho-FFATSs.

In silico identification of Phospho-FFAT motifs in the human proteome

In order to identify the human proteins possessing a Phospho-FFAT, we used an in silico
approach. We designed a position weight matrix strategy which served previously to identify FFATs in
many proteins (Mikitova & Levine, 2012; Murphy & Levine, 2016; Slee & Levine, 2019). It allows the
identification of motifs with variations around an ideal FFAT sequence. Proteins are ranked based on
their best FFAT score, with a score O for an ideal FFAT sequence, and higher scores (up to 18.5) for
distant motifs. We specifically focused on motifs which can be phosphorylated at position 4 of the core
FFAT by imposing the presence of a serine or a threonine at that position. Among the 20 373 human
proteins which were analyzed, 2079 had an FFAT score below 3 (Table S1). Because VAP-A/VAP-
B/MOSPD2 partners have been identified by high-throughput proteomics (Orchard et al, 2014;
Oughtred et al, 2019), we took advantage of these resources to test the 427 potential partners listed
in the Biogrid and IntAct databases. For this analysis, we also included the MOSPD2 partners identified
by ourselves using a proteomic approach (Di Mattia et al, 2018). We screened the 488 known VAP-
A/VAP-B/MOSPD2 partners for the presence of a candidate Phospho-FFAT motif. We identified 110
VAP-A/VAP-B/MOSPD2 partners with a significant Phospho-FFAT score (Table S2). As expected,
STARD3, FIP200, MIGA2, PTPIP51, Kv2.1 and Kv2.2 were attributed high scores by the algorithm,
ranging from 0 to 2.5. Using another version of the algorithm allowing the identification of
conventional FFATSs, the two algorithms being mutually exclusive, 94 proteins were identified (Fig. 1D
and Table S2). Interestingly, some proteins had two FFAT motifs, a conventional one and a Phospho-
FFAT. This analysis suggests that Phospho-FFATs and conventional ones are equally distributed in the
human proteome.

To further exploit this in silico approach, we sought for the presence of proteins containing a
Phospho-FFAT motif which were not identified by the original FFAT-prediction algorithm (Mikitova &
Levine, 2012; Murphy & Levine, 2016; Slee & Levine, 2019). We chose to describe three proteins of the
list of 109 VAP-A/VAP-B/MOSPD?2 partners (Table S2) that are already characterized as involved in the
formation of MCSs or likely to be involved in the formation of contacts (Fig. 1E). One of the protein is
STARD3NL: the algorithm identified a Phospho-FFAT motif in this protein that is consistent with the
current knowledge about this protein. STARD3NL is a late endosome protein homologous to STARD3
(Alpy et al, 2002), involved in the formation of ER-endosome contacts by interacting with VAP-A/VAP-
B/MOSPD2 (Alpy et al, 2013; Di Mattia et al, 2018). The FFAT of STARD3NL is highly similar to the one
of STARD3, with all the characteristics of a Phospho-FFAT, and therefore most likely requires
phosphorylation to be active. Another example is RMDN2: this poorly characterized protein is
homologous to PTPIP51 (aka RMDN3) notably in the amino-terminal transmembrane region.
Interestingly, this region is responsible for the addressing of PTPIP51 to mitochondria (Lv et al, 2006).
This suggests that RMDN?2 is also a mitochondrial protein; supporting this idea, RMDN2 was shown to
be associated with the outer mitochondrial membrane in a high throughput proteomics study (Go et
al., in preparation). The algorithm identified a unique potential Phospho-FFAT motif in RMDN2 which
is conserved with PTPIP51. This suggests that RMDN2 could be involved in ER-mitochondria contacts
regulated by phosphorylation. The last example is SNX2: the algorithm identified a Phospho-FFAT motif
in SNX2 (Fig. 1E), a component of the retromer complex which is implicated in ER-endosome contacts
(Bonifacino & Rojas, 2006; Dong et al, 2016). Interestingly, Dong et al, (Dong et al, 2016) made a
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mutation analysis which is consistent with the Phospho-FFAT motif identified here. Therefore, it is
likely that SNX2’s interaction with VAP is regulated by phosphorylation.

To conclude, we developed an algorithm allowing the identification of Phospho-FFATs in an
unbiased manner. This algorithm revealed that phospho-FFATs are as common as conventional FFAT
motifs in the human proteome.

Phosphorylation of the Phospho-FFAT allows binding with VAP-A and VAP-B

We selected one Phospho-FFAT-containing protein to study in depth its association mechanism.
We chose STARD3, one of the 15 human START proteins, a family of lipid binding proteins (LTP)
involved in the intracellular transport of lipids. We chose STARD3 because we previously reported that
STARD3 makes ER-endosome contact sites by interacting with the ER proteins VAP-A, VAP-B and
MOSPD2 (Alpy et al, 2013; Di Mattia et al, 2018). These ER-endosome contacts are active regions that
allow STARD3-mediated ER to endosome cholesterol transport (Alpy & Tomasetto, 2005; Wilhelm et
al, 2017). The Phospho-FFAT of STARD3 comprises a serine residue at the fourth position (position 209
of the protein, hereafter referred to as S,o; note that hereafter numberings of FFAT residues are
labeled as subscript) (Fig. 1A and 2A). To determine if this particular residue is phosphorylated, we first
interrogated the public database PhosphoSitePlus (Hornbeck et al, 2015) - which records post-
translational modifications in a comprehensive manner - for the presence of phosphorylation in
STARD3. We found that a series of phosphorylations in human and mouse STARD3 were described in
and around the FFAT motif, on Sy09, and on Sz13, S217, and Sz21 (Fig. 2A). To confirm these observations,
we sought for STARD3 phosphorylation in Hela cells, given that STARD3 makes ER-endosome contacts
in these cells (Alpy et al, 2013). To this aim, we expressed the GST-tagged STARD3 protein in Hela cells,
then purified the protein by affinity chromatography, and analyzed its phosphorylation by mass
spectrometry. Once purified, the GST-STARD3 protein was digested with trypsin and chymotrypsin,
and subjected to ion trap liquid chromatography — tandem mass spectrometry (LC/MS/MS) analysis.
Phosphorylation was detected on Sxos, S213, S217 and Sz;1 residues (Fig. 2A and Fig. S1). Together, these
data show that STARD3 is phosphorylated on several serine residues in the core of its FFAT motif and
in its vicinity.

We then explored whether VAP-A and VAP-B directly associate with the phosphorylated FFAT
motif of STARD3 by in vitro binding assays using recombinant proteins and synthetic biotinylated
peptides corresponding to the FFAT motif of STARD3. We produced in E. coli and purified the MSP
domains of VAP-A and VAP-B (Fig. 2B). The MSP domain of VAP-A, with a double K94D/M96D mutation
(hereafter called KD/MD mutant), which is defective in binding the FFAT motif (Kaiser et al, 2005) was
a negative control. These proteins were then incubated with streptavidin beads coupled with
biotinylated peptides corresponding to either a control, or non-phosphorylated or phosphorylated
STARD3 FFAT motifs. We tested peptides bearing a phosphoserine either at position 209 or 213, or at
both positions. We also included a peptide corresponding to the conventional FFAT motif of Oxysterol-
Binding Protein-related protein 1 (OSBPL1A aka ORP1) (Loewen et al, 2003), and a random sequence
of the same length, as positive and negative control, respectively (Fig. S4A). Retained proteins were
eluted and analyzed by SDS—-PAGE followed by Coomassie blue staining (Fig. 2C). The MSP domains of
VAP-A and VAP-B interacted with the FFAT motif of ORP1, but did not interact with the non-
phosphorylated STARD3 FFAT motif (Fig. 2C). Only the peptides with a phosphorylation on serine 209
retained the MSP domain of VAP-A and VAP-B. Indeed, the peptide with a single phosphorylation on
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S»13 did not interact, while the ones with a phosphorylation on S;09 or two phosphorylations, on Szog
and S,13, interacted with the recombinant MSP domains.

Together, these experiments showed that phosphorylation of serine 209 is necessary and
sufficient for the direct interaction of the STARD3 Phospho-FFAT with the MSP domains of VAP-A and
VAP-B.

Structural insight into the interaction between VAP-A and a Phospho-FFAT

To gain atomistic insights about the interaction between the MSP domain and a Phospho-FFAT
motif, we solved the crystal structure of the MSP domain of human VAP-A in complex with a peptide
corresponding to the human phosphorylated STARD3 FFAT (residues 197-216) (PDB ID: 6TQR). The
structure was resolved to 1.85 A (from anisotropic data — 3 A in the worst direction) by molecular
replacement using the structure of rat VAP-A with ORP1L FFAT (PDB ID 1Z90; (Kaiser et al, 2005)). The
asymmetric unit contains four copies of the MSP domain, two of which have the Phospho-FFAT bound.
The structure of human VAP-A was strongly similar to that of rat VAP-A (rmsd of 0.538 A over 119
residues) (Fig. 2D-I). Overall, the first residues of the core motif of the Phospho-FFAT bound the MSP
domain similarly to the conventional FFAT motif of ORP1 (PDB ID: 1Z90) (Kaiser et al, 2005). Indeed,
F.07, the second residue of the FFAT motif, was bound to the hydrophobic pocket at the surface of the
MSP domain constituted by aliphatic parts of the side chains of K52, T54, K94, M96, and K125 of VAP-
A (Fig. 2G). The hydrogen bonds are also maintained between the main-chain carbonyl and amide of
Y208 Of the peptide and the main-chain of T53 of VAP-A. The phosphorylated serine S;09 forms ionic
bonds with two lysines of VAP-A, K50 and K52. Interestingly, the following core residue binds
differently between the conventional and Phospho-FFAT. In the conventional FFAT motif of ORP1, the
residue in position 5 is an alanine (Fig. 21). The side chain of As79 rests in a hydrophobic pocket formed
by V51, T53, V61, N64 and F95. Hydrogen bonds are also formed between the amide and carbonyl of
As79 with the carbonyl of V51, and the side-chain amide of N64, respectively. This conformation of the
peptide allows Lago, the 6% residue of the motif, to form hydrogen bonds between its carbonyl and the
amide of V61, and a water-mediated contact between its amide and the carbonyls of P56 and Y59.
However, in the Phospho-FFAT motif of STARD3, the residues in position 5 and 6 are both prolines (P10
and P211) (Fig. 2H). This prevents P,10 from contacting the carbonyl of V51 of VAP-A. The sidechain of
P210 now no longer sits in the hydrophobic pocket, but instead makes hydrophobic contacts with the
side chains of K50 and N64. This prevents any of the other contacts seen for residues 5 and 6 of the
conventional FFAT motif. The difference in position of peptide also lifts the phosphoserine in position
4 closer to the side-chain amides of K50 and K52, allowing it to make strong contacts.

The presence of two Phospho-FFAT-bound and two unbound chains in the asymmetric unit
revealed conformation changes between the bound and unbound domains (Fig. S2). We noted
modifications involving the VAP residue F95 which is buried in the hydrophobic core of the domain,
and M96 residue at its surface. These changes notably result in an opening of the hydrophobic pocket
which allows F»o7 of the Phospho-FFAT to bind (Fig. 2F, G, and Fig. S2).

Interestingly, depending of the nature of the negatively charged residue in position 4 of the FFAT
(aspartate or phosphorylated serine, in a conventional and Phospho-FFAT motif, respectively), the
interaction with the MSP domain of VAP-A is different. Indeed, superposition of the FFAT motifs of
STARD3 and ORP1 showed that the phosphorylated serine is longer than the aspartate and forms an
ionic bond with lysine K50 of VAP-A. To determine whether this ionic bond contributes to the
interaction in vitro, we produced the recombinant MSP domain of VAP-A in which K50 was replaced
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by a leucine (hereafter referred to as VAP-A K50L). Then, we tested the interaction of this mutant VAP-

A with synthetic peptides corresponding to the phosphorylated FFAT of STARD3 or the conventional
FFAT of ORP1 (Fig. S3). Unlike wild-type VAP-A that interacted equally with the conventional and the
Phospho-FFAT, VAP-A K50L only interacted with the conventional FFAT. Thus, the mutation of K50 in
VAP-A impedes the interaction of its MSP domain with the Phospho-FFAT of STARD3, without affecting
the ability of the protein to interact with the conventional FFAT of ORP1 in vitro. Given the high
sequence identity (82%) between human VAP-A and VAP-B, we hypothesized that the interaction of

FFAT motifs with each protein should be similar. Thus, we mutated the conserved lysine K43 in VAP-B,

and tested the interaction of the mutant protein with the conventional and the Phospho-FFAT in vitro

(Fig. S3). Similarly to VAP-A K50L, VAP-B K43L interacted with the conventional FFAT of ORP1, but not
with the Phospho-FFAT of STARD3, while wild-type VAP-B interacted equally with the two types of
FFAT motifs.

This structural analysis showed that the overall binding mode of a conventional FFAT and a
Phospho-FFAT to VAP is different. While the first half of the core motif binds in an identical manner, it
diverges in the other half with specific interactions being involved; more specifically VAP-A K50 and
VAP-B K43 residues are predominantly involved in binding the phosphorylated serine of the Phospho-
FFAT.

In vitro biophysical characterization of VAPs interaction with Phospho-FFATs

To determine in a quantitative manner the binding affinities between VAP-A and VAP-B, and a
conventional FFAT or the Phospho-FFAT motif, we used the optical biosensing Surface Plasmon
Resonance (SPR) method. Either control, non-phosphorylated or phosphorylated biotinylated peptides
were immobilized onto a sensor chip and several concentrations of recombinant MSP domains were
injected. A strong association of every MSP domain with the conventional FFAT motif of ORP1 was
measured, as indicated by the interaction profiles typical for a domain / peptide interaction (Fig. S4B).
In contrast, no binding was seen with the non-phosphorylated FFAT of STARD3 (Fig. 3A). Corroborating
pull-down assays (Fig. 2C), phosphorylation of Sy in the peptide induced a dose-dependent signal
increase (Fig 3C), thus confirming that a unique phosphorylation of this residue is critical for the
interaction. The sensorgrams reached a steady-state response (Req) during the association phase which
allowed the determination of affinities. The values of Req were fitted as a function of the MSP domain
concentration assuming a Langmuir model. We have previously shown that the recombinant MSP
domains of VAP-A and VAP-B form homodimers in solution (Di Mattia et al/, 2018). Thus, the
concentrations used to determine affinities correspond to VAP-A and VAP-B homodimers. Dissociation
constants (Kp) of 5.6 £ 0.3 uM and 7.1 + 0.3 uM were determined by fitting the binding isotherms
obtained for the interaction between the STARD3 FFAT pSz09 and the MSP domain of VAP-A and VAP-
B, respectively (Fig. 3C and not shown).

The presence of 2 phosphorylations on S0 and S,13 slightly increased the affinity with the MSP
domains (Fig. 3D, E); this effect is further enhanced by the presence of 3 phosphorylations on Szo3, S209
and Si3. (Fig. S4D, E). Moreover, we found that STARD3 FFAT peptides phosphorylated on pS,13 only
(Fig. 3B) or pSa0s only (Fig. S4C) did not interact with any of the MSP domains. These data established
the crucial role of phosphorylation on Sy in the interaction process and showed that additional
phosphorylation on residues in the vicinity of the core FFAT motif increased the affinity. The presence
of several phosphorylated residues increases the number of negative charges in the FFAT peptide and
increases interaction with the MSP domain. In agreement with the idea that ionic bonding plays an
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important role, the interaction of the MSP domain of VAP-A and VAP-B with a conventional FFAT or a
Phospho-FFAT was found to be highly influenced by the ionic strength of the buffer used (Fig. S4E).

These experiments showed that phosphorylation of serine at the 4% position in the core FFAT
motif is critical for the direct interaction of the Phospho-FFAT with the MSP domains of VAP-A and
VAP-B; in addition, the interaction occurs with a micromolar affinity, similar to that of a conventional
FFAT motif.

Formation of the complex between STARD3 and VAPs requires phosphorylation of the
Phospho-FFAT motif

Having established a key role of phosphorylation on serine at position 4 of the Phospho-FFAT of
STARD3, the next step was to show that this phosphorylation was required for the assembly of the
complex between STARD3 and VAP proteins.

First, we examined whether endogenous VAP-A and VAP-B could be isolated from whole cell
protein extracts using synthetic biotinylated peptides corresponding to the FFAT motif of STARD3,
either phosphorylated or not, as bait (Fig. S5). We tested peptides bearing a phosphoserine either at
position 209 or 213, or at both positions, and to have a comprehensive understanding of the effect of
phosphorylation near the FFAT motif, we included peptides containing a phosphoserine at position
203, even though it was not identified as being phosphorylated in vivo. To complete our series, we
synthesized peptides with pSaes + pSa00 and pSzes + PS213 combinations, as well as a peptide in which
Sa03, S200 and Sy13 residues were phosphorylated. Each peptide was attached to streptavidin beads and
incubated with Hela cell protein extract. Bound proteins were eluted and analyzed by SDS—PAGE
followed by Western blot using antibodies against VAP-A and VAP-B (Fig. S5). As expected (Di Mattia
et al, 2018; Rocha et al, 2009), the conventional ORP1 FFAT motif, used as positive control, efficiently
pulled-down VAP-A and VAP-B from the extract. In contrast, the non-phosphorylated FFAT motif of
STARD3 did not pull-down VAP-A or VAP-B (Fig. S5). Consistent with the idea that phosphorylation at
position 4 of the FFAT motif is crucial for the binding, we found that among the three mono-
phosphorylated peptides, only the one with a phosphorylation on S was able to trap VAP-A/VAP-B.
Moreover, we found that among peptides bearing a combination of phosphorylations (2 or 3
phosphoserines) only the ones having phosphorylated Sxos efficiently pull-down VAP-A/VAP-B. In line
with the SPR experiments, we noted that the presence of another phosphoserine in addition to pSaos
increased the interaction of the peptide with the VAP proteins, as indicated by the higher and lower
amount of each protein in the bound and unbound fractions, respectively (Fig. S5). These data
confirmed the crucial role of the phosphorylation of Sy, corresponding to the 4™ position of the core
FFAT motif of STARD3, for the interaction of this motif with its ER-located VAP partners. Additional
phosphorylations of Sy03 and S;13 are not essential but strengthen the interaction.

We then analyzed the ability of full-length STARD3 to associate with VAP proteins. To test this,
GFP-tagged VAP-A was co-expressed in Hela cells with wild-type STARD3 or two mutants in which the
S,00 Was replaced either by a non-phosphorylatable residue alanine (S.00A), or a phosphomimetic
residue, aspartate (S09D). The proteins were then immunoprecipitated using anti-GFP antibodies. The
GFP-VAP-A KD/MD mutant was used as a negative control. As we previously showed (Alpy et al, 2013),
wild-type STARD3 was co-immunoprecipitated with VAP-A. In contrast, the S;0eA mutant was not co-
precipitated (Fig. 4A), suggesting that the interaction between VAP-A and STARD3 requires a
phosphorylatable serine at position 4 of the FFAT motif. Replacing Sis with the phosphomimetic
residue D did not, however, restore the VAP-A/STARD3 interaction. The tridimensional structure of
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VAP-A in complex with the Phospho-FFAT of STARD3 shows that the proline residue in position 5 of
the FFAT motif, by imposing a conformational rigidity in the peptide backbone, would prevent the
aspartate residue from properly mimicking a phosphorylated serine, as it possesses a shorter side chain
(Fig. 2 D-H). To circumvent this, we replaced this proline P21 by an alanine, and serine Syg9 by an
aspartate, to generate the STARD3 S;0sD/P210A mutant. Remarkably, this mutant was co-
immunoprecipitated with VAP-A (Fig. 4A). Thus, STARD3 requires a phosphorylatable serine in position
4 of its FFAT motif to interact with VAP-A; structural constraints explain that a single phosphomimetic
mutation does not restore the interaction, only the double mutation restores binding. To substantiate
this result, we repeated the experiments with VAP-B (Fig. 4B). Like VAP-A, VAP-B bound to wild-type
STARD3, but not with its non-phosphorylatable mutant STARD3 S,00A (Fig. 4B). VAP-B, similarly to VAP-
A, did not interact with STARD3 S»09D, while it interacted with STARD3 S»09D/P210A.

Jointly, these results show that phosphorylation of the FFAT of STARD3 on its fourth position
(S200) is indispensable for the protein to interact with its partners VAP-A and VAP-B. Structural
constraints explain that a single phosphomimetic mutation does not restore the interaction, only a
double mutation S09D/P210A restores binding. Moreover, additional phosphorylations of serine outside
the core motif are not required for the interaction, but when Sy is phosphorylated, they increase the
binding affinity.

Phosphorylation at the 4'" residue of the phospho-FFAT motif of STARD3 is necessary for ER-
endosome contact formation in vivo

We previously reported that the creation of ER-endosome contacts, arising from the interaction
between STARD3 and VAP-A or VAP-B, induces a striking relocalization of these latter 2 proteins from
a characteristic ER reticulated pattern to ER subdomains in contact with STARD3-positive endosomes
(Alpy et al,2013; Wilhelm et al, 2017). In contrast, when a mutant STARD3 deleted from the FFAT motif
was expressed, neither VAP-A or VAP-B were delocalized towards ER sub-regions in contact with
endosomes. Here, we performed similar experiments to address whether ER-endosome contact
formation depends on STARD3 FFAT phosphorylation. We expressed VAP-A alone and in combination
with either wild-type STARD3, its non-phosphorylatable counterpart, or its phosphomimetic
S200D/P210A mutant. When expressed alone, VAP-A was evenly present in the ER (Fig. 4G). In the
presence of wild-type STARD3, VAP-A was massively recruited towards endosomes (Fig. 4C), with a
positive correlation of VAP and STARD3 signals (Fig. 4H). In contrast, in the presence of the S;pA
mutant, VAP-A remained uniformly distributed in the ER (Fig. 4D), with no signal correlation (Fig. 4H).
This phenotype was similar to what is observed in cells expressing VAP-A KD/MD or STARD3 F207A/Y20sA
(FFAT mutant named FA/YA) mutants unable to form VAP/STARD3 complexes (Fig. 4F, H and not
shown) (Alpy et al, 2013). Consistent with the biochemistry, the phosphomimetic mutant STARD3
S200D/P210A induced the enrichment of VAP-A around endosomes (Fig. 4E), and fluorescent signals were
as correlated as the ones measured with wild-type STARD3 and VAP-A (Fig. 4H). Jointly, these data
showed that STARD3 phosphorylation on Syps allows the formation of ER-endosome contacts in vivo.

Similar experiments were then performed with VAP-B (Fig. S6). Akin to VAP-A, VAP-B was evenly
distributed in the ER when expressed alone, and in the presence of the non-phosphorylatable STARD3
S,00A mutant, while it was recruited around endosomes by wild-type STARD3 and the phosphomimetic
mutant STARD3 S,09D/P210A (Fig. S6).

Together, these data show that in vivo the phosphorylation of the STARD3 FFAT motif elicits the
assembly of ER-Endosome contacts made by a complex between STARD3 and either VAP-A or VAP-B.
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Phosphorylation of the FFAT motif is essential for STARD3 sterol transfer function in vitro

Having established a novel mechanism of complex formation for a protein bearing a Phospho-
FFAT motif like STARD3, we examined in vitro whether the phosphorylation of Sy within the non-
conventional FFAT motif was mandatory for STARD3 to be active, i.e. to connect the endosome and ER
membranes, and to transfer sterol between them. To this end, we reconstituted the tethering complex
in vitro with liposomes and recombinant proteins. First, we produced and purified recombinant
proteins corresponding to the cytosolic part of STARD3 including the Phospho-FFAT motif, the START
domain, and an N-terminal cysteine residue enabling the covalent attachment to liposomes doped
with thiol-reactive MPB-PE lipid (Fig. 5B). We produced this protein and a form constitutively
phosphorylated on Sxes, termed thereafter cSTD3 and pSz0e cSTD3, respectively. Because production of
recombinant proteins phosphorylated on a specific site is not possible using regular E. coli, we used a
genomically recoded E. coli strain engineered to allow phosphoserine incorporation into recombinant
proteins to produce pSzos cSTD3 (Park et al, 2011; Pirman et al, 2015). Recombinant proteins were
analysed by SDS-PAGE followed by Sypro staining. We observed one and two bands for cSTD3 and pSzos
cSTD3, respectively (Fig. 5A). To have a tool able to detect STARD3 phosphorylation in the FFAT motif
core, we developed a phospho-specific antibody recognizing STARD3 when phosphorylated on Szps.
(Fig. S7). cSTD3 and pSz0s cSTD3 were detected by the anti-STARD3 antibody, but only the higher
species in the pS209 c¢STD3 sample was additionally detected by the anti phospho-STARD3-pS;0s
antibody thus showing that a fraction of protein is phosphorylated on S,g9 (Fig. 5A). As a confirmation,
the analysis of pSa09 ¢STD3 by mass spectrometry showed that it was present as two major species
corresponding to the expected masses of the phosphorylated (MW=28,366 Da) and non-
phosphorylated (28,286 Da) proteins (Fig. S8A). To confirm that the phosphorylation was indeed on
Sa09, recombinant pSaoe cSTD3 was digested with trypsin, and subjected to ion trap LC/MS/MS analysis
(Fig. S8B). This analysis confirmed that the phosphorylation site was on S;gs. Thus, we produced and
purified a pSz09 cSTD3 recombinant protein genuinely phosphorylated on S;gs.

Next, to examine the tethering activity, cSTD3 and pSz0e ¢STD3 proteins were attached to one
population of liposomes called hereafter L liposomes. Liposome flotation assays confirmed that the
two proteins were efficiently bound onto La liposomes (Fig. S8 C-D, E), and that liposome-bound pSzos
cSTD3 remained phosphorylated (Fig. S8F). Then, we examined whether La liposomes bound with
cSTD3 and pSz0s cSTD3 were able to physically associate with another population of liposomes (called
Lg liposomes) covered with VAP-A by dynamic light scattering (Fig. 5B, C). To prepare L liposomes, a
recombinant VAP-A.is protein with its carboxyl-terminal transmembrane region deleted was
anchored to the surface of liposomes thanks to the presence of NTA-Ni?* lipids (Wilhelm et al, 2017).
When La liposomes covered by pSios cSTD3 were mixed with Lg liposomes bearing VAP-A, a rapid
increase in the mean radius of liposomes (from ~90 nm up to 500 nm) occurred, indicating a connection
between the two liposome populations (Fig. 5C). This experiment was repeated with Lg liposomes
lacking VAP-A, or covered with the VAP-A KD/MD mutant, and in both cases no aggregation was seen
(Fig. 5C). For the cSTD3 protein no aggregation was observed even in the presence of a functional VAP
(Fig. 5C). These results indicated that a unique phosphorylation of the S0 serine in the FFAT-like motif
of STARD3 allows the protein to tether membranes in a VAP-dependent manner.

Once demonstrated that pSzoe cSTD3 protein allows for the tethering of two membranes, a
further step was to study the kinetics of sterol transfer between them. To do so, we measured DHE
transfer in real time by FRET (Fig. 5D). Lg liposomes including both DHE (10 mol%) and DNS-PE (2.5
mol%), and covered with VAP-A 4iss were added to La liposomes decorated with pS;e9 cSTD3 (Fig. 5B).
We observed a fast transport of DHE from the Lg to La liposomes within the first seconds and DHE was
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entirely equilibrated between the two liposome populations after a few minutes. The initial DHE
transport rate was 24.78 + 1.07 DHE molecules/min per molecule of pSzos cSTD3 (Fig. 5E). In contrast,
when Lg liposomes were covered by VAP-A KD/MD or were naked, the transport rates were four-time
slower (7.10 £ 0.15 and 7.29 + 1.04 DHE molecules/min per pS,os cSTD3, respectively). When cSTD3
was not phosphorylated, the transport rates measured in the presence or absence of functional VAP
were similar (6.87 and 10.45 DHE molecules/min per cSTD3, respectively).

Jointly, these results showed that using in vitro reconstitution assays, phosphorylation of the
Phospho-FFAT motif of a liposome bound STARD3 allows tethering with VAP-covered liposomes. The
formation of this complex triggers a fast transfer of sterol between the two connected membranes.
Thus, in a complete in vitro defined system, the sterol transport function of STARD3 is turned on by
phosphorylation of its FFAT motif.

Phosphorylation of the FFAT motif is essential for STARD3 sterol transfer function in vivo

To substantiate these data, we used the fluorescent probe filipin to follow cholesterol
distribution in cells. As previously described (Wilhelm et al, 2017), compared to control cells, Hela cells
expressing STARD3 accumulated cholesterol in late endosomes that were labelled with the CD63
marker (Fig. 6A, B and E). Next, to directly assess the contribution of Sy in the cholesterol
accumulation phenotype, cholesterol was labelled in cells expressing the non-phosphorylatable
STARD3 S,0sA mutant. As expected from the fact that this mutant is unable to make ER—endosome
contacts (Fig. 4D), cholesterol did not accumulate in late endosomes of cells expressing STARD3 S;00A
(Fig. 6C, E). Then, to assess the effect of a non-regulatable FFAT on STARD3 function, the STARD3 Conv-
FFAT mutant was constructed by replacing the Phospho-FFAT of STARD3 by the conventional FFAT of
the yeast transcriptional regulator Opilp (EFFDASE) (Loewen et al, 2003). Cells expressing the STARD3
Conv-FFAT mutant accumulated larger amounts of cholesterol in endosomes than cells expressing the
wild-type STARD3 protein (Fig. 6D). This result is consistent with our observation that STARD3 exists in
non-phosphorylated and phosphorylated states in cells.

Together, these data show that phosphorylation of S;o9 is necessary for STARD3 function in
cholesterol transport towards late endosomes. Of interest, replacement of a phospho-FFAT with a
conventional-FFAT motif, transforming it into a constitutively active motif, exacerbated the transport
function of STARD3. These results support the idea that the regulation by phosphorylation of the
Phospho-FFAT of STARD3 is a way to mitigate the effect of the protein on sterol distribution

MOSPD2 interacts with conventional and Phospho-FFAT motifs

We recently identified the MOSPD2 protein as a third member of the VAP family (Di Mattia et
al, 2018). To study more precisely the binding characteristics of MOSPD2 with Phospho-FFAT motifs,
we produced in E. coli and purified the MSP domain of MOSPD2 (Fig. 7A). Next, the recombinant MSP
domain of MOSPD2 was incubated with streptavidin beads coupled to biotinylated peptides as
described before for VAP. Bound proteins were eluted and analyzed by SDS—PAGE followed by
Coomassie blue staining (Fig. 7B). Similarly to VAPs, the MSP domain of MOSPD2 did not interact with
the non-phosphorylated FFAT of STARD3, but interacted with peptides with a phosphorylation on Sy
(Fig. 7B). We used SPR to determine the interaction dissociation constants between the different
peptides and the MSP domain of MOSPD2. The concentrations used to determine affinities
corresponded to a monomer for MOSPD2 since we have previously shown that the recombinant MSP
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domain of the protein is monomeric (Di Mattia et al, 2018). The kinetic profile of the MSP domain of
MOSPD2 was similar to those of VAPs (Fig. 7C-D), with one obligate phosphorylation site on Szg, and
additional phosphorylation increasing the binding affinity (from 1.1 + 0.3 uM for pSao9, to 0.35 + 0.16
MM for pSa09+pSai13 for instance) (Fig. 7E). Interestingly, the affinity for a conventional FFAT was similar
for MOSPD2, VAP-A and VAP-B, as previously reported (Di Mattia et al, 2018), while MOSPD2 had a
slightly higher affinity for Phospho-FFAT compared to VAP-A and VAP-B (Fig. 3E, 7E and S4E). Together,
these data show that MOSPD?2 interacts in the micromolar affinity range with the Phospho-FFAT motif
only when it is phosphorylated on the fourth residue of the core motif.

We characterized the interaction between a phospho-FFAT and MOSPD2 in vivo. To do so, we
immunoprecipitated GFP-tagged MOSPD2 from cells co-expressing the wild-type and mutant STARD3
proteins (Fig. 7F). Wild-type STARD3 was co-immunoprecipitated with MOSPD2. In contrast, the non-
phosphorylatable STARD3 mutant SygeA was not co-precipitated (Fig. 7F). We showed before that the
single phosphomimetic mutation S,0sD was not sufficient to restore the interaction between STARD3
and VAP-A or VAP-B, while the double mutation S;0sD/P210A restored binding (Fig. 4A, B). MOSPD2
behaved differently: it associated, yet only moderately, with the single S,0sD mutant, and not with the
S200D/P210A double mutant (Fig. 7F); one reason could be that the tridimensional structure of the MSP
domain of MOSPD?2 differs from the one of VAPs.

We next addressed whether in cells MOSPD2 was forming contact sites when co-expressed with
STARD3. We imaged MOSPD2 recruitment on endosomes. Since the phosphomimetic mutant of
STARD3 could not fully restore the interaction in vitro, we only tested the effect of the non-
phosphorylatable mutant STARD3 SxoeA (Fig. 71). Consistently, while wild-type STARD3 expression
induced a strong enrichment of MOSPD2 around endosomes, MOSPD2 remained evenly distributed
along the whole ER in the presence of the STARD3 S;0sA mutant (Fig. 7 G-J). Similarly, MOSPD2 with
the R404D/L406D double mutation (named RD/LD) which is defective in binding FFAT motifs remained
uniformly localized in the ER (Fig. 7J).

Together, these data showed that the interaction of the MSP domain of MOSPD2 with the
Phospho-FFAT motif depends on the critical phosphorylation of its central serine (Sz0s in STARD3),
similarly to the MSP domain of VAP-A and VAP-B. They also unveiled specific features of MOSPD2 in
terms of affinity and mode of interaction.

Structural characterization of the MSP domain of MOSPD2 in complex with a conventional
FFAT and a Phospho-FFAT

The 3D structure of the MSP domain of human MOSPD2 was not characterized yet. Moreover,
interactions studies presented before suggest that structural differences may exist between MOSPD2
and VAP MSP domains. To document the binding mode of MOSPD2 with the two kind of FFAT motifs,
we solved the structure of the MSP domain of MOSPD2 unbound (PDB ID: 6TQT), and in complex with
peptides corresponding to a conventional FFAT (ORP1) (PDB ID: 6TQS) and a Phospho-FFAT (STARD3)
(PDB ID: 6TQU) (Fig. 8). The structure of the apo state of the domain was resolved to 1.5 A. The
structure was broadly similar to that of rat VAP-A (PDB ID 1Z9L; (Kaiser et al, 2005); (rmsd of 2.382 A
over 104 residues). The main differences are seen in a flexible loop (residues 337-346 in human
MOSPD2, residues 24-33 in VAP-A), and in the a-helix, which contains an extra turn at the N-terminal
in MOSPD?2. Besides, sequence analysis show that the residues that are conserved between the VAPs
and MOSPD2 are mostly found in the region which interacts with FFATs (Fig. S9). In this binding
interface, two main differences are present: i) an asparagine and a serine are swapped between the
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VAP proteins and MOSPD2: N64 and S65 in VAP-A (N57 and S58 in VAP-B) are replaced with S377 and
N378 in MOSPD2, respectively; ii) K52 in VAP-A is replaced with an arginine, R365.

The 3D structure of the MSP domain of rat VAP-A and human MOSPD2 bound with the
conventional FFAT motif of ORP1L are similar. Superposition of the domains showed few changes in
the binding interface, almost all contacts being maintained. Since N64 in VAP-A is replaced with S377
in MOSPD2, the direct hydrogen bond between sidechain of N64 and the main-chain carbonyl of As7g
in the peptide is replaced with a water-mediated contact. K52 in VAP-A is replaced with R365, which
now makes a hydrogen bond with D4z of the peptide (Fig. 8E).

However, a different story is seen when comparing the structures of human VAP-A and MOSPD2
bound to the phosphorylated FFAT of STARD3 (Fig. 8F, G). In the MOSPD2 complex, residues
corresponding to positions 5™ and 6" of the phospho-FFAT (P210 and P,11) maintain broadly similar
orientations than their cognate residues in the conventional FFAT (As7s and Laso). However, a hydrogen
bond cannot be maintained between P10 of the Phospho-FFAT and the carbonyl of V364 of the MSP
domain. In the conventional FFAT, a water mediated contact exists between the amide of position 6
(Lago in ORP1) and the carbonyls of P369 and Y372 in the MSP domain. These contacts, again, cannot
be maintained with the Phospho-FFAT where a proline is in position 6 of the motif. Another difference
is that more residues carboxyl-terminal to the FFAT core sequence can be seen bound to the MSP
domain in MOSPD2 than in VAP-A. This can be explained by specific MOSPD2 features. Firstly, as
previously noted, N64 in human VAP-A is replaced with S377 in MOSPD2. This shorted side-chain
allows the carbonyl and amide of pS.,i3 one residue after the end of the phosphorylated FFAT motif to
form hydrogen bonds with the amide and hydroxyl of S377. The larger side chain of N64 in VAP-A
would prevent these contacts from forming. Secondly, MOSPD2 possesses one extra turn at the N-
term of the a-helix, which creates a hydrophobic pocket composed of N378, P420, L423, and T424 into
which Fj14, 2 residues after the FFAT motif of STARD3, can bind (Fig. 8l). The lack of this extension in
VAP-A, and N378 being replaced by S65 in VAP-A would prevent a hydrophobic residue from binding
here. It should be noted that the contacts between pS;13 and F,14 are only maintained in one copy of
the complex in our structure. In the second copy, F214 makes crystal contacts with a symmetry related
molecule.

Finally, the structural differences seen between the unbound and complexed forms of VAP-A
are not seen between the unbound and complexed forms of MOSPD2, with F405 (F95 in VAP-A)
maintained in the same position as in the complexed form of VAP-A. M96 in human VAP-A is replaced
in MOSPD2 with a leucine, L406, in the tp rotamer, similar to the conformation of M96 in complexed
VAP-A (Fig. 8H).

We next assessed whether K363 in MOSPD2, which is at the same position as K50 in VAP-A and
K43 in VAP-B, had a predominant role in binding the Phospho-FFAT. K363 of MOSPD2 was mutated in
leucine (K363L mutant), and the interaction of the mutant protein with the different peptides was
assessed. Unlike VAP-A and VAP-B, the MOSPD2 K363L mutation only partially affected the binding of
both the conventional and the Phospho-FFAT motif (Fig. S3).

Altogether these structural and functional data show that MOSPD2 binds conventional and
Phospho-FFAT on a similar interface as VAP-A, but MOSPD2 has unique and specific features which
increase the binding interface, in particular a hydrophobic pocket binding the 9t residue of the FFAT
motif.
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Discussion

Inter-organelle contacts physically attach two distinct organelles (Loewen et al, 2003; Wu et al,
2018). These links must be reversible, because it is known that organelles are associate and dissociate
over time (Friedman et al, 2011, 2013; Valm et al, 2017). Such dynamics imply that there are molecular
mechanisms controlling association and dissociation (Alli-Balogun & Levine, 2019). The ER makes
physical connections with nearly all cellular organelles (Balla et al, 2019). To date no clear molecular
mechanism was reported to explain a controlled and/or reversible association, except for the yeast
mitochondria-vacuole contacts which were shown to be disrupted by phosphorylation of Vps39
(Honscher et al, 2014). In our study, we focused on contacts made by the ER and other organelles. The
ER uses VAP-A/VAP-B/MOSPD2, three distinct membrane-bound proteins, as receptors on its surface
to bind proteins from other organelles (Di Mattia et al, 2018; Murphy & Levine, 2016). The interaction
between VAP-A/VAP-B/MOSPD2 and their partners allows the formation of contacts between the ER
and the other organelles of the cell, by binding a short linear motif, named FFAT, present in protein
partners that are attached- or integral to other organelle membranes. This single molecular
mechanism explains a large part of the formation of contact sites with the ER. How these are controlled
remains unclear.

Many proteins binding to VAP-A/VAP-B/MOSPD2 have been identified over the last years (Di
Mattia et al, 2018; Huttlin et al, 2015; Murphy & Levine, 2016). A number of these proteins do not
have a conventional FFAT motif however their sequences suggested the presence of a other kind of
FFAT motif that could be activated by phosphorylation, that we defined here as a Phospho-FFAT motif.
The presence of a phosphorylatable serine/threonine residue at a key position of the motif supported
the idea that phosphorylation governs the interaction with VAP-A/VAP-B/MOSPD2. Moreover, the
presence of a phosphorylatable residue within the core motif would serve as a reversible switch to
make contacts. Modifying the FFAT-research algorithm into a Phospho-FFAT research one allowed to
identify many candidate proteins in the human proteome. Interestingly, we found that Phospho-FFAT
motifs are equally distributed as conventional FFAT motifs. In addition, both motifs coexist in about
half of the candidates. Taking the complex formed by STARD3 and VAP-A/VAP-B/MQOSPD2 as a model,
we functionally characterized Phospho FFAT motifs. We showed that in the absence of
phosphorylation, the motif is not recognized by VAP-A/VAP-B/MOSPD2; phosphorylation on the 4"
residue switches the motif on and allows its recognition by VAP-A/VAP-B/MOSPD2, triggers the
formation of ER-endosomes contact and enables cholesterol transfer (Fig. 9).

Phosphorylation modifies the chemical properties of a protein, modulating its charge
(phosphorylated serine contains 2 negative charges at physiological pH), and sometimes its shape. The
FFAT motif was defined as a core flanked by an acidic tract. These adjacent D/E residues bear negative
charges that are crucial during the process of recognition of the FFAT sequence by the MSP domain.
Nuclear Magnetic Resonance studies revealed that the interaction of the FFAT with the MSP domain
occurs in two steps: first the acidic residues make non-specific electrostatic interactions with the
electropositive surface of the MSP domain (Furuita et al, 2010). Then, this intermediate complex is
stabilized by specific interactions, notably by the phenylalanine in 2™ position of the core FFAT. Most
importantly, higher numbers of negative charges (including phosphorylation) in the acidic tract, by
affecting the formation of the intermediate complex, increases the apparent binding affinity of the
MSP domain for the FFAT motif (Furuita et al, 2010). This was demonstrated for STARD11 (also known
as CERT) which is phosphorylated on Ssis located in the acidic tract of its conventional FFAT motif.
Phosphorylation of this serine enhances the interaction with VAP, and favors its activity of ceramide
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transport in ER-Golgi contacts (Kumagai et al, 2014). In the case of STARD3, we found that the kinetics
of sterol transport in vitro were similar when the START domain of STARD3 was associated with a
conventional FFAT motif (Wilhelm et al, 2017), or with its own Phospho-FFAT motif bearing a single
phosphorylation on the fourth core residue S,0s. We can then speculate that in the case of STARD3,
additional phosphorylations in the vicinity of the Phospho-FFAT could increase the speed of sterol
transport; unfortunately, we could not test this as the production in E. coli of the protein with several
phosphorylated serines was unsuccessful. However, we did show that additional phosphorylations,
such as the one on S,13, increase the affinity of VAP for the FFAT motif. Thus, phosphorylations are
involved in two different types of regulation: phosphorylation can act as a switch to turn on and off
the interaction, and it can act as a modulator to increase the affinity between VAP-A/VAP-B/MOSPD2
and their partners, and possibly fine-tune the function of the complex.

Proteins involved in inter-organelle contacts have targeting determinants for two distinct
organelles to bridge them (Alli-Balogun & Levine, 2019). Thus, the regulation of these targeting
determinants can theoretically modulate MCS formation. For instance, OSBP is targeted to the Golgi
by the affinity of its PH domain for PI(4)P (phosphatidylinositol 4-phosphate), and to the ER by its FFAT
motif which interacts with VAP (Mesmin et al, 2013). The regulation of PI(4)P levels affects OSBP’s
ability to bind to the Golgi (Mesmin et al, 2017), and thus to generate ER-Golgi contacts. Interestingly,
protein phosphorylation can also regulate PI(4)P recognition (Kumagai et al, 2007; Sugiki et al, 2018).
In the case of STARD3, only the binding with VAPs or MOSPD2 can be regulated; the other targeting
determinant, the anchorage in the endosome membrane, is constitutive. It is intriguing to note that
most of the proteins which possess a unique Phospho-FFAT motif that we tested (namely STARD3,
MIGA2, PTPIP51, Kv2.1 and Kv2.2) are anchored to membranes by a transmembrane domain, thus
regulation must occur on the second determinant of the bridge, i.e. the targeting to the ER, mediated
by VAP-A/VAP-B/MOSPD?2 interaction.

Our search for Phospho-FFAT motifs was restricted to human proteins but it can be extended to
other species. For instance, yeast cells have two VAPs named Scs2 and Scs22 which were shown to be
involved in MCS formation (Murphy & Levine, 2016); it would be interesting to know if Phospho-FFAT
motifs exist and are functional in other species. Besides, it has been shown that viruses and parasites
can hijack resources from the cell by promoting the formation of MCSs. For instance, the obligate
intracellular bacterium Chlamydia trachomatis resides in a membrane-bound compartment which
contacts the ER; the pathogen-containing vacuole bears a Chlamydia protein named IncV which
interacts with VAP proteins to promote the formation of contacts with the ER (Stanhope et al, 2017).
IncV possesses both conventional and non-conventional FFAT motifs (threonine in the 4™ position)
which are equally involved in the interaction with VAP. Norovirus NS2 protein also uses a non-
conventional Phospho-FFAT motif: NYMTPPE (McCune et al, 2017).

The characterization of the 3D structure of VAP and MOSPD2 bound to conventional and
Phospho-FFATs reveals unique features and specific modes of binding. Regarding the type of FFAT, the
main difference lies in the geometry as phosphoserine is longer than aspartic acid, which modifies
several contacts at the FFAT-MSP interface. Comparing MOSPD2 and VAPA, these three domains are
overall similar: the hydrophobic pocket and the charged residues binding the second (F/Y) and fourth
(D/E or pS) residue of the FFAT motif, respectively, are conserved. However, a striking difference is
found in MOSPD2 which forms a second hydrophobic pocket accommodating an aromatic residue
(F214) of the Phospho-FFAT of STARD3. This pocket most probably binds hydrophobic residues present
in position +9 of some FFAT motifs, and might account for the stronger affinity of FFATs with this
feature for MOSPD2 compared to VAPA/B.
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VAP-A and VAP-B are more closely related to each other (82% identity; 93% similarity) than they
are to MOSPD2 (~30% of identity and ~50% of similarity between VAPs and MOSPD?2). Our finding that
some FFAT-containing proteins interact with VAPA/B but not with MOSPD2 raises the possibility that
the repertoires of proteins bound by these receptors are not identical; some FFATs likely bind the three
receptors, while others may have a better affinity or a selectivity for one or the other. This is expected
because MOSPD2 appeared more recently than VAP during evolution, and is only found in Metazoan.
Comparative proteomics studies will be required to inventory the partner repertoire of these three
proteins.

Overall, this study shows that the formation of MCSs by VAP-A/VAP-B/MOSPD2 can be switched
on and off by phosphorylation of some of their partners. This mechanism makes contact formation
controllable through signaling. Such regulation by phosphorylation of Phospho-FFATs could originate
through direct signaling in response to an outside or an inner cell signal, or indirectly via transcription.
The kinases and phosphatases regulating this process, as yet unknown, will most probably be different
depending on their primary target, i.e. the partner of VAP-A/VAP-B/MQOSPD2. The identification of
kinases and phosphatases switching on and off Phospho-FFATs is the next step to understand how
these regulatory processes are integrated in the cell.

16 /43



Figure 1: Identification of novel category of FFAT motifs regulated by phosphorylation.
A: Schematic representation of STARD3, FIP200, MIGA2, PTPIP51, KCNB1 and KCNB2 proteins and
sequence of their Phospho-FFAT motif (7 core residues and 4 upstream and downstream residues).
Note that position 4 of the FFAT (boxed) of these proteins is occupied by a serine or a threonine while
conventional FFATs have an aspartic acid. Blue rectangles represent transmembrane helices. TPR:
Tetratrico peptide repeat; LDT: lipid droplet targeting domain; BTB: Potassium channel
tetramerisation-type BTB domain.
B: Sequence of the peptides used for the pull-down assays. The peptides are composed of an amino-
terminal biotin, a linker sequence and the FFAT sequence of STARD3 (residues 200-216), FIP200
(residues 725-741), MIGA2 (residues 286-302), PTPIP51 (residues 151-167), Kv2.1 (residues 584-600)
and Kv2.2 (residues 599-615) either without or with a phosphorylated residue (serine or threonine) at
position 4 of the core FFAT motif. Acidic (DE) or phosphorylated residues (pS and pT), alcoholic (ST),
and aromatic (FY) residues are in red, green and blue, respectively.
C: Western blot analysis of proteins pulled down using the peptides described in B. The input fraction
corresponds to Hela cell total protein extract. Bound proteins were analyzed by Western blot using
anti VAP-A, anti VAP-B and anti-MOSPD2 antibodies. Actin was used as a loading control.
D: Venn diagram of VAPs and/or MOSPD2 partners with FFAT scores between 0 and 3. Proteins with a
Phospho-FFAT and a conventional FFAT are shown in green and red, respectively. 42 proteins possess
both a Phospho and a conventional FFAT. Consensus sequences of the 110 Phospho-FFAT (left) and 94
conventional FFAT (right) identified are shown as sequence logos.
E: List of selected VAP-A, VAP-B or MOSPD2 partners having a potential Phospho-FFAT motif. For a full
list, see Table S2.

Figure 2: STARD3 has a non-conventional FFAT motif which needs to be phosphorylated to
form a complex with VAP proteins.
A: Schematic representation of STARD3. The Phospho-FFAT motif of STARD3 and the conventional
FFAT motif sequences are aligned and highlighted in pink. Upper numbers correspond to the position
of residues in STARD3. Lower numbers correspond to the position of residues in the FFAT sequence as
describedin (Loewen et al, 2003). Acidic (DE), alcoholic (ST) and aromatic (FY) residues arein red, green
and blue, respectively. Phosphorylated serines identified by LC/MS/MS are boxed, and the phosphosite
probability determined with PhosphoRS is indicated.
B: Coomassie blue staining of the recombinant wild-type MSP domains of VAP-A and VAP-B, and of the
KD/MD mutant of VAP-A, after SDS—PAGE.
C: Recombinant MSP domains pulled down with peptides corresponding to the Phospho-FFAT motif of
STARD3 (unphosphorylated; mono-phosphorylated on Sxg Or S;13; bi-phosphorylated on S;os and S;13),
and with the control peptides were revealed by Coomassie blue staining. The recombinant proteins
subjected to the assay are showed in the input fraction.
D-I: Structure of the MSP domain of VAP-A in complex with a Phospho-FFAT motif. Ribbon diagram (D)
and surface representation (E) of the MSP domain of VAP-A in complex with the Phospho-FFAT of
STARD3 depicted in stick model. The protein surface is colored according to the YRB scheme, showing
hydrophobic, negatively and positively charged atoms in yellow, red and blue, respectively; the other
atoms are in white (Hagemans et al, 2015).
F-G: Close-up view of the hydrophobic pocket region in the Apo (F) and the Phospho-FFAT-bound (G)
VAP-A; residues of VAP-A constituting the pocket are indicated.
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H: Close-up view of the structure near the Phospho-FFAT motif highlighting critical residues (in stick
model) of human VAP-A present in the binding interface. I: Close-up view of the structure near the
conventional FFAT of ORP1 as described in (PDBID: 1Z90; Kaiser et al., 2005), highlighting critical
residues of rat VAP-A involved in the interaction. The nomenclature for rat VAP-A residues is based on
the Uniprot sequence (Q9Z270) and not on the PDB file 1290.

J: Superposition of the two structures shown in (H) and (I) showing the different trajectories of the C-
terminal parts of the peptides.

Phosphorous, nitrogen, oxygen, and sulfur atoms are colored in orange, blue, red, and yellow,
respectively. Carbon atoms are shown in green and grey in the MSP domain and the FFAT motif,
respectively. The numbers of the peptide residues are noted in subscript.

Figure 3: The MSP domain binds the phosphorylated Phospho-FFAT with an affinity in the
micromolar range.
A-D: Surface plasmon resonance analysis of the MSP domain of VAP-A binding onto immobilized
unphosphorylated (A), monophosphorylated pS;13 (B) or pSaos (C), and bi-phosphorylated pSzoe+pS213
(D) STARD3 FFAT peptides. Representative sensorgrams resulting from the interaction between the
MSP domain of VAP-A injected at different concentrations and the different FFAT peptides are shown
in A, B, C Left, and D Left. Binding curves display the SPR signal (RU) as a function of time.
Concentrations printed in bold indicate samples measured twice. Signal obtained for the negative
control peptide immobilized on another flowcell is systematically subtracted, as well as the bulk effect
recorded with buffer only.
C (Right) and D (Right): Steady-state analysis of the interaction between pSzos (C) and pSz0e+pS213 (D)
STARD3 FFAT peptide, and the MSP domain of VAP-A. Equilibrium responses (Req) extracted from the
left panel in association phase were plotted as a function of the dimeric MSP domain of VAP-A
concentration, and fitted with a Langmuir binding model.
E: Interaction dissociation constants between peptides corresponding to different kind of FFAT motifs
and the MSP domains of VAP-A and VAP-B. The kinetic experiments were performed at 25 °C in Tris-
HCl 50 mM, pH 7.5, NaCl 75 mM buffer supplemented with 0.005% (v/v) surfactant polysorbate 20
(P20, GE Healthcare). Mean of n independent experiments: n=2 for pSzos and pSaoe+pS213; 3 for pSais;
and 4 for the non-phosphorylated FFAT. Uncertainties are obtained from the standard deviation
considering a t-distribution coefficient for a risk factor of 32%.

Figure 4: In vivo, a unique phosphorylation of the Phospho-FFAT motif allows STARD3 and
VAP-A/VAP-B complex formation and the establishment of ER-endosome contacts.
A-B: Binding assays. Immunoprecipitation (GFP-Trap) experiments between GFP-tagged VAP-A (WT
and KD/MD mutant; A), VAP-B (B) and Flag-tagged STARD3 (WT and SxosA, Sa00D and Syo9D/P210A
mutants). Approximatively 5 pug of total protein extracts were analyzed by Western blot using anti-
Flag, anti-GFP and anti-Actin antibodies. Immunoprecipitated material was analyzed using anti-Flag
and anti-GFP antibodies.
C-G: Recruitment assays. G GFP-VAP-A (C, D, E, G; green) and GFP-VAP-A KD/MD-expressing cells (F;
green) were transfected with Flag-STARD3 (C, F), Flag-STARD3 Sx09A (D), Flag-STARD3 S309D/P210A (E),
or left untransfected (G), and labelled using anti-Flag (magenta) antibodies. The subpanels on the right
are higher magnification (3.5x) images of the area outlined in white. The Overlay panel shows merged
green and magenta images. The Coloc panel displays a colocalization mask on which pixels where the
green and the magenta channels co-localize are shown in white. Scale bars: 10 um.
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H: Pearson’s correlation coefficients between VAP-A (WT or KD/MD mutant) and STARD3 (WT or Sxo9A,
S209D, S200D/P210A, FA/YA mutants) staining are shown. Each dot represents a single cell (number of
cells: VAP-A-STARD3: 22; VAP-A-STARD3 SypA: 25; VAP-A-STARD3 SypD: 27; VAP-A-STARD3
S200D/P210A: 26; VAP-A-STARD3 FA/YA: 20; VAP-A KD/MD-STARD3: 20, from at least three
independent experiments). Means and error bars (SD) are shown. Kruskal-Wallis with Dunn’s multiple
comparison test (**P < 0.01; ***P <0.001).

Figure 5: Phosphorylation of STARD3 in its Phospho-FFAT motif governs membrane
attachment and cholesterol transfer in in vitro reconstituted assays.
A: SDS—PAGE gel and western blot analysis of purified cSTD3 and pS09 cSTD3 proteins. Top: the gel was
stained with Sypro Orange to visualize proteins and molecular weight markers. Bottom: two similar
gels were blotted onto nitrocellulose and analysed for the presence of total and STARD3-pS;0s Using
specificantibodies.
B: Description of the experimental strategy. La liposomes (endosome-like) are decorated with cSTD3
or pSz0e cSTD3 owing to covalent links with MPB-PE, and mixed with Lg liposomes (ER-like) covered by
VAPyss attached to DOGS-NTA-Ni2*. For DHE transport experiment, Lg liposomes also contain DHE and
a dansylated lipid (DNS-PE). The transport of DHE from Lg to La liposomes is followed by FRET.
C: Aggregation assays. La liposomes (50 uM total lipids) were incubated for 5 minutes with cSTD3 or
pSa00 cSTD3 (380 nM). Then, Lg liposomes (50 uM total lipids) and VAP-Ayiss or VAP-A KD/MDuse (700
nM) were successively added. Left panels: mean radius (black dots) and polydispersity (shaded area)
over time. Right panels: size distribution before (grey bars) and after the reaction (black bars).
D: DHE transport assay. DOPC liposomes (62.5 uM total lipids, La) containing 3 mol% MPB-PE were
mixed with ¢STD3 or pSz09 ¢STD3 (475 nM). After 5 min, liposomes (DOPC/DOGS-NTA-Ni2*/DNS-PE/DHE
liposomes 77.5/10/2.5/10 mol/mol, 62.5 uM total lipids, Lg), covered or not with 1 uM of VAPyss or
VAP-A KD/MDyiss, Wwere added.
E: Initial DHE transport rate measured with cSTD3 or pSz0s cSTD3 in the presence or absence of VAP-A
niss OF VAP-A KD/MDuyise. Data are represented as mean * s.e.m. (n = 3 for ¢STD3-VAP and n=4 for all
other data). Mann-Whitney test (*: P < 0.05).

Figure 6: STARD3-mediated cholesterol transport in endosomes depends on Szgs.

A-D: Hela/Ctrl (A), HeLa/STARD3 (B), HeLa/STARD3 S,09A (C) and HelLa/STARD3 Conv-FFAT (D) cells
were labeled with anti-STARD3 antibodies (green), anti-CD63 antibodies (magenta) and with the
fluorescent cholesterol probe filipin (Cyan Hot). Nuclei are stained in gray (TO-PRO-3). Higher
magnifications images (2x) of the area outlined in white are shown on the right. The filipin, STARD3
and CD63 merged image is labeled Overlay. Scale bars: 10 um.

E: Relative fluorescence intensity of intracellular filipin signals in endosomes of Hela/Ctrl,
Hela/STARD3, Hela/STARD3 Syq9A and HelLa/STARD3 Conv-FFAT cells. The fluorescence intensity of
individual cells from 2 independent experiments is shown. Means and error bars (SD) are shown.
Kruskal-Wallis with Dunn’s multiple comparison test (*P < 0.05).

Figure 7: MOSPD2 interacts with the Phospho-FFAT motif in a phosphorylation-dependent
manner.
A: Coomassie blue staining of the recombinant MSP domain of MOSPD2 after SDS—PAGE.
B: Recombinant MSP domains pulled down with STARD3 FFAT peptides (unphosphorylated, mono-
phosphorylated on Sxgs Or Sz13, bi-phosphorylated on S;09 and Sz13, or tri-phosphorylated on Szes, S209
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and S;13.and control peptides were revealed by Coomassie blue staining. The recombinant proteins
subjected to the assay are shown in the input fraction.

C-D: Surface plasmon resonance analysis of the MSP domain of MOSPD2 binding onto immobilized
unphosphorylated (C) and pSz0s (D) STARD3 FFAT. Representative sensorgrams resulting from the
interaction between the MSP domain of MOSPD2 injected at different concentrations and the different
FFAT peptides are shown in C and D Left. Binding curves display the SPR signal (RU) as a function of
time. Concentrations printed in bold indicate samples measured twice. Signal obtained for the negative
control peptide immobilized on another flowcell is systematically subtracted, as well as the bulk effect
recorded with buffer only. D (right): steady-state analysis of the interaction between pS;os STARD3
FFAT peptide and the MSP domain of MOSPD2. Equilibrium responses (Req) extracted from the left
panel were plotted as a function of the monomeric concentration of the MSP domain of MOSPD2, and
fitted with a 1:1 binding model. The experiments were performed at 25 °C in Tris-HCl 50 mM, pH 7.5,
NaCl 75 mM buffer supplemented with 0.005% (v/v) surfactant polysorbate 20 (P20, GE Healthcare).
Mean of 2 independent experiments. Uncertainties are obtained from the standard deviation
considering a t-distribution coefficient for a risk factor of 32%.

E: Interaction dissociation constants between the different STARD3 FFAT peptides and the MSP
domains of MOSPD2.

F: Immunoprecipitation (GFP-Trap) experiments between GFP-tagged MOSPD2 and Flag-tagged
STARD3 (WT and Sz09A, S200D and Sy09D/P210A mutants). Approximatively 5 pg of total protein extracts
were analyzed by Western blot using anti-Flag, anti-GFP and anti-Actin  antibodies.
Immunoprecipitated material was analyzed using anti-Flag and anti-GFP antibodies.

G-1: GFP-MOSPD2-expressing cells were left untransfected (G) or transfected with Flag-STARD3 (H) and
Flag-STARD3 Sx00A (1), and labelled using anti-Flag (magenta) antibodies. The subpanels on the right are
higher magnification (3.5x) images of the area outlined in white. The Overlay panel shows merged
green and magenta images. The Coloc panel displays a colocalization mask on which pixels where the
green and the magenta channels co-localize are shown in white. Scale bars: 10 um.

J: Pearson’s correlation coefficients between MOSPD2 (WT or RD/LD) and STARD3 (WT, Sx0sA or FA/YA)
staining are shown. Each dot represents a single cell (number of cells: MOSPD2-STARD3: 22; MOSPD2—-
STARD3 Syp0A: 21; MOSPD2-STARD3 FA/YA: 20; MOSPD2 RD/LD-STARD3: 17, from at least three
independent experiments). Means and error bars (SD) are shown. Kruskal-Wallis with Dunn’s multiple
comparison test (¥**P < 0.01; ***P <0.001).

Figure 8: Structure of the MSP domain of MOSPD?2 in its apo form, and in complex with a
conventional FFAT and a Phospho-FFAT.
A-C: Ribbon diagram of the MSP domain of MOSPD2 in its apo form (A), in complex with the
conventional FFAT of ORP1 (B), and in complex with the Phospho-FFAT of STARD3 (C).
D: Surface representation of the MSP domain of MOSPD2 in complex with the conventional FFAT of
ORP1. E: Close-up view of the structure near the conventional FFAT motif highlighting critical residues
(in stick model) of human MOSPD2 present in the binding interface.
F: Surface representation of the MSP domain of MOSPD2 in complex with the phosphorylated FFAT of
STARD3. G: Close-up view of the structure near the Phospho-FFAT motif highlighting critical residues
(in stick model) of human MOSPD2 present in the binding interface.
H and I: Close-up view of the hydrophobic pockets interacting with the second residue (Fx7) (H) and
the ninth residue (F214) (I) of the Phospho-FFAT of STARD3; residues of MOSPD2 constituting the
pockets are indicated.
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J: Superposition of the structures shown in (E) and (G) showing the similar trajectories of the peptides.
Phosphorous, nitrogen, and oxygen atoms are colored in orange, blue, and red, respectively. Carbon
atoms are shown in slate blue, grey and rose in the MSP domain, the classic FFAT motif, and the
Phospho-FFAT motif, respectively. D, F, H, |: the protein surface is colored according to the YRB scheme,
showing hydrophobic, negatively and positively charged atoms in yellow, red and blue, respectively;
the other atoms are in white (Hagemans et al, 2015)

Figure 9: Phosphorylation acts as a switch for inter-organelle contacts formation
Schematic representation of the two types of FFATs: (left) conventional FFATSs (illustrated here with
STARD11/CERT) which allow the formation of a stable complex between VAPs/MOSPD2 and thus the
formation of membrane contact sites; (right) a novel type of FFATs, that we named Phospho-FFATs
(illustrated here with STARD3), which strictly depend on phosphorylation to be active. Thus,
phosphorylation acts as a switch mechanism to turn on the interaction between VAPs/MOSPD2 and
their partners possessing a Phospho-FFAT, and thus membrane contact site formation.
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Supplementary Figures

Figure S1: MS/MS spectrum of peptides phosphorylated on Sxos, S213, S217 and Sz1.

MS/MS spectrum of peptides phosphorylated on Szo (A), S213 (B) S217 (C) and Sz (D). The molecular
weight of peptides is indicated on the right. Spectra are an assembly of ions produced by collision-
induced dissociation of the precursor peptides. Fragmentation occurs preferentially at peptide bonds
to generate b and y ions, which extend from the amino and carboxy terminus, respectively. The
precursor peptide sequence and the different b and y ions identified in the spectrum are shown above.
b and y ions peaks are shown in red and blue, respectively. b and y ions with the highest intensity are
labeled on the spectrum. Neutral mass losses of H,0, NHs, and H3PO,4 (P) are indicated. Analysis of y
and b ion fragmentation patterns showed that Sz (A), S213 (B), S217 (C), and S;1 (D) were
phosphorylated in vivo.

Figure S2: Structure comparison of the Phospho-FFAT-bound and unbound MSP domain of
VAP-A.

Structure superposition the Phospho-FFAT-bound VAP-A (yellow) and the unbound VAP-A
(pink). The main change between the FFAT-bound and unbound VAP-A is related to F95: in the
unbound chains, the side-chain of this residue seems to be disordered, but weak density can be seen
for both the m-80 (chi angles: 306°, 284°) and t80 (chi angles: 192°, 88°) rotamers (with an associated
double conformation of C128). In the chains bound to the peptide the side chain is well ordered in the
m-80 rotamer, but slightly rotated away from C128 (chiangles: 277°, 277°). This orientation of the side-
chain places it between the side-chains of T53 and V78, forcing T53 to move from the p rotamer (chi:
80°) to the t rotamer (chi: 175°). This rotamer change shifts the hydroxyl of the side-chain to make a
contact with the amide of A55, and it now no longer faces the solvent. Instead, the y carbon of T53
now faces the side chains of Y205 and P210 of the STARD3 peptide (although the contacts are quite long).
This also pushes the side-chain of T53 causing a shift of the main chain positions of residues 51-54. This
also shifts the side-chain conformation of K52 which may influence how it can bind to the
phosphoserine of the peptide. The conformation of M96 (and by association, D123) is also changed
between the unbound and complexed forms of the domain. In the unbound form, M96 is in the MPP
rotamer (chi angles: 293°, 77°, 70°) which shifts to the ttp rotamer (chi angles: 188°, 179°, 74°) when
bound to the STARD3 peptide. This opens up the hydrophobic pocket which allows F,; of the peptide
to bind. The change in conformation of D123 allows a hydrophobic interaction with M96. M96 also
now forms hydrophobic contacts with the aliphatic part of the side-chain of K52, which may stabilize
its conformation. These residues are all conserved between human and rat VAP-A and adopt similar
conformations in the structure of rat VAP-A in complex with the conventional FFAT motif of ORP1 (PDB
ID: 1290) with the different orientation of the peptide bringing As79 in to close proximity to the
reoriented T53 (not shown). It should be noted that in the unbound structure of rat VAP-A (PDB ID:
1Z9L) these residues are in similar conformations to the bound form, although a close examination of
the electron density suggests that F95 may be partially disordered, and T53 is in a double conformation
(not shown). M96 is also in a similar position to the complexed form, though it is making crystals
contacts with the side chain of S100 in a symmetry related molecule, which may stabilize it in the ttp
rotamer.
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Figure S3: Interaction of VAP-A K50L, VAPB K43L and MOSPD2 K363L mutants with
conventional and Phospho-FFAT motifs.
Wild-type and mutant MSP domains were pulled down with phosphorylated STARD3 (pSz0s + pS213),
ORP1L FFAT peptides, and with the negative control peptide. The input fraction corresponds to the
recombinant proteins used in the assay. Input and bound proteins were revealed by Coomassie blue
staining. Note that lysine K50 in VAP-A and K43 in VAP-B are required for the interaction with a
Phospho-FFAT, and not with a conventional FFAT.

Figure S4: The MSP domain of VAP-A/VAP-B/MOSPD2 binds the phosphorylated Phospho-
FFAT with an affinity in the micromolar range.
A: Sequence of the peptides used for SPR and the pull-down assays. The peptides are composed of an
amino-terminal biotin, a linker sequence and the FFAT sequence of STARD3 (residues 200-216) either
without phosphorylated serine, or with combinations of phosphorylated serines (positions 203, 209
and 213 in STARD3 protein). ORP1 FFAT peptide corresponding to residues 469-485 (Accession
Number Q9BXW6-1), and a random sequence (control peptide) are used as positive and negative
control, respectively. Acidic (DE) or phosphorylated serine (pS), alcoholic (ST) and aromatic (FWY)
residues are in red, green and blue, respectively.
B-D: Surface plasmon resonance analysis of the MSP domain of VAP-A binding onto immobilized ORP1
FFAT peptide (B), pSzo0s (C) or pSa03+pS200+pS213 (D) STARD3 FFAT peptides. Representative sensorgrams
resulting from the interaction between the MSP domain of VAP-A injected at different concentrations
and the different STARD3 FFAT peptides are shown in B Left, C, and D Left. Binding curves display the
SPR signal (RU) as a function of time. Concentrations printed in bold indicate samples measured twice.
B and D (right): Steady-state analysis of the interaction between ORP1 FFAT (B) and pS03+pS209+pS213
(D) STARD3 FFAT peptide and the MSP domain of VAP-A. Equilibrium responses (Req) extracted from
the left panel were plotted as a function of the dimeric MSP domain of VAP-A concentration, and fitted
with a Langmuir binding model.
E: Interaction dissociation constants between the different FFAT peptides and the MSP domains of
VAP-A, VAP-B and MOSPD2. MSP concentrations are expressed as dimer for VAP-A and VAP-B, and
monomer for MOSPD2. The different ionic strength correspond to the following buffers (pH 7.5): low:
Tris HCI 20 mM, NaCl 75 mM; medium: Tris HCI 50 mM, NaCl 75 mM; high: Tris HCl| 50 mM, NaCl 300
mM. Buffers were supplemented with P20 (0.005% v/v). ND: not determined. Mean values of n
independent experiments: n=2 for pSaos, PS209+PS213 and Sz03+pS200+PS213 (high); 4 for pSa03+PpSa00+PSai3
(low), ORP1 (low and high), and pSz03+pSa090+pS213 (Medium) with MOSPD2; 6 for pSaos+pSa09+pS213
(medium) with VAP-A and VAP-B; 12, 11 and 7 for ORP1 (medium) with VAP-A, VAP-B and MOSPD?2,
respectively. Uncertainties are obtained from the standard deviation considering a t-distribution
coefficient for a risk factor of 32%.

Figure S5: STARD3 and VAP-A/VAP-B or MOSPD2 complex formation requires a unique
phosphorylation of the Phospho-FFAT motif.
Western blot analysis of proteins pulled down using the peptides described Fig. S4A. The input fraction
corresponds to the Hela cell total protein extract. The streptavidin beads were first coupled to the
indicated biotinylated peptides, or left without peptide (@). The soluble fraction after the incubation
of the protein extract with the beads (Unbound; left), and proteins attached to the beads (Bound;
right) were analyzed by Western blot using anti VAP-A, VAP-B and MOSPD2 antibodies. Actin was used
as a loading control.
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Figure S6: Effect of non-phosphorylatable and phosphomimetic mutations of S;s on the
formation of ER-endosome contacts involving VAP-B in vivo.
A-D: GFP-VAP-B (A-D; green)-expressing cells were left untransfected (A) or transfected with Flag-
STARD3 (B), Flag-STARD3 SypeA (C) and Flag-STARD3 S,09D/P210A (D), and labelled using anti-Flag
(magenta) antibodies. The subpanels on the right are higher magnification (3.5x) images of the area
outlined in white. The Overlay panel shows merged green and magenta images. The Coloc panel
displays a colocalization mask on which pixels where the green and the magenta channels co-localize
are shown in white. Scale bars: 10 um.
E: Pearson’s correlation coefficients between VAP-B (WT and KD/MD) and STARD3 (WT, Sz09A, S209D,
S209D/P210A or FA/YA mutants) staining are shown. Each dot represents a single cell (number of cells:
VAP-B-STARD3: 20; VAP-B—STARD3 S;00A: 18; VAP-B—STARD3 S;09D: 27; VAP-B—STARD3 S;09D/P210A:
26; VAP-B-STARD3 FA/YA: 21; VAP-B KD/MD-STARD3: 21, from at least three independent
experiments). Means and error bars (SD) are shown. Kruskal-Wallis with Dunn’s multiple comparison
test (**P <0.01; ***P <0.001).

Figure S7: Analysis of the anti phospho-STARD3-pS,0 antibody recognizing STARD3 when
phosphorylated on S;s.
A: Western blot analysis of protein extracts from Hela cells transfected with constructs expressing
wild-type STARD3 (lane 2), or the STARD3 S;00A mutant (lane 3). STARD3 was detected with an antibody
recognizing both the phosphorylated- and non-phosphorylated protein (herein referred to as anti-
STARD3) raised against a different part of the protein (the START domain of STARD3) and with the anti
phospho-STARD3-pS;0s antibody. The anti-STARD3 antibody (total STARD3) recognized equally STARD3
and STARD3 S,q0A proteins, while the anti-phospho-STARD3-pSz0s antibody recognized only the wild-
type form of the protein. The anti phospho-STARD3-pS,0s antibody is unable to detect the non
phosphorylatable mutant STARD3 S,0A. Actin was used as a loading control.
B: Western blot analysis of endogenous STARD3 immunoprecipitated from Hela cells. STARD3 was
immunoprecipitated and detected using antibodies raised in mouse and rabbit, respectively. STARD3
was equally recognized by the anti-STARD3 and anti phospho-STARD3-pS;0s antibody thus showing
that endogenous STARD3 is phosphorylated on S,os in Hela cells. Hela cells transfected with siRNAs
targeting STARD3 were used as control for the specificity of the antibodies (lane 3). *: aspecific band.
C: Western blot analysis of STARD3 phosphorylation in the HCC1954 breast cancer cell line that
naturally expresses high amounts of STARD3. Endogenous STARD3 was immunoprecipitated from
HCC1954 cells (lanes 1, 4), and HCC1954 cells transfected with a control siRNA (lanes 2, 5) or an siRNA
targeting STARD3 (lanes 3, 6). STARD3 was immunoprecipitated and detected using antibodies raised
in mouse and rabbit, respectively. STARD3 was detected with the anti-STARD3 (total STARD3) and the
anti phospho-STARD3-pS20s antibodies in wild-type cells and in cells transfected with a control siRNA;
no band was detected in cells silenced for STARD3. Calf Intestinal Phosphatase (CIP) treatment, that
removes the phosphate group from phosphorylated residues, almost completely abolished the
recognition of STARD3 by the anti phospho-STARD3-pSz0s antibody. elF4A3 was used as a loading
control.

Figure S8: Characterization of cSTD3 and pSz¢9 cSTD3 purified from E. coli
A: Mass spectrometry analysis of pSie cSTD3 protein. Four major proteins are detected: two
correspond to the non-phosphorylated (28,286.18 Da; theoretical MW: 28,287.98) and the
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phosphorylated (28,365.74 Da; theoretical MW: 28,367.96) cSTD3, respectively. The two other
proteins correspond to the non-phosphorylated (27,778.89) and the phosphorylated (27,859.30 Da)
cSTD3 exhibiting an N-terminal deletion of 5 residues (GSCLF). The deletion was verified by MS/MS
(data not shown).

B: MS/MS spectrum of a peptide phosphorylated on Sxg. The precursor peptide sequence and the
different b (red) and y (blue) ions identified in the spectra are shown above. b and y ions with the
highest intensity are labeled on the spectrum. Neutral mass losses of H,O, NHs, and HsPO4 (P) are
indicated. The phosphosite probability determined with PhosphoRS was 96%.

C-E: Flotation assays: pSaos cSTD3 (C) and ¢STD3 (D) (1.5 uM) were incubated with DOPC liposomes
doped or not with 3 mol% MPB-PE (750 uM total lipids), in TN buffer for 10 minutes at 25°C, under
agitation (850 rpm). After centrifugation, the top and bottom fractions were collected and analyzed by
SDS-PAGE. The 100% lane was used to determine the fraction of cSTD3 present in the top fraction,
thus bound to liposomes (E). Error bars show the s.e.m. from three independent experiments.

F: Analysis of the phosphorylation of pS,s cSTD3 bound to liposomes. cSTD3 pSzes (1.5 uM) was
incubated with DOPC liposomes, containing or not 3 mol% MPB-PE (750 uM lipids) for 10 minutes at
25°C under agitation. After centrifugation, the top and bottom fractions were collected and analyzed
by SDS-PAGE. Proteins were stained with Sypro, and analysed by Western Blot using anti-STARD3 and
anti-STARD3 pSzoe antibodies.

Figure S9: Sequence conservation between VAP-A, VAP-B and MOSPD2
A: Sequence alignment of the MSP domains of human MOSPD2, VAP-A, and VAP-B. Numbers refer to
amino acid positions. Identical and conserved residues between the three proteins are labeled in red
and pink, respectively. Sequences were aligned with ClustalW (Larkin et al, 2007) and formatted with
Jalview (Waterhouse et al, 2009).
B: Structure of the MSP domain of MOSPD2 in complex with a Phospho-FFAT. Identical and conserved
residues with VAP-A and VAP-B are labeled in red and pink, respectively.

Tables:
Table S1: List of proteins possessing a Phospho-FFAT score below 3.

Of 20373 proteins analyzed, 3442 proteins had a Phospho-FFAT motif with a score between 0 and 3
(included). This list includes the name, Uniprot ID, length (residues), two best Phospho-FFAT scores
(Phospho-FFAT SCORE1 and SCORE2), and the best conventional FFAT score (Conventional FFAT
SCORE) of these proteins. For each score, the position of the potential FFAT in the protein, as well as
the N-terminal, core and C-terminal sequences are shown. Proteins studied in this article are labelled
with a green background. A color scale from orange to blue is used to identified scores (dark to light
orange: 0-3, light to dark blue = above 3.5). Acidic, phosphorylatable (S, T only), and aromatic (F, Y
only) residues are shown in red, green and blue.

Table S2: Protein partners of VAPs and MOSDP2 possessing a Phospho-FFAT score below 3.
Of the 3442 proteins identified in Table S1, 109 are known VAPs and/or MOSPD2 partners (Biogrid,
IntAct and (Di Mattia et al, 2018); (Orchard et al, 2014; Oughtred et al, 2019). This list includes the
name, Uniprot ID, length (residues), two best Phospho-FFAT scores (Phospho-FFAT SCORE1 and
SCORE2), and the best conventional FFAT score (Conventional FFAT SCORE) of these proteins. For each
score, the position of the potential FFAT in the protein, as well as the N-terminal, core and C-terminal
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sequences are shown. Proteins studied in this article are labelled with a green background. A color
scale from orange to blue is used to identified scores (dark to light orange: 0-3, light to dark blue =
above 3.5). Acidic, phosphorylatable (S, T only), and aromatic (F, Y only) residues are shown in red,
green and blue.
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Materials and Methods

Cloning and constructs

The GFP-VAP-A, GFP-VAP-B, GFP-MOSPD2, Flag-tagged STARD3, STARD3 FA/YA and GST-tagged
STARD3 expression vectors were previously described (Alpy et al, 2005, 2013; Di Mattia et al, 2018).
STARD3 Sy09A, STARD3 S09D, STARD3 Sy09D/P210A, and STARD3 Conv-FFAT were constructed by site-
directed mutagenesis using the following primers: STARD3 S;00A: 5'-GACAG TTCTA TGCAC CCCCA
GAATC CTTTG C-3’ and 5’-GATTC TGGGG GTGCA TAGAA CTGTC CCTCG G-3’; STARD3 Sy09D: 5’-GACAG
TTCTA TGATC CCCCA GAATC CTTTG C-3’ and 5’-GATTC TGGGG GATCA TAGAA CTGTC CCTCG G-3;
STARD3 S305D/P210A: 5’-TTCTA TGATG CCCCA GAATC CTTTG CAGGG TCTGA CAAT-3’ and 5'-TTCTG
GGGCA TCATA GAACT GTCCC TCGGA CAGAG CACC-3’; STARD3 Conv-FFAT: 5’- CCGGT GCTCT GGACG
ATGAAGAGTT CTTTG ATGCC TCAGA ATCCT TTGCA GGGTCTGACA ATG-3’ and 5’- AAAGG ATTCT GAGGC
ATCAA AGAAC TCTTC ATCGT CCAGA GCACC GGAGA ACAGC AGGGG TCC-3'.

Plasmids allowing the inducible expression of STARD3 were constructed in the lentiviral vector
pLVX-TRE3G (Clontech) using the following primers: 5-TCCGG GCCCG CGGCC GCCAC CATGA GCAAG
CTGCC CAGGG AGCTG-3’ and 5’-CTACC CGGTA GAATT TCACG CCCGG GCCCC CAGCT CGCT-3’ with the
SLiCe method (Okegawa & Motohashi, 2015).

Plasmids encoding the MSP domain of VAP-A [8-212], VAP-B [1-210], and MOSPD2 [282-490]
for expression as C-terminal His6-tag proteins in E. coliwere previously described (Di Mattia et al, 2018;
Mesmin et al, 2013; Wilhelm et al, 2017). VAP-A K50L, VAP-B K43L and MOSPD2 K363L were
constructed by site-directed mutagenesis using the following primers: VAP-A K50L: 5’-AGAAA AGTGT
GTTTCCTAGT GAAGA CTACA GCACCTCGCCGGTACTGT-3"and 5’-GCGAG GTGCT GTAGT CTTCA CTAGG
AAACA CACTT TTCTA TCCGA TGG-3’; VAP-B K43L: 5’-CGAAA TGTGT GTTTT CTAGT GAAGA CTACA
GCACCACGTA GG-3’and 5’-TGCTG TAGTC TTCAC TAGAA AACAC ACATT TCGGT CTGTC GG-3’; MOSPD2
K363L: 5'-GGAGC TGTTG TTCTC ACCAG AAATG CCACT ATATT TTTAG TTA-3’ and 5’-TAACT AAAAA
TATAG TGGCA TTTCT GGTGA GAACA ACAGC TCC-3'. For protein crystallization, a plasmid encoding
MOSPD2 [315-445] fused to an N-terminal His6-tag followed by a thrombin cleavage site was
generated.

A plasmid encoding STARD3 [196—445] with a cysteine substitution (L196C) to link the soluble part
of STARD3 to MPB-PE containing liposomes, and fused with an N-terminal GST tag for purification, was

generated. The protein encoded by this construct (without GST) is hereafter referred to as ¢STD3. To
obtain the pS,0s cSTD3 encoding construct, the S, codon was replaced by an amber codon (TAG) by
site-directed mutagenesis using the following primers 5'-GGACA GTTCT ATTAG CCCCC AGAAT CCTTT
GCAGG G-3’' and 5’-GGATT CTGGG GGCTA ATAGA ACTGT CCCTC GGACA G-3'.

All constructs were verified by DNA sequencing (Eurofins).

Protein expression and purification

For recombinant MSP domains of VAP-A, VAP-B and MOSPD2 [282-490], proteins were
expressed in E. coli BL21 DE3 strain at 20°C for 16 h upon induction with 1 mM IPTG (at an optical
density ODgoonm = 0.5). Cells were suspended in Lysis buffer [50 mM sodium phosphate pH 8.0, 300 mM
NaCl, 10 mM Imidazole, protease inhibitors tablets (cOmplete, Roche)]. Cells were lysed by a Cell
Disruptor TS SERIES (Constant Systems Ltd), and the lysate was first centrifuged at 3,500 g for 15 min,
then at 50,000 g for 45 min, and filtered through a 0.22 um membrane. Purification was performed on

an AKTA Start chromatography system (GE Healthcare Life Sciences) using HisTrap HP 1 mL columns.
Proteins were eluted with Elution buffer [20 mM sodium phosphate, 250 mM Imidazole, pH 7.4], and
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further purified by gel filtration (HiLoad 16/60 Superdex 200; GE) in GF Buffer (20 mM Tris-HCI pH 7.5,
150 mM NaCl). Proteins were concentrated with an Amicon Ultra-15 10 kDa centrifugal filter unit
(Merck). Protein concentration was determined by UV-spectroscopy.

For the recombinant MSP domain of MOSPD2 [315-445], purification was performed with NTA-
Ni%* agarose beads (HIS-Select Nickel Affinity Gel, P6611, Sigma). The protein was first bound onto the
column. After one washing step with Lysis buffer, the His6-tag was removed to allow the release of
MOSPD2 [315-445] by incubating the beads in Digestion Buffer [50 mM sodium phosphate pH 8.0, 300
mM NaCl, 10 mM imidazole, 25U Thrombin, CaCl, 50uM] during 16 hours at 4°C, under constant
agitation. After incubation, Thrombin was inactivated by adding PMSF (200mM). The protein was
recovered in the supernatant after centrifugation, and the beads were washed three times with Lysis
buffer. The fractions were pooled. The protein was then purified by gel filtration (in GF buffer
containing 1 mM TCEP), concentrated and quantified as described above.

GST- pS200 cSTD3 was expressed in the E. coli C321 AA strain transformed with the phosphoserine
orthogonal translation system SepOTSA, a plasmid encoding a phosphoserine-accepting tRNA, a
phosphoserine aminoacyl-tRNA synthetase to load the phosphoserine onto a UAG-decoding
tRNAPhosphoserine, and a modified elongation factor Tu (EF-Sep) to deliver phosphoserine—
tRNAPhosphoserine to the ribosome. These materials were gifts from Jesse Rinehart (Addgene #
68292; # 68306 (Pirman et al, 2015)). Bacteria were cultivated in LB medium containing Ampicilin (100
ug/mL), Kanamycin (25 pg/mL), 0,08 % glucose and 2 mM 0-phospho-L-serine (P0878, Sigma), at 30°C
for 20 hours upon induction with 1 mM IPTG (at an optical density ODgoonm = 0.7). All purification steps
were conducted in TN1 buffer (50 mM Tris, pH 7.4, 150 mM NacCl) containing 2 mM DTT. TN1 buffer
was supplemented with 1mM PMSF, 10 uM bestatin, 10 uM pepstatin, 1 mM orthovanadate, 50 mM
sodium fluoride and protease inhibitors tablets (cOmplete, Roche) for the first purification steps. Cells
were lysed by a Cell Disruptor TS SERIES and the lysate was centrifuged at 186,000 g for 1 h. Then, the
supernatant was applied to Glutathione Sepharose 4B beads (17-0756; GE Healthcare). After three
washing steps with TN1 buffer containing 2 mM DTT, the beads were incubated with thrombin at 4°C
for 16 hours to cleave the GST fusion, and allow the release of pS,ps cSTD3. The protein was recovered
in the supernatant after centrifugation, and the beads were washed three times with TN1 buffer. The
fractions were pooled and concentrated. Stock concentration was estimated with a BCA assay. The day
of the experiment, in order to attach pSzos cSTD3 covalently to MPB-PE-containing liposomes, 100 plL
from stock protein was applied onto an illustra NAP-5 column (GE Healthcare) and eluted with freshly
degassed TN1 buffer according to manufacturer’s indications to remove DTT. The concentration of the
eluted protein was determined by UV-spectroscopy.

GST-cSTD3 was expressed in E. Coli BL21 at 37°C for 3h upon induction with 1 mM IPTG (at an
optical density ODgoonm = 0.6). All purification steps were conducted in TN1 buffer containing 2 mM
DTT. TN1 buffer was supplemented with ImM PMSF, 10 uM bestatin, 10 uM pepstatin and protease
inhibitors tablets (cOmplete, Roche) for the first purification steps. All the following steps of the
purification are the same as GST- pS,09 cSTD3, in particular the application onto illustra NAP-5 column
for the experiments.

Cell culture, transfection and infection

Hela cells [American Type Culture Collection (ATCC) CCL-2] were maintained in DMEM with 5%
fetal calf serum (FCS) and 40 pg/ml gentamycin. 293T cells (ATCC CRL-3216) were maintained in DMEM
with 10% FCS, penicillin 100 Ul/ml, and streptomycin 100 pg/ml. HCC1954 cells (ATCC CRL-2338) were
maintained in RPMI w/o HEPES with 10% FCS and 40 pg/ml gentamycin.

28/43



Cells were transfected using X-tremeGENE 9 DNA Transfection Reagent (Roche). To generate
retroviral particles, pQCXIP vectors were co-transfected with pCL-Ampho vector (Imgenex) into 293T
retroviral packaging cell line. Retroviral infections were used to generate HelLa/Ctrl, HeLa/GFP-VAP-A,
HelLa/GFP-VAP-B and Hela/GFP-MOSPD2 cell lines. The HelLa/Ctrl cell line was obtained using the
empty pQCXIP plasmid. For lentiviral infection, pLVX-TRE3G vectors encoding STARD3 (wild-type and
mutants) or pLVX-Tet3G vector encoding the transactivator were co-transfected with three packaging
plasmids pLP1, pLP2, and pLP/VSVG (Invitrogen) into the 293T cell line. Viral particles supplemented
with 10 pg/ml polybrene and 20 mM HEPES were then incubated with Hela cells. Selection was
performed using 0.5 pg/ml puromycin or 800 pg/ml G418.

Antibody production and purification

The anti phospho-STARD3-pS,0s antibody (rabbit polyclonal antibody #3144) was raised against
the synthetic peptide CDGQFYpSPPESEA. The peptide was coupled to ovalbumin by its N-terminal
cysteine residue, and injected into rabbit. The immunoreactive serum was purified using a two-step

protocol: first, the serum was loaded on an affinity chromatography column bearing the non-
phosphorylated synthetic peptide (CDGQFYSPPESEA), and the unbound fraction was collected; second,
this latter fraction was purified on an affinity chromatography column bearing the phosphorylated
synthetic peptide, and the bound fraction was collected. In these experiments, peptides were coupled
to Sulfolink coupling gel (Thermo Scientic Pierce) using conditions recommended by the manufacturer.

Peptide synthesis

Peptides were synthesized on an Applied biosystem 433A peptide synthesizer using standard
Fmoc chemistry, and purified by reverse phase HPLC using a preparative scale column ( Phenomenex :
Kinetex EVO C18, 100 A, 5 uM, 250 X 21.2 mm). Molecular weight and purity of the peptides were
confirmed by mass spectrometry.

Peptide Pull-Down Assays

For pull-down assays of whole cell protein extracts, the affinity resin was prepared by incubating
60 nmol of biotinylated peptide with 15 uL of streptavidin beads (PureProteome Streptavidin Magnetic
Beads, Merck) in a total volume of 1 mL pull-down buffer 1 (PDB1) [SOmM Tris-HCl pH 7.4, 75mM NaCl,
1mM EDTA, 1% Triton X-100, protease inhibitor tablet (cOmplete, Roche)] at room temperature for 1
hour, under constant agitation. The beads were then washed twice with 1 ml of PDB2 [50 mM Tris-HCl
pH 7.4, 500 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, protease inhibitors tablets (cOmplete, Roche)],
and two times with 1 ml of PDB1. Adherent cells were washed two times with cold PBS (Phosphate
Buffer Saline) and lysed in PDB3 [50 mM Tris—HCl pH 7.4, 75 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100,
cOmplete protease inhibitor cocktail, protease inhibitors tablets (cOmplete, Roche), PhosSTOP
(Roche)]. After a 20 min incubation on ice, the protein extract was separated from cell debris by
centrifugation (10 min; 9,500 g; 4°C). One mg of proteins was incubated with peptide-coupled
streptavidin beads in a total volume of 1 ml of PDB3 at 4°C for 3 hours, under constant agitation. The
beads were washed three times with 1 ml of PDB3, and proteins were eluted with Laemmli buffer.

For pull-down assays of recombinant proteins, the affinity resin was prepared by incubating 20

nmol of biotinylated peptide with 15 uL of streptavidin beads (PureProteome Streptavidin Magnetic
Beads, Merck) in 1 mL of PDB4 [50 mM Tris—HCI pH 7.4, 75 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100,
1mM DTT, protease inhibitors tablets (cOmplete, Roche)]. The beads were washed three times with 1
ml of PDB4, and aspecific binding sites were blocked with BSA (20 ug) at 4°C for 1 hour, under constant
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agitation. The beads were then washed three times with 1 ml of PDB4. Thirty ug of recombinant
protein with 20 pug of BSA were incubated in a total volume of 1 ml of PDB5 [50 mM Tris-HCI pH 7.4,
75 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0.25 mM DTT, protease inhibitors tablets (cOmplete,
Roche)] at 4°C for 2 hours, under constant agitation. The beads were washed five times with 1 ml of
PDBS5, and proteins were eluted at room temperature with Laemmli buffer.

GFP-Trap
GFP-Trap beads (GFP-Trap_MA; Chromotek) were washed 3 times with 1 mL of cold PDB6 buffer

[50mM Tris-HCI pH 7.4, 50mM NaCl, 1mM EDTA, 1% Triton X-100, protease inhibitors tablets
(cOmplete, Roche)]. GFP-VAP-A (WT or KD/MD mutant), GFP-VAP-B or GFP-MOSPD?2 stably expressing
cells were transfected with plasmids expressing wild-type or mutant STARD3. Two days after
transfection, adherent cells were washed 2 times with cold PBS and lysed in PDB6. The protein extract
(500 pg of proteins) was incubated with 20 puL of beads in a total volume of 1mL at 4°C for 2 hours,
under constant agitation. The beads were washed 3 times with 1 mL of PDB6 and proteins were eluted
at room temperature with Laemmli Buffer.

GST Pull-Down

Glutathione Sepharose 4B beads (GE Healthcare) were washed 3 times with 1 mL of cold PDB7
buffer [SOMM Tris-HCl pH 7.4, 150mM NaCl, 1ImM EDTA, 1% Triton X-100, protease inhibitors tablets
(cOmplete, Roche), PhosSTOP (Roche)]. Hela cells were transfected with a plasmid expressing the GST-
STARD3 fusion protein. Two days after transfection, adherent cells were washed 2 times with cold TBS1
(248 mM Tris-HCl pH 7.5, 137 mM NaCl, 27 mM KCl) and lysed in PDB7. The protein extract (1.5 mg of
proteins) was incubated with 80 pL of beads in a total volume of 1 mLat 4°Cfor 2 hours, under constant
agitation. The beads were washed twice with PDB2 containing PhosSTOP, 2 times with PDB8 [S0mM
Tris-HCl pH 7.4, 1 M NaCl, ImM EDTA, 1% Triton X-100, protease inhibitors tablets (cOmplete, Roche),
PhosSTOP (Roche)] and 1 time with PDB7. Proteins were eluted at room temperature with Laemmli
Buffer.

SDS-PAGE, Western blot, CIP treatment and Coomassie Blue staining

SDS-PAGE and Western blot analysis were performed as previously described (Alpy et al, 2005)
using the following antibodies: rabbit anti-GFP (1:5000; GFP-2A3, Merck), rabbit anti-FLAG (1:1000;
F7425, Sigma), mouse anti-VAP-A (1:1000; 4C12, Santa Cruz Biotechnology, sc-293278), rabbit anti-
VAP-B [1:1000; kind gift from Dr. L. Dupuis (Kabashi et al, 2013)], mouse anti-MOSPD2 [1:7; 1IMOS-
4E10, (Di Mattia et al, 2018)], mouse anti-STARD3 [1:1000 ; 3G11, (Wilhelm et al, 2017)], rabbit anti-
STARD3 S0 (1:1000; 3144), mouse anti-elF4A3 [1:1000; 2E5, (Daguenet et al, 2012)] and mouse anti-
actin (1:5000; ACT-2D7, Euromedex). For phospho-specific antibodies, nitrocellulose membranes were
blocked and incubated with the primary antibody in TBS2 (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 137 mM NaCl)
containing 5% BSA and 0.1% Tween 20 (TBSBT). Washes and secondary antibody incubation were
performed in TBST (TBS2 buffer containing 0.1% Tween 20).

For calf intestinal alkaline phosphatase (CIP) treatment, the nitrocellulose membrane was
blocked in TBS2 buffer containing 5 % BSA and 0.1% Triton X-100, at room temperature for 45 min.
The membrane was then incubated in CIP buffer (50 mM Tris-HCI pH 9, 1 mM MgCl,, 0.1 mM ZnCl,)
containing 1 U/mL CIP, at 37°C for 1 h. Primary antibodies were then incubated in TBST at 4°C.

Protein gels were stained with Coomassie blue (PageBlue Protein Staining Solution; Thermo

Fisher Scientific) or with fluorescent Sypro Orange stain (Thermo Fisher Scientific).

30/43



Mass spectrometry

Samples were reduced (5 mM TCEP for 30 min at RT) and alkylated (10 mM lodoacetamide for
30 min at RT in dark). Two types of digestion were performed: 1) digestion with LysC (1:100) during 4
hours at 37 °C [in Tris 0.1M pH8.5, CaCl2 2mM)] followed by trypsin (1:100) digestion overnight at 37
°C. 2) digestion with chymotrypsin [in Tris 0.1 M pH 8.5, CaCl, 10 mM] overnight at 25°C. Peptides were
then analyzed with a nanoLC-MS/MS system (Ultimate nano-LC and LTQ Orbitrap, Thermo Fisher
Scientific). Briefly, peptides were separated on a C18 nano-column with a 1 to 30 % linear gradient of
acetonitrile, and analyzed with a TOP20, TOP15 and TOP10 CID or HCD data-dependent MS method.
Peptides were identified with SequestHT algorithm in Proteome Discoverer 2.2 (Thermo Fisher

Scientific) using Human Swissprot database (20368 sequences). Precursor and fragment mass
tolerance were set at 7 ppm and 0.6 Da, respectively. Trypsin or chymotrypsin were set as enzyme,
and up to 2 missed cleavages were allowed. Oxidation (M) and Phosphorylation (S) were set as variable
modifications, and Carbamidomethylation (C) as fixed modification. Proteins were identified with a
minimum of two unique peptides, and were filtered with a 1% FDR (false Discovery Rate). Probabilities
of phosphorylation for all potential phosphorylation sites were determined with PhosphoRS (Taus et
al,2011).

cSTD3 recombinant protein was analyzed by liquid chromatography coupled to a mass
spectrometer equipped with a heated electrospray ionization (HESI) probe. HPLC was performed using
a Dionex U3000 RSCL Instrument. The injection volume was fixed at 5 pl (Ultimate 3000, Thermo Fisher
Scientific). Protein analysis was performed on a 2.1mm i.d. x 100mm (3.5 um, 300 A) Xbridge Protein
BEH C4 column at a flow rate of 250 pl/min. The elution program was based on water (solvent A) and
acetonitrile (solvent B) both containing 0.1% formic acid (v/v): 0 min 5% B, 24 min 80% B, 25 min 90%
B. The Q-exactive plus spectrometer completely controlled by the Xcalibur software was operating in
electrospray positive mode. Typical ESI conditions were as follows: electrospray voltage 4 kV; capillary
temperature 320°C, probe temperature 325°C, sheath gas flow 30U and auxiliary gas 10U. The MS scan
was acquired in the 500 to 1800 m/z range with the resolution set to 140 000. Data analysis was
performed with Biopharma Finder, and intact protein spectra was automatically deconvoluted with
ReSpect (precursor mass between 23 000 and 33 000 Da and 20 ppm mass tolerance, charge state
range between 15 and 45).

Surface plasmon resonance

Surface plasmon resonance data were collected on a Biacore T200 instrument (GE Healthcare,
Uppsala, Sweden) at 25 °C with autosampler rack base cooled at 15 °C. Briefly, a CM5 sensor surface
was first conditioned with 10 mM HCI, 50 mM NaOH, 0.1% SDS and 1 M NaCl pulses and extensively
washed before attaching reasonable amount of streptavidin (a few hundred RU) using the standard
EDC/NHS protocol provided by the manufacturer, followed by immobilization of biotinylated peptides.
In order to minimize SPR artifact effects, the levels of immobilized peptides (50 RU) were kept low by
injecting a highly diluted peptide solution (1 to 10 ng/ml) at a high flow rate (90 ul/min). The running
buffer for kinetic measurements was 50 mM Tris, 75 mM NacCl, pH 7.0 (filtered through a 0.22 um
membrane), supplemented with 0.005% (v/v) surfactant P20. The control peptide was immobilized on
one flow cell of every chip in order to serve as a control for non-specific binding of the analyte to the
matrix and for monitoring changes in solution refractive index. Analytes were simultaneously injected
over the four flow cells at 812 different monomer concentrations ranging between 0 and 20 uM. At
least three concentrations have been duplicated in non-consecutive cycles to check for signal
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reproducibility. Injection and post-injection times were 120 and 180 s, respectively. The flow rate was
50 pl/min. Data were initially processed using the BiaEvaluation 3.2 software (GE Healthcare, Uppsala,
Sweden) using “double referencing” (Fournane et al, 2011) in which sensorgrams were corrected for
both buffer effects and bulk refractive index changes. The steady-state binding signal (Req) was derived
by averaging the signals in a five second window at equilibrium. Subsequently, steady-state analysis
using in-house Python scripts was performed by fitting the average signal Req as a function of total
analyte concentration, assuming a simple 1:1 interaction binding isotherm model. Note that the
analyte concentration was considered according to dimers for VAP-A and VAP-B, and monomers for
MOSPD2. The quality of the fit was assessed by two criteria: (i) the match of the fitted maximum
capacity of the surface (Rmax) with the expected maximum capacity (Riueo) inferred from the
immobilized level of biotinylated peptide and (ii) the Chi2 parameter which is a statistical measure of
how closely the model fits the experimental data. The square root of this parameter should always be
below 10% of the globally fitted Rmax values (BiaEvaluation software user manual, 2005). The values
and uncertainties of the Rmax and K, fitted parameters were estimated with a Monte Carlo approach
by reproducing the fit using 1000 datasets in which noise fluctuations were introduced, and then
calculating the mean and the standard deviation of the obtained parameters, respectively.

Lipids
DOPC (1.2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine); DNS-PE (1.2-dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine-N-(5-dimethylamino-1-naphthalenesulfonyl)); NBD-PE (1.2-dioleoyl-sn-

glycero-3-phosphoethanolamine-N-(7-nitro-2-1.3-benzoxadiazol-4-yl)); DOGS-NTA-Ni2+ (1.2-dioleoyl-
sn-glycero-3-[(N-(5-amino-1-carboxypentyl) iminodiacetic acid) succinyl]); and 18:1/18:1 MPB-PE (1.2-
dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-[4-(p-maleimidophenyl) butyramide]) were purchased
from Avanti Polar Lipids. Dehydroergosterol (DHE) was from Sigma-Aldrich. The concentration of DHE
in stock solution in methanol was determined by UV-spectroscopy using an extinction coefficient of
13,000 M-1.cm-1.

Liposome preparation

Lipids stored in stock solutions in CHCl; or methanol were mixed at the desired molar ratio. The
solvent was removed in a rotary evaporator under vacuum. DOGS-NTA-Ni2+ and MPB-PE lipid films
were pre-warmed to 33°C for 5 min prior to drying. The films were hydrated in TN2 buffer (50mM Tris
pH 7.4,120mM NaCl) to obtain a suspension of multilamellar liposomes. The suspension was extruded
through a polycarbonate filter of 0.2 um pore size using a mini-extruder (Avanti Polar Lipids).

Liposome flotation assay

Each protein (cSTD3 and pSaoe cSTD3 at 1.5 uM) was incubated with NBD-PE containing
liposomes (750 uM total lipids) in 150 pL of TN2 buffer at room temperature for 10 min under agitation.
The suspension was adjusted to 28 % (w/w) sucrose by mixing 100 uL of a 60 % (w/w) sucrose solution

in TN2 buffer and overlaid with 200 uL of TN2 buffer containing 24 % (w/w) sucrose and 50 pL sucrose-
free TN2 buffer. The sample was centrifuged at 240,000 x g in swing rotor (TLS 55 Beckmann) for 1 h.
The bottom (250 pL), middle (150 pL) and top (100 pL) fractions were collected. The bottom and top
fractions were analysed by SDS-PAGE using Sypro Orange staining and a FUSION FX fluorescence
imaging system.
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Dynamic light scattering measurements of liposomes aggregation

The experiments were performed at 25°C in a Dynapro apparatus (Protein Solutions). La
liposomes (DOPC 97 mol% and MPB-PE 3 mol%, 50 uM total lipids) in 20 uL of freshly degassed TN3
buffer (50 mM Tris-HCIl pH 8, 75 mM NaCl) was added to the quartz cell. A first set of about 12
autocorrelation curves was acquired to measure the size distribution of initial liposome suspension.

Then cSTD3 or pSa0s cSTD3 (380 nM final concentration) was added manually and mixed thoroughly.
After a 5 min incubation, Lg liposomes (DOPC 90 mol% and DOGS-NTA-Ni2+ 10 mol%, 50 uM total
lipids) were added followed by the addition of VAP-Ayiss (700 nM). For all the experiments, the kinetics
of aggregation was measured by acquiring one autocorrelation curve every 10 s. At the end of the
experiment, a set of 12 autocorrelation functions was acquired. The data were analysed using two
different algorithms provided by the Dynamics v6.1 software (Protein Solutions). During the kinetics,
the autocorrelation functions were fitted assuming that the size distribution is a simple Gaussian
function. This mode, referred as the monomodal or cumulant algorithm, gives a mean hydrodynamic
radius, Ry, and the width (or polydispersity). The polydispersity is represented in the kinetics
measurements by the shaded area and can reach very large values because of the simultaneous
presence of free liposomes and of liposomes aggregates of various size. Before and after the
aggregation process, the autocorrelation functions were fitted using a more refined algorithm,
referred as a regularization algorithm. This algorithm is able to resolve several populations of different
sizes, such as free liposomes and liposome aggregates.

DHE transport assay

Experiments were carried out in a Shimadzu RF 5301-PC fluorimeter equipped with a cylindrical
quartz cuvette. A suspension (570 uL) of La liposomes (62.5 uM total lipids final concentration) made
of DOPC and containing 3 mol % MPB-PE was incubated with 475 nM cSTD3 or pSz0e cSTD3 at 37°C
under constant stirring in TN3 buffer. After 5 min, 30 pL of a suspension of Lg liposomes (77.5 mol%
DOPC, 10 mol% DHE, 2.5 mol% DNS-PE, 10 mol% DOGS-NTA-Ni** , 62.5 uM total lipids final
concentration), pre-incubated or not with VAP-Ayiss or VAP-A (KD/MD)uiss (1 tM final concentration)
was added. Lipid transport was measured by recording the DNS-PE signal at 525 nm (bandwidth 10
nm) upon DHE excitation at 310 nm (bandwidth 1.5 nm). The quantity of DHE transported from Ls to
Lamembrane is expressed in term of mol% DHE in Lg liposomes. It is equal to 10x((F-Fo)/(Fmax-Fo)) where
Fmax is the signal measured in the absence of pS.0s cSTD3 upon the addition of Lg liposomes and Fo is
the signal measured upon total DHE extraction by 10 mM methyl-B-cyclodextrin (Sigma). Liposomes
and proteins are injected from stock solutions with Hamilton syringes through a guide in the cover of
the fluorimeter.

Immunofluorescence

Cells were grown on glass coverslips, fixed in 4% paraformaldehyde in PBS, and permeabilized
with 0.1% Triton X-100 in PBS. After blocking with 1% bovine serum albumin in PBS (PBS-BSA), cells
were incubated overnight at 4°C with the primary antibody in PBS-BSA (rabbit anti-Flag; 1:1000; F7425,
Sigma). Cells were washed twice in PBS and incubated for 30 min with AlexaFluor 555 donkey anti-
rabbit secondary antibodies (ThermoFisher Scientific). After two washes with PBS, the slides were
mounted in ProLong Gold (Invitrogen). Observations were made with a confocal microscope (Leica TCS
SP5 inverted, 63x, NA 1.4).

For filipin staining, cells transduced with pLVX-TRE3G (encoding STARD3 wild-type and mutants)
and pLVX-Tet3G vectors were treated for 48 h with 100 ng/ml doxycycline. Intracellular cholesterol
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labeling using filipin was performed as previously described (Wilhelm et al, 2017, 2019). The Fiji
software was used to quantify filipin fluorescence intensity (http://fiji.sc/). Cell contours were
manually segmented and CD63 signal was used to build a segmentation mask corresponding to late
endosomes. The mask was then applied to the filipin image, and the mean filipin intensity in
endosomes for each individual cell was measured.

Colocalization analysis
Colocalization was visualized using the colocalization highlighter plugin for Imagel.

Pearson correlation coefficient was determined using the Colocalization Threshold plugin in Fiji
software. The auto-thresholding was performed using the Costes method (Costes et al, 2004).

Crystallization
The crystallization experiments were carried out by the sitting drop vapor diffusion method at

293 K using a Mosquito Crystal nanolitre dispensing robot (TTP Labtech). A mixture of protein solution
(in GF buffer) and reservoir solution was equilibrated against 50 ul of reservoir solution. Several
commercially available screens were used, including the JCSG+ suite, the Classics suite, the PACT suite,
the PEGs suite (Qiagen), Morpheus, BCS (Molecular Dimensions), Wizard Classic 1 & 2 (Rigaku), and
the TOP96 (in-house) (Fazio et al, 2014).

Crystallization of VAP-A [8-212] in complex with the phosphorylated FFAT of STARD3
(GALpSEGQFYpSPPEPSFAG): the MSP domain of VAP-A (30 mg/ml) was mixed with the peptide (1:2
molar ratio); 0.2 pl of this solution was mixed with 0.2 ul of reservoir solution. One crystal appeared
after ten weeks in condition 18 of the PEGS suite (25% PEG 2000 MME, 0.1 M HEPES pH 7.5), reaching
full size after a further 3 weeks. The crystal was flash frozen by direct immersion in liquid nitrogen
without further cryo-protection.

Crystallization of MOSPD2 [282-490] in complex with the conventional FFAT of ORP1 (Biotin-
GAMRSILSEDEFYDALSDSES): the MSP domain of MOSPD2 (25 mg/ml) was mixed with the peptide
(1:1.2 molar ratio); 0.15 ul of this solution was mixed with 0.15 ul of reservoir solution. Plates were
checked for crystal appearance over 6 months without any result. Twelve months later, a final check
was made before discarding the plates, and crystals were found in ten drops, all containing a PEG / salt
mixture. The best crystal was obtained in condition 18 of the TOP96 screen (20% PEG 3350, 0.2 M
sodium sulfate). This crystal was transferred to a solution containing 25% PEG 3350, 0.2 M sodium
sulfate and 10% glycerol, and flash frozen in liquid nitrogen.

Crystallization of MOSPD2 [282-490] in apo form: the MSP domain of MOSPD2 was prepared at
19 mg/ml and mixed with the Proti-Ace Kit (Hampton Research) for in situ proteolysis experiments.
Alpha-Chymotrypsin, Trypsin, Elastase, Papain, Subtilisin and Endoproteinase Glu-C were prepared as
described in the protocol and mixed all together with the protein to create a proteases:sample ratio
of 1:190 (w/w). A mix of 0.1 pl protein solution and 0.1 pl reservoir solution was used. One crystal
appeared after only 12 hours in condition 30 of the JCSG+ suite (40% PEG 300, 0.1 M Sodium Phosphate
Citrate pH 4.2), reaching full size after 8 days. The crystal was flash frozen by direct immersion in liquid
nitrogen without further cryo-protection.

Crystallization of MOSPD2 [315-445] in complex with the phosphorylated FFAT of STARD3
(CLFSGALpPSEGQFYpSPPEPSFAG): the MSP domain of MOSPD2 (21 mg/ml) was mixed with the peptide
(1:2 molar ratio); 0.2 ul of this solution was mixed with 0.1 ul of reservoir solution. Crystals appeared
after 3 weeks in condition 53 of the BCS screen (7.5% PEG 2000, 7.5% PEG 3350, 7.5% PEG 4000, 7.5%
PEG 5000 MME, 0.05 M Magnesium sulfate, 0.1 M HEPES pH 7.5), reaching full size after a further 2
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weeks. Crystals were transferred to the same solution supplemented with 15% glycerol, and flash
cooled in liquid nitrogen.

Data collection and structure resolution
All data were collected from crystals at 100K, as detailed below, and processed, integrated and

scaled using XDS (Kabsch, 2010). All molecular replacement was performed using PHASER (McCoy et
al, 2007) in the PHENIX (Adams et al, 2010) suite. Refinement of the structures was performed using
PHENIX and BUSTER (Bricogne et al, 2019; Smart et al, 2012) with iterative model building performed
in COOT (Emsley et al, 2010). The quality of the final refined models was assessed using MOLPROBITY
and PROCHECK (Laskowski et al, 1993). Data collection and refinement statistics are given in Table S3.
Structural figures were prepared using PyMOL (www.pymol.org). Surface coloring was performed with

the YRB scheme with all carbon atoms not bound to nitrogen and oxygen atoms in yellow, nitrogen
atoms of K and R in blue, oxygen of D and E in red, and all the remaining atoms in white (Hagemans et
al, 2015). The coordinates and structure factors have been deposited in the Protein Data Bank under
the accession codes 6TQR (VAP-A / STARD3 complex), 6TQS (MOSPD2 / ORP1 complex), 6TQT
(MOSPD2 unbound), and 6TQU (MOSPD2 / STARD3 complex).

For the complex of VAP-A [8-212: MSP and coiled-coil domains] with the phosphorylated FFAT
motif of STARD3 [200-216], data were collected from two fragments of the same crystal on a PILATUS
6M detector (Dectris) at the ID23-1 beamline of the ESRF and using the MxCuBE software (Gabadinho
et al, 2010). After data processing, the two datasets were scaled together using XSCALE, and
anisotropic truncation and correction were performed on the merged dataset using the STARANISO
server (Tickle et al, 2018). The crystal diffracted anisotropically to 1.85 A (3.0 A in the worst direction)
and belonged to the primitive triclinic space group P1, with unit cell dimensions a=39.1 A, b= 43.8 A,
c=83.7 A, a=289.46°, B =92.91°, y = 105.13°. The structure was solved by molecular a monomer of
the MSP domain of rat VAP-A (Kaiser et al, 2005) (PDB ID 1Z90) as a search model. The asymmetric
unit contains four copies of the MSP domain (~residues 9-135) and two copies of the peptide, with a
corresponding Matthews’ coefficient (Matthews, 1968) of 2.21 A*Da* and a solvent content of 44.4%.
The asymmetric unit is too small to contain four copies of the construct crystallized, indicating that the
coiled-coil domain was cleaved in the drop, and is not present as a disordered domain in the crystal.

For the complex of MOSPD2 [282-490] with the conventional FFAT of ORP1 [469-485] data were
collected at on an EIGER X 9M detector (Dectris) at the Proxima 2A beamline of Synchrotron SOLEIL.
The crystal diffracted to 2.3 A and belonged to a primitive hexagonal space group (P6:22 or P6522) with
unit cell dimensionsa=b=126.9 A, c=184.4 A, a =B =90°, y = 120°. The first model from the NMR
structure of the MSP domain of MOSPD2 (PDB ID 1WIC; DOI: 10.2210/pdb1wic/pdb; Endo, H., Asakura,
K., Nemoto, N., Takasugi, K., Izumie, K., Yoshida, M., Hayashi, F., Yokoyama, S., RIKEN Structural
Genomics/Proteomics Initiative; Solution structure of the MSP domain of RIKEN cDNA 6030424E15)
was extracted and truncated to the rigid core, and used as a search model in PHASER with a solution
found in P6122. The asymmetric unit contains six copies of the MSP domain (~residues 315-447) and
five copies of the peptide, with a corresponding Matthews’ coefficient of 2.16 A’Da* and a solvent
content of 43%. As with VAP-A, the asymmetric unit is too small to contain six copies of the construct
crystallized, implying that the N- and C-terminal extensions had been cleaved in the drop during the
long crystallization time.

For apo MOSPD2 [282-490] data were collected on our in-house diffractometer. The
diffractometer comprises an FR-X rotating anode X-ray generator (Rigaku) fitted with Osmic VariMax
HF Arc)Sec confocal optics and an Eiger R 4M detector (Dectris). The crystal diffracted to 1.5 A and
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belonged to the primitive orthorhombic space group P212:2; witha=28.1A, b=51.2A,c=78.8A, a
= B =y = 90°. The structure was solved by molecular replacement using a monomer of our
MOSPD2/ORP1 complex structure. The asymmetric unit contains one copy of the MSP domain
(residues 315-445) with a corresponding Matthews’ coefficient of 1.97 A>Da* and a solvent content of
37.5%.

Forthe complex of MOSPD2 [315-445] with the phosphorylated FFAT motif of STARD3 [196-216]
data were collected on an EIGER X 9M detector (Dectris) at the Proxima 2A beamline of Synchrotron
SOLEIL. The crystal diffracted to 2.35 A and belonged to a primitive tetragonal space group (P41212 or
P432,2) with unit cell dimensionsa=b=87.9A, c=95.1 A, a =B =y = 90°. The structure was solved by
molecular replacement in PHASER using our MOSPD2 MSP domain apo structure as a search model
with a solution found in P412,2. The asymmetric unit contains two copies of the MOSPD2 MSP domain
/ STARD3 FFAT motif complex with a corresponding Matthews’ coefficient of 1.97 A3Da and a solvent
content of 37.5%.

In silico identification of Phospho-FFATs

The algorithm used for Phospho-FFAT identification is derived from the position weight matrix
shown in Table S4. The scoring system is based on 19 continuous residues: the 7 residues forming the
core, 6 residues upstream and it is extended from the matrix previously described to include the 6
residues downstream (Slee & Levine, 2019). These residues were allocated a score in the position
weight matrix. All residues in all human protein sequences obtained from Uniprot were scored by
scripts enacted in Python. Venn diagrams and sequence logos were constructed using InteractiVenn
and Weblogo, respectively (Crooks et al, 2004; Heberle et al, 2015).

Statistical analyses
Statistical analyses were performed using the Mann-Whitney, or the Kruskal-Wallis non-
parametric tests (Prism, Graphpad). In the latter case, all conditions were compared with the

Dunn’s multiple comparison test.
P-values <0.05, <0.01 and <0.001 are identified with 1, 2 and 3 asterisks, respectively.

ns: p=0.05.
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Apo VAP-A (green) and Phospho-FFAT-bound VAP-A (cyan)
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pS203+pS209+pS213 | Medium 0.77+£0.06 uM | 1.59 +0.28 UM [ 0.16 + 0.04 UM
High 29.1+0.5uM | 16.10 + 0.64 uM ND
Low 0.16 £ 0.01 yM | 0.20 +0.06 yM | 0.10 + 0.02 yM
ORP1 FFAT Peptide Medium 0.54+0.05M | 0.80+0.06 uM | 0.63 +0.11 uM
High 142+25uM | 11.3+1.5uM ND
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Table S2

Phospho-FFAT

Conventional FFAT

|
[# residues|SCORE1[START|N-ter

[NAME TID [CORE [C-ter [SCORE2[START[N-ter [CORE _[C-ter

MIGA2 Q7L4E1l 593 286 SLTSED SFFSATE LFESLQ 42 PGLRKV LFATALG TVALAL
F170A A1A519 330 50 EVTSTS EYCSCVS SSRKLI i 103 SLSSYS SYKTCVS SLCVNK
EMD P50402 92 DDYYEE SYFTTRT YGEPES 2 183 PTSSST SEMSSSS SSSSWL
KCNB1 014721 858 584 SMSSID SFISCAT DFPEA _ 267 LLATLP YYVTIFL TESNKS
SPEG Q15772 704 LESSDD SYVSAGE EPLEAP 2 823 PITSDE EYLSPPE EFPEPG
CSCL2 Q5T3F8 832 811 DALTDT DFQSCED SLIENE 3,5 328 EQVEAI EYYTKLE QKLKED
AFTIN QéuLP2 936 414 NGDSSN DFVTCND INEDDF 2 554 DSDDFA DFSSAGP SQVVDW
RASF3 Q86WH2 238 9 EEDAED FFFTART SFFRRA -2 GYSSLEE DAEDFF
M4K3 Q8IVHS 359 LDSSEE IYYTARS NLDLQL 836 HGMQGR SFRSNEV TQEISD
CMTR1 Q8N1G2 835 306 NDFKLE DFYSASS ELFEPY 20 VAELAL SLSSTSD DEPPSS
SYNE2 Q8WXHO 6432 EEDEEG PYYSALS GKSIGSD 2,5 6162 PNSSEV LYTSAKE ELKRFE
KCNB2 092953 599 STSSID SFTSCAT DFTETE _ 559 DCOQEKP ERPSAYE EEIEME
RMD3 Q96TC7 151 STGSSS VYFTASS GATETD 3 169 DAESEG GYTTANA ESDNER
AKA11 Q9UKA4 180 VSSIED DFVTAFE HLEEEE 2,5 1706 SSKEIE DFQSTES VSSQQOM
INTU Q9ULD6 34 RVSDSG SYSSASS DYDDLE 304 NTPHIT MYLTLQL DSETSK
SYNRG Q9umz2 554 LGECFA EFRSAGT DDGFTD 566 TDDGFT DFKTADS VSPLEP
UBP20 Q9Y2K6 276 RSPSED S SSDRGE 434 RRRKEQ RYRSVIS DIFDGH
NACAD 015069 1562 1,56 166 PPPDPD & S TPTKTT 2 213 PASPSG SYITADG DSWASS
FINC P02751 2386 1,5/ 364 FTYNGR TFYSCTT EGRQDG 2 690 QEVTRF DFTTTST STPVTS
SSRD P51571 173 15 28 gpo17P syyTrepavisTE |l 154 arrcLv 1vviars aksniQ
SCRN1 Q12765 414 1,5 33 DEVQEV VYFSAAD HEPESK 3,5 265 VCIDSE FFLTTAS GVSVLP
RB3GP 15042 981 1,5 10 EVFEIT DFTTASE WERFIS 3 441 DYNLYN QFKSAPS DSLTYK
WAC2A Q641Q2 1341 1,5 455 DGDDDD DFFSAPH SKPSKT 2 881 DDEDDD LFSSAKS QPLVQE
DUS9 Q99956 384 1,6 362 AASNPP SFETTPT SDGAFE _ 363 ASNPPS FFTTPTS DGAFEL
FANCJ Q9BX63 1249 1,5 867 QIQHHS TFESALE SLAEFS 2 1057 NLTVNT SEGSCPQ SETIIS
ZBT22 015209 634 2 201 Q5PSSS NYFSPRE 51D 3 422 QGNQIL S SSS5QA
RTN3 095197 1032 2 43 SSSCAD SFVSSSS SQPVSL 2 79 SEIMS 5SE IHNTGL
STR3N 095772 234 2 201 GGLSDG QFYSPPE SEAGSE 3,5 86 KEVMQY DYYSSYF DIFLLA
BCL10 095999 233 2 158 GessTT PEFSTNS SINLEY [ 159 ESSTTP FFSTNSS LNLPVL
NCPR P16435 677 2 360 PFPCPT SYRTALT YYLDIT Bi5 209 DGNLEE DFITWRE QFWPAV
IF2B P20042 333 2 271 trevik ByvicaT crepD” [l 274 v1xevv rcuicrs por1no
VDAC1 P21796 283 2 34 KSENGL EFTSSGS ANTETT 3,5 92 ARGLKL TFDSSFS PNTGKK
OST48 P39656 456 2 69 DRGFEL TFKTADD PSLSLI 615 422 IPSAYP YYASAFS MMLGLF
VDAC2 Pp45880 294 2 45 KSCSGV EFSTSGS SNTDTG 2,5 161 LAGYQM TFDSAKS KLTRNN
RAB1A P62820 205 2 129 trrevv pyTTAKE FADSLG | 66 DTAGQE RFRTITS SYYRGA
UBP2L Q14157 1087 2 525 SEPVLS DYESTPT TSASSS 2 729 LHSSSS TESTTSS TVSAPP
RN111 Q6zNA4 994 2 271 TEGEED LFVSASE NHQNNP 328 IVIVGE SYRSRST LGHSRS
RBCC1 Q8TDY2 1594 2 725 AESPES DFMSAVN EFVIEE - 1325 IAEQQT NENTVLT REKMRK
ELYS Q8WYP5 2266 2 1708 TKLVKS AFKTAQE TSTMTM 3,5 816 WLIDHN DYESGLD LLFHPA
RMD2 Q96LzZ7 410 2 145 8arsEG GY17aNT DTEEQS | 35 TAMKLP EFLSLGN TENSIT
TRPM7 Q96QT4 1865 2 1547 PAMDTN YYYSAVE RNNLMR 2,5 1349 GSSSGA LFPSAVS PPELRQ
MET14 Q9HCES 456 2 370 NAETYA SYFSAPN SYLTGC 3 377 YFSAPN SYLTGCT EEIERL
ZDBF2 Q9HCK1 2354 2 708 SDSPAS LYHSAHD EPQEAL 2,56 480 ISLVDQ SYESSSS ETNFDC
CELR2 g@9HCU4 2923 2 2727 EDDQSG SYASTHS SDSEEE 3 457 DVVSPL DYETTKE YTLRVR
RTN4 Q9NQC3 1192 2 440 SSNDDT SFPSTPE GIKDRS 3 769 ESLTET SFESMIE YENKEK
HTR5B Q9P2D3 2071 2 1985 YLLDEN SFASASS ASKDLH 3,5 1504 LPPDGG AFYTPET IDTARL
KDIS  Q9ULHO 1771 2 1117 SPQPHS SYYSGMT GPQHPF 3 1453 KRGDVI DYSSSGV STNDAS
FND3A Q9Y2H6 1198 2 550 NPSEVV EFTTCPD KPGIPV 3,6 442 RLSARN DYGTSGE SEEVLY
C43BP Q9Y5P4 624 2 200 vEDDED DFPTTR: DGDFLH [N 0 SWNSSGS EEDPET
FA83G A6ND36 823 2,5 713 GFPGPP RYRSAAD SVQSST 3 580 EEEDDD DYVTLSD QDSHSG
EYA2 000167 538 2,5 112 GQSGFL SYGSSFS TSPTGQ 3 116 FLSYGS SFSTSPT GQSPY!
JTB 076095 146 2,5 86 SSSKRN EFKSCRS ALMEQR 31 EAPVQE EKLSAST SNLPCW
CCNB2 095067 398 25 324 KWNLKQ QYYTGY ! ENEVLE 218 LASKYE EMFSPNI EDEVYT
NUCL P19338 710 2,5 347 RKFGYV DFESAED LEKALE 523 KGYAFI EFASFED AKEALN
FPR2 P25090 351 2,5 10 NEYEEV SYESAGY TVLRIL -2 NFSTPLN EYEEVS
MCM7 P33993 719 25 593 WASKDA TYTSART LLAILR 396 RLAPRS QYTTGRG SSGVGL
PEX19 P40855 299 2,5 118 DMTSQQ EFTSCLK ETLSGL 182 LLSKDV LYPSLKE ITEKYP
SCOT1 P55809 520 2,5 372 TILPGA SFFSSDE SFAMIR 119 NAEFER QYLSGEL EVELTP
CEBPZ Q03701 1054 2,5 969 NLNDSS LEVSAEE FGHLLD 3 850 TFEDDN CFSSGKD DMDFAG
Z01 Q07157 1748 2,5 815 LHDDRL SYLSAPG SEYSMY 3 924 EASSPV PYLSPET NPASST
PSMD2 013200 908 2,5 275 MELVED IFTSCKD VVVQKQ 580 LEVVSE PFRSFAN TLVDVC
PKP1 Q13835 747 25 179 TTQNRY SFYSTCS GQKAIK 246 TIPKAV QYLSSQD EKYQAT
STAR3 Q14849 445 25 200 GALSEG QFYSPPE SFAGSD 84 QEIIQY NFKTSFF DIFVLA
S2535 Q3KQZ1 300 2,5 180 SSTQLC TFSSTKD LLSQWE 186 TFSSTK DLLSQWE IFPPQS
DOP1 Q5JWR5 2465 2,5 312 PEEHAT YYFTTFS KELLVQ 3 1327 DGLDLE NWYSCGE GDISEI
ZN318 @5vUA4 2279 25 393 psMoLE sFossTs ssopHP [ 1369 KPAPLN TFLSTKS SGTTAK
VP13C Q709c8 3753 2,5 1200 LLNFLN NFQTAKE SLSAAT 2,5 1715 LLNFLN NFQTAKE ALSTAT
MICA3 Q7RTP6 2002 2,5 1536 DSSLQE KFETPPS CWPRPE 3,5 1438 KILGSQ SENTSDS AMLTPP
TECT2 Q96Gx1 697 25 418 FvvkrL synsGNE EELSGN [N 97 RWKRGL DWCSSNE TDSFSE
OSBL9 Q96su4 736 2,5 28 YNAGLL SYYTSKD KMMRGS 2,5 281 NTVPEF SY¢ EFYDAD
SNX25 Q9H3E2 840 2,5 646 LERLPR DFFSHQE EETEED 613 QCEALY DYLKVI
OSBL3 Q9H4L5 887 2,5 155 FPHEVN HFFSGST ITDSSS - 169 TDSSSG VFDSISS RKRSST
RAI14 Q9POK7 980 2,5 380 ADLSFD SYHSTQT DLGPSL 3 377 EAEADL SFDSYHS TQTDLG
STML2 Q9uJzl 356 2,5 275 SLTVAE QYVSAFS KLAKDS 326 GTPDSL SSGSSRD VQGTDA
VDAC3 Q9Y277 283 2,5 150 LAGYQM SFDTAKS KLSQNN 202 IETSIN LAWTAGS NNTRFG
PITM1 000562 1244 3 373 SNDFID AFASPVE AEGTPE 343 ENSSEE EFFDAHE GFSDSE
OSBL6 Q9BZF3 934 3 347 NLCADI EFQTPPS HLTDPL 815] 192 RDASFH IFPSTST AESSPA
CCD40 Q4G0x9 1142 3 109 AADTTY PYFSPPQ ELPGEE 79 GEEEAV SYGDAES EEEYYY
YIPF5 Q969M3 257 3 5 ENLNTD FYQTSYS IDDQSQ 4 FENLNT DFYQTSY SIDDQS
ERBB2 P04626 1255 3 404 EEITGY LYISAWP DSLPDL 998 SPLDST FYRSLLE DDDMGD
SCN3B Q9NY72 215 3 146 TEEAGE DFTSVVS EIMMYT 16 IYWVSV CFPVCVE VPSETE
OSBP2 Q969R2 916 3 455 AMEDST SFITVIT EAKEDS 445 EEDEDT EYFDAME DSTSFI
LSG1 Q9HO089 658 3 311 PEEEED DWQTCSE EDGPKE 3,5 439 PGLVMP SFVSTKA EMTCSG
OSB11 Q9BXB4 747 3 466 cEvass veosssT ooy e [l 398 trEMya prmcEPD LRIATI
ITPR3 Q14573 2671 3 1472 VLDTIN AFFSSPF SENSTS 3 1473 LDTINA FFSSPFS ENSTSL
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797 SSRERR SFTEIDT GDDEDF
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348 SDSEVS EFFDSFD QFDELE
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389 SDSDSA SYAEADD ERLYSG
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28 EPQITP SYYTTSDAVISTE
395 PAEVGD LFYDCVD TEIKFF
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DISCUSSION



Mon travail de doctorat a permis de montrer que la protéine STARD?3 est essentielle a
la croissance des cellules cancéreuses amplifiées pour HER2 provenant de différents organes
comme le sein, I’estomac, le poumon et I’ovaire. La croissance cellulaire est la résultante de la
prolifération et de la survie. Les analyses menées au laboratoire ont montré un role de STARD3
sur la mort cellulaire et non sur la prolifération. De plus, 1’étude de plusieurs lignées cellulaires
cancéreuses non amplifiées pour HER2 a confirmé que STARD3 agit spécifiquement sur la
croissance des cellules cancéreuses HER2+. Cette étude montre que les cancers HER2+ ne
dépendent pas uniquement de l'oncogéne HER2 pour leur croissance mais également de
STARD3. STARD3 n’est pas directement oncogénique, mais il est devenu nécessaire au
maintien et a la progression tumorale. Ceci est conforme au concept d’addiction a des « non
oncogenes » dans les cellules cancéreuses

Cependant, ces résultats nécessitent d’€tre confirmés in vivo. J’ai réalisé¢ une premiere
expérience de xénogreffes de tumeurs chez des souris immunodéficientes. L’injection sous-
cutanée de cellules HER2+ n’exprimant plus STARD?3 (cellules HCC1954 siSTARD3) a induit
une diminution de la taille des tumeurs de 25 % par rapport aux souris contrdles. Ce résultat est
surprenant puisqu’au vu des résultats in vitro, nous pensions observer une nette inhibition de la
croissance des tumeurs HER2+ apreés la perte d’expression de STARD3. Une explication
possible est le fait que les cellules aient été injectées en présence de matrigel afin de favoriser
le développement des tumeurs. Le matrigel contient de nombreux facteurs de croissance qui ont
pu influencer la prolifération des cellules tumorales en activant les récepteurs tyrosine kinase
indépendamment de STARD?3. Ainsi, cette expérience nécessite d’étre répétée en utilisant une
cohorte d’animaux plus importante et en injectant des cellules HER2+ (cellules HCC1954) ou
HER2- (cellules triples négatives MDA-MB-231) wild-type, siCntrl ou siSTARD3 en absence
de matrigel afin de confirmer in vivo la dépendance des tumeurs HER2+ pour STARD3.

De plus, mon travail a également permis de montrer que les cellules HER2+ du sein, les
cellules HCC1954, dépendent du transport de cholestérol médié par STARD3 pour leur
croissance. En réalisant une expérience de sauvetage, nous avons montré que les différents
mutants de STARD3 qui ne peuvent pas transporter le cholestérol sont incapables de restaurer

la croissance des cellules HER2+. Néanmoins, ce résultat a été obtenu grace a un test de

91



croissance au MTT et nécessite d’étre confirmé par une deuxieme technique comme par
exemple un test de clonogénicité. Aussi, ces expériences de sauvetage pourraient étre réalisées
dans plusieurs lignées cellulaires HER2+ afin de confirmer leur dépendance pour les
mouvements intracellulaires de cholestérol médiés par STARD3.

L’ensemble de ces résultats suggere donc que STARD3 pourrait étre une cible
thérapeutique pour le traitement des cancers HER2+ qui sont de mauvais pronostic. En effet,
bien que les thérapies ciblées anti-HER2 aient montré un réel bénéfice clinique, les résistances
aux traitements sont fréquentes . Ainsi, un traitement inhibant le
transport de cholestérol médié par STARD3 pourrait étre envisagé en association avec une
thérapie ciblée anti-HER2 afin d’améliorer la prise en charge des patientes HER2+. C’est
pourquoi le laboratoire a initi¢ un travail collaboratif dont le but est de générer et de tester des
composés chimiques capables de bloquer 1’activité de transport de STARD?3. Pour cela, un large
panel de dérivés des stérols ainsi que des molécules de structure différente seront criblées afin
d’identifier de bons candidats en tant qu'inhibiteurs potentiels de la liaison et du transport de
cholestérol au niveau du domaine START de STARD3. Ces inhibiteurs seront ensuite validés
in vitro par des tests de transport de cholestérol a I’aide de liposomes et par des tests de
croissance cellulaire sur des lignées cancéreuses HER2+ et HER2-. Ces composés pourraient a
terme étre utilisés comme thérapie anticancéreuse ciblée.

En 2019, une étude visant a identifier un inhibiteur de STARD3 a été effectuée par une
équipe italienne . Afin d’identifier un composé inhibant le transport de
cholestérol médié par STARD3, ils ont réalis¢ un criblage virtuel basé sur le mécanisme
d’interaction entre la molécule de cholestérol et le domaine START de STARD3. Ce criblage
leur a permis d’identifier le composé VS1 (virtual screening 1) comme un inhibiteur de
I’activité de STARD?3. Ils ont ensuite testé I’effet de VS1 sur la capacité clonogénique de deux
lignées cellulaires de cancer du sein, les cellules MCF7 et les cellules MDA-MB-231, et ont
montré que VS1 posséde une activité antiproliférative. Cependant, 1’étude est critiquable a
plusieurs niveaux. Premiérement, 1’effet du composé¢ VS1 n’a pas été testé sur des cellules
HER2+ mais sur des cellules de cancer du sein surexprimant le récepteur aux cestrogenes
(MCF7) ou sur des cellules de cancer du sein triple négatif (MDA-MB-231). Il serait nécessaire
de voir si ce composé est plus efficace sur les cellules HER2+. Deuxiémement, I’effet de VS1
n’a pas été testé en 1’absence d’expression de STARD3. La spécificité de ce composé pour
STARD3 n’est pas étayée. En effet, la spécificité de 1’inhibiteur a uniquement été évaluée en

mesurant la dégradation de STARD?3 et I’activation de FAK (Focal adhesion kinase). De plus,
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mes travaux de theése ont montré que la perte d’expression de STARD3 n’a pas d’impact sur la
croissance des cellules MCF7 et MDA-MB-231. Ainsi, il est possible que I’inhibiteur testé ne
soit pas spécifique du transport de cholestérol médié par STARD3 et qu’il présente une toxicité
« off target ».

Enfin, un inhibiteur de STARD3 pourrait également étre envisagé pour traiter les
tumeurs résistantes aux thérapies anti-HER2. En effet, Sahlberg et al. ont montré que
I’inhibition de STARD3 potentialise 1’apoptose induite par le trastuzumab dans une lignée
cellulaire résistante a la drogue . De plus, la lignée cellulaire HER2+ du
sein principalement utilisée au cours de ma these, la lignée HCC1954, est une lignée qui ne
répond pas au trastuzumab . Ainsi, les résultats obtenus au cours de mon
travail de doctorante suggerent que STARD3 peut €tre une cible thérapeutique pour traiter les

cancers HER2+ résistants ou non aux thérapies ciblées anti-HER2.

Une étude visant a comprendre I’intérét clinique de la surexpression de STARD3 dans

les cancers HER2+ est actuellement en cours en collaboration avec le CHU de Strasbourg
Dans cette ¢étude rétrospective, une cohorte de 62 patientes
diagnostiquées positives pour un cancer du sein HER2+ entre 2011 et 2017 a été utilisée. Elles
présentaient toutes un score HER2 3+ par immunohistochimie et ont été traitées par
chimiothérapie néoadjuvante avec trastuzumab puis par chirurgie. Au laboratoire, nous avons
développé un anticorps spécifique de STARD3 qui permet de détecter la protéine par
immunohistochimie. Grace a cet anticorps, un immunoscore de STARD3 a été évalué sur la
biopsie initiale faite lors du diagnostic pour chaque patiente. Il s'agit de la premicre étude
clinique visant a étudier l'expression et la localisation de la protéine STARD3 dans une cohorte
de cancers du sein HER2+. D’apres les premiers résultats, toutes les patientes ayant un score
négatif de STARD3 par IHC ont présenté une réponse partielle ou absente au traitement. En
effet, nous avons trouvé une association statistique entre un score négatif de STARD?3 et une
réponse partielle ou absente (p = 0,028). Ces résultats suggerent que la surexpression de
STARD3 pourrait étre utilisée en clinique comme marqueur prédictif de réponse aux thérapies
anti-HER2. Aux vues de ces premicres conclusions, il est important de poursuivre 1’étude en

augmentant la cohorte de patientes afin de confirmer I’intérét potentiel de la protéine STARD?3

93



comme marqueur prédictif de la réponse au traitement. Le fait de disposer d'un marqueur
immunohistochimique pour prédire la réponse thérapeutique pourrait avoir des conséquences
pour la pratique clinique. En effet, la connaissance d'une faible probabilité de réponse a la
thérapie néoadjuvante pourrait €tre prise en compte pour décider d’une stratégie thérapeutique
optimale pour chaque patiente. De plus, un test pronostique compagnon serait essentiel pour le
développement futur d’un traitement anti-STARD3.

La corrélation entre I’absence de STARD?3 sur un petit nombre de tumeurs qualifiées
HER2+ (STARD3-/HER2+) et I’absence de réponse thérapeutique souléve plusieurs
interrogations. Il est possible que les tumeurs présentant un score négatif de STARD3 ne soient
pas amplifiées au niveau du locus 17ql12. Une autre possibilité est lice a I’hétérogénéité de
I’amplicon HER2. En 2008, Arriola et al ont cartographié les limites de I’amplicon HER2 dans
145 cancers du sein . Dans cette série, 15 cas présentaient une amplification
en 17q12-g21 et la région minimale amplifiée couvrait ~750 kb et incluait 20 génes dont HER?2,
PERLDI, PNMT, PPPIRIB, GSDML, PSMD3, STARD3, THRAP4, TCAP, GRB7, THRA et
PPARBP. Tous ces geénes exceptés PPPIRIB et PPARBP étaient surexprimés. L’étude parallele
de 46 lignées cellulaires a défini que 9 d’entre-elles étaient amplifiées au niveau du locus 17q12
et que seuls 5 génes (GRB7, PERLDI, STARD3, PNMT et ERBB?2) étaient amplifiés et
surexprimés. En 2010, Staaf et al. ont réalisé une ¢tude cartographiant les limites de ’amplicon
sur 200 tumeurs HER2+ et ont corrélé les données transcriptomiques globales pour 87 d’entre-
elles . Dans cette étude, les auteurs ont réduit la région commune
d’amplification a ~85 kb incluant TCAP, PNMT, PERLDI, HER2, Cl70rf37 et GRB7 mais
excluant STARD3 car pour 3 tumeurs sur 200, la limite de I’amplicon se trouvait dans le géne
STARD3. 11 est possible que dans notre cohorte, les cas négatifs pour STARD3 correspondent
a des tumeurs dont I’amplicon exclu STARD3, ou ne comprend qu’une partie du géne STARD3,
ce qui ne permet pas I’expression de la protéine. C’est pourquoi nous prévoyons d'étudier
l'amplification des genes HER2 et STARD3 par hybridation in sifu sur les cas négatifs. En effet,
les patientes présentant une surexpression de HER2 due a une dérégulation transcriptionnelle
et non a I’amplification du geéne ne répondent pas au trastuzumab

. La raison n’est pas connue mais il est possible que dans
ces tumeurs, HER?2 ne soit pas le seul géne « driver » de la maladie. Il est estimé que 20% des
patientes diagnostiquées HER2+ ne présentent finalement pas d’amplification du gene HER2

. Par conséquent, I’analyse de la surexpression de HER2

conjointement a celle d¢ STARD3 par immunohistochimie pourrait étre utilisée en clinique
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pour diagnostiquer les patientes HER2+ et pour confirmer 1’indication d’un traitement par
thérapie ciblée anti-HER2. En effet, les patientes HER2+ et susceptibles de répondre au
trastuzumab présentent une co-amplification de STARD3 et HER2. Cependant, les techniques
de FISH permettant de diagnostiquer des amplifications de genes ne sont réalisées qu’en cas
d’immunoscore HER2 intermédiaire du fait du cott ¢élevé de cette méthode. Tout comme
Vinatzer ’avait suggéré, STARD3 ne semble pas étre un marqueur indépendant d’HER2 mais
pourrait étre utilisé comme marqueur additionnel en cas de doute de I’amplification d’ HER?.
En pratique, il est plus simple et moins colteux de réaliser une immunohistochimie
supplémentaire plutot qu’une FISH. Ainsi, en clinique, on pourrait imaginer une analyse
systématique de STARD3 et HER2 par immunohistochimie. Si les deux protéines sont
surexprimées, cela confirme leur co-amplification et permet donc de diagnostiquer un cancer
HER2+ pour lequel le trastuzumab est indiqué. Le laboratoire travaille actuellement sur une
cohorte rétrospective plus importante afin de confirmer I’intérét clinique de STARD3 lors du

diagnostic des cancers HER2+.

Les statines sont des médicaments indiqués pour le traitement de
I’hypercholestérolémie. Elles inhibent la néosynthése du cholestérol en bloquant I’enzyme
HMGCoA-réductase et leur effet sur les cellules cancéreuses est trés controversé. Dans une
¢tude précédente, le laboratoire a montré que STARD?3 transporte le cholestérol du réticulum
endoplasmique vers les endosomes tardifs . Ainsi, on pourrait émettre
I’hypothese qu’un blocage de la biosyntheése du cholestérol au niveau du RE par les statines
pourrait étre efficace pour le traitement des cancers HER2+. Au cours de ma these, j’ai testé
I’effet des statines sur la croissance cellulaire de différentes lignées cancéreuses, les cellules
HCC1954 et NCI-N87 qui sont des lignées HER2+ et les cellules HeLa HER2-. Le traitement
par statines inhibe la croissance des cellules HCC1954 et des cellules HeLa mais pas celle des
cellules NCI-N87. Ce résultat suggere que les voies d’apport du cholestérol utilisées pour
soutenir la croissance des cellules tumorales HER2+ HCC1954 et NCI-N87 sont différentes.
De plus, ce résultat rejoint une étude antérieure menée sur les cellules HeLa et CHO qui avait
montré que ’apport de la source endogeéne ou exogeéne du cholestérol varie selon le type

cellulaire
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Aussi, Wilhelm et al. ont montré que la surexpression de STARD3 dans des cellules
HeLa n’induit pas de changement dans 1’activation du facteur de transcription SREBP-2. Dans
les cellules HeLa, la redistribution du cholestérol médi¢ par STARD3 ne perturbe donc pas
I’homéostasie du cholestérol. Selon notre modele, lors de la transformation oncogénique, les
cellules HER2+ amplifiées au niveau du locus 17q12 se sont adaptées aux changements de la
répartition du cholestérol cellulaire médiés par STARD3. Ainsi, il est préférable d’envisager un
traitement ciblant le transport de cholestérol médi¢ par STARD3 plutot que cibler la synthese
ou la capture du cholestérol. En conclusion, le traitement des cancers HER2+ par les statines
ne semble pas étre une bonne stratégie, car il n’y a pas de réponse commune des cellules
cancéreuses HER2+ aux statines. Un traitement ciblant le transport de cholestérol médié par
STARD?3 serait plus spécifique des cancers HER2+ compte tenu de leur dépendance vis-a-vis

de ce transporteur.

Mon travail de doctorat a permis de montrer que la surexpression de STARD3 dans les
cellules HER2+ induit une accumulation de cholestérol dans les endosomes tardifs et une
réduction au niveau de la membrane plasmique . J’ai pu lier cette diminution de
cholestérol dans la membrane plasmique a 1’activation de la signalisation issue du récepteur
HER?2. En effet, la perte d’expression de STARD?3 dans les cellules HER2+ HCC1954 diminue
I’homodimérisation et I’hétérodimérisation d’HER?2 . Ce résultat a été obtenu par
PLA (Proximity Ligation Assay), une technique permettant de révéler par des points
fluorescents la proximité entre deux protéines (< 40 nm). Cependant, je souhaiterais utiliser une
seconde technique pour confirmer I’effet de STARD3 sur la dimérisation des récepteurs
tyrosine kinase. Au laboratoire, nous avons mis au point une technique permettant de détecter
les homodimeres HER2 par western blot apres cross-linking des protéines extraites. Cette étape
de cross-linking au glutaraldéhyde permet de conserver les liaisons protéiques. Cela nous
permettra d’étudier la dimérisation d’HER2 en fonction de I’expression de STARD3 dans des
lignées HER2+.

De plus, une publication a montré que le cholestérol de la membrane plasmique régule
la mobilité des récepteurs de la famille de ’EGFR . En utilisant des techniques
d’imagerie par fluorescence d'une seule molécule (single molecule fluorescence imaging), ils

ont étudié la mobilité latérale de HER2 et EGFR en fonction de la teneur en cholestérol de la

96



CELLULE HER2+

siSTARD3 STARD3 surexprimee
HER3 HER2 EGFR HER2-HER3 HER2-HER2 EGFR-HER2
Membrane f . {00 0 | 0
plasmique .U o 0 : [ a
CE GG ®B)
!
Endocytose ? Endosome f PI3K/Akt
4
\ Contacts endosome-RE : 00 9 ,7‘ Contacts endosome-RE
\ Cholesterol endosomes N ¢ v f Cholestérol endosomes
fChoIestérol MP - . 52 \ Cholesterol MP

\Diméres et phosphorylation RTK

f Diméres et phosphorylation RTK

Croissance et survie MENTAL ¢ ]' Croissance et survie via PI3K/Akt

[ Transport du cholestérol
b START
’;i‘.:i‘.uned-coi ‘3
i
Réticulum B I VAL ¢

Endoplasmique 0

MSP

Cholestérol

Figure D1 : Mécanisme moléculaire de I’addiction des tumeurs HER2+ pour STARD3
HER2 et STARD3 sont co-amplifiés et co-surexprimés dans les cellules cancéreuses HER2+.
STARD3 forme un site de contact membranaire entre le RE et les endosomes en interagissant
avec les protéines VAPs. Au niveau de ces contacts, STARD3 transporte le cholestérol du RE
vers les endosomes tardifs (D’apres Wilhelm et al., 2017). Ce transfert induit une
accumulation de cholestérol dans les endosomes tardifs aux dépends de la membrane
plasmique. La diminution du cholestérol a la membrane plasmique favorise la dimérisation
des récepteurs de la famille de I’EGFR entrainant leur phosphorylation et 1’activation de la
voie de survie PI3K/Akt.



membrane plasmique. IIs ont montré qu’une déplétion du cholestérol a la membrane plasmique
induit un confinement des récepteurs ce qui pourrait favoriser leur dimérisation. C’est pourquoi
au laboratoire, nous prévoyons d’étudier la mobilit¢é du récepteur HER2 en fonction de
I’expression de STARD3 dans des cellules HER2+ en utilisant la technique de FRAP
(Fluorescence recovery after photobleaching).

Aussi, la perte d’expression de STARD3 dans les cellules HER2+ du sein HCC1954 et
de I’estomac NCI-N87 concomitamment a I’augmentation du cholestérol membranaire induit
une diminution de I’activation d’HER2, de ses deux partenaires de dimérisation EGFR et HER3
et d’Akt . Ce résultat confirme le réle de STARD3 dans la survie et la croissance
des cellules HER2+ a travers la voie PI3K/Akt. De plus, en utilisant un traitement a la MBCD,
qui réduit drastiquement le cholestérol membranaire, nous avons observé une augmentation de
la phosphorylation des récepteurs HER2, EGFR et HER3. Cela confirme le fait que I’activation
des récepteurs de la famille de ’EGFR dépend du contenu en cholestérol de la membrane
plasmique.

L’ensemble de ces résultats est en accord avec plusieurs études publiées dans la
littérature. En effet, différents groupes ont établi un lien entre le cholestérol membranaire et
I’activation du récepteur EGFR. De maniére intéressante, il a ét¢ montré qu’un traitement par
MBCD diminue le cholestérol de la membrane plasmique en détruisant les radeaux lipidiques,
diminuant la mobilité du récepteur EGFR, augmentant la dimérisation et la phosphorylation
d’EGFR et activant la voie de signalisation des MAPK

. Ces résultats suggerent que les récepteurs EGFR et HER2 sont
inactifs lorsqu’ils sont localisés dans les radeaux lipidiques et qu’ils s’activent une fois en
dehors de ces radeaux. De plus, le traitement a la MBCD ne mime pas complétement 1’action
de STARD3. Par exemple, la signalisation par les MAPK n’est pas controlée par STARD3 et a
I’inverse la voie PI3K n’est pas modulée par la MBCD. Ainsi, du fait de son effet sur la
phosphorylation des récepteurs et de sa toxicité importante sur toutes les cellules, la MBCD ne
peut pas étre envisagée comme thérapie anticancéreuse.

En conclusion, la composition lipidique des membranes est fortement dépendante du
type de cancer. Les cellules HER2+ dépendent de la redistribution du cholestérol intracellulaire
médiée par STARD3, notamment au niveau de la membrane plasmique, afin de maintenir
certaines voies de signalisation en aval du récepteur HER2, comme la voie de survie

PI3K/AKT.
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Dans une revue parue récemment, les auteurs ont émis [’hypothése que le role de
STARD3 dans la croissance des cellules HER2+ serait 1i¢ au trafic intracellulaire du récepteur
HER2 . Les sites de contact membranaire RE-endosomes tardifs et
I’accumulation de cholestérol dans les endosomes pourraient bloquer la maturation des
endosomes en lysosomes. Dans ces conditions, la dégradation lysosomale des récepteurs
tyrosine kinase, notamment HER2, serait entravée. Les récepteurs seraient ramenés a la
membrane plasmique afin de maintenir la transduction du signal, ce qui entrainerait une
croissance cellulaire incontrdlée.

Le trafic intracellulaire et la dégradation d’HER2 sont des domaines trés controversés
dans la littérature. Cependant, nous ne pouvons pas écarter le fait que la redistribution du
cholestérol médiée par STARD3 puisse impacter I’endocytose du récepteur HER2. De maniére
intéressante, il a ét¢ montré que la déplétion du cholestérol de la membrane plasmique par la
MPBCD inhibe I’internalisation du récepteur EGFR ce qui permet de maintenir sa signalisation

. Au cours de ma thése, je n’ai pas étudié I’endocytose du récepteur
HER2. Néanmoins, j’ai réalisé une expérience de cytométrie en flux afin de quantifier le
récepteur a la surface de la membrane plasmique mais également la quantité totale de récepteurs
dans la cellule en fonction de I’expression de STARD3. Le résultat a montré que la perte
d’expression de STARD3 dans les cellules HER2+ HCC1954 induit une diminution des
récepteurs HER2 a la surface cellulaire. Cette expérience n’a été réalisée qu’une seule fois et
nécessite d’étre confirmée mais cela suggére un effet de STARD3 sur ’endocytose d’HER?2.
Une hypothése possible est le fait que la perte d’expression de STARD3 induit une
augmentation des cavéoles en augmentant le cholestérol membranaire ce qui provoquerait
I’endocytose d’HER2 par un mécanisme dépendant des cavéoles. De plus, j’ai montré par
cytométrie en flux que la perte d’expression de STARD3 dans les cellules HCC1954 augmente
la liaison de la sonde fluorescente PlyA2, une sonde spécifique des domaines riches en
cholestérol et sphingomyéline ce qui suggere que STARD3 impacte les radeaux lipidiques. Un
western blot permettant d’étudier la protéine cav-1, un marqueur des cavéoles, en fonction de
I’expression de STARD?3 dans des cellules HER2+ pourrait aider a répondre a cette hypothése.
Ainsi, dans les cellules HER2+, la diminution du cholestérol de la membrane plasmique médiée

par STARD?3 permettrait de séquestrer le récepteur HER2 a la surface cellulaire et de maintenir

98



la signalisation. En conclusion, le trafic intracellulaire d’HER2 en fonction de 1’expression de

STARD?3 représente un vaste domaine a explorer dans le futur.

Une avancée majeure dans le domaine des LTPs a été la découverte des sites de contact
membranaire (MCS). Bien que les MCS aient déja été observés par microscopie €lectronique
dans les années 1950 , leurs fonctions physiologiques ne sont apparues que ces
derniéres années. En effet, de nombreuses études sur les LTP et les MCS ont mis en évidence
leur importance dans la régulation de la distribution et de la signalisation des lipides
intracellulaires . De plus,
du fait de leur implication dans de nombreux processus biologiques, les MCS font 1’objet
d’études dans le développement des cancers

Le laboratoire a montré que STARD3 interagit via son motif FFAT avec des protéines
résidentes du réticulum endoplasmique, les protéines VAPs et MOPSD?2, induisant la formation
de sites de contact membranaire entre les endosomes tardifs et le RE

. Dans les cellules cancéreuses HER2+, j’ai confirmé la présence de contacts entre
STARD?3 et la protéine VAP-A par PLA. Cependant, di 8 un manque d’anticorps spécifiques,
je n’ai pas pu étudier les contacts entre STARD3 et VAP-B ou STARD3 et MOSPD?2. Ainsi,
dans les cellules HER2+, nous ne savons pas si STARD?3 forme préférentiellement des contacts
avec les protéines VAPs ou MOSPD2 ou si des interactions STARD3-VAPs et STARD3-
MOSPD?2 sont retrouvées au niveau des mémes contacts. L’étude des MCS dans les cellules
HER2+ nécessite d’étre approfondie par microscopie €lectronique par exemple. De plus, au
cours de ma theése j’ai testé la dépendance des cellules HER2+ HCC1954 pour les protéines
VAPs et MOSPD2. Les résultats ont montré que la perte d’expression de VAPs et/ou MOSPD2
induit une diminution de la capacité clonogénique des cellules. Cependant, ce résultat doit étre
réalisé dans des lignées HER2 négatives afin de savoir si les protéines VAPs et MOSPD?2 jouent
un role dans la croissance de toutes les cellules dii a leur implication dans de nombreux
processus biologiques ou spécifiquement dans la croissance des cellules HER2+.

Aussi, un travail collaboratif auquel j’ai participé a permis de montrer que les sites de
contact membranaire impliquant la protéine STARD3 sont régulés. En effet, la phosphorylation
d’une sérine au sein du motif FFAT de STARD3 est essentielle pour I’interaction entre

STARD3 et les protéines VAPs/MOSPD?2 . Ainsi, la phosphorylation du motif
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Figure D2 : Régulation de I’interaction STARD3-VAPs/MOSPD2 par phosphorylation du
motif FFAT

La phosphorylation de la sérine S209 du motif FFAT de STARD3 induit I’interaction avec le
domaine MSP des protéines VAPs et MOSPD2. Cette modification post-traductionnelle
permet de réguler la formation des sites de contact membranaire RE-endosomes impliquant
les protéines STARD3 et les protéines VAPs/MOSPD?2 (D’aprés Di Mattia, Martinet et Ikhlef).



FFAT de STARD?3 constitue un systeme « ON-OFF » qui régule la formation des MCS et le
transfert de cholestérol
Mes travaux de theése ont permis de confirmer la redistribution du cholestérol médiée

par STARD3 dans les lignées HER2+ du sein HCC1954 et de I’estomac NCI-N87. Au niveau
des contacts entre STARD3 et VAPs, STARD3 transporte le cholestérol du RE vers les
endosomes ce qui entraine une accumulation de cholestérol dans les endosomes tardifs et une
diminution du cholestérol au niveau de la membrane plasmique

. Néanmoins, le transfert de cholestérol au niveau des contacts entre STARD3 et
MOSPD?2 reste a étre confirmé. Aussi, le transport du cholestérol du RE vers les endosomes
semble étre contre le gradient de concentration. En effet, le RE est un organite qui contient peu
de cholestérol par rapport aux endosomes. Cependant, il a ét¢ montré que la majorité du
cholestérol des endosomes se trouve dans les membranes internes appelées ILVs (Intraluminal
Vesicles) et que la membrane limitante des endosomes est pauvre en cholestérol

. Ainsi, le cholestérol du RE pourrait étre transporté dans la membrane limitante des
endosomes tardifs par le domaine START de STARD3 selon le gradient de concentration. Le
cholestérol pourrait ensuite étre concentré au niveau du domaine MENTAL de STARD3 puis
étre transféré dans les ILVs par un mécanisme encore inconnu impliquant peut-étre le systéme
ESCRT

Mais comment ce mécanisme de transport du cholestérol entre le RE et les endosomes

tardifs affecte-t-il la membrane plasmique ? Les endosomes, le RE et la membrane plasmique
sont des organites clés de I’homéostasie du cholestérol. En effet, le cholestérol est synthétisé
dans le RE et est soit acheminé vers la membrane plasmique soit estérifi¢ afin d’étre stocké
dans les gouttelettes lipidiques. En paralléle, le compartiment endosomal controle 1'absorption
du cholestérol par la voie LDL/LDL-R . La surexpression de
STARD3 perturbe ces voies de transport du cholestérol. Du fait de la surexpression de STARD3
et de ’augmentation des contacts, le cholestérol néosynthétisé dans le RE s’accumule dans les
endosomes tardifs au lieu d’étre transporté vers la membrane plasmique. Ainsi, le transport de
cholestérol médié par STARD3 au niveau des contacts RE-endosomes se fait aux dépends de
la membrane plasmique. Comme expliqué précédemment, le cholestérol accumulé dans les
endosomes tardifs est utilis¢ pour former les ILVs . Le role de ces
structures n’est pas complétement compris mais dans les cellules HER2+, il est possible qu’elles
servent a réduire le cholestérol de la membrane plasmique en le délocalisant dans les endosomes

tardifs
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Enfin, mon travail de doctorante a permis de confirmer I’importance des MCS dans la
croissance des cellules HER2+. En effet, le mutant de STARD3 incapable d’interagir avec les
protéines VAPs/MOSPD2 ne permet pas de restaurer la croissance des cellules HCC1954 apres
la perte d’expression de la protéine STARD3 endogene. Ce résultat confirme le fait que la
croissance des cellules HER2+ dépend de la formation des sites de contact membranaire entre

le réticulum et les endosomes tardifs

Pour conclure, le laboratoire a identifi¢ STARD3 comme étant surexprimé dans les
cancers HER2+ il y a plus de vingt ans. Depuis, 1’équipe a caractérisé sa fonction et a montré
que STARD3 est un transporteur de cholestérol capable de créer des MCS et de moduler la
répartition du cholestérol cellulaire. Mon travail de thése a permis d’identifier le mécanisme
d’addiction des tumeurs HER2+ pour STARD3 . En effet, la croissance des cellules
HER2+ et la signalisation issue du récepteur HER2 dépendent du transport de cholestérol médié
par STARD3. Ainsi, ces travaux positionnent STARD3 comme une cible thérapeutique
spécifique des cancers HER2+. La perspective majeure de ce projet est d’identifier un inhibiteur
de STARD?3 qui pourrait étre utilis¢ comme thérapie ciblée en association avec le trastuzumab

afin de traiter les cancers HER2+.
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ANNEXES



Test de prolifération

Deux jours apres transfection avec les siARNS, les cellules HCC1954 sont comptées et mises
en culture en triplicat dans une plaque 96 puits (5000 cellules par puits). Aprés 24 heures de
culture a 37°C, les cellules sont lavées au TBS 1X puis fixées pendant 10 minutes avec du PBS
1X contenant 4% de paraformaldéhyde. Aprés perméabilisation pendant 15 minutes dans du
PBS 1X contenant 0.1% de Triton X-100, les sites non spécifiques sont saturés par une
incubation de 30 minutes dans du TBS 1X contenant 1% de BSA. Les cellules sont ensuite
incubées 2 heures a température ambiante avec 1’anticorps primaire de lapin anti-phospho-
histone 3 (Ser10, Cell Signaling #3377) dilué au 1/1000°™ dans du TBS 1X contenant 1% de
BSA. Aprées lavage dans du TBS 1X, les cellules sont incubées une heure avec ’anticorps
secondaire couplé au fluorochrome Alexa-488 dilué au 1/1000°™dans du TBS 1X. Les cellules
sont lavées et les noyaux sont marqués pendant 2 minutes au Hoechst-33258 dilué au 1/1000°™
dans du TBS 1X. Les puits sont ensuite imagés a 1’aide de I’appareil Celllnsight de Cellomics
(ThermoScientific) et le pourcentage de cellules positives est quantifié grace au logiciel

HCSStudio.

Apoptose
Un kit de détection de 1’apoptose a été utilisé (FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I, BD

Biosciences). Aprés 96 heures de transfection avec les siARNs, le milieu des cellules est
récupéré et les cellules HCC1954 sont décollées a 1’acutase. Apres deux lavages dans du PBS
froid, les cellules sont incubées pendant 15 minutes dans 100 pL de tampon 1X (0.1 M
Hepes/NaOH (pH 7.4), 1.4 M NaCl, 25 mM CaCl2) contenant 5 uL. d’annexin V-FITC et 5 L.
d’iodure de propidium. Des cellules non marquées et des cellules traitées pendant 24 heures
avec du lapatinib (5 uM) sont utilisés respectivement comme contréles négatif et positif de
I’apoptose. Le pourcentage de cellules apoptotiques est analysé par cytométrie en flux (FACS

Celesta BD biosciences) et quantifié¢ grace au logiciel FlowJo.

Analyse du cycle cellulaire

Apres 72 heures de transfection avec les siARNSs, les cellules HCC1954 sont décollées a la
trypsine, centrifugées (1000 rpm, 5 minutes) et resuspendues dans 1 mL de PBS froid pour 1
million de cellules. De I’éthanol 95 % est ajouté goutte a goutte en mélangeant gentiment afin

d’obtenir une concentration finale d’éthanol de 70 %. Les cellules sont fixées a 4°C sur la nuit.
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Le lendemain, les cellules sont lavées au PBS 1X et incubées pendant 30 minutes dans 1 mL de
PBS 1X (pour 1 million de cellules) contenant 100 pg/mL de RNAse et 15 pg/mL d’iodure de
propidium. Le cycle cellulaire est ensuite analysé par cytométrie en flux (FACS Celesta BD

biosciences) et quantifié grace au logiciel FlowJo.

Migration cellulaire

Apres 72 heures de transfection avec les siARNSs, les cellules HCC1954 sont comptées et
ensemencées a raison de 50 000 cellules par chambre de Boyden dans 200 uL de milieu sans
sérum et supplémenté avec 0.2 % de BSA. Chaque chambre de Boyden est placée dans un puits
d’une plaque 24 puits contenant 800 pL de milieu supplémenté avec 10 % de sérum et 2 % de
BSA. Les cellules sont incubées pendant 6 heures a 37°C puis elles sont lavées au PBS 1X,
fixées a I’éthanol pendant 20 minutes et colorées au Hoechst-33258 pendant 5 minutes. Apres
deux lavages au PBS 1X, les cellules de la face supérieure des chambres de Boyden sont
enlevées a 1’aide d’un coton-tige. Les cellules ayant migré a travers la membrane poreuse sont
imagées a ’aide d’un microscope a épifluorescence inversé (grossissement x10, 5 champs

différents par condition) et quantifiées grace au logiciel Icy.
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Laétitia Voilquin
Mécanisme moléculaire de 1’addiction des cancers HER2 positifs pour le transporteur de
cholestérol STARD3

Les cancers HER2+ sont caractérisés par [’amplification et la surexpression d’HER2. HER2 est un
récepteur tyrosine kinase appartenant a la famille de ’EGFR qui joue un rdle central dans la progression
tumorale des cancers du poumon, du sein, de I’ovaire et de I’estomac. Notre équipe a identifi¢ STARD3, un
gene co-amplifié et co-exprimé avec HER2 dans les cancers. STARD3 est une protéine endosomale de la famille
des START qui lie le cholestérol. STARD3 interagit avec les protéines VAPs et MOSPD2 résidentes du
réticulum endoplasmique (RE) afin de créer un site de contact membranaire (MCS) entre les endosomes tardifs
et le RE. Au niveau de ces contacts, STARD?3 transporte le cholestérol du RE vers les endosomes aux dépends
de la membrane plasmique. La perte d’expression de STARD?3 inhibe spécifiquement la croissance des cellules
HER2+. Nos résultats montrent que STARD?3 agit sur la croissance des cellules HER2+ de maniére indirecte
en altérant la distribution normale du cholestérol et en modifiant la composition lipidique de la membrane
plasmique. Ces modifications favorisent la dimérisation d’HER2, son activation et 1’activation de la voie
PI3K/Akt. Les cellules HER2+ dépendent du transport de cholestérol médié¢ par STARD3 pour leur croissance.
STARD?3 représente donc une cible thérapeutique potentielle des cancers HER2+.

Mots clés : cancers HER2+, STARD3, cholestérol, site de contact membranaire, membrane plasmique,
voies de signalisation

HER2+ cancers are characterized by HER2 amplification and overexpression. HER?2 is a tyrosine kinase
receptor from the EGFR family that plays a central role in tumor progression of lung, breast, ovary, and gastric
cancers. Our team identified STARD3, a gene co-amplified and co-expressed with HER2 in cancers. STARD3
is a late endosomal cholesterol-binding protein that belongs to the START protein family. STARD3 interacts
with VAPs or MOSPD?2 proteins localized in the endoplasmic reticulum (ER) to create membrane contact sites
(MCS) between LE and the ER. At these contacts, STARD?3 transfers cholesterol from the ER to LE inducing
a cholesterol accumulation in LE at the expense of the plasma membrane (PM). Inhibition of STARD3
expression inhibits specifically HER2+ cell growth. Our results show that STARD3 acts on HER2+ cancer cell
growth through an indirect mechanism by altering the normal cholesterol distribution and modifying the lipid
composition of the PM. These changes promote the dimerization and activation of HER2 and the activation of
the PI3K/Akt pathway. HER2+ cell growth depends on STARD3-mediated cholesterol transport at MCS and
STARD3 may have a therapeutic potential in HER2+ cancers.

Keywords: HER2+ cancers, STARD3, cholesterol, membrane contact sites, plasma membrane,

signaling pathways



